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I. RESUMEN.,

El proceso de fagocitosis es una ﬁm.cién celular de gran importancia dentro del
sistema inmunolégico. Actualmente existe gran interés en definir las moléculas que regulan
este proceso en los diferentes fagocitos del sistema inmunolégico (i-4). Utilizando
inhibidores farmacoldgicos se evalué el papel de las enzimas fosfatidilinositol 3-cinasa (PI
3-K) y Cinasa activada por mitégenos (ERK), en la fagocitosis mediada por receptores Fey
{FcyRs) en monocitos. El tratamiento de monocitos de la linea celular humana THP-1 con
wortmanina, inhibidor especifico de PI 3-K, o con PD98059, inhibidor especifico de ERK,
no tuvo efecto sobre la fagocitosis mediada por FcyRs. El tratamiento de monocitos THP-1
con écido retindico y con interferén gamma (IFN-y) indujo su diferenciacién a células con
fenotipo de macréfagos. El tratamiento de los macréfagos derivados de monocitos con
wortmanina bloqued la respuesta fagocitica mediada por FcyRs sélo después de 48 horas de
diferenciacién con IFN-y. El tratamiento de macréfagos derivados de monocitos con
PD98059 bloqued la respuesta de fagocitosis mediada por FcyRs a las 24 y a las 48 horas
de diferenciacién con IFN-y. Tanto wortmanina como PD98059 bloquearon la respuesta de
fagocitosis mediada por FcyRs en neutréfilos humanos. Los niveles de fagocitosis basal
(i.e. fagocitosis no estimulada) fueron muy similares en los neutréfilos, los macrdéfagos y
los monocitos. Sin embargo, cuando las células se estimularon con ésteres de forbol, los
neutrofilos y los macréfagos presentaron niveles de fagocitosis mayores que el nivel de
fagocitosis alcanzado por los monocitos estimulados. Estos resultados indican que el
proceso de fagocitosis por FcyRs en monocitos es independiente de las enzimas PI 3-K y

ERK. Sin embargo, durante el proceso de diferenciacién de monocitos a macréfagos, PI 3-




K y ERK se reclutan a la maquinaria fagocitica en forma ordenada; primero se recluta ERK
y posteriormente PI 3-K. Estos resultados también sugieren que la utilizacién de PI 3-K y
ERK por fagocitos profesionales (i.e. neutréfilos y macrofagos) para fagocitosis por FcyRs
permite una respuesta fagocitica mas eficiente.

En este trabajo se describe ademés un método para medir fagocitosis basado en la
citometria de flujo (CMF). Este método permite medir fagocitosis en dos tipos de fagocitos
(neutréfilos y monocitos) de forma simple. Esta técnica puede ser utilizada en estudios de
transduccidén de sefiales, pues permite evaluar cambios en los niveles de fagocitosis, en
funcién del estdo de activacién de los fagocitos, o bien cambios inducidos por la inhibicién
de enzimas involucradas en los eventos de sefializacién que regulan la respuesta fagocitica

en neutréfilos o en monocitos.




II. INTRODUCCION.

IL.1 El proceso de fagocitosis.

El término “fagocitosis” se aplica por lo general al proceso de ingestién de
particulas con un diametro mayor de 1 pm, por células especializadas (5). Los mecanismos
de internalizacién de particulas de este tamaiio difieren claramente de los mecanismos
celulares utilizados para la endocitosis de material soluble (5). En el contexto del sistema
imminolc')gico la fagocitosis es una respuesta celular por medio de la cual se reconocen, se
internalizan y se destruyen microorganismos, complejos inmunes y restos celulares (6).

Durante la década de 1880 Elie Metchnikoff public6 varios trabajos reportando la
existencia de células con la capacidad de ingerir y digerir una gran variedad de particulas,
en diversos organismos. Metchnikoff 1lamé a estas células macréfagos, las considerd la
base fundamental de los mecanismos de defensa que protegen a los organismos contra los
distintos agentes patdgenos a los que se encuentran expuestos (5, 7). Desde entonces el
proceso de fagocitosis se ha estudiado ampliamente. Sin embargo ain hoy no se conocen
bien los mecanismos moleculares que regulan y dirigen el proceso de fagocitosis.

El primer paso en el proceso de fagocitosis consiste en la unién de los fagocitos con
las particulas que se van a ingerir. A esta unién le sigue la acumulacién de filamentos de
actina en los fagocitos, por debajo del sitio de adhesidn con las particulas que se van a
ingerir. El reordenamiento del citoesqueleto de actina es indispensable para la extensidn de
pseudépodos alrededor de la particula. Si se bloquea este reordenamiento el proceso de

fagocitosis se detiene (6, 8).




Durante la fagocitosis se observa también un reclutamiento de vesiculas
citoplasmicas hacia las zonas de extension de los pseudépodos. La membrana de estas
vesiculas contribuye a la extension de los pseuddpodos (1, 2, 4). La interrupcién de este
trafico de membrana aparentemente detiene proceso de fagocitosis (1, 2). Al final del
proceso de ingestion los pseudépodos rodean la particula y ésta es internalizada al
citoplasma. Alli se forma una vacuola a la que se fusionan lisosomas, generando asi un
fagosoma. Es en este organelo donde las enzimas lisosomales destruyen a la particula que
fue internalizada (5, 6, 9).

Aunque distintas células en el organismo pueden presentar fagocitosis de
microorganismos o restos celulares (6, 8, 10), los fagocitos del sistema inmunolégico
poseen dos propiedades que los distinguen de otras células con capacidad fagocitica. Una
de estas propiedades es la capacidad de los fagocitos para incrementar la proporcién y la
eficiencia del proceso fagocitico cuando son activados por diversas substancias durante el
proceso inflamatorio (6, 8, 10). La otra es que presentan un proceso de fagocitosis
altamente especifico. En este sentido, microorganismos y restos celulares son fagocitados
sin que exista dafio a las células aledafias (6, 8, 10).

La especificidad del proceso de fagocitosis estd dada por interacciones ligando-
receptor que se generan entre el fagocito y su blanco (6, 8). La interrupcién de estas
interacciones detiene el proceso de ingestién (5, 8, 11). A partir de esta observacion se
propuso el modelo de fagocitosis de “cierre” o “zipper”. El modelo de *“‘cierre” consiste en
la interaccién progresiva de receptores sobre los fagocitos, con ligandos especificos sobre
la particula que se va a ingerir (Fig. 1). Segin este modelo, la fagocitosis de una particula
determinada depende de la disponibilidad y la distribucién de ligandos sobre su superficie

(6,8, 11).
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I1.2 Fagacitos del sistema de defensa del organismo,

Las células que componen el sistema inmunolégico pueden dividirse en dos grupos:
células del sistema inmunolégico innato o inespecifico, y células del sistema inmunoldgico
especifico. Es importante sefialar el sistema inmunoldgico innato y el sistema inmunolégico
especifico no son auténomos, y que ambos cooperan para mantener ¢l estado de
homeostasis en el organismo. Los sistemas inmunolégicos innato y especifico se conocen
en conjunto como “sistema de defensa”.

Existen tres tipos de fagocitos dentro del sistema de defensa del organismo:
monocitos, macréfagos y neutrdfilos. Los neutréfilos y macréfagos son considerados
fagocitos profesionales debido a que presentan un proceso de fagocitosis muy eficiente,
cuando éstos son activados por diferentes substancias durante el proceso de inflamacién (3,
5, 6).

Los monocitos son los precursores en circulacién de los macréfagos. Durante el
proceso de inflamacién los monocitos migran a través de las paredes de los vasos
sanguineos a los sitios de inflamacién. Alli los monocitos entran en contacto con moléculas
como interferon gama (IFN-y), 4cido retindico y factor estimulador de colonias {(CSFs). La
interaccion de los monocitos con estas moléculas induce su diferenciacion a macréfagos,
los cuales son capaces de generar respuestas celulares mas eficientes que las de los
monocitos, cuando son activados (5, 7). Las principales funciones de los macréfagos
durante el proceso de inﬂamacinén son: la fagocitosis de microorganismos y restos celulares,
la produccién de radicales toxicos de oxigeno durante el estallido respiratorio, la

produccion de citocinas para regular el curso de la respuesta inflamatoria, y la reparacién,




del tejido dafiado (5, 7, 9). Los macréfagos juegan ademés un papel muy importante en la
activacién del sistema inmunolégico especifico, pues actian como células presentadoras de
antigenos, induciendo la activacion de linfocitos T (5, 6, 9).

Los neutréfilos son los leucocitos mas abundantes en la sangre. Durante el proceso
inflamatorio son las primeras células en llegar a los sitios de inflamacién. Las funciones
principales de estas células son la liberacién de factores proinflamatorios y citocinas que
regulan la respuesta inflamatoria, la fagocitosis de microorganismos y la generacién de

radicales téxicos de oxigeno (5, 6, 12).

II.3 Receptores para Fagocitosis.

Existen distintos tipos de receptores en los leucocitos, capaces de inducir
fagocitosis. Estos receptores se organizan en dos grupos. Un grupo incluye receptores que
reconocen componentes de superficie de microorganismos (1, 5, 6, 8, 13), o bien moléculas
alteradas sobre la superficie de células apoptéticas (13, 14). En este grupo se encuentran los
receptores de manosa, el receptor de polisacarido, y los receptores “scavenger” (5, 8, 13).
El otro grupo incluye receptores que reconocen moléculas del hospedero, acumuladas sobre
la superficie de microorganismos o sobre substancias extraiias al organismo (1, 5, 6, 8, 13).
. Dentro de este grupo se encuentran los receptores para moléculas de la cascada del
complemento y los receptores para anticuerpos. El grupo de receptores para anticuerpos ha
sido el mas estudiado debido a la importancia de estos receptores y de sus ligandos dentro
del proceso de inflamacién (3, 15).

Los anticuerpos, o inmunoglobulinas, son moléculas de gran importancia dentro dei

sistema inmunolégico pues, ademas de la inactivacién de virus y toxinas, constituyen un
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puente entre la inmunidad humoral del sistema inmunolégico especifico y los mecanismos
efectores celulares del sistema inmunolég.ico innato (1, 2). Los anticuerpos estan
constituidos por dos cadenas polipeptidicas de aproximadamente 50 kilodaltones (kDa),
denominadas cadenas pesadas y por dos cadenas polipeptidicas de aproximadamente 25
kDa, llamadas cadenas ligeras. Estas cadenas estin unidas por puentes disulfuro (Fig. 2)
3).

Los anticuerpos s¢ unen al antigeno por medio de sus porciones Fab en el extremo
amino terminal, ¢ interaccionan con receptores sobre distintas células del sistema de
defensa del organismo por medio de su porcién Fc en el extremo carboxilo terminal (Fig.
2). Los receptores para la porcién Fc de las inmunoglobulinas (receptores Fc) se expresan
en distintos tipos celulares del sistema de defensa del organismo; principalmente en
monocitos y macréfagos, granulocitos, linfocitos B y células cebadas (1, 4). La interaccion
de la porcién Fc de los anticuerpos con sus receptores sobre células del sistema de defensa
pone en marcha diferentes mecanismos celulares que contribuyen a la destruccién de
microorganismos y a la eliminacién de substancias extrafias al organismo (1).

Existen numerosas respuestas celulares inducidas por el entrecruzamiento de
receptores Fc en las diversas células del sistema de defensa. Dentro de estas se encuentran
la produccién y liberacién de citocinas (5, 6), la liberacién de enzimas bactericidas y de
enzimas proteoliticas (7), la degranulacién en células cebadas y en baséfilos (8, 9), la
citotoxicidad dependiente de anticuerpos en células asesinas naturales (células NK) (10,
11), la activacién de la cascada del complemento y finalmente el estallido respiratorio y la

fagocitosis por neutréfilos, macréfagos y monocitos (12-17).
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Figura 2. Esquema de una Inmunoglobulina IgG tipica. Los anticuerpos o
inmunoglobulinas estan constituidos por dos cadenas polipeptidicas de aproximadamente
25 kDa llamadas cadenas ligeras, y por dos cadenas de aproximadamente 50 kDa,
denominadas cadenas pesadas. Estas cadenas estdn unidas por puentes disulfuro. Los
anticuerpos interaccionan con su antigeno por sus porciones Fab, en el extremo amino
terminal (N), y con receptores sobre células del sistema inmunoldgico por su porcién Fc, en

el extremo carboxilo terminal (C).




II.4 Receptores Fey

Existen cinco familias de inmunoglobulinas: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM. Cada
familia de inmunoglobulinas cumple funciones especificas dentro del sistema
inmunoldgico. Las inmunoglobulinas G son particularmente importantes en el sistema
inmunolégico pues son las mas abundantes en el suero y son un componente crucial de la
inmunidad humoral. Las inmunoglobulinas IgG, al igual que las IgM, son ademas capaces
de iniciar la cascada del complemento. Las respuestas humorales secundarias (i.e.
respuestas inmunoldgicas humorales contra un antigeno al que el organismo ya ha estado
expuesto) consisten principalmente en la producciéon de anticuerpos tipo IgG de alta
afinidad (3).

Los receptores para la porcion Fc de las inmunoglobulinas G (FcyRs) son
particularmente importantes para el desarrollo del proceso inflamatorio. La estimulacién de
FcyR genera diferentes respuestas celulares que modulan y dirigen el cursoldel proceso de
inflamacién (1, 2, 18). Existen tres clases de receptores Fey: FeyRI, FeyRIl y FeyRIII (Fig.
3). Cada clase incluye a su vez diferent'es subtipos de receptores que estan codificados por
genes, con distintos grados de homologia dentro de cada clase. Los genes que codifican los
tipos y subtipos de receptores Fcy se expresan en forma diferencial en las distintas células
del sistema de defensa. (1, 19).

Los receptores de la clase FcyRI estan constituidos por una cadena o y una cadena
accesoria (y). La cadena o de los receptores FcyRI esti codificada por tres genes
homélogos (A, B y C). La cadena « de FcyRI consta de una porcién extracelular con tres

dominios tipo inmunoglobulina, de una porcién transmembranal y de una porcién
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Figura 3. Familia de receptores Fcy. La familia de receptores Fcy esta compuesta por tres
clases de receptores (I, IT y I1I). A las cadenas que componen cada receptor se asignan
letras griegas (o, ¥ 0 £ ). Las cadenas o de los receptores Fey estan codificados por distintos
genes a los que se les asignan letras mayusculas (A, B o C). A los productos polipeptidicos
de cada gene se les asignan letras mintsculas (FcyRlla, FcyRIlb, FcyRINa, FcyRIMb).
ITIM, region de inhibicién basado en tirosinas; ITAM, regidn de activacion basado en

tirosinas.
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citoplasmica (Fig. 3). Los receptores FcyRI son de alta afinidad, capaces de unir
inmunoglobulinas libres. Su alta afinidad se debe muy probablemente a los tres dominios
tipo inmunoglobulina en su porcién extracelular; la cual interactua con la porcién Fc de los
anticuerpos (1, 4, 18). La cadena v de los receptores FcyRI se encuentra también asociada
con ofros receptores, como los receptores Fce, y los receptores de antigeno de
linfocitos T y de linfocitos B (TCR y BCR respectivamente). La cadena y de FcyRI posee
en su porcidn citoplasmica secuencias de aminoécidos conocidos como ITAMs (del inglés
“Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif”: regién de activacion basado en
tirosinas). Los ITAMs son necesarios para iniciar los eventos de sefializacién intracelular
que desencadenan las distintas respuestas celulares mediadas por los receptores Fey (4, 20).

Los receptores FcyRII estin constituidos por una sola cadena (o), que estd
codificada por dos genes (A y B) (Fig. 3). Los productos polipeptidicos de estos dos genes
| (FcyRlIla y FeyRIIb) tienen funciones antagénicas en las células del sistema de defensa del
organismo. El receptor FcyRIla se expresa en diversas células del sistema inmunoldgico,
mientras que el receptor FcyRIIb es exclusivo de linfocitos B. FeyRIla y FeyRIIb son
receptores de baja afinidad y solo unen inmunoglobulinas agrupadas, como las que se
encuentran formando complejos inmunes o sobre la superficie de microorganismos
opsonizados. La cadena o de FcyRIla y FcyRIIb tienen sdlo dos dominios tipo
inmunoglobulina en su porcién extraceh;lar, un dominio transmembranal y un dominio
citoplasmico. El dominio citopldsmico de la cadena a del receptor FcyRIla contiene los

ITAMSs necesarios para la sefializacién intracelular y generacion de diferentes respuestas
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celulares (1, 4, 18). El dominio citopldsmico de la cadena a de FcyRIIb posee
secuencias de aminoécidos llamados ITIMs (del inglés “Immunorecpetor Tyrosine-based
Inhibiton Motif”: regién de inhibicién basado en tirosinas ). Los ITIMs, a diferencia de los
ITAMs, generan sefiales negativas capaces de bloquear la activacién celular inducida por
otros receptores (1, 4).

Los receptores de la clase FcyRIII pueden estar constituidos por una cadena o y un
dimero de cadenas accesorias v/y o y/§ La cadena o de los receptores FcyRIII estd
codificada por dos genes homélogos (A y B). Los productos polipeptidicos de estos genes
(FeyRlIIla y FeyRIIIb) forman receptores de baja afinidad y unen sélo inmunoglobulinas
agrupadas. La cadena a de FcyRlIlla consta de una porcién extracelular con dos dominios
tipo inmunoglobulina, de una porcién transmembranal, y de una porcién citopldsmica
(Fig.3). Las cadenas accesorias y o & poseen los ITAMs necesarios para la sefializacion
intracelular (1, 4, 18). El receptor FcyRIIIb consta de una sola cadena con dos dominios
tipo inmunoglobulina en su porcién extracelular, y es exclusivo de neutréfilos. A diferencia
del resto de los receptores Fey, el receptor FcyRIIIb no posee dominios transmembranales
ni citoplasmicos. Este receptor se encuentra unido a la membrana por medio de una ancla
de glicofosfatidilinositol (Fig. 3). Aunque el receptor FcyRIlIb no posee dominios

citoplasmicos, éste es capaz de inducir eventos de sefializacién en el interior de la célula,

.y . . +2_. . ..
como elevacion en la concentracién de calcio intracelular {({Ca “]i ) y polimerizacién de

actina (21-23). Esto sugiere que este receptor podria estar acoplado con otras moléculas en
la superficie celular, que a través de dominios citoplasmicos propios puedan desencadenar

eventos de seftalizacion intracelular (1, 18).
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Aunque las respuestas celulares generadas por entrecruzamiento de receptores Fey
en los neutréfilos, monocitos y macréfagos son muy semejantes, existen diferencias en

cuanto a la expresion de los distintos receptores en las células (Tabla I) . Los neutrdfilos
expresan constitutivamente receptores FeyRlla y FeyRIIb, v la expresién del receptor
FcyRI puede inducirse por tratamiento con interferén gama (IFN-y). Los monocitos
expresan receptores FcyRlla, y receptores FeyRI y FeyRIIla en menor cantidad. Finalmente,

los macréfagos expresan receptores FcyRI, FeyRIla y FeyRIIIa (18).

'Receptores [Respuestas celulares

Fagocitosis, Estallido respiratorio,§
Produccion y liberacién de |
citocinas
Fagocitosis, Estallido respiratorio,}
Produccién y liberacién de '
citocinas

FeyRl, FejRila.
FeyRilla (baja expresion).

!Macréfagos FeyRl, FepRlila,
FeyRlila

Neutroéfilos Fe)Rlila, FeRIIID. Fagocitosis, Estallido respiratorio, §

FcyRI (inducible) Degranulacién.

Tabla I. Expresién de FcyR en fagocitos y respuestas celulares mediadas por éstos.

14




IL5 Transduccion de sefiales por receptores Fcy

Los receptores Fcy necesitan ser agregados en la superficie celular por unién a
ligandos polivalentes (inmunoglobulinas agrupadas) para iniciar eventos de sefializacién
intracelular (1, 4). Aunque la agregacién de cada tipo de receptor Fcy puede generar
eventos de sefializacidn distintos, un evento de sefializacién que parece ser comin a las tres
clases de receptores es la activacién de cinasas de la familia Src. Estas enzimas fosforilan
de los residuos de tirosina dentro de los ITAMs de las distintas cadenas de los receptores.
Una vez fosforilados, los ITAMs sirven como sitios de anclaje para cinasas de la familia
Syk / Zap70. Estas cinasas se unen a las tirosinas fosforiladas a través de dominios SH2
(del inglés “Src Homology Two™: homologia dos con Src). Aparentemente esta unién es
suficiente para activar a las cinasas de Ia familia Syk (18).

Los eventos de sefializacién posteriores a la activacién de las cinasas de la familia
Syk/Zap70 se conocen sélo parcialmente. Dentro de éstos se han reportado la activacion de
la enzima fosfatidilinositol 3-cinasa (PI 3-K), la activacion de la via de sefializacién clasica

de la cinasa activada por mitégenos (ERK), el incremento en la concentracién de

intracelular de calcio ([Ca+2]i), la activacién de fosfolipasa C gama (PLCy), la activacion

de fosfolipasa A2 (PLA2), la activacién de fosfolipasa D (PLD), la activacién de proteinas
de la familia de proteinas cinasas C (PKC), y al activaciéon de GTPasas pequefias que
modulan el reordenamiento del citoesqueleto, como Rac y Rho (14, 24-27).

Las enzimas especificas que participan en las vias de sefializacién de los receptores

Fcy varian de acuerdo al tipo de receptor, al tipo celular, y al estado de activacién de las

células. Cabe mencionar que las distintas respuestas celulares mediadas por FcyRs pueden
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ser reguladas por distintas moléculas de sefializacién. Por ejemplo, en monocitos el
entrecruzamiento de receptores Fey induce la activacion de la enzima ERK en una forma
independiente de Ras y Raf, y la activacién de esta enzima es necesaria para la produccién
de citocinas como IL-1 y TNF-a (27, 28). Por otro lado, en células NK, el entrecruzamiento
del receptor FcyRIla activa a ERK a través de la via cldsica, que involucra Ras y Raf. En
estas células la activacion de ERK también es necesaria para la produccién de citocinas
(29).

El entrecruzamiento de FcyRs en células del sistema inmunoldgico puede inducir
diferentes respuestas celulares, dentro de las que se encuentran la produccién y liberacion
de citocinas y otros mediadores proinflamatorios como prostaglandinas y leucotrienos, la
liberacién de moléculas bactericidas por degranulacién en neutrdfilos, ell estallido
respiratorio y la fagocitosis. Dada la variedad de respuestas celulares que pueden generarse
a partir de la estimulacién de los receptores Fcy no resulta sorprendente la gran cantidad de
moléculas involucradas en las cascadas de seflalizacién, ni la complejidad de las
interacciones que pueden generarse entre ellas. En la actualidad la diseccién de las vias de
sefializacion utilizadas por cada receptor, y la participacion de distintas moléculas en las
diferentes respuestas celulares mediadas por los receptores Fcy, es un campo muy activo de

investigacién (1, 24, 25, 30).

16




IL.6 Transduccidn de seiiales durante la fagocitosis mediada por FcRs.

Durante la fagocitosis mediada por FcyRs se ha descrito la activacién de una serie

de moléculas a partir de la activacion de Syk, entre ellas estan ERK, PI 3-K, PLCy, PLA,
PLD y PKC (Fig. 4). La elevacion de la concentracion intracelular de calcio ([Ca+2]i) yla

polimerizacién de actina son otros eventos bioquimicos que se han observado durante la

fagocitosis mediada por FcyRs (15).

Citoesqueleto de actina. La polimerizacidn de filamentos de actina se lleva a cabo
debajo de las zonas de agregacién de los receptores Fcy. En estas zonas se observa
acumulacién de distintas proteinas capaces de regular el reordenamiento del citoesqueleto
de actina, como paxilina, vinculina, talina y ct-actinina, las cuales median el anclaje de las
fibras de actina a la membrana (14, 24). Debajo de las zonas de agregacion de FcyRs
también se observa acumulacién de enzimas ll'amadas miosinas. Las miosinas son ATPasas
capaces inducir la contraccion de fibras de actina. Estas enzimas proveen la fuerza motriz
necesaria para la internalizacion de las particulas que se estan fagocitando (13, 14, 24).
Durante el proceso de fagocitosis también se ha observado activacion de GTPAsas de la
familia de Ras, como Rho, Cdc42, Racl y ARF6. Las GTPasas de esta familia regulan la
polimerizacién de los filamentos de actina (24, 31). La inactivacién de estas enzimas, por
ribosilacién o por expresion de dominantes negativas de las mismas, inhibe la respuesta

fagocitica (32, 33).
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Figura 4. Transduccién de sefiales durante la fagocitosis mediada por FcyR. El
entrecruzamiento de FcyR induce la activacién de cinasas de la familia Src y Syk, y su
asociacion a los dominios citopldsmicos de los receptores. La activacién de Syk induce la
activacion de diversas enzimas, capaces de regular la fagocitosis directamente o a través de

segundos mensajeros. FcyR, receptores para inmunoglobulinas G; Fosfolipasa A2, PLA2;

acido araquiddnico, AA; fosfolipasa gama 1 y 2, PLCy '; inositol trifosfato, IP3;
. . . +2 .
diacilglicerol, DAG, fosfolipasa D, PLD; acido fosfatidico, PA; ion calcio, Ca ; cinasa

activada por mitdgenos, ERK; fosfatidilinositol 3-cinasa, PI 3-K.
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Calcio intracelular. El aumento en la [Ca 2]i es un fendmeno que se observa en

algunos leucocitos a partir del entrecruzamiento de FcyRs. Sin embargo, esta molécula
parece no tener un papel determinante en el desarrollo de la respuesta fagocitica (14, 15,
24). El uaimniento de neutréfilos y macréfagos con quelantes intracelulares de calcio no
tiene efecto sobre respuesta fagocitica mediada por FcyRs en condiciones basales (28, 34-
39). Es posible, sin embargo, que la respuesta de calcio sea importante para el proceso de

fagocitosis estimulada (14, 24, 39).

Proteina cinasa C. Algunas isoformas de la familia de PKC y substratos de estas
enzimas, que participan en la modulacién del citoesqueleto de actina (MARKSs), se han
encontrado localizadas alrededor de los fagosomas durante el proceso de fagocitosis (14,
24, 40). Inhibidores farmacolédgicos de las enzimas de la familia PKC inhiben la fagocitosis
mediada por FcyRs en macréfagos y monocitos, indicando la participacion de esta enzima
en el proceso de fagocitosis (24, 40). Las isoformas especificas de PKC que regulan el

proceso de fagocitosis no estan bien definidas (24, 25, 41).

Fosfolipasa Cyl y Fosfolipasa Cj2. En monocitos las enzimas PLCyl y PLCy2 son

fosforiladas a partir del entrecruzamiento de FcyRs. PLCyl y PLCy2 catalizan la formacién

de inositoltrifosfato (IP3) y daicilglicerol (DAG) a partir de lipidos de membrana (14, 25).
El IP3 actiia sobre receptores en el reticulo endopldsmico provocando la liberacion de Ca+2.
Sin embargo la estimulacioén de FcyRs en neutr6filos puede generar una respuesta de Ca"'2

independiente de IP3 (32, 25. El papel de IP3 en la fagocitosis mediada por FcyRs

%
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actualmente no esta bien definido. Por otro lado el DAG es necesario para la activacion de
PKC. Esta enzima, como ya se menciond, participa directamente en el proceso de

fagocitosis (24, 25).

Fosfolipasa A2. A partir del entrecruzamiento de FcyRs, se ha reportado también la
activacidén de al menos dos isoformas de PLA5. Una de ellas es dependiente de Ca+2, y

aunque su actividad es necesaria para el estallido respiratorio, no participa en la respuesta

fagocitica (14, 25). Por otro lado, se ha reportado la activacién de una isoforma de PLA,

independiente de Ca+2, que en fagocitos se ha denominado pPL (del inglés “Phagocytic

Phospholipase™) (14, 24, 25, 30). La inhibicién de esta enzima inhibe la respuesta
fagocitica mediada por FcyRs (42, 43). Las enzimas PLA; y pPLA catalizan la formacién

de 4cido araquidénico (AA) a partir de lipidos de membrana. El papel de AA en la
fagocitosis parece estar relacionado con la .regulacién del trafico de membrana necesario
para la extensién de pseudépodos alrededor de las particulas fagocitadas (25). El AA
también puede ser metabolizado a mediadores proinflamatorios como las prostaglandinas y
los leucotrienos. Sin embargo, la inhibicién del metabolismo de AA no tiene efecto sobre la
respuesta fagocitica (25). Esto sugiere que las prostaglandinas y los leucotrienos,
producidos de forma endégena por los ‘fagocitos, no son necesarios para la respuesta

fagocitica.

Fosfolipasa D. La enzima PLD cataliza la formacién de acido fosfatidico (PA), a

partir de fosfatidi! colina. En neutréfilos se ha reportado activacién de PLD durante la
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fagocitosis mediada por FcyRs (25). En estas células la inhibicion de PLD induce la
inhibicién de la fagocitosis demostrando asi su participacion en este proceso (24, 25, 44).

El PA puede actuar como segundo mensajero activando enzimas como PLCy,
fosfatidilinositol 4-cinasa (PI 4-K) y PLA, Por otro lado el PA puede ser metabolizado a

DAG, y de esta forma activar a PKC (25). Aunque el mecanismo por el que PLD regula el
proceso de fagocitosis no estd bien definido, este mecanismo parece estar también
relacionado con la regulacién del trifico de membrana necesarios para la extensién de

pseudépodos (25).

Cinasa activada por mitogenos. La activacion de la enzima ERK, también conocida
como MAPK, se ha descrito durante el proceso de fagocitosis mediado por FcyRs en
distintos tipos celulares del sistema de defensa del organismo (26, 27, 45-48). ERK
pertenece a la familia MAPK de cinasas de serina/treonina. Estas enzimas son reguladas
por fosforilacién en residuos de treoninas y tirosinas en distintos dominios (49, 50). Dentro
de esta familia de cinasas se encuentra también las enzimas JNK. Las enzimas JNK se
activan durante situaciones de estrés celular, como la expesicion de las células a
radiaciones ultravioleta, o por inhibicidn de la sintesis de proteinas (51). Otro miembro de
las cinasas de la familia MAPK es la proteina p38. La activacion de esta enzima se ha
obsexl'vado durante la estimulacién de monocitos con lipopolisacarido (LPS) y citocinas
como interleucina 1 (IL-1) (50).

La enzima ERK, posee dos isoformas; una de 42 kDa y otra de 44 kDa,
denominadas ERK-1 y ERK-2, respectivamente. Las enzimas ERK-1 y ERK-2 fueron lo

primeros miembros de al familia MAPK identificados. Los genes que codifican para estas
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enzimas poseen 90 % de homologia. Al parecer la actividad enzimatica de ERK-1 y ERK-2
es redundante (49). ERK-1 y ERK-2 se relacionaron inicialmente con las vias de
transduccién de sefiales de receptores para factores de crecimiento (50). Actualmente estas
enzimas se han visto relacionadas con respuestas celulares mediadas por diversos tipos de
receptores. Algunas respuestas celulares en que ERK se encuentra involucrada son la
modulacién del reordenamiento del citoesqueleto y la morfologia de la célula, la induccién
de genes por estimulacién de receptores integrina y de receptoresFcy, el estallido
respiratorio y la fagocitosis (6, 27, 28, 45-49, 52).

La activacion de ERK depende principalmente de de la enzimas de la familia MEK,
aunque ERK puede también potenciar su activacién por autofosforilacion en residuos de
serina y treonina. La familia de MEK posee tres miembros: MEK-1, MEK-2 y MEK-3. Los
genes que codifican para estas enzimas poseen alrededor de 85 % de homologia entre si. De
los tres miembros de la familia de MEK sélo MEK-1 y MEK-2 son capaces de activar a
ERK. MEK es una cinasa de tirosinas y treoninas, que a su vez es activada por fosforilacion
en residuos de serina (49).

Se conocen diversos substratos para ERK; algunos de ellos son proteinas asociadas
al citoesqueleto, proteinas citoplasmicas involucradas en sefializacion, como el factor de
transcripcion Elk; y otros son enzimas generadoras de segundos mensajeros, como PLCy y
PLA2 (49, 53). La activacion de ERK provoca también su translocacién al micleo. Alli
fosforila diversos factores de transcripcién modulando asf la expresién de genes (49, 50,
53). Aunque ERK es una enzima involucrada en la sefializacién por FeyR para generar
distintas respuestas celulares, la participacién de esta enzima en el proceso de fagocitosis

parece no ser un hecho general en todos los leucocitos (26).
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Fosfatidilinositol 3-cinasa. PI 3-K es una familia de enzimas que participa en la
regulacién de diversas respuestas celulares, Entre’ éstas se encuentran la mitogénesis, el
reordenamiento del citoesqueleto, la secrecién celular y el trafico vesicular (54, 55).
Recientemente se ha reportado también la participacién de PI 3-K en el proceso de
fagocitosis mediado por FcyRs en algunos leucocitos (28, 56-60). Las enzimas de la familia
PI 3-K fosforilan en anillo de inositol en la posicién tres (54, 61). Estas enzimas constan de
dos subunidades: una subunidad reguladora y una subunidad catalitica. La familia de PI 3-
K estd compuesta a su vez de tres subfamilias: Pl 3-K clase I, PI 3-K clase II, y PI 3-K
clase ITI {61).

Las enzimas de la clase I fosforilan la posicion tres del fosfatidilinositol-4-

monofosfato (Ptdlns (4)P) y del fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (Ptldns(4,5)P;). Las

enzimas PI 3-K de clase I interactuan con la forma activa de la enzima Ras, y pueden
formar heterodimeros con protefnas adaptadoras que las conectan con otras vias de
sefializacién (61). Las enzimas PI 3-K clase I se subdividen a su vez en dos clases: 15 y I.
Las enzimas PI 3-K de clase I, fueron las primeras en ser descritas y purificadas. Estas
enzimas interactuan con dominios SH2 en cinasas de tirosina activadas (54). Los dominios
SH2 de estas enzimas se unen a residuos de tirosina fosforilados, localizados en la
subunidad catalitica de las enzimas PI 3-K de clase I,. Las enzimas PI 3-K clase Iz son
estimuladas por interaccién con las subunidades Py de proteinas G triméricas, y no
interactuan con dominios SH2 en proteinas adaptadoras. Las enzimas PI 3-K clase II sélo
fosforilan la posicién 3 del PtdIns (4)P. La forma de regulacion de este ultimo grupo de
enzimas, asi como los procesos celulares en que éstas participan no estan aun bien definida

(61). Las enzimas PI 3-K clase III fosforilan la posicién tres del fosfatidilinositol (PtdIns).
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Aparentemente estas enzimas participan en la regulacion de trafico de membrana y
morfogénesis de vesiculas, durante el metabolismo celular basal (61).

Sélo las enzimas PI 3-K clase I se han encontrado relacionadas con el proceso de
fagocitosis en leucocitos (25). En adelante nos referiremos solamente a las enzimas PI 3-K
clase I, como “PI 3-K”. El mecanismo por el cual PI 3-K regula el proceso de fagocitosis
en los distintos leucocitos no esta bien definido. PI3-K se ha relacionado, por ejemplo, con
la activacién de PLD. PLD, como se mencioné anteriormente, participa en el proceso de
fagocitosis, aparentemente a nivel del trafico de membrana necesario para la extensiéon de

pseuddpodos.
Otro posible mecanismo de regulacion de la fagocitosis por PI 3-K involucra a los

productos de su actividad enzimdtica. Los productos de PI 3-K, fosfatidilinositol-3,4-
bifosfato (PdtIns 3,4-P3) y fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PdtIns 3,4,5-P3), son capaces
de activar algunas isoformas de PKC independientes de calcio, como PKC3 y PKCe (25,

55, 62). Tanto PKCS como PKCe se han detectado alrededor de los fagosomas, sugiriendo

que ambas enzimas forman parte de la maquinaria fagocitica (25, 63, 64).

Los productos de PI 3-K, Pdtlns 3,4-P; y PdtIns 3,4,5-P3 pueden unirse también a

proteinas como profilina y gelsolina, que regulan directamente la dinamica del

citoesqueleto de actina (25, 54, 55). La unién de Pdtlns 3,4-P; y de Pdtlns 3,4,5-P3 a

profilina y a gelsolina induce la polimerizacion de actina y permite la extension de

pseuddpodos (25, 55).

Pdtins 3,4,5-P3 puede también modular el reordenamiento del citoesqueleto de

actina a través de la activacion de enzimas como Rho y Rac (25, 54, 55). Las formas
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activadas de Rho y de Rac participan en la formacién de pliegues de membrana
(“membrane ruffles”) y fibras de estrés, respectivamente. La formacién de pliegues de
membrana y de fibras de estrés depende de !a regulacion del citoesqueleto de actina.
Existen pues diversos mecanismos por medioc de los cuales PI 3-K podria regular el proceso
de fagocitosis. Sin embargo, se desconoce si la participacién de PI 3-K en el proceso de

fagocitosis es un hecho generalizado en todos los leucocitos.
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II1. OBJETIVOS.

1.- Determinar el papel de la enzima PI 3-K proceso de fagocitosis mediado por
FejRs en monocitos. Los monocitos son los precursores en circulacion de los macréfagos
(3, 14, 65, 66) y presentan una respuesta fagocitica menos eficiente que la de los fagocitos
profesionales (3, 14, 65, 66). Dado lo anterior podria esperarse que las enzimas que regulan
el proceso de fagocitosis en los fagocitos profesionales no sean las mismas que regulan el
proceso de fagocitosis en los monocitos. El papel de PI 3-K en la fagocitosis mediada por
FcyRs en los diferentes fagocitos del sistema inmunolégico no esta bien definido. Aunque
se ha reportado que PI 3-K participa en la fagocitosis por FcyRs en neutrofilos y
macréfagos (28, 56-60), se desconoce si esta enzima participa en la fagocitosis por FcyRs
en monocitos.

2.- Determinar si la diferenciacion de monocitos a macrdfagos involucra el
reclutamiento de ERK a la maquinaria molecular que regula la fagocitosis en estds celulas.
Se ha reportado que 1a enzima ERK es importante para ¢l proceso de fagocitosis por FcyRs
en neutrofilos y macrdéfagos (28, 45-48, 52, 58, 67, 68). Sin embargo en monocitos el
proceso de fagocitosis parece ser independiente de esta enzima (26). Dado que los
monocitos son los precursores en circulacién de los macréfagos (3, 14, 65, 69), la
observacién de que en monocitos la fagobitosis por FcyRs es independiente de ERK (26)
nos sugirid hipétesis de que la diferenciacion de monocitos a macrofagos debia involucrar

el reclutamiento de ERK a la maquinaria fagocitica de las células.
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3.- Implementar un método alternativo para medir fagocitosis basado en la
citometria de flujo, aplicable a estudios sobre los eventos de transduccion de sefiales que
regulan el proceso de fagocitosis. El método tradicional para medir fagocitosis consiste en
el anjlisis microscopico de las células, para determinar el mimero de particulas ingeridas
por una determinada poblacion de células. Aunque este método es muy confiable y preciso
toma mucho tiempo y resulta tedioso (70, 71). Aunque se han publicado diferentes métodos
para medir fagocitosis por citometria de flujo (CMF) (72-74), todos ellos son aplicables a
un solo tipo celular, y en general su uso se ha limitado a analisis de tipo clinico (71, 75-77).
En este trabajo se planted la implementacién de un método alternativo para medir
fagocitosis basado en la CMF, que pueda aplicarse a estudios sobre los eventos de
sefializacidn intracelular que regulan el proceso de fagocitosis, y que sea aplicable a mas de

un tipo celular.
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IV. MATERIALES Y METODOS.

Cultivo Celular. Los monocitos humanos de la linea celular THP-1 se mantienen en
medio de cultivo RPMI-1640 (Gibco BRL, Grand Island, NY), suplementado con 10% de
suero fetal bovino inactivado (Gibco BRL, Grand Island, NY), glutamina a 20 pM,
penicilina a 50 unidades/ml, y estreptomicina a 50 pg/ml (78, 79). Los monocitos THP-1
son una linea celular aislada de un paciente con leucemia monocitica aguda (80). Estas
células conservan caracteristica fenotipicas y caracteristicas bioquimicas propias de los

monocitos normales (78, 80, 81). Para los ensayos de fagocitosis las células se mantuvieron

a una densidad de cultivo entre 0.6 x 106 y09x 106 células/ml.

Reactivos. El inhibidor especifico de PI 3-K, wortmanina es de Calbiochem (San
Diego, CA). El inhibidor especifico de ERK, PD98059, es de New England Biolabs
(Beverly, MA). El interferén recombinante humano es de Endogen (Woburn, MA). El resto
de los reactivos es de Sigma Chemical Company (St. Louis, MO).

Purificacion de Neutrdfilos. Los neutrdfilos se purificaron de sangre periférica de
adultos humanos sanos como se ha descrito (39). Diez mililitros de sangre se mezclan con 2
mi de dextran al 6% en PBS, y con 250 unidades de heparina. Esta mezcla se mantiene en
reposo durante 45 minutos, para permitir que la mayoria de eritrocitos sedimente. El plasma
se transficre a un tubo de 15 mi con 5 ml de Ficoll-Paque (Pharmacia Biotech, Uppsala,
Suecia). El plasma se coloca sobre el Ficoll-Paque sin mezclar, formando dos fases. El tubo
se centrifuga a 1600 rpm, en una centrifuga de mesa (Sorvall, RT6000 D) por 20 minutos,
para permitir la separacion de las células en el gradiente de Ficoll. Los granulocitos se

recuperan del fondo del tubo, se lavan y se resuspenden a 1 x 107 células/ mi, antes de
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usarse para los ensayos de fagocitosis. Las células purificadas son en su mayoria
(aproximadamente 95-97 %) neutréfilos (39).
Opsonizacion de Eritrocitos de Carnero: Los eritrocitos de carnero (Erikar, S.A.

Meéxico D.F.) se lavan tres veces con solucion de Alsever (dextrosa 0.1 M, acido citrico 40

mM, NaCl 10 mM) y se ajustan a una concentracién de 1x109 células/ml. Un mililitro de

esta suspension se mezcla con 900 ul de solucién de Alsever y 100 ul de una dilucién
1/1000 de suero de conejo contra eritrocitos de carnero. Esta mezcla se incuba a 37 °C por
10 minutos y se lava varias veces para remover los anticuerpos libres (39).

Ensayos de Fagocitosis en Fase Liquida: Los ensayos de fagocitosis con neutréfilos

o células THP-1 se realizan béasicamente como se ha descrito (39), con algunas

modificaciones. Células THP-1 o neutrofilos (2.5x105), en 100 pl de PBS con 1% de

albimina humana (Red Cross Blood Bank, Geneve, Switzerland), cloruro de calcio 2 mM y

cloruro de magnesio 1.5 mM, se mezclan con 15 pl de una suspensién (5x108 células/ml)

de eritrocitos de carnero o eritrocitos de carnero opsonizados con IgG (EIgG). Las células
se incuban a 37 °C durante 15 minutos (neutrdfilos) o 1 hora (células THP-1) para permitir
la internalizacion de los eritrocitos. En los ensayos de fagocitosis estimulada con ésteres de
forbol, los fagocitos se tratan con PMA a 100 ng/ml durante el tiempo de incubacién con
los eritrocitos. Al final de esta incubacién los eritrocitos no internalizados se lisan
afiadiendo 1 ml de una solucién fresca de cloruro de amonio al 0.83 %. Esta suspension se
mantiene a temperatura ambiente por 3 minutos y luego se centrifuga en una
microcentrifuga por 1 minuto a 6000 rpm. Las células se lavan con 1 ml de PBS y se

resuspenden en 3 pl de suero humano diluido a la mitad con PBS. Esta suspension se
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extiende sobre una laminilla de vidrio. Después de la evaporacion del liquido las laminillas
se tifien con colorante de Wright (Sigma, St. Louis, MO) por 2 minutos. Las laminillas se
lavan con PBS durante 2 minutos, y finalmente con agua destilada en abundancia.

Preparacion del Colorante de Wright: Diez miligramos de colorante se disuelven en
50 ml de metanol absoluto, El colorante debe dejarse madurar durante tres dias antes de
usarse,

Diferenciacion de Monocitos THP-1 a Macrdfagos. La diferenciacién de monocitos
THP-1 se llevé a cabo como se ha descrito (78, 82-85).Monocitos THP-1 en RPMI 1640
suplementado con suero fetal bovino al 10 %, se tratan con 4cido retinéico 1 uM por 48
horas. Las células se lavan con medio sin suero y se resuspenden en medic RPMI 1640
suplementado con suero fetal bovino al 5 %. Las células se tratan entonces con interferon
gamma (IFN-y) a 15 ng/ml por 24 o por 48 horas adicionales. Las células diferenciadas,
contrariamente a los monocitos prediferenciados, crecen adheridas a la placa de cultivo. Las
células se desprenden de la placa de cultivo con un tratamiento breve con tripsina, se lavan

con medio RPMI 1640 suplementado con suero fetal bovino al 10 % y se resuspenden a 1 x
107 células/ ml para los ensayos de fagocitosis.

Preparacion de Eritrocitos Fluorescentes. Los eritrocitos de camero se lavan
cuatro veces con solucidn de Alsever. Dos mililitros de paquete celular se mezclan con
dextran fluoresceinado de 70,000 daltones (Sigma, St. Lowis, MO) a 5 mg/ml. Las células
mezcladas con el dextran fluoresceinado se dializan contra una solucién hipoténica (fosfato
de potasio 5 mM, 2 mM EDTA, pH=7.4), dentro una membrana con exclusién molecular
de 3500 daltones, por una hora a 4 °C. Posteriormente las c€lulas se dializan contra una

solucidn isotonica (fosfato de potasio 5 mM, NaCl 100 mM, glucosa 5 mM, pH=7.4) a 37
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°C por 30 minutos. Finalmente las células se lavan con solucién de Alsever varias veces y
se resuspenden a una concentracién de 1x10° células/ml (86). Para los ensayos de
fagocitosis las células se opsonizan con una dilucién 1/1000 de suero hiperinmune de
conejo anti-eritrocitos de carnero, como se describid arriba.

Ensayos de Fagocitosis con Eritrocitos Fluorescentes. Un millén de neutré6filos o
de monocitos THP-1 en 400 pl de PBS con 1 % de albiimina humana, cloruro de calcio 2
mM vy cloruro de magnesio 1.5 mM, se mezclan con 60 pl de una suspensién (5x10°
células/ml) de eritrocitos de carnero flourescentes (EF) o eritrocitos de camero
fluorescentes opsonizados con IgG (F-EIgG). Los neutréfilos o los monocitos THP-1 se
incuban con los eritrocitos fluorescentes durante 15 minutos o 1 hora respectivamente, a 37
°C. Después de este tiempo los eritrocitos no internalizados se lisan, afladiendo 1 ml de una
solucion de cloruro de amonio frio al 0.83 %. Esta suspension se mantiene a temperatura
ambiente por 5 minutos y se centrifuga en una microcentrifuga por 1 minuto a 6000 rpm. El
sobrenadante se decanta y las células se lavan con 1 ml de PBS. Las células se resuspenden
en 1 ml de paraformaldehido al 1 % en PBS para anélisis por CMF.

Inmunotincion de Células para Andlisis por Citometria de Flujo. Neuiréfilos o
monocitos THP-1 (1x106 células) en 100 pl de PBS con 0.5 % de albimina sérica bovina
(BSA) y 1 % de sacarosa, se mezclan con 50 pl de una dilucién de anticuerpo monoclonal
IB4 (dirigido contra integrinas f2) a 50 ué/ml en PBS. La suspensién de células mezcladas

con los anticuerpos se incuba en hielo por 45 minutos. Después de este tiempo las células

se lavan y se resuspenden en 100 ul de PBS con 0.5 % de BSA y 1 % de sacarosa. A esta
suspensién se agregan 20 pl de una dilucién 1/10 de fragmentos F(ab’); fluoresceinados

anti-IgG de ratén. Los controles de células sin tincién se tratan sélo con los fragmentos
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F(ab’); fluoresceinados. Al final las células se lavan, y se resuspenden en 1 ml de

paraformaldehido al 1 % en PBS para su andlisis por CMF.

Los eritrocitos opsonizados con IgG (1x106 células en 100 ul de PBS con 0.5 % de

albimina sérica bovina (BSA) y 1 % de sacarosa) se mezclan con 20 pl de una dilucién
1/10 de fragmentos F(ab’), fluoresceinados anti-IgG de conejo y se incuban en hi¢lo por 30
minutos. Los controles de células sin tincién son eritrocitos no opsonizados tratados sélo

con los fragmentos F(ab’), fluoresceinados. Al final los eritrocitos se lavan, y se

resuspenden en 1 ml de paraformaldehido al 1 % en PBS para su analisis por CMF.

Andlisis de Células por Citometria de Flujo. Para definir las regiones
correspondientes a cada tipo celular en anlisis tipo dot-plot se utilizaron células marcadas
con anticuerpos fluoresceinados. Para ajustar la fluorescencia basal en las inmunotinciones
y en los ensayos de fagocitosis con eritrocitos fluorescentes, se utilizaron como referencia
células sin marca. En todos los casos se analizaron 10,000 eventos en las regiones de los
dot-plots correspondientes a cada uno de los tipos celulares. Para el analisis de fagocitosis
por CMF se capturaron exclusivamente los eventos correspondientes a las regiones de
neutréfilos y de monocitos. Los datos se capturaron en un citdmetro de fluyjo FACScan
(Beckton Dickinson, San Jose CA), con amplificacion logaritmica para la dispersion frontal
(FSC), para la dispersién lateral (SSC) y péra la fluorescencia (FL1).

Andlisis estadistico. El indice de correlacién entre las curvas dosis-respuesta de
fagocitosis se calculé a partir de los valores promedio obtenidos por microscopia de luz y

por CMF, para cada punto de ta curva (87).
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.1 ndice: ;Qué es la Citometria de Fluj

La citometria de flujo (CMF) es actualmente una herramienta muy util en distintas
dreas de la investigacién biomédica (3, 74, 88). Utilizando la CMF se pueden hacer
estudios relacionados con el ciclo celular, con reacciones celulares de oxidacién, con el
flujo de iones de calcio intracelular, etc. (3, 88). La CMF ha sido ademaés utilizada
ampliamente para determinar la identidad de moléculas expresadas en la superficie de
distintas células. Estudios de este tipo han sido de gran importancia en el campo de la
inmunologia, sobre todo para describir el proceso de maduracién de las distintas células que
componen el sistema inmunolégico (3, 74, 89).

La CMF se basa en el andlisis de la luz que se dispersa cuando un haz de luz incide
sobre una particula que pasa frente a éste (Fig. 5). Los citémetros de flujo utilizan por lo
general la luz de un laser, pues ésta es muy intensa y puede ser enfocada en un irea muy
pequefia. Aunque el didmetro de la mayoria de las células es de a penas unas micras, la luz
de un léser puede ser enfocada casi en su totalidad sobre la superficie de particulas con las
dimensiones de una célula. Cuando un léser incide sobre una célula tienen lugar una serie
de procesos fisicos, propios de las radiaciones electromagnéticas (como es la luz). Estos
son: reflexién, refraccién y difraccién. El andlisis de la luz reflejada y difractada por una
particula da un estimado de la complejidad de la superficie, y de la granularidad de la
particula. La luz que se desvia por reflexién y por refraccion se analiza en conjunto y se le
1lama “dispersion lateral” (SSC, del ingles “Side Scatter”) (Fig. 5). La luz que se desvia por

difraccidn se analiza por separado y da un estimado del tamaiio de 1a particula. A la luz que
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Figura 5. Dispersion de la luz de un laser por una particula en un citémetro de flujo.
La luz un laser se desvia cuando éste incide sobre una particula. En un citémetro de flujo el
paso de particulas frente al laser es continuo, y puede analizarse por separado la luz
desviada por cada particula. E] analisis de la luz reflejada y de la luz difractada por una
particula (Dispersiéon lateral) da un estimado de la estructura de la particula;
particularmente de la regularidad de su superficie y de su granularidad interna. El analisis
de la luz difractada (Dispersion frontal) da un estimado del tamafio de la particula. La luz
de un laser puede también excitar los electrones de fluorocromos en la particula. La luz
" emitida por fluorocromos (fluorescencia) es de menor longitud de onda que la luz del laser,

y puede analizarse por separado.
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se desvia por difraccion se le 1lama “dispersion frontal” (FSC, del inglés “Forward Scatter”)
(Fig. 5). Un laser es también capaz de excitar los electrones de moléculas especiales,
llamadas fluorocromos, de forma que éstos ocupen niveles energéticos mas altos. Los
electrones de estas moléculas regresan a su estado energético basal emitiendo energia en
forma de luz. Este tipo de luz se conoce cémo “fluorescencia” y posee una longitud de onda
menor a la del laser con que se generd. Un citdmetro de flujo es capaz de detectar la
fluorescencia de una particula marcada con diferentes fluorocromos (Fig. 5). Una propiedad
importante de los citémetros de flujo es que pueden analizar por separado la luz que desvia
cada particula, as{ como la fluorescencia de cada una de ellas. La velocidad del flujo de
particulas frente al laser permite entonces analizar millones de particulas en cuestion de
minutos (3, 74, 88).

En un citémetro de flujo existe un arreglo de lentes y detectores especiales que hace
posible el andlisis diferencial de la luz que emite cada particula (Fig. 6). La luz generada
por dispersion frontal y por dispersién lateral, asi como la luz fluorescente, es recolectada
por a un sistemna de lentes llamados colectores, que la dirige a detectores de luz llamados
fotomultiplicadores (Fig. 6). Estos transforman las sefiales luminosas en sefiales eléctricas,
que se analizan con ayuda de una computadora. La luz generada por dispersién lateral y la
fluorescencia convergen en un mismo lente colector que las dirige a espejos dicroicos (Fig.
6). Estos espejos soélo reflejan 1a luz con un rango de longitud de onda particular. De esta
forma la luz generada por dispersién lateral puede ser separada de la luz fluorescente y ser
dirigida a un fotomultiplicador adecuado (Fig. 6). Antes de llegar a los fotomultiplicadores,
la luz provenieﬁte de los espejos dicréicos pasa por un filtro, que sélo permite el paso de

luz con una longitud de onda bien determinada (Fig. 6). Distintos fluorocromos emiten luz
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Figura 6. Arreglo de lentes en un citometro de flujo. La fluorescencia y la luz generada
por dispersién del laser inciden sobre lentes llamados colectores. Estos dirigen la luz a los
fotomultiplicadores que convierten las sefiales luminosas en sefiales eléctricas. La luz
generada por dispersion frontal pasa directamente del colector a un fotomultiplicador (DF).
La luz generada por dispersion lateral y la fluorescencia convergen en un mismo colector.
Este dirige 1a luz a espejos que sélo reflejan la luz dentro de cierto rango de longitudes de
onda {espejos dicrdicos). La luz generada por dispersion lateral puede ser separada de la luz
fluorescente para dirigirse a un fotomultiplicador adecuado (DL). La luz reflejada por los
espejos dicroicos pasa por filtros que sélo permiten el paso de luz con una longitud de onda
bien determinada. Distintos fluorocromos emiten luz a longitudes de onda diferentes. La luz
que emiten distintos fluorocromos puede ser analizada por separado dirigiendo la luz de

cada uno a diferentes fotomultiplicadores (FL; y FL,).
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a longitudes de onda diferentes. Esto permite que los citémetros de flujo puedan analizar de
forma simulténea la luz que emiten distintos fluorocromos en una misma particula (Fig. 6).
Un citémetro de flujo provee entonces informacién de tres tipos: tamafto de las particulas
(FSC), granularidad interna y regularidad superficial (SSC), e intensidad de fluorescencia.
El andlisis de tamafio y. granularidad de las células se realiza por medio de gréficos
denominados “mapa de puntos” o “dot-plot” (Fig. 7). En un dot-plot los valores de tamafio
y granulé.ridad se grafican en dos ejes. De esta forma, cada punto representa una particula
con un valor de tamailo y de granularidad especifico (Fig. 7). Las propiedades de tamafio y
granularidad de distintas células permiten distinguir a tipos celulares particulares dentro de
una mezcla. La citometria de flujo permite analizar por separado grupos de c¢lulas
que en un dot-plot constituyen poblaciones independientes (Fig.7).

Existen diversas formas de marcar células con fluorocromos. E! método utilizado
para marcar a las células dependera del tipo de ensayo que se realice y de la informacién.
que de éste se quiera obtener. Uno de los métodos de marcado ﬂuorescepte més comun
consiste en la utilizacién de anticuerpos dirigidos contra moléculas de superficie de las
células. Los anticuerpos pueden acoplarse a distintos fluorocromos. De esta forma, la
deteccién de fluorescencia en las células se considera indicative de la expresién (en la
superficie celular) de la molécula reconocida por los anticuerpos. El anilisis de la
fluorescencia en poblaciones de células se hace generalmente por medic de histogramas
(Fig. 8). En ellos se grafican los valores de fluorescencia sobre la abscisa y €l nimero de

células con cada valor de fluorescencia en la ordenada (Fig. 8).
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Linfocitos -«

Figura 7. Mapa de puntos, 0 “dot-plot” de una mezcla de leucocitos. Un mapa de puntos
o “dot-plot” representa un andlisis de las propiedades de tamafio (FSC) y granularidad
(SSC) de un conjunto de células. En un dot-plot cada punto representa una célula con
valores de tamailo y granularidad particulares. Distintos tipos celulares poseen propiedades
de tamaflo y granularidad caracteristicos: De esta forma pueden analizarse por separado
diferentes poblaciones dentro de una mezcla con distintos tipos celulares. Dentro de una
mezcla de leucocitos los neutréfilos, los monocitos y los linfocitos aparecen como

poblaciones independientes.
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Figura 8. Andlisis de fluorescencia por medio de histogramas. Para un andlisis de
fluorescencia debe seleccionarse en un dot-plot la poblacién de células que se desea
analizar (A). En base a esta seleccion se generan histogramas, donde se grafican los
distintos valores de fluorescencia (F) en la abscisa, y el nimero de células con cada valor
de fluorescencia en la ordenada (B). En este caso neutréfilos humanos (PMN) fueron
marcados con anticuerpos contra el receptor para inmunoglobulinas FcyRIUI. En B se
muestran los histogramas sobrelapados de las células no marcadas (-} y las células

marcadas con anticuerpos anti FeyRIII (FcyRIII).
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La CMF permite analizar por separado poblaciones celulares especificas dentro de
una mezcla. La base del andlisis son las propiedades de tamafio, granularidad y
fluorescencia de cada célula. Es importantt;: seflalar que la CMF permite el andlisis de
grandes poblaciones celulares en tiempos muy cortos. Esta propiedad, asi como su
versatilidad para el estudio de distintas funciones celulares, colocan actualmente a la CMF

como una herramienta de gran utilidad en la investigacién biomédica.
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V.RESULTADQS.
V.1 Reclutamiento de PI 3-K y ERK para fagocitosis por FciRs durante la

diferenciacion de monocitos.

V.1.1 Las enzimas PI 3-K y ERK participan en el proceso de fagocitosis
mediado por FcyRs en neutréfilos. Se ha reportado que las enzimas PI 3-K y ERK
participan en el proceso de fagocitosis mediado por FcyRs en fagocitos profesionales (28,
45-48, 52, 56-60, 67, 68). Decidimos confirmar estos resultados para asegurar que los
inhibidores de ambas enzimas (wortmanina y PD98059) actuaran especificamente sobre la
fagocitosis mediada por FcyR. Los inhibidores de PI 3-K y ERK se utilizaron bajo
condiciones descritas anteriormente (26, 46-48, 57, 59). Los neutréfilos presentaron un

indice de fagocitosis (nimero de particulas ingeridas por cada 100 células) alrededor de 15

con eritrocitos no opsonizados. El indice de fagocitosis de los neutréfilos fue de alrededor
de 30, cuando ingirieron eritrocitos opsonizados con IgG (ElgG) (Fig.9). La diferencia
entre el indice de fagocitosis de E y el indice de fagocitosis de ElgG representa la respuesta
fagocitica mediada por FcyR. El tratamiento de neutréfilos con wortmanina (inhibidor de P1
3-K) y con PD98059 (inhibidor de ERK) bloqued completamente el incremento en
fagocitosis mediado por FeyRs (Fig. 9). La fagocitosis de eritrocitos no opsonizados no se
vio afectada por ninguno de los inhibidofes. Estos resultados indican que los inhibidores
wortmanina y PD98059 bloquean especificamente la respuesta fagocitica mediada por

FeyRs (Fig. 22).
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Figura 9. Las enzimas PI 3-K y ERK participan en la fagocitosis mediada por Fey R en
neutréfilos. Neutréfilos humanos se mezclaron con eritrocitos de carnero (E), o eritrocitos
de camero opsonizados con IgG (EIgG), y se incubaron a 37 °C por 15 minutos para
permitir la internalizacién de los eritrocitos. Los neutrdfilos se trataron con 50 nM
wortmanina (Wort) por 30 minutos, con 30 uM PD98059 (PD) por 15 minutos, con 125
uM MAPTAM por 45 minutos, o bien sélo el disolvente dimetilsulféxido (DMSO), antes
de mezclarlos con los eritrocitos. Los datos se expresan como indice fagocitico (nimero de
particulas ingeridas por 100 células). Los datos son promedio +/- error estdndar de un total

de seis determinaciones.
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Uno de los eventos bioquimicos observados a partir de la estimulacién de FcyRs en

. . S . +2_,
leucocitos, es el incremento en la concentracién intracelular de calcio ({Ca “]i). Se ha

reportado que en distintos leucocitos la fagocitosis mediada por FcyRs es independiente de

. +2.. - - .
los cambios en la [Ca “]i. Por esta razén decidimos utilizar un quelante intracelular de

calcio (MAPTAM) como control adicional, esperando que la respuesta fagocitica mediada
por FcyRs no se viera afectada. El tratamiento de neutréfilos con MAPTAM bloqued la
respuesta de calcio inducida por entrecruzamiento de FcyRs (Datos no mostrados), sin
embargo no tuvo efecto sobre la respuesta fagocitica de estas células (Fig. 9). Estos

resultados indican que la fagocitosis mediada por FcyRs en neutréfilos es, como se

esperaba, independiente de la elevacién de [Ca+2]i.

V.1.2 El proceso de fagocitosis mediado por FcyRs em monocitos es
independiente de PI 3-K. Se sabe que los monocitos son células fagociticas pocoeficientes
(3, 14, 65, 66, 82). En general resulta dificil detectar niveles de fagocitosis significativos en
estas células. En este trabajo observamos que la eficiencia de fagocitosis de EIgG en
monocitos de la linea celular THP-1 cambia en funcidn de la densidad celular (Fig. 10). Los

{ndices de fagocitosis mas altos se observaron en cultivos con densidad al alrededor de 0.8

x 10 6 células/ml. Células cultivadas a mayores densidades presentaron niveles de

fagocitosis claramente menores. Aunque desconocemos por qué la respuesta fagocitica de
monocitos parece ser dependiente de la densidad del cultivo, es posible que moléculas

producidas por las células en cultivo puedan modular ¢l estado de activacién de
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Figura 10. La eficiencia de fagocitosis por monocitos THP-1 cambia con la densidad
del cultivo. Células THP-1 se cultivaron en medio RPMI-1640 suplementado con 10% de
suero fetal bovino por 24 horas a difergntes densidades. Las células se mezclaron con
eritrocitos de carnero opsonizados con IgG y se incubaron a 37° C por 1 hora para permitir
la internalizacién de los eritrocitos. Los datos se expresan como indice fagocitico (nimero

de particulas ingeridas por 100 células) de un experimento representativo.




estas células (ver seccion de discusion). Para los ensayos de fagocitosis subsecuentes se

utilizaron células cultivadas a una densidad de al airededor de 0.8 x 10 6 células/ mi.

Los monocitos presentaron un indice de fagocitosis de eritrocitos no opsonizados
semejante al de los neutréfilos (Fig. 11). Al igual que los neutréfilos, los monocitos
ingirieron con mayor eficiencia EIgG que eritrocitos no opsonizados (E). La diferencia
entre el indice de fagocitosis de E y el indice de fagocitosis de EIgG representa la
fagocitosis mediada por FcyRs. En contraste con los resultados observados con neutréfilos,
wortmanina no tuvo efecto sobre el indice de fagocitosis de EIgG en monocitos (Fig. 11).
Por otra parte, se ha reportado que ERK no participa en la fagocitosis por FcyRs en
monocitos (26). Como se esperaba, PD98059 no tuvo ningun efecto sobre el nivel de
fagocitosis de EIgG de estas células (Fig. 11). Es importante sefialar que en los monocitos
THP-1 el entrecruzamiento de FcyRs indujo la activacién de PI 3-K y de ERK La
activacién de PI 3-K y de ERK fue bloqueada por wortmanina y por PD98059

respectivamente (Datos no mostrados). Al igual que en neutrdfilos, el tratamiento de

. . - +2.. . . .
monocitos con MAPTAM bloqued la elevacion de [Ca ~]i inducida por entrecruzamiento

de FcyRs (Datos no mostrados). Sin embargo este tratamiento no tuvo efecto sobre el nivel
de fagocitosis de EIgG (Fig. 11). Estos resultados indican que en monocitos las enzimas PI

3-K y ERK no participan en el proceso de fagocitosis mediada por FcyRs, y también que al

. . ., +2.. . o
igual que en neutrofilos, la elevacion de la [Ca “]i no es necesaria para la fagocitosis por

FeyRs.
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Figura 11. La fagocitosis mediada por-Fcy R en monocitos es independiente de ERK y
PI 3-K. Células THP-1 se mezclaron con eritrocitos de camero (E), o eritrocitos de camero
opsonizados con IgG (EIgG) y se incubaron a 37° C por 1 hora para permitir la
internalizacién de loe eritrocitos. Los monocitos se trataron con 50 nM wortmanina (Wort)
por 30 minutos, con 30 uM PD98059 (PD) por 15 minutos, con 125 M MAPTAM por 45
minutos, o bien solo el disolvente dimetilsulféxido (DMSOQ), antes de mezclarlos c:)n los
eritrocitos. Los datos se expresan como {ndice fagocitico (nimero de particulas inéeridas

por 100 células). Los datos son promedio +/- error estindar de un total de doce

determinaciones.




V.1.3 Las enzimas PI 3-K y ERK son reclutadas para la fagocitosis por FcyRs
durante la diferenciacion de monocitos. Diferentes reportes indican que las enzimas PI 3-
K y ERK son importantes para ¢l proceso de fagocitosis en macrofagos (45, 56-58, 60). Los
resultados que presentamos en la seccién anterior demostraron sin embargo, que los
monocitos no utilizan PI 3-K ni ERK para la fagocitosis mediada por FcyRs. Dado que los
monocitos son los precursores en circulacién de los macréfagos estos resultados implicaban
por lo tanto, que PI 3-K y ERK debian ser reclutadas a la maquinaria fagocitica., durante el
proceso de diferenciacién de monocitos a macrofagos. Para probar esta hipdtesis
diferenciamos monocitos THP-1 a macréfagos, utilizando acido retindico e interferon
gamma (IFN-y) bajo condiciones descritas anteriormente (78, 82-85). Utilizamos después
las células diferenciadas, para medir fagocitosis en presencia de los inhibidores de PI 3-K y
de ERK.

Los monocitos crecen normalmente como una suspension de células aisladas (Fig.
12A). El tratamiento de estas células con acido retinéico por 48 horas y por 24 horas
adicionales con IFN-y, indujo su diferenciacién a células con fenotipo de macréfagos. Estas
células se caracterizaron por su adhesion a la placa de cultivo y por la formacién de
agregados celulares (Fig. 12B). Los cambios en las propiedades adhesivas y de agregacion
celular se observaron de forma mas evidente después de 48 horas de cultivo con 4cido
retindico y 48 horas adicionales con IFN-y (Fig. 12C). Para los ensayos de fagocitosis las
células diferenciadas se desprendieron de la placa de cultivo por medio de un tratamiento
breve con tripsina. Antes de cada ensayo las células se lavaron varias veces con medio

RPMI-1640 para inactivar y eliminar la tripsina.
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Figura 12. Diferenciacién de monocitos THP-1 con &cide retinéico e IFN-y. Monocitos THP-1 se

cultivaron en medio RPMI-1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino(A);, en RPMI-1640

suplementado con suero fetal bovino y dcido retinéico 1 uM por 48 horas, y posteriormente IFN-y 15 ng/ml

por 24 (B) o 48 horas (C) adicionales.
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Los macréfagos derivados de monocitos presentaron un nivel de fagocitosis de ElgG
semejante al de neutréfilos y monocitos (Fig. 13 y 14). Al igual que los neutréfilos y los
monocitos, los macréfagos derivados de monocitos presentaron un nivel de fagocitosis de
ElgG mayor que ¢l nivel de fagocitosis de eritrocitos no opsonizados (E) (Fig. 13 y 14). La
diferencia entre el indice de fagocitosis de (E), y el indice de fagocitosis de ElgG
representa la fagocitosis mediada por FcyRs. A las 24 horas de diferenciacién con IFN-y, el
la fagocitosis de EIgG en los macrofagos fue bloqueada sélo por el inhibidor de ERK,
PD98059 {Fig. 13). Sin embargo, a las 48 horas de diferenciacion con IFN-y, la fagocitosis
de EIgG en los macréfagos no sélo fue bloqueada por tratamiento con PD98059, sino

también por wortmanina (Fig. 14). El quelante intracelular de calcio, MAPTAM, bloqueé la

elevacion de [Ca+2]i inducida por entrecruzamiento de FcyRs en macréfagos derivados de

monocitos (Datos no mostrados), y sin embargo no tuvo efecto sobre su nivel de fagocitosis
de ElgG (Fig. 13 y 14). Estos resultados indican que las enzimas PI 3-K y ERK se reclutan
de forma ordenada a la maquinaria fagocitica, durante la diferenciacién de monocitos a
macréfagos. Primero se recluta ERK y posteriormente PI 3-K. Por otro lado, la fagocitosis

mediada por FcyRs en macrofagos derivados de monocitos es independiente de la elevacion

de [Ca+2]i, al igual que en neutréfilos y monocitos.
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Figura 13. Macrdéfagos derivados de monocitos por tratamiento de 24 horas con IFN-y
36!6' utilizan la enzima ERK para fagocitosis por FcyRs. Células THP-1 se cultivaron
con 4cido retinéico 1 uM por 48 horas, y posteriormente con IFN-y 15 ng/ml por 24 horas
adicionales. Las células diferenciadas se mezclaron con eritrocitos opsonizados con IgG y
se incubaron a 37 °C por 1 hora para permitir la internalizacién de los eritrocitos. Las
células se t:rataron con 50 nM wortmanina (Wort) por 3¢ minutos, con PD98059 30 uM
(PD) por 15 minutos, con MAPTAM 125 uM por 45 minutos, o bien sélo con el disolvente
dimetilsutféxido (DMSQ), antes de mezclarlas con los eritrocitos. Los datos se muestran
como indice fagocitico (numero de particuias ingeridas por 100 células). Los,.daft'és son

promedio +/- error estindar de un total de seis determinaciones.
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Figura 14, Tras 48 horas de diferenciacién con IFN-y, los macréfagos utilizan PI 3-K'y

ERK para fagocitosis por FcyRs. Células THP-1 se cultivaron con écido retindico 1 pM

por 48 horas, y posteriormente con IFN-y 15 ng/ml por 48 horas adicionales. Las células

diferenciadas se mezclaron con eritrocitos opsonizados con 1gG y se incubaron a 37 °C por

1 hora para permitir la internalizacion de los eritrocitos. Las células se trataron con 50 nM

wortmanina (Wort) por 30 minutos, con PD98059 30 uM (PD) por 15 minutos, con

MAPTAM 125 uM por 45 minutos, o bien sélo con el disolvente dimetilsulféxido

(DMSO0), antes de mezclarlas con los eritrocitos. Los datos se muestran como indice

fagocitico (nimero de particulas ingeridas por 100 células). Los datos son promedio +/-

error estandar de un total de seis determinaciones.
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V.1.4 Los neutréfilos y los macréfagos derivados de monocitos, al ser
estimulados presentan niveles de fagocitosis mayores que los monocitos. En
condiciones basales todos los fagocitos presentan niveles de fagocitosis relativamente bajos
(15, 19, 66, 90). Sin embargo, durante el proceso‘dé inflamacién los fagocitos estan
expuestos a diversas substancias que los activan {componentes bacterianos, citocinas,
factores de la cascada del complemento, etc.) (14-16, 19, 66). La estimulacion de los
fagocitos con diversas substancias activadoras induce respuestas celulares mas intensas (15,
19, 66).

Los resultados anteriores mostraron que sélo los fagocitos profesionales (neutréfilos
y macréfagos) utilizan las enzimas PI 3-K y ERK para fagocitosis por FcyRs. Esta
observacion nos sugirio la idea de que la utilizacién de las enzimais Pi 3-K y ERK para
fagocitosis, podria involucrar una mayor eficiencia de fagocitosis estas células. Para probar
esta hipotesis realizamos ensayos de fagocitosis, estimulando a las células con ésteres de
forbol. Los ésteres de forbol se han utilizado durante mucho tiempo para estimular distintas
funciones celulares en leucocitos (16). A diferencia de estimuladores como LPS o fMLP,
que actiian solamente sobre algunos fagocitos, los ésteres de forbol (como PMA) actuan
sobre monocitos, macrofagos y neutrdfilos. La estimulacién por PMA de neutréfilos y de
macréfagos (diferenciados por 48 horas con IFN-y) indujo en estas células niveles de
fagocitosis notablemente mayores a los -alcanzados por monocitos estimulados en las
mismas condiciones (Fig. 15). Los incrementos en indices de fagocitosis, con respecto a los

ensayos de fagocitosis sin estimulacién, fueron de 4 veces para neutréfilos, 3 veces para
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Figura 15. Bajo estimulacién neutréfilos y macréfagos derivados de monocitos
presentan una respuesta fagocitica intensa. Neutréfilos (PMN), monocitos (THP)-1, o
macré6fagos (diferenciados por 48 horas con IFN-y) (THP-1-Mac) se trataron con 100 ng/m!
PMA o sélo con el disolvente (DMSO), y se mezclaron con eritrocitos opsonizados con
IgG. Las células se incubaron a 37 °C por 15 minutos (PMN) o 1 hora (THP-1 y THP-1-
Mac) para permitir la intemalizacién de los eritrocitos. Los datos se expresan como indice
fagocitico (nlimero de particulas ingeridas por 100 células). Los datos son promedio +/-

error estindar de un total de seis determinaciones
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macr6fagos y 2 veces para monocitos (Fig. 15). Estos resultados sugieren que la utilizacién
de PI 3-K y de ERK para fagocitosis por FcyRs puede efectivamente resultar en una mayor
eficiencia del proceso de fagocitosis en los fagocitos profesionales.

Se ha reportado, sin embargo, que el juego de enzirﬁas que participa en una
determinada respuesta celular puede cambiar, dependiendo de las condiciones de activacién
de algunos leucocitos (39, 91-93). Por esta razén decidimos confirmar que la mayor
eficiencia de fagocitosis observada en neutrdfilos y en macrofagos estimulados con PMA,
efectivamente involucraba la participacion tanto de PI 3-K como de ERK. El inhibidor de
ERK, PD98059, redujo notablemente el nivel de fagocitosis de EIgG en macrofagos y
neutréfilos estimulados con PMA (Fig. 16 y 17). La wortmanina sin embargo, no tuvo
efecto sobre el nivel de fagocitosis de EIgG en macréfagos o monocitos estimulados (Fig.
16 y 17). En monocitos, la fagocitosis estimulada con PMA fue independiente tanto de PI
3-K, como de ERK (Fig. 18). Los resultados anteriores sugieren que al menos la utilizacion
de ERK puede hacer mas eficiente la respuesta fagocitica de los fagocitos profesionales
(i.e. neutrofilos y macréfagos). Por otro lado, se sabe que algunas isoformas de PKC son
activadas por los productos de la actividad enzimatica de P1 3-K (47, 55, 62, 94). Los
ésteres de forbol por su parte son también activadores de las enzimas de la familia PKC.
Por lo tanto existe la posibilidad de que, al estimular directamente PKC con PMA, la
inhibicién de PI 3-K por wortmanina no tenga efecto sobre la actividad fagocitica de
neutréfilos y macréfagos (Fig. 16 y 17). Estos resultados sugieren que, en la via de
sefializacién que regula la fagocitosis por FcyRs en neutréfilos y macréfagos, la actividad

de PI 3-K es necesaria para la activacion de PKC.
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Figura 16. La fagocitosis de ElgG, en neutréfilos estimulados con PMA depende de
ERK. Los neutréfilos se trataron con 100 ng/ml! PMA o sélo con el disolvente
dimetilsulféxido {DMSO) y se mezclaron con eritrocitos opsonizados con IgG (EIgG). Las
células se incubaron a 37 °C por 1 hora para permitir la internalizacién de los eritrocitos.
Los monocitos se trataron con wortmanina (Wort) 50 nM por 30 minutos, PD98059 (PD)
30 uM por 15 minutos o bien sélo el disolvente (DMSO), antes de mezclarlos con los
eritrocitos. Los datos se expresan como indice fagocitico (nimero de particulas ingeridas
por 100 células). Los datos son promedio +/- error estindar de un total de seis

determinaciones.

55




150
135
120 -
105 -

tico

L=
1

r

mDMSO
NPMA

<

Indice Fagoc
- ) o= h ~ W
g O O O

o
1

DMSO Wort PD

Figura 17. La fagocitosis de EIgG, en macréfagos estimulados con PMA depende de
ERK. Los macréfagos (diferenciados por 48 horas con IFN-y) se trataron con 100 ng/ml
PMA o sélo con el disolvente dimetilsulféxido (DMSQ) y se mezclaron con eritrocitos
opsonizados con IgG (EIgG). Las células se incubaron a 37 °C por 1 hora para permitir la
internalizacién de los eritrocitos. Los monocitos se trataron con wortmanina (Wort) 50 nM
por 30 minutos, PD9805§ (PD) 30 uyM pdr 15 minutos o bien sélo el disolvente (DMSOQ),
antes de mezclarlos con los eritrocitos. Los datos se expresan como indice fagocitico
(nimero de particulas ingeridas por 100 células). Los datos son promedio +/- error estandar

de un total de seis determinaciones.
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Figura 18, La fagocitosis de EIgG en monocitos estimulados con PMA es independiente
de ERK y PI 3-K. Monocitos THP-1 se trataron con 100 ng/ml PMA o sélo con el
disolvente dimetilsulfoxido (DMSOQ) y se mezclaron con eritrocitos opsonizados con IgG.
Las céiulas se incubaron a 37 °C por 1 hora para permitir la internalizacion de los
eritrocitos. Los monocitos se trataron con wortmanina (Wort) 50 nM por 30
minutos, PD98059 (PD) 30 uM por 15 minutos o bien sélo el disolvente (DMSO), antes de
mezclarlos con los entrocitos. Los datos s¢ expresan como indice fagocitico (nimero de
particulas ingeridas por 100 células). Los datos son promedio +/- error estandar de un total

de seis determinaciones.
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V.2 Medicién de fagocitosis por citometria de flujo v aplicacion de esta técnica a
estudios de sefializacidn intracelular,

V.2.1 Marcado de eritrocitos de carnero con dextran fluoresceinado. En 1989
se describié un protocolo de dialisis hipoténica de eritrocitos, que permite introducir una
varicdad de moléculas al citoplasma de estas células (86). Este protocolo consiste en la
ruptura parcial de la membrana plasmitica por didlisis hipoténica. Los eritrocitos se
colocan dentro una membrana de didlisis, junto con €l compuesto que se desea introducir a
su citoplasma. A la dilisis hipoténica le sigue una didlisis en condiciones isoténicas a 37
°C, que permite que la membrana celular se selle. De esta forma el compuesto de interés
queda atrapado dentro del citoplasma. Con este protocolo se induce la introduccién de
dextran fluoresceinado al citoplasma de los eritrocitos. La marca fluorescente dentro de las
células puede ser detectada entonces por citometria de flujo (CMF) (Fig. 19). Es importante
notar que la marca fluorescente se detecta practicamente en el total de los eritrocitos (Fig.
19), por lo que este procedimiento constituye un método de marcado fluorescente muy

eficiente para estas células.

V.2.2 Deteccién de fagocitosis por citometria de flujo en neutréfilos y
monocitos. Los ensayos de fagocitosis tradicionales implican el anélisis microscopico de
las células, para evaluar en niimero de particulas ingeridas por cada célula. Este es un
procedimiento que, aunque preciso y muy confiable, toma mucho tiempo y resulta tedioso
(70, 71). Aunque se han reportado algunos métodos para medir fagocitosis por CMF,

ninguno de estos métodos parece ser aplicable a mas de un tipo celular (71, 75-77).

58




18"
140

1

ght -=--2

A“w deeiel

SSC-H S8 ~Hei
19!

[
140

19

L

SSC-H\SSC-Height —>
19 ,

qﬁ

7Nt TREM T TRt TR Y

FSC-HFEC-Height w==>

vl

F ———

Figura 19. Marcado de eritrocitos con dextran fluoresceinado. Eritrocitos de carnero se

cargaron con dextran fluoresceinado y se analizaron por citometria de flujo. A) Dot-plot e
histograma de fluorescencia de la poblacién de eritrocitos sin marca. B) Dot-plot e
histograma de fluorescencia de la poblacion de eritrocitos marcados con dextrin

fluoresceinado. F, fluorescencia.
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Utilizamos eritrocitos fluorescentes como blancos de fagocitosis para ensayos de
fagocitosis con neutrofilos y monocitos, esperando que la marca fluorescente en los
eritrocitos pudiera detectarse por CMF en las poblaciones de fagocitos. En general
diferentes tipos celulares poseen propiedades de tamafio y granularidad caracteristicos que
los distinguen de otros tipos celulares. Ambas propiedades pueden ser analizadas por CMF,
de forma que es posible analizar tipos celulares particulares dentro de una mezcla con dos o
mas tipos de células. Para el anélisis de fagocitosis por CMF era necesario analizar la
poblacién de fagocitos de manera aislada, y detectar sélo los cambios de fluorescencia en
estas poblaciones. El cambio en la fluorescencia de la poblacién de fagocitos debia
entonces darnos un estimado del nivel de ingestién de eritrocitos fluorescentes . Con el fin
de determinar si era posible analizar por CMF la poblacién de fagocitos de manera aislada,
aun dentro de una mezcla con eritrocitos, se hizo un andlisis de eritrocitos y de fagocitosis
aislados, asi como de mezclas de ambos. Se analizaron dos tipos de fagocitos: neutréfilos
humanos purificados de sangre periférica y monocitos de la linea celular humana THP-1. El
analisis tipo dot-plot de las mezclas de fagocitos (neutrofilos y monocitos) y eritrocitos
(Fig. 20) indicé que las poblaciones de fagocitos podian ser analizadas de forma
independiente, sin interferencia de la poblacién de eritrocitos. La identidad de la poblacién
de eritrocitos se confirmé por inmunotincidn con anticuerpos anti eritrocitos de carnero
{Fig. 20A). La identidad de las poblaciones de neutréfilos (Fig. 20B) y monocitos (Fig.
20C) se confirmé por inmunotincién con anticuerpos conira la cadena B2 de integrinas.
Esta subunidad de las integrinas se encuentra exclusivamente en leucocitos, por lo que

representa un buen marcador para identificar células como neutréfilos y monocitos (95, 96).
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Figura 20. Fagocitos y eritrocitos aparecen como poblaciones independientes en un analisis tipo dot-plot. A) Dot-plot e
histograma de fluorescencia de la poblacién de eritrocitos opsonizados con IgG (EIgG). Los eritrocitos se marcaron con anticuerpos
contra IgG (0O). B-C) Dot-plot e histogramas de fluorescencia de las poblaciones de neutréfilos (PMN) (B) o monocitos (THF1) (C),
marcados con anticuerpos contra la cadena [3; de las integrinas (P;). La fluorescencia basal se ajusté utilizando células sin marca {-). D-

E) Dot-plot de EIgG y PMN (C) y de EIgG y THP-1 (D) mezclados. F: fluorescencia.
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A continuacién analizamos la fluorescencia en las poblaciones de neutréfilos y de
monocitos después de ensayos de fagocitosis con eritrocitos fluorescentes opsonizados con
IgG (F-EIgG). Para los ensayos de fagocitosis iniciales decidimos estimular a los fagocitos
con ésteres de forbol (PMA), a fin de obtener una respuesta fagocitica intensa, que fuera
facilmente detectable. Los neutr6filos presentaron un aumento de fluorescencia después de
fagocitar F-ElgG (Fig. 21B). Este aumento de fluorescencia no se observd cuando se
utilizaron eritrocitos no fluorescentes opsonizados con IgG, como blancos de fagocitosis
(Fig. 21C). De igual forma los monocitos presentaron un aumento de fluorescencia después
de fagocitar F-ElgG (Fig. 22B). Este aumento de fluorescencia tampoco se observé cuando
se utilizaron eritrocitos no fluorescentes opsonizados como blancos de fagocitosis (Fig.
22C).

Para determinar si era posible detectar por CMF respuestas fagociticas menos
intensas, evaluamos la fluorescencia en las poblaciones de neutréfilos y de monocitos,
después de ensayos de fagocitosis no estimulada. La poblaciéon de neutrdfilos presentd
aproximadamente 9 % de células fluorescentes, en ensayos de fagocitosis de F-EIgG sin
estimulacién (Fig. 23A). En ensayos de fagocitosis de F-ElgG, estimulada con PMA la
poblacién de neutréfilos presentd aproximadamente 28 % de células fluorescentes (Fig.
23B). De forma similar, la poblacién de monocitos presenté aproximadamente 43 % de
células fluorescentes en ensayos de fagocitosis de F-ElgG sin estimulacion (Fig. 23C). Los
monocitos estimulados con PMA presentaron aproximadamente 70 % de células
fluorescentes (Fig. 23D). Estos resultados indican que nuestro método de analisis permite
detectar fagocitosis por neutrofilos y monocitos, aun si las células no son estimuladas y la

respuesta fagocitica es modesta.
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Figura 21. Los neutréfilos presentan un aumento de fluorescencia después de fagocitar
F-ElgG. A) Dot-plot e histograma de fluorescencia de la poblacién de neutréfilos (PMN)
solos. B) Dot-plot e histograma de fluorescencia de la poblaciéon de PMN después de un
ensayo de fagocitosis con F-ElgG. C) Dot-plot e histograma de fluorescencia de la
poblacién de PMN después de un ensayo de fagocitosis con eritrocitos no fluorescentes. En
Ay en B las células se estimularon con PMA a 100 ng/ml. La fluorescencia basal se ajustd
utilizando PMN solos. M1 corresponde a los eventos negativos. M2 corresponde a los
eventos positivos. M1 y M2 se expresan como porcentajes de la poblacién total. Para este
andlisis se capturaron unicamente los eventos correspondientes la regién de PMN. F:

fluorescencia,
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Figura 22. Los monocitos presentan un aumento de fluorescencia después de fagocitar
F-EIgG. A) Dot-plot ¢ histograma de fluorescencia de la poblacién de monocitos (THP-1)
solos. B) Dot-plot e histograma de fluorescencia de la poblacién de THP-1 después de un
ensayo de fagocitosis con F-ElgG. C) Dot-plot e histograma de fluorescencia de la
poblacién de THP-1 después de un ensayo de fagocitosis con eritrocitos no fluorescentes.
En A y B las células se estimularon con PMA a 100 ng/ml. La fluorescencia basal se ajust
utilizando THP-1 solos. M1 corresponde a los eventos negativos. M2 corresponde a los
eventos positivos. M1 y M2 se expresan como porcentajes de la poblacién total. Para este

anélisis se capturaron unicamente los eventos correspondientes la regién de THP-1. F:

fluorescencia.
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Figura 23. La proporcién de fagocitos fluorescentes aumenta cnando éstos son estimulados con PMA. Ensayos de fagocitosis de
F-ElgG por neutréfilos (A-B) y monocitos (C-D). A y C son ensayos de fagocitosis no estimulada. En B y D los fagocitos se
estimularon con PMA a 100 ng/ml. La fluorescencia basal se ajustd utilizando fagocitos solos. M1 corresponde a los eventos
negativos. M2 corresponde a los eventos positivos. M1 y M2 se expresan como porcentajes de la poblacion total. Para el analisis se

capturaron lnicamente los eventos correspondientes las regiones de neutrdfilos y monocitos. F: fluorescencia.
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El anilisis de fagocitosis por microscopia de luz permite detectar cambios graduales
en los niveles de fagocitosis, inducidos por el tratamiento de los fagocitos con distintos
estimuladores, como los ésteres de foérbol (PMA). A continuacién decidimos evaluar la
capacidad de nuestro analisis de.fagocitosis por CMF para detectar pequefios cambios en
los niveles de fagocitosis, inducidos por el tratamiento de los fagocitos con distintas
concentraciones de PMA. Concentraciones crecientes de PMA resultaron en un aumento
gradual de la fagocitosis de eritrocitos opsonizados con IgG, tanto en neutréfilos (Fig. 24)
como en monocitos (Fig. 29). Las curvas dosis — respuesta de fagocitosis, obtenidas
analizando el porcentaje de células fluorescentes en las poblaciones de fagocitos por CMF,
fueron muy similares a las curvas dosis - respuesta obtenidas a través del andlisis
tradicional de fagocitosis por microscopia de luz. El coeficiente de correlacion () para las
cu;'vas dosis- respuesta de fagocitosis, obtenidas por CMF y por microscopia de luz, fue de
0.96 para necutréfilos y de 0.99 para monocitos. Estos resultados indican que nuestro
método de analisis de fagocitosis por CMF es, efectivamente, sensible a cambio.s sutiles en
los niveles de fagocitosis, inducidos por la estimulacién de los fagocitos. Estos cambios son
ademas comparables a los cambios que se detectan por microscopia de luz. Es importante
seflalar que nuestro método de analisis de fagocitosis por CMF no refleja en realidad la
capacidad fagocitica que unas células tienen con respecto a las otras. Se sabe que en general
los monocitos presentan niveles més bajos de fagocitosis que los neutréfilos o los
macrofagos (3, 14, 65, 66). No obstante, en el andlisis de fagocitosis por CMF el porcentaje
de células fluorescentes en la poblacion de monocitos es mayor que en la poblacién de
neutrdfilos (Fig. 23). Esta observacién sin embargo no invalida nuestro método de analisis

de fagocitosis por CMF, puesto que los cambios en los niveles de fagocitosis de neutréfilos
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Figura 24. La citometria de flujo permite detectar cambios graduales en los niveles de
fagocitosis cuando los fagocitos son estimulados. Los neutréfilos (A y C) y los monocitos
(B y D) se estimularon con concentraciones crecientes de PMA. A-B) Fagocitosis de
eritrocitos fluorescentes opsonizados con IgG, analizada por CMF. Los datos se expresan
como porcentaje de células fluorescentes en la poblacién de neutréfilos. Los datos son
promedio +/- error estandar de 4 determinaciones. C-D) Fagocitosis de eritrocitos
opsonizados con IgG, analizada por microscopia de luz. Los resultados se expresan como
indice fagocitico (nimero de particulas ingeridas por 100 células). Los datos son promedio

+/- error estAndar de 3 determinaciones.
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0 de monocitos se evalian con respecto al mismo tipo celular en diferentes condiciones
(Fig. 24). Aunque desconocemos la razén de la discrepancia entre el porcentaje de células
fluorescentes y la capacidad fagocitica real de monocitos y neutréfilos, una posible
explicacidn se relaciona con las diferencias de fluorescencia basal de las células (ver

seccidn de discusion).

V.2.3 Evaluacién por citometria de flujo de cambios en los niveles de
fagocitosis, en presencia de inhibidores farmacolégicos. A continuacién quisimos
evaluar la posible aplicacion de nuestro método de andlisis de fagocitosis por CMF para el
estudio de los eventos de seflalizacién intracelular que regulan en proceso de fagocitosis.
Para utilizamos los inhibidores farmacolégicos wortmanina, PD98059 y citocalasina B
(CytB), para evaluar su efecto sobre el nivel de fagocitosis de F-EIgG en neutréfilos en
monocitos.

El analisis de fagocitosis por microscopia de luz nos permiti6 detectar cambios en
los niveles de fagocitosis en neutréfilos, cuando éstos se trataron con inhibidores de PI 3-K
y de ERK (Fig.9). Decidimos evaluar si nuestro método de anilisis de fagocitosis por CMF
nos permitiria obtener resultados semejantes a los obtenidos por microscopia de luz. La
inhibicion de PI 3-K por wortmanina en neutréfilos nos permitié registrar por CMF una
reduccion del nivel de fagocitosis de EIQG (Fig. 25A), que es muy similar a la que se
registré por microscopia de luz (Fig. 9 y 25B). De igual forma, la inhibicién de ERK por
PD98059 nos permitié registrar por CMF una reduccién del nivel de fagocitosis de ElgG
(Fig. 25A) muy similar a la que se registré por microscopia de luz (Fig. 9 y 25B).

La inhibicién de ERK por PD9805 no tuvo efecto sobre el nivel de fagocitosis de

ElgG registrado por CMF en monocitos (Fig. 26A). Estos resultados concuerdan con lo que

68



>
o3

-l
[~

Fluorescentes
-1
Indice Fagocitico

Porcentaje de PMN

8 -
4 -
2
0 - ;

DMSO

Wort PD

Figura 25. La citometria de flujo permite detectar cambios en los niveles de fagocitosis cuando los neutréfilos son tratados con

inhibidores farmacolégicos. Los neutrofilos (PMN) se trataron con 50 nM wortmanina por 30 minutos, con 30 pM PD98059 por 15
minutos, o bien sélo con el disolvente dimetilsulféxido (DMSO), antes de mezclarlos con los eritrocitos. A) Fagocitosis de eritrocitos
fluorescentes opsonizados con IgG, analizada por CMF. Los datos se expresan como porcentaje de células fluorescentes en la
poblacién de neutréfilos. Los datos son promedio +/- error estindar de 4 determinaciones. B) Fagocitosis de eritrocitos opsonizados
con IgG, analizada por microscopia de luz. Los resultados se expresan como indice fagocitico (nimero de particulas ingeridas por 100

células). Los datos son promedio +/- error estindar de 6 determinaciones.
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Figura 26. La citometria de flujo permite detectar cambios en los niveles de fagocitosis cuando los monocitos son tratados con
inhibidores farmacolégicos. Los monocitos (THP-1) se trataron con 10 pM citocalasina B por 15 minutos, con 30pM PD98059 por
15 minutos, o bien s6lo con el disolvente dimetilsulféxido (DMSOQ), antes de mezclarlos con los ertrocitos. A) Fagocitosis de
eritrocitos fluorescentes opsonizados con IgG, analizada por CMF. Los datos se expresan como porcentaje de células fluorescentes en
la poblacién de monocitos. Los datos son promedio +/- error estandar de 4 determinaciones. B) Fagocitosis de eritrocitos opsonizados
con IgG, analizada por microscopia de luz. Los resultados se expresan como indice fagocitico (mimero de particulas ingeridas por 100

células). Los datos son promedio +/- error estandar de 6 determinaciones.
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observamos en monocitos por microscopia de luz (Fig. 11 y 26B). Por otra parte, el
reordenamiento del citoesqueleto de actina es fundamental para el desarrollo del proceso de
fagocitosis. Farmacos como la citocalasina B (CytB), que interfieren con el reordenamiento
del citoesqueleto de actina, son por lo tanto capaces de inhibir la fagocitosis (15, 16). El
tratamiento de monocitos con CytB redujo notablemente su nivel de fagocitosis de ElgG.
Esta reduccion se observé tanto por CMF (Fig. 26A), como por microscopia de luz (Fig.
26B). Estos resultados muestran que nuestro método de analisis de fagocitosis por CMF es
capaz de detectar cambios en los niveles de fagocitosis, inducidos por diferentes

inhibidores farmacoldgicos, en distintos tipos de leucocitos.
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V1. CONCLUSIONES Y DISCUSION,

VI.1 Reclutamiento de PI 3-K v ERK para fagocitosis por FciRs durante la

diferenciacion de monagcitos.

El proceso de fagocitosis es un elemento critico dentro del sistema inmunolégico.
La fagocitosis no es sélo el mecanismo por medio del cual la mayoria de los agentes
patdgenos son destruidos, sino que ademas es esencial para la activacién de los mecanismos
del sistema inmunolégico especifico, a partir de la presentacién de antigenos a los linfocitos
T, y juega un papel determinante en la reparacion de los tejidos daflados y en la
recuperacion de la homeostasis (3, 14, 15). Aungue el proceso de fagocitosis se conoce
desde hace mucho tiempo, los mecanismos moleculares que lo regulan sdlo se conocen
parcialmente (1, 24, 25). Debido a la importancia del proceso de fagocitosis dentro del
sistema inmunoldgico existe actualmente gran interés por identificar los componentes
moleculares que regulan la fagocitosis en los distintos fagocitos del sistema inmunoldgico
(1, 24, 25, 30).

Los distintos tipos de receptores Fcy poseen diferentes grados de afinidad para las
diferentes subclases de IgG (3, 4). La diferencia en la afinidad relativa de los receptores Fey
por las distintas subclases de IgG estd relacionada con la estructura de la porcién
extracelular de los receptores (1, 4). De esta forma, 1a interaccién de una subclase particular
de IgG con células del sistema inmunologico podria favorecer la sefializacion intracelular a
través de un tipo particular de receptor Fey. Aunque los distintos tipos de FecyR pueden

utilizar vias de seflalizacién distintas para generar una determinada respuesta celular (4, 18,
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20), in vivo las respuestas celulares mediadas por FcyRs se llevan a cabo a través de la
interaccién de distintas subclases de IgG con los diferentes tipos de receptores Fcy sobre las
celulas del sistema inmunolégico (3, 14). En este trabajo utilizaron particulas opsonizadas
con suero hiperinmune (que contiene predominantemente una mezcla de diferentes subtipos
de IgG) para los ensayos de fagocitosis. Esto se hizo con el fin de estimular los diferentes
tipos de FcyRs en las células, de forma analoga a lo que ocurre in vive durante el proceso de
inflamacién.

Los monocitos no son considerados células fagociticas eficientes y en general
pareée dificil detectar niveles significativos de fagocitosis en estas (3, 14, 65, 66, 82). Sin
embargo, observamos que la eficiencia del proceso de fagocitosis en monocitos THP-1

depende de la densidad del cultivo. Los niveles de fagocitosis mas altos se registraron con

células cultivadas a una densidad de alrededor de 0.8}(106 células/ml. Células cultivadas a

. 6 . . e
densidades mayores a 1x10 registraron niveles de fagocitosis notablemente menores.

Desconocemos la razén del cambio en la eficiencia de fagocitosis en funcién del la
densidad del cultivo. Sin embargo, existen reportes que sefialan que los monocitos en
cultivo producen moléculas capaces de alterar el estado de activacion de las células. Entre
éstas moléculas se encuentran IL-1, M-CSF, G-CSF y GM-CSF (97-99). Estas
observaciones sugieren que quiza la eficiencia de fagocitosis en monocitos THP-1 puede
verse alterada por diferentes moléculas producidas endégenamente por las células durante
el cultivo.

La capacidad limitada que tienen los monocitos, con respecto a macréfagos y
neutrdfilos, para generar eficientemente respuestas celulares como la fagocitosis y estallido

respiratorio (14, 19, 65, 69), sugiere que las enzimas que regulan estas respuestas en
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monocitos podrian ser distintas a las enzimas que regulan las mismas respuestas en los
fagocitos profesionales. Aunque se ha reportado que la enzima PI 3-K participa en la
fagocitosis por FcyRs en neutrofilos y macréfagos (28, 56-60), el papel de esta enzima en la
fagocitosis por FcyRs en monocitos no se habia evaluado. En este trabajo reportamos que la
fagocitosis por FcyRs procede de forma independiente de PI 3-K en monocitos. Por otra
parte, también confirmamos que la fagocitosis por FcyRs en estas células procede de forma
independiente de ERK, como se ha reportado (26).

Es importante sefialar si bien PI 3-K y ERK parecen no participar en el proceso de
fago;:itosis en monocitos, estas enzimas si son expresadas en éstas células y son activadas
por el entrecruzamiento de FeyRs (Datos no mostrados). De hecho ambas enzimas forman
parte de vias de sefializacidn al niicleo, que inducen la expresion de genes que codifican
para diferentes citocinas en monocitos (6, 27, 100). Estas observaciones indican que en
monocitos, aunque las enzimas PI 3-K y ERK son activadas por entrecruzamiento de FcyR
y son necesarias para la expresién de genes, €stas no forman parte de la maquinaria
molecular que regula el proceso de fagocitosis por FcyR.

Existen reportes que indican que la enzima PI 3-K es necesaria para la fagocitosis
por FcyR en macréfagos (56-58, 60). Los monocitos son los precursores en circulacion de
los macrofagos y, como vimos, no utilizan a las enzimas PI 3-K o ERK para la fagocitosis
mediada por FcyRs. Esta observacién nos'sugirié que ambas enzimas debian ser reclutadas
ala maquinaria fagocitica durante el proceso de diferenciacion de monocitos a macréfagos.
Para probar esta hipotesis diferenciamos monocitos THP-1 a macréfagos, y evaluamos la

participacién de ERK y PI 3-K en 1a fagocitosis por FcyRs en las células diferenciadas.
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Existen diversos métodos para la diferenciacién de monocitos a macrofagos.
Algunos de ellos involucran el tratamiento de monocitos con ésteres de férbol, AMP
ciclico, vitamina D;, interferén gamma (IFN-y), y 4cido retindico (78, 82-85, 97, 101-104).
El 4cido retindico se ha utilizado durante muchos afios como agente de diferenciacién de
células hematopoyéticas (78, 82, 84). También se ha reportado que el uso de IFN-y potencia
el proceso de diferenciacién de los monocitos (78, 82, 105). El tratamiento de monocitos
THP-1 con acido retindico y con IFN-y indujo su diferenciacién a macr6fagos. Los
monocitos THP-1 crecen como una suspension de células aisladas. El tratamiento de estas
céluias con 4cido retinéico y con IFN-y indujo un aumento en la agregacién celular y en las
propiedades adhesivas de las células. Los cambios en adhesién y agregaci6n celular se han
descrito anteriormente en relacién al proceso de diferenciacién de monocitos, y se
consideran indicativos de la diferenciacién de estas células a macréfagos (82, 84, 102, 103,
106). Las células diferenciadas presentaron ademaés otras caracteristicas, que son propias de
macréfagos (78, 82, 105, 107), entre ellas: mayor expresion en superficie de receptores
FeyRI y FeyRIIl, mayor expresién de moléculas MHC 1 y de integrinas B2, y actividad
reducida de la enzima mieloperoxidasa, que es tipica de monocitos y granulocitos (Datos no
mostrados).

En contraste a lo observado con los monocitos no diferenciados, la fagocitosis por
FcyRs en macréfagos derivados de monocitos fue sensible a los inhibidores de PI 3-K y de
ERK, indicando asi la participacidon de ambas enzimas en €l proceso de fagocitosis por
FcyRs en estas células. Estos resultados confirmaron nuestra hipdtesis de que las enzimas
PI 3-K y ERK se reclutan a la maquinaria fagocitica durante el proceso de diferenciacién de

monocitos a macréfagos.
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Es interesante resaltar que, durante la diferenciacién de monocitos, el reclutamiento
de PI 3-K y de ERK a la maquinaria fagocitica no ocurrié de forma simultanea. Primero se
recluté la enzima ERK, y posteriormente PI 3-K. Reportes recientes sugieren que ERK y PI
3-K juegan papeles distintos durante el proceso de fagocitosis. La enzima ERK parece estar
involucrada en el proceso de sefializacién que pone en marcha la maquinaria fagocitica (47,
48, 52). La enzima PI 3-K por su parte, participa en los eventos finales del proceso de
fagocitosis (en el cierre y la en internalizacién del fagosoma) (25, 56, 57). Bajo esta Optica
el reclutamiento secuencial de las enzimas de ERK y PI 3-K a 1a maquinaria de fagocitosis
pareceria reflejar la importancia relativa que ambas enzimas poseen en ¢l proceso de
fagocitosis: ERK pone en marcha la maquinaria fagocitica y PI 3-K regula los eventos
finales de éste proceso.

Se ha reportado que en algunos leucocitos el juego de enzimas que utiliza un
receptor para generar una misma respuesta puede variar, dependiendo del estado de

diferenciacion de las células (108-110). Por ejemplo, los monocitos utilizan a la enzima

PLD para la liberacion de Ca+2 intracelular inducida por la estimulacion del receptor FcyRI

(110). Sin embargo, cuando éstos monocitos son diferenciados a macréfagos la liberacion

de Ca+2 inducida por estimulacién de FcyRs se vuelve dependiente de la enzima PLC

(110). También se ha reportado que la diferenciacién de monocitos a macréfagos involucra
cambios en la activacién de distintas isoformas de PKC, por entrecruzamiento de FcyRs
{109). Las isoformas de PKC que se activan por entrecruzamiento de FcyRs en monocitos
son distintas de las isoformas de PKC que se activan en monocitos diferenciados a
macréfagos (109). La idea de que distintos leucocitos pueden utilizar distintas vias de

seflalizacién para generar una misma respuesta no es por lo tanto realmente nueva. Sin
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embargo, nuestros resultados muestran por primera vez la existencia de un “switch”
molecular para la regulacién de la fagocitosis por FcyRs, que depende del estado de
diferenciacién de los monocitos.

La observacion de que solo los fagocitos profesionales (i.e. neutrofilos y
macr6fagos) utilizan a las enzimas PI 3-K y ERK para la fagocitosis por FcyRs nos sugirié
la idea de que la utilizacion de estas enzimas podria hacer mas eficiente el proceso de
fagocitosis en estas células, En general todos los fagocitos presentan un nivel de fagocitosis
basal (i.e. fagocitosis no estimulada) relativamente bajo (15, 19, 66, 90). Sin embargo
durante el proceso de inflamacion los fagocitos son activados por diversas substancias
(citocinas, quimioatrayentes y otros agentes proinflamatorios, como prostaglandinas y
leucotrienos) que pueden estimular respuestas celulares como la fagocitosis y el estallido
respiratorio, haciéndolas mdas intensas (14-16, 19, 66). Concordando con lo anterior,
nuestros resultados mostraron que los niveles de fagocitosis no estimulada fueron muy
similares entre neutréfilos, macréfagos y monocitos. Sin embargo, cuando los fagocitos
fueron estimulados con ésteres de forbol (PMA), los neutréfilos y los macréfagos
presentaron niveles de fagocitosis notablemente mayores que los niveles de fagocitosis de
los monocitos estimulados bajo las mismas condiciones. Los altos niveles de fagocitosis
inducidos en neutréfilos y macréfagos por estimulaciéon con PMA, apoyan la idea de que la
utilizacion de PI 3-K y ERK en la fagocitosis por FcyRs permite a estas células generar
respuestas fagociticas intensas.

Se ha reportado que el juego de enzimas o segundos mensajeros que participan en
una determinada respuesta celular puede cambiar dependiendo de las condiciones de

activacion de algunos leucocitos (39, 91-93). Por ejemplo, en neutréfilos la fagocitosis
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basal no depende de calcio, sin embargo cuando las células son estimuladas con fMLP su
actividad fagocitica se vuelve dependiente de calcio (39). Por esta razén decidimos
confirmar que la mayor eficiencia de fagocitosis observada en neutréfilos y en macréfagos
estimulados con PMA, involucraba tanto la patticipacién de PI 3-K como la participacién
de ERK. La inhibicién de ERK en neutréfilos y macréfagos redujo considerablemente el
nivel de fagocitosis por FcyRs, estimulada con PMA. Este resultado confirma la
participacion de esta enzima en el proceso de fagocitosis estimulada, en los fagocitos
profesionales. En neutréfilos y macrofagos sin embargo, la inhibicién de PI 3-K no tuvo
efecto sobre los niveles de fagocitosis estimulada con PMA. Los ésteres de forbol son sin
embargo, activadores de las enzimas de la familia de PKC, algunas de las cuales pueden ser
reguladas por los productos de la actividad enzimatica de PI 3-K, a saber fosfatidilinositol
3,4-bifosfato y fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (47, 55, 62, 94). Esta observacién sugiere la
posibilidad de que, dentro de la cascada de enzimas que regulan el proceso de fagocitosis
en fagocitos profesionales, la enzima PI 3-K esté regulando algunas isoformas de PKC
involucradas en el proceso de fagocitosis. De esta forma, la activacién directa de PKC con
ésteres de férbol haria innecesaria la actividad de PI 3-K para el proceso de fagocitosis.
Asi, la inhibicion de PI 3-K por wortmanina pareceria no tener efecto sobre la actividad
fagocitica de neutréfilos y macrofagos estimulados con PMA. Por otra parte, los
macréfagos diferenciados por 24 horas-con IFN-y presentan un nivel de fagocitosis
estimulada muy bajo, semejante al de monocitos (Datos no mostrados). A las 24 horas de
diferenciacién estas células ya utilizan ERK, pero no PI 3-K para fagocitosis (Fig. 13). Esto
sugiere que tanto ERK como PI 3-K son necesarias para la generacion de una respuesta de

fagocitosis eficiente, en condiciones de estimulacion.
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Acorde con la idea de la regulacién de PKC por PI 3-K durante el proceso de
fagocitosis, estdn una serie de reportes que sefialan que las enzimas PKCg y PKCgse

translocan a los fagosomas en las fases tardias del proceso de fagocitosis, sugiriendo que

estas enzimas también forman parte de la maquinaria fagocitica (25, 63, 64). Es interesante

resaltar que tanto PKCg como PKC; pueden ser activadas por los productos de la actividad
enzimética de PI 3-K (25, 55, 62, 111). Las enzimas PKCgs y PKC¢, a diferencia de las
isoformas clasicas PKC,, PKCp y PKCy, son ademés enzimas no reguladas por calcio (25,

41, 112). La participacion de PKCs y PKC¢ en el proceso de fagocitosis concuerda

entonces con la independencia de la respuesta de calcio que presentaron los fagocitos
durante la fagocitosis por FcyRs. Por otra parte, las proteinas llamadas MARKs son
substratos de PKC con capacidad de regular el reordenamiento del citoesqueleto de actina.
Las MARKSs se han encontrado localizadas alrededor de los fagosomas durante el proceso
de fagocitosis (14, 24, 40). La fosforilacién de estas proteinas por PKC induce la
despolimerizacién de los filamentos de actina (14, 24, 40). Este es un evento necesario para
la internalizacidn final de! fagosoma y su fusién con vesiculas lisosomales (24, 40). Bajo

esta dptica el papel de PI 3-K en la regulacién de las fases tardias del proceso de fagocitosis
podria estar relacionado con la activacién de PKCy y PKC,. Estas enzimas podrian a su vez

activar MARKs e inducir la despolimerizacién local de los filamentos de actina,

permitiendo asi la intemalizacién del fagosoma y su fusién con las vesiculas lisosomales.

ESTA TESIS NO SALF
DE LA BIBLIOTECA
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En conclusién, nuestros resultados de demuestran por primera vez que en monocitos
el proceso de fagocitosis mediada por FcyRs es independiente de la PI 3-K, y que la
diferenciacién de monocitos a macréfagos, por tratamiento con 4cido retindico e IFN-y
involucra el reclutamiento ordenado de ERK y de PI 3-K a la maquinaria fagocitica.
Primero se recluta ERK y posteriormente PI 3-K. Por otro lado, nuestros resultados
sugieren que la utilizacién de ERK y PI 3-K por fagocitos profesionales (neutréfilos y
macréfagos) hace mas eficiente la respuesta fagocitica mediada por FcyRs, y que al menos
ERK participa directamente en la fagocitosis estimulada con ésteres de forbol, en

neutrofilos y en macréfagos.
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estudios de sefializacion intracelular,

El método tradicional para medir fagocitosis, que involucra el analisis microscdpico
de los fagocitos, aunque es preciso confiable, resulta tedioso y toma mucho tiempo (70, 71).
Aunque se han publicado diferentes métodos para meciir fagocitosis por citometria de flujo
(CMF) (72-74), todos ellos son aplicables a un solo tipo celular, y en general su uso se ha
limitado a analisis de tipo clinico (71, 75-77). En este trabajo se planteé la implementacion
de un método alternativo para medir fagocitosis basado en la citometria de flujo (CMF),
que pueda aplicarse a estudios sobre los eventos de sefializacién intracelular que regulan el
proceso de fagocitosis, y que sea aplicable a mas de un tipo celular.

Las diferencias de tamafio (FSC) y de granularidad (SSC) entre eritrocitos y
neutréfilos, y entre eritrocitos y monocitos nos permitieron analizar por CMF de forma
independiente cada poblacién de fagocitos (neutréfilos o monocitos). Esto nos permitié
analizar de forma directa cambios en el nivel de fluorescencia de las poblaciones de
fagocitos, sin interferencia del alto nivel de fluorescencia de la poblacién de eritrocitos
fluorescentes. La medicién de fagocitosis por CMF se basé en el andlisis del porcentaje de
células fluorescentes en las poblaciones de neutrdfilos y de monocitos. Utilizando la CMF
pudimos detectar fagocitosis estimulada con ésteres de forbol, en neutréfilos y en
monocitos. Nuestro método de analisis de fagocitosis por CMF también nos permitié
detectar respuestas fagociticas modestas, como las que se esperan de neutréfilos y de
monocitos no estimulados.

Para determinar la sensibilidad del anlisis de fagocitosis por CMF, a cambios

sutiles en los niveles de fagocitosis, se generaron curvas dosis-respuesta de fagocitosis
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utilizando concentraciones crecientes de PMA, Conforme aumentamos la concentracion del
estimulo (PMA) registramos incrementos graduales en los niveles de fagocitosis en
neutréfilos y en monocitos, Las curvas dosis-respuesta de fagocitosis obtenidas por CMF
fueron muy similares a las que se obtuvieron por microscopia de luz en neutréfilos y en
monocitos. En neutréfilos también observamos cambios graduales en los niveles de
fagocitosis, cuando las células se estimularon con distintas concentraciones del
quimioatrayente fMLP (Datos no mostrados). Estos resultados indican que nuestro método
de anélisis de fagocitosis por CMF es sensible a pequefios cambios en los niveles de
fagocitosis, inducidos por la activacién de las células con diferentes substancias.

La CMF nos permiti6 también detectar cambios en los niveles de fagocitosis,
inducidos por la inhibicién farmacolégica de enzimas que participéﬁ en ¢l proceso de
fagocitosis. La CMF resultd tan sensible como la microscopia de luz, a cambios cn los
niveles de fagocitosis, inducidos por el tratamiento de neutréfilos y monocitos con
inhibidores de PI 3-K y ERK, y con citocalasina B.

Es importante sefialar que nuestro método de anélisis de fagocitosis por CMF no
refleja en realidad la capacidad fagocitica que unas células tienen con respecto a las otras.
Aunque el anélisis de fagocitosis por CMF muestra un mayor porcentaje de células
fluorescentes en la poblacion de monocitos con respecto a la poblacién de neutrdfilos (Fig.
23), los monocitos presentan en realidad niveles de fagocitosis similares a los de los
neutréfilos (Fig. 9 y 11), y de hecho niveles de fagocitosis més bajos que los de neutréfilos
en condiciones de estimulacién (Fig. 15). Aunque desconocemos porqué en nuestros
ensayos de fagocitosis el porcentaje de células fluorescentes en la poblacién de monocitos
€s mayor que enla poblacién de neutréfilos, es posible que la causa de esto esté relacionada

con las diferencias del nivel de fluorescencia basal de las distintas células, y los cambios en
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¢l nivel de fluorescencia basal en funcién del estado de activacién de las células (113-116).
Por otro lado, ¢l indice fagocitico (nimero de particulas ingeridas por 100 células) es un
estimado de la capacidad fagocitica de una poblacién. La inconsistencia entre ¢l porcentaje
de células fluorescentes y el indice fagocitico podria estar también relacionada con la
capacidad de cada c€lula para ingerir particulas opsonizadas. De esta forma, un mayor
porcentaje de monocitos fluorescentes podria indicar que un mayor niimero de estas células
ingiere particulas, atn si ¢l niimero de particulas ingeridas por la poblacién total es menor,
como se observa al evaluar el indice fagocitico. Dado que los cambios en los niveles de
fagocitosis de neutréfilos o de monocitos se evaluaron con respecto al mismo tipo celular
en diferentes condiciones, la inconsistencia entre el porcentaje de células fluorescentes y el
indice fagocitico no invalida nuestro método de analisis. Es posible sin embargo, que el
uso un fluorocromo con espectro de emisién distinto al de l1a fluoresceina (que se us6 para
marcar a los eritrocitos) pueda corregir e¢sta aparente discrepancia entre los niveles de
fagocitosis reales de neutrofilos y monocitos, y el porcentaje de células fluorescentes én las
poblaciones de ambos tipos celulares.

En conclusidn, nuestro método de analisis de fagocitosis por CMF permite detectar
cambios en los niveles de fagocitosis de neutréfilos y monocitos, en funcién del estado de
activacién celular, Este método es sensible también a la inhibicién de enzimas importantes
para el desarrollo del proceso de fagocitosis, por lo que puede ser utilizado para el analisis

de los eventos de sefializacién intracelular que lo regulan.
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