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ANTECEDENTES:

La funcién biolégica de los anticuerpos involucra dos componentes: a) se
unen con gran afinidad al antigeno a través de su porcién Fab, y b) para la
eliminacion del antigeno se debe acoplar con un sistema efector a través de la
porcion Fc.

Existen dos tipos de sisﬁémas efectores: a) moléculas solubles, como el
sistema del complemento; y b) células efectoras, con las que interaccionan los
anticuerpos a traveés de receptores de membrana que median la interaccion
entre las células y la porcién Fc de los anticuerpos y S€ conocen como
receptores Fc (FcR}.

Existen receptores Fc para cada clase de anticuerpo: FcyR une IgG, FcaR
une IgA, FceR une IgE, FcuR une IgM y FcdR une IgD. De éstos, el receptor
para IgG es el mas abundante (Unkeless et al 1988, Ravetch & Kinet 1991,
Fridman 1991, Hulett & Hogart 1994). Los receptores Fc pueden unir con
distintas afinidades la inmunoglbbulina correspondiente, pero para iniciar una
respuesta celular en contra de patogenos y antigenos solubles, es necesario el
entrecruzamiento de los receptores, mas que una simple ocupacion de ellos.

Estos receptores bajo las condiciones apropiadas, pueden transducir
seflales bioquimicas al interior de la célula en las que estan expresados,
desencadenando una funcién biolégica especifica.

Los macrofagos constituyen un grupo de células efectoras muy
importante, ya que son capaces de eliminar patogenos y particulas extrafnias a

través de varios procesos. Estas células expresan en su superficie, entre otros,
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receptores para la porcion Fc de inmunoglobulina G. La activacién de
macrofagos a través de estos receptores desencadena cambios funcionales que
llevan a actividades bactericidas o tumoricidas, liberacion de varias enzimas,
metabolitos del acido araquidéﬁico y algunas formas reactivas del oxigeno, asi
como la sintesis de algunas citocinas. Los macréfagos también pueden
aumentar su actividad microbicida al estar en contacto con bacterias o
productos bacterianos, tales como LPS, BCG, o por citocinas provenientes de
células T activadas, como el IFN-y, etc.

Una de las principales funciones que realiza el macréfago es la fagocitosis

de particulas mediada por receptores. Para discriminar entre agentes

infecciosos y propios, los macréfagos han desarrollado un restringido ntimero

de receptores fagociticos, por ejemplo ell receptor de manosa, que reconoce
motivos conservados en las moléculas de superficie de algunos patogenos. Los
patdégenos también pueden ser fagocitados por receptores de complemento,
después de una opsonizacion inespecifica (recubrimiento de la particula
extrana con moléculas de complemento); o a través de receptores Fcy después
de la opsonizacion especifica con anticuerpos. Estos receptores inducen
rearreglos en el citoesqueleto de actina, lo cual lleva a la internalizacion de la
particula. El mecanismo molecular por el que se desencadena la fagocitosis,
depende del tipo de receptor que inicie la activacion y del antigeno que sera
internalizado. Mas adelante se detallara el mecanismo de activacién de la

fagocitosis por receptores Fcy que es de nuestro particular interés.
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Como se mencioné anteriormente, la fagocitosis mediada por receptores
Fey, requiere qué la particula extrafia se encuentre recubierta de anticuerpos.
Estos acumulos de anticuerpos sobre la particula son capaces de entrecruzar
los receptores y asi activar a la célula. De ahi, la importancia que puede jugar
el ligando natural, es decir la IgG, en la activacion de macrofagos a través de
estos receptores.

Existen varias subclases de anticuerpos IgG, tanfo en humano y ratdén
como en otras especies. La diferencia en la secuencia de aminoacidos entre las
subclases de anticuerpos IgG es minima, existe una diferencia importante
estructuralmente en la regiéon de la bisagra, que se ha propuesto como un sitio
que le confiere flexibilidad a la molécula de.inmunoglobulina. También se ha
propuesto que la regiéon de la bisagra es sitio de unién a los receptores Fcy
aunque existe controversia al respecto. Estas diferencias podrian ser
importantes en el contexto de activacion de la célula a través de los FcyRs,
como ya se ha observado anteriormente para la activacién de complemento (Oi
et al, 1982), donde se propone que la diferente flexibilidad de las subclases de
IgG puede desencadenar la activacion del complemento de una manera mas
eficiente por unas subclases que por otras.

Es por esta razon, que nos abocamos al estudio de la capacidad de las
distintas subclases de [gG para mediar la fagocitosis a través de receptores Fcy,

en macrofagos murinos.
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INTRODUCCION:
EL MACROFAGO

Los macréfagos se encuentran distribuidos en la mayoria de los tejidos,
desempefiando un papel central en inflamacion y en mecanismos de defensa
del huésped. En reacciones inmunologicas, su funcién involucra la
internalizacion de particulas extrafias y la presentacion de antigeno a células T,
también liberan moléculas moduladoras tales como: IL-1, IL-6, IL-8, IL-10,
IL-12, TNF-a, TNF-B, TGF-f1, TGF-p2, TGF-B3, etc.

Los monocitos se generan de precursores en la médula ésea en
respuesta a factores hematopoyéticos. Permanecen en circulacion en promedio
menos de un dia y se mueven activamente a través de los vasos sanguineos
hacia los tejidos en respuesta a factores quimiotacticos, donde residen por
tiempos mas prolongados. En caso de dafio tisular, infecciéon o inflamacion se
acumulan rapidamente en este sitic para ejercer una accion reparadora o
microbicida eficaz. Los monocitos que reaccionan en los compartimentos
extravasculares generalmente se diferencian en macréfagos. Dependiendo de
su localizacion en el cuerpo y de la demanda funcional, los macroéfagos pueden
vivir dias, semanas, meses o incluso anos.

Para efectuar la eliminacién de particulas, el macréfago expresa
receptores de superficie pafa un amplio rango de moléculas, que incluyen
hormonas, inmunoglobulinas, proteinas de complemento (C), toxinas, citocinas,
polisacéaridos y lipidos. Por ejemplo, los macrofagos expresan una gran

variedad de receptores de superficie para polisacaridos, que pueden reconocer
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glicoproteinas provenientes de bacterias y hongos (Stahl 1992) y asi eliminar
levaduras y microorganismos.

La respuesta del macréfago a los estimulos puede ser de dos formas: a)
internaliza el estimulo y lo somete a cambios bioquimicos caracteristicos de
procesos de endocitosis y digestion; b) expresa moléculas bioactivas que son
secretadas para destruir a la particula extrafia, o bien para modular la
respuesta inmune, induciendo la participacién de otras células. A través de
estas respuestas basicas el macrofago participa en las reacciones de
inflamacién e inmunolégicas (Paul, 1999).

Expresion de receptores:

Los macrofagos expresan receptores que unen fragméntos Fc de IgG
{(FcyRs) y receptores de complemento tipo 3 (CR3) que une proteinas de
complemento, en particular al iC3b. La principal funciéon de ambos tipos de
receptores es promover la internalizacion de moléculas extrafas cubiertas con
anticuerpos o con proteinas del complemento. Ambos receptores pueden
actuar sinérgicamente para incrementar, por varios cientos de veces, la
velocidad de entrada de una particula opsonizada. Tanto los FcyR, como el
CR3, son esenciales para la eliminacion de microorganismos y de complejos
inmunes del torrente sanguineo, sobretodo en higado y en bazo. Los FcyRs y el
CR3 también estan involucrados en mediar el fenomeno de ADCC (Citotoxicidad
Celular Dependiente de Anticuerpo). En la ADCC, una célula blanco cubierta

con anticuerpo o iC3b es eliminada después de la union al macréfago, a través

de su respectivo receptor.
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Capacidad Secretora:

En la Tabla I se muestra el alto potencial secretor del macrofage. La
variedad de moléculas secretadas es amplia, y varia de pequefios Iipidos
derivados del araquidonato (prostaglandina E2, tromboxano y leucotrienos) a
moléculas promotoras del crecimiento, proteinas del cdmplemento ¥ enzimas
(Unanue 1981, Takemura & Werb 1984, Auger & Ross 1992). También esta
involucrado en la generacién de aniones superoxido y otros metabolitos
reactivos del oxigeno (Susuki T 1991). Esta variedad de moléculas tiene efectos
diferentes, dependiendo de la anatomia y fisiologia del tejido que se trate,
partiéipando asi en la homeostasis tisular. La mayor parte de estas molécuias
secretadas son liberadas después de la estimulacién y activacion del macréfago.
La cantidad y el tipo de las moléculas secretadas puede variar entre macréfagos
de diferentes tejidos, dependiendo de su estado de diferenciacion.

Las prostaglandinas son mediadores secretados por 'macr()fagos v
monocitos en los procesos de inflamacién. Tienen efecto no solo sobre la
permeabilidad vascula:r sino también sob;e los mismos macréfagos. La
prostéglandina E2, por ejemplo, inhibe la activacion del macréfago inducida por

IFN-y. Los macrofagos producen cantidades relativamente grandes de

prostaglandinas, con variaciones entre las distintas poblaciones de macrofagos

(Scott et al 1982, Tripp et al 1986).
Los macréfagos liberan enzimas que afectan proteinas del tejido conectivo

como son: colagenasas, clastasas y activadores de plasminégeno. También



secretan apolipoproteina E, lipoproteina de plasma que participa en transporte

de lipidos y juega un papel inhibitorio en reacciones inmunolégicas in vitro.

TABLA (I): PRODUCTOS SECRETADOS POR MACROFAGOSa.
Enzimas que afectan el tejido conectivo y proteinas del suero:
Elastasa
Activador de Plasminogeno
Colagenasa
Enzimas lisosomales
Enzima convertidora de angiotensina
Procoagulante de tejido
Arginasa
Proteinas involucradas en defensa e inflamacién:
Proteinas de complemento
C2, C3, C4, C5
Factor By D
Factor Hel
Lisozima
Interferon a y B
Fibronectina
Factores reguladores de crecimiento:
G-CSF
GM-CSF
M-CSF
Citocinas que promueven inflamacién aguda y regulan la respuesta de linfocitos:
IL-1
IL-6
TNF-o
TNF-B
IL-8
IL-12
Citocinas inhibidoras:
IL-10
TGF-p1, -2, -3
Antagonista del receptor de IL-1
Factores que promueven la reparacion de tejido:
Factor de crecimiento derivado de plaquetas
Factor de crecimiento de fibroblastos
Otros:
Apolipoproteina E
Derivados del Araquidonato
Factor activador de plaquetas
Metabolitos del oxigeno
Timidina
Oxido nitrico
a Esta tabla es un resumen seleccionado con los principales productos liberados por
los macrofagos (Lewis & McGee, 1992).
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Otras moléculas clave liberadas por el macréfago son las citocinas
(Unanue 1981, Takemura et al 1984, Auger et al 1992). Las citocinas liberadas
por | el macréfago se pueden clasificar en tres categorias: 1) Aquellas que
promueven o inician una respuesta inflamatoria aguda, asi como una respuesta
de linfocitos; estas incluyen IL-1, TNF, IL-6 y varias proteinas quimiotacticas
como IL—8 e iL’-lZ (Wolpe et al 1989, Oppenheim et al 1991). Después de la
internalizaciéon de un amplio rango de bacterias y virus, los macrofagos
tisulares responden rapidamente liberando estas citocinas. 2) Aquellas que
inhiben la respuesta de linfocitos y la inflamacion en general. Entre éstas se
encuentran IL-10 (de Vries 1991), TGF-B (Assoian et al, 1987) vy el receptor
antagonista de IL-1 {Arend et al, 1990). Estas citocinas fienden a ser liberadas
mas tarde, después de la estimulaciéon y sirven para disminuir o controlar la
respuesta. 3) Aquellas citocinas que promueven la reparacidon de tejide y la
homeostasis después o durante inflamacién, como el PDGF (factor de
crecimiento derivado de plaquetas) y el FGF (factor de crecimiento de
fibroblastos), ambos inducen la formacion de nuevos vasos sanguineos. Todas
estas moléculas son secretadas después de la internalizacion de productos
microbianos, o bien, de particulas opsonizadas por iC3b o IgG.

Otras proteinas secretadas por macrofagos son la lisozima y los
interferones o y B, involucrados en procesos de defensa del huésped. Otras
moléculas importantes son los intermediarios reactivos del oxigeno (Nathan &

Tsunawaki 1986) asi como 6xido nitrico (Green et al 1991). Ambos compuestos

son cruciales en la eliminacion de microorganismos patogenos intracelulares.



LIGANDO NATURAL DE LOS FcyR: INMUNOGLOBULINA G

Estructura:

La unidad fundamental en la estructura de los anticuerpos se muestra en
el diagrama de la Figura 1. Esta estructura consiste en dos pares de cadenas
polipeptidicas: un par de cadenas “pesadas”, que constan de cuatro o cinco
secuencias homoélogas cada una de aproximadamente 110 residuos de
aminoacidos en longitud, y un par de cadenas “ligeras”, cada una consiste en
dos segmentos homologos. Cada segmento homélogo se pliega de una manera
similar para formar una estructura compacta independiente llamada “dominio”.
El dominio amino-terminal de cada uno de los polipétidos — el dominio variable
de la cadena ligera, Vi, y el dominio variable de la correspondiente cadena
pesada, VH — interaccionan para formar un maédulo variable conocido como la
regiéon Fv (o “fragmento” cuando es preparadc por protedlisis de anticuerpos
intactos). Sigue un dominio constante de cada cadena ligera, CL, que
interacciona con el primer dominio constante Cul, de la correspondiente
cadena pesada. Las interacciones no-covalentes entre estos dominios a
menudo se ven reforzadas con puentes disuifuro entre los dos dominios.
Juntos, cada juego de estos cuatro dominios (Vi, Vi, CL y Cul}, forman una
unidad llamada region o fragmento Fab; hay dos de tales unidades en la
estructura generél de los anticuerpos. Mas adélante en direccion del carboxi-
terminal, el dominio Ce2 de las cadenas pesadas se empalma. Sin embargo, la

interfase entre ellas esta saturada con carbohidratos, que de no ser por otras
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interacciones, estos dos dominios no se asociarian. Finalmente, se encuentran

los dos dominios Cu3 que interaccionan fuertemente entre si.

Fab

Bisagra

Fc

C

Figura 1. La estructura béasica de las cuatro cadenas de la molécula de
inmunoglobulina, H y L, las cadenas peptidicas, pesada y ligera; N y C, extremos
amino y carboxi-terminal; Vi y Vy, regiones variables de las cadenas ligeras y pesadas;
C1, C2, y C3, regiones de homologia (dominios) de las cadenas pesadas; CDR, regiéon
determinante de complementaridad. Se muestra la distribucion de los puentes
disulfuro intercadena e intracadena. Los 6valos sombreados muestran la localizacion
de oligosacaridos en el dominio Cu2 (Nezlin 1994).

Entre las secuencias de Cul y Cua2 las inmunoglobulinas tienen una
secuencia denominada “bisagra”, la cual puede tener mas de 60 residuos de
longitud vy es rica en prolina y cisteina, ésta Ultima forma generalmente puentes

disulfuro con su similar en la otra cadena. La region de la bisagra le confiere a
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la molécula de inmunoglobulina cierto grade de .Iibertad de rotacién o de
flexibilidad, que depende de la secuencia especifica, como se detallarda mas
adelante, los dos extremos de esté region son generalmente la parte de la
molécula de anticuerpo mas susceptibles a ataques proteocliticos, 8i la
proteolisis ocurre en el extremo amino terminal de la secuencia de la bisagra,
se producen generalmente dos fragmentos Fab y un solo fragmentb “Fc”, esto se
logra con enzimas como la papaina. Si el corte ocurre en el extremo carboxi-
terminal de la region de la bisagra unida por puente disulfuro, se genera un
solo fragmento F{ab’)2, siendo la pepsina la proteasa mas efectiva. Esta enzima

corta la region Fc en fragmentos mas pequeitos (Metzger 1974)

Clases de Inmunoglobulinas:

-En humanos y roedores, existen cinco clases de inmunoglobulinas, que
difieren en la estructura primaria, contenido de carbohidratos y propiedades
antigénicas de la cadena pesada. Estas cinco clases de anticuerpos son: IgM,
IgD, IgG, IgE e IgA. La clase de inmunoglobulina esta determinada por su
cadena pesada, que puede ser del tipo u, 9, v, € y o respectivamente. Existen
dos tipos de cadena ligera para todas las clases de inmunoglobulinas. Cada
molécula de inmunoglobulina, confiene cadenas ligeras de uno de los dos tipos,
va sea lambda (A) o kappé (). Las cadenas A y x tienen una estructura
primaria y propiedades antigénicas diferentes y generalmente no contienen

carbohidratos.

12
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Inmunoglobulina G:

La inmunoglobulina G (IgG) es la mas abundante ya que cerca de tres
cuartas partes de todas las inmunoglobulinas del suero pertenecen a esta
clase. Se han realizado gran cantidad de estudios para describir la estructura
tridimensional y cristalografica de las inmunoglobulinas.

Las moléculas de IgG consisten en dos cadenas pesadas y y dos cadenas
ligeras. Cada molécula de IgG tiene dos sitios idénticos de combinacién con el
antigeno y contiene cerca de 3% de carbohidratos. Después de una
inmunizacién secundaria, las células plasmaticas secretan predominantemente
moléculas de IgG; que a diferencia de otras inmunoglobulinas, pueden cruzar la
barrera placentaria y pueden penetrar en las areas extravasculares; son
capaces de reaccionar con los receptores Fcy presentes en macréfagos y otras
células hematopoyéticas y desencadenar una funcién efectora en contra de
patogenos o particulas extrafnas al organismo. Las moléculas de IgG también
son capaces de activar complemento por la via clasica. |
Subclases y diferencias:

Se han descrito a la fecha cuatro subclases de IgG murinas, siendo IgGl
e IgG2a las mas abundantes, e IgG2b e IgG3 las menos abundantes. Estas
subclases difieren entre si en la estructura de la regién constante de su cadena

pesada, incluyendo diferencias en la longitud y nimero de puentes disulfuro en

la region de la bisagra; también difieren en sus propiedades funcionales. Las

cadenas pesadas de IgG3 estan unidas por dos puentes disulfuro intercadena,

mientras que las otras moléculas de IgG forman tres puentes. Las diferentes

13
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subclases de IgG comparten una larga vida media, lo que facilita su
permanencia en altas concentraciones en suero (Nezlin 1998).

El complemento es fijado a través de la via clasica mas eficientemente por
IgG2a e IgG2b en el ratén (Neuberger & Rajewsky, 1981), e IgG1 e IgG3 en el
humano (Bruggermann et al 1987, Dangl et al 1988); pero la actividad de
fijaciéon de complemento de IgGl e IgG3 de raton (Oi et al, 1984) y la 1gG2 en
humanos (Waldmann H,1989) es débil o ausente por completo.

Las moléculas de IgG1l pueden mediar reacciones de anafilaxia cutanea
pasiva (PCA) en raton, pero las moléculas de IgG2 son capaces de mediar PCA
en conejillos de indias (Urbanek R, 1988). Los isotipos IgG2a e IgG2b de raton
son eficientes en citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (Nezlin 1998)}.

Diferentes estimulos antigénicos inducen la produccién preferente de
algunas subclases de IgG. Antigenos en forma de proteinas solubles estimuian
predominantemente una respuesta de IgGl en ratdn (Slack et al 1980),
mientraé que antigenos de carbohidratos inducen sustancialmente a una
respuesta de 'IgGS en el ratén, y una respuesta IgG2 en humano. Los virus
inducen principalmente respuesta IgG2a en ratones, e IgGl e IgG3 en
humanos. Bacterias gram-negativas inducen IgG2a y en algunos casos IgG3 en
ratén. Los parasitos nematodos inducen predominantemente respuesta IgGl
en ratén e IgG4 en humano (Nezlin 1998).

Como se mencioné anteriormente, aunque la estructura y secuencia de
las diferentes subclases es muy semejante, existen diferencias importantes en

su funcion tanto in vitro como in vivo. Debido a que la diferencia entre las
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subclases, radica fundamentalmente en la regién de la bisagra, es importante
revisar la estructura de ésta mas a fondo para tratar de entender el papel que
Jjuega la flexibilidad de la molécula en la activacion celular.

En estudios donde se determina la flexibilidad de la inmunoglobulina por
ensayos de depolarizacion de fluorescencia, se ha observado que a mayor
flexibilidad de la molécula, mayor eficiencia para mediar la fijacion de
complemento (Oi et al, 1984). En este reporte, para descartar la participacién
de la region variable del anticuerpo en la flexibilidad se utilizaron anticuerpos
diseniados genéticamente, con una porcioén {rariable de reconocimiento de
antigeno idéntica, pero con cambios en la region de la bisagra correspondientes
a las distintas subclases en humanos. Asi se demostré que la diferencia en la
capacidad para fijar complemento se debia a la flexibilidad de la molécula,
donde la region de la bisagra es la responsable (Roux et al, 1997),

Region de la bisagra:

Mucho se sabe acerca de la composicion de las porciones mas rigidas
(Fab y Fc) de la molécula, como resultado del uso de cristalografia de rayos X y
otraé técnicas fisicoquimicas {(Nezlin R, 1990). En contraste, poco se sabe
acerca de la region flexible de la molécula debido a la dificultad para cuantificar
ias diferentes clases de flexibilidad molecular. El mediador principal de la
flexibilidad segmental en la IgG es la regién de la bisagra

La region de la bisagra une los dos brazos Fab a la porcién Fc de la
molécula de IgG y contiene puentes disulfuro que unen covalentemente las dos

cadenas pesadas Es codificada generalmente por exones Unicos. Las subclases
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de IgG humanas muestran en su estructura genéral, una _mayof homologia
entre si qué las subclases de IgG murinas (~95 vs ~80%). En confraste, en la
region de la bisagra las subclases de IgG de ambas especies son solo ~70%
homologas.

Estructuralmente, la bisagra consiste en segmentos extendidos de
péptidos diméricos unidos por varios puentes disulfuro, ricos en prolinas,
serinas y treoninas. Esta composicion de aminoacidos le da a la bisagra
flexibilidad y a los fragmentos Fab del anticuerpo una movilidad flexional (Wade
et al 1989) y torsional (Edmundson A 1993) como se muestra en la Fig. 2.

La bisagra proporciona un espacio .entre los fragmentos Fab y Fc y por
tanto, una cierta libertad de movimiento. Se ha propuesto que esta propiedad
le confiere a la IgG, una capacidad diferente para iniciar la activacion celulaf
llevando a la lisis celular mediada por complemento (Feinstein et al 1986;.

La flexibilidad de la bisagra permite a los Fabs adoptar diferentes
conformaciones y asi poder unirse a epitopes bivalentemente —presumiblemente
dandole al anticuerpo mayor avidez y versatilidad. El grado de flexibilidad
permitido correlaciona fuertemente con la longitud de la bisagra entre el
extremo de Cul y el primer puente disulfuro intercadena pesada (conccido
como bisagra alta), asi se explica que IgG3 que es mas larga en esta region sea
mas flexible que la IgGl. La longitud de la bisagra y su flexibilidad también
reducen el impedimento estéﬂcé que los Fabs presentan para el acceso al Cu2

por otras moléculas.
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Fig. 2. Esquema de la movilidad del Fab. Los dominios estan representados
dentro de cajas. la flexibilidad segmental esta determinada por la bisagra y se mide
como el angulo entre los ejes simétricos del Fc y Fab; la microscopia electronica revela
angulos entre 0 y 180 grados. La flexibilidad axial también esta determinada por la
= ~ bisagra vy da giros sobre el eje de Fab. El plegamiento del codo esta determinado por el

giro de péptidos y se mide convencionalmente como el angulo entre los gjes simétricos
Fv y Fab con rangos entre 130 y 180 grados.

La bisagra puede ser dividida en tres regiones, la superior, la media, y la
baja bisagra. La bisagra superior ha sido definida por Burton (et al 1987) como
los aminoacidos entre el extremo del Cul y la primera cisteina que forma un

puente disulfuro intercadena pesada. Una bisagra superior larga permitira

A,

gran flexibilidad segmental y el angulo entre los brazos Fab puede variar
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ampliamente, mientras que una bisagra superior corta permite una movilidad
menor de los brazos Fab.

Todas las secuencias de la bisagra media de IgG tienen centros de
poliprolina similares y probablemente adopte la estructura de poliprolina. La
bisagra media puede tener varias funciones. Contiene las cisteinas que
participan en los puentes disulfuro y por tanto contienen los residuos que
mantienen los dos dominios CH2 juntos en el extremo amino-ferminal.
También el centro con forma de bastédn rigido proporciona espacio o distancia
entre la unién del antigeno y el dominio efector. La bisagra es codificada por
un mismo exon para la bisagra superior y media, mientras que la bisagra baja
es codificada por el exén de Cu2.

Sitios de unién de los anticuerpos a los FeyR:

Se han identificado algunos sitios que pueden mediar la interaccién de la
IgG humana con los receptores FcyRI y FeyRII utilizando analisis mutacionales
(Lund et al 1991h); los residuos 234-237 (Leu-Leu-Gly-Gly), presentes en el
extremo amino terminal del dominio Cu2 humano (regién de bisagra baja), es
critica para las interacciones IgG-FcyRl. Mutaciones en la posicion 235
cambian dramaticamente el reconocimiento por el FcyRl. Mutaciones ¢n la
posiciéon 234 y 237 disminuyen la capacidad de la IgG para reaccionar con el
FeyRIl. La segunda regién importante para la unién del receptor es una vuelta
proxima a la bisagra entre las dos hojas f de CH2 (particularmente residuos en
posicién 331, prolina en IgGl e IgG3 humana, pero serina en IgG4) {Canfield
1991). Es pbr esto, que todos los receptores Fcy, incluyendo los de baja
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afinidad FcyRII y FcyRIIl, parecen reconocer casi el mismo sitio de Cu2 (Sarmay
et al 1992). La secuencia Leu-Leu-Gly-Gly en posiciones 234-237 es el motivo
éptimo para estas interacciones. Esta presente en las subclases humanas IgGl
e IgG3, vy en raton en la IgG2a e IgG2b. Al contrario, la poco reactiva IgG4 o no
reactiva 1gG2 en humano tienen Phe-Leu-Gly-Gly, y Val-Ala-delecion-Gly,
respectivarhente, enn la posicion 234-237 de la cadena y. Dos sitios han sido
identificados en el CH2 para el FcyRII murino (Lund et al 1991a). Tres mutantes
de IgG (Gly 237 —Ala, Asn-297 —Ala, y Glu 318 —Ala) no se unen al FeyRII, ni
en forma de complejo, ni en forma monomérica. Una molécula de oligosacarido
alterada de Cu2 afecta la capacidad de la IgG para reaccionar con los FcyRs,
probablemente por influencia de la estructura local en el sitio de unién (Jefferis

et al 1997).

Aunque los reportes anteriores indican una clara participacion de la
regién baja de la bisagra en su unioén a los FcyR existen también reportes en los
que indican que la unién es mas bien entre el dominio CH2 y CH3. Una
quimera entre IgG4, la cual se une débilmente al FcyRIIl, y la mitad carboxi-
terminal del dominio CH2 de IgG1, es suficiente para la induccion de ADCC
(Citotoxicidad Celular Dependiente de Anticuerpo) por el FcyRIIl (Greenwood et
al 1993). En.experimentos con células que contienen FcyR, puede inhibirse la
union de complejos inmunes a los receptores con proteina A; se ha identificado
por estudios de cristalografia que la proteina A se une al anticuerpo en una

region entre el dominio CH2 y Cu3 (Deisenhofer, 1681}; (Ades et al 1976} lo que
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sugiere que la proteina A y los FcyRs comparten al menos parcialmente el sitio
de unién al anticuerpo.

A partir de la estructura cristalizada del complejo FeyRII y la IgG se
propuso un modelo utilizando el programa FTDock (Gabb et al 1997) en el que
el FcyRIIb se une entre la hendidura de los doﬁlinios CH2 y CH3 de la IgG, con
una estequiometria 2:1 entre el FcyRIIb y los fragmentos Fc en el complejo,
como se demostro en exper_imentos de équilibrio de filtracion en gel {Sonderman
et al 1999b}). El complejo FcyR - anticuerpo estaria orientado hacia arriba en la
membrana, permitiendo maxima libertad de conformacién de los brazos Fab
para estar enlazados en la unién con el aﬁﬁgeno. Por el contrario, un arregio
que emplea la parte baja de la bisagra como region de unién forzaria, debido a
la distancia fija éntre la membrana y el sitio de unién en la molécula del FcyR,
un complejo paralelo a la membrana lo que provocaria una restringida libertad
de movimiento para los brazos Fab. Este modelo es controversial y distinto al
propuesto por Maxwell et al 1999, donde la unién del anticuerpo con el
receptor se da en la regidon baja de la bisagra apoyado por andlisis mutacional.

L.os modelos que apoyan la unién de la inmunoglobulina a través de la
region de la biségra, dada por la evidencia de que pequefios cambios en
aminoacidos en los residuos 234-237, abaten la unién, pueden estar
descartando la posibilidad de que estas mutaciones estén modificando la

conformacion de la molécula y asi cambiando el sitio de union.
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Union del anticuerpo con el antigeno:

Los sitios de combinacion del anticuerpo con el antigeno estan formados.
exclusivamente por cadenas laterales de aminoacidos en los dominios de la
region variable de las cadenas pesada y ligera. El ntmero y tipo de los enlaces
no covalentes que se forman entre estas cadenas laterales y los atomos
correspondientes en el antigeno (el “epitope”) determina la afinidad intrinseca
(Ka) de los sitios de combinacidn para el epitope. Otros aspectos de la
estructura del anticuerpo contribuyen a la estabilidad de la interacciéon
antigeno-anticuerpo; la multivalencia de antibuerpos, la diversidad de sitios de
combinacién, el tamafio y la flexibilidad de las moléculas (Metzger, 1986).

Muchos patdgenos contienen epitopes repetidos. El anticuer.po tiene al
menos dos sitios de combinacién, y es capaz de unir bivalentemente al
antigeno. La fuerza promedio de esta interaccién (“avidez” del anticuerpo por el
antigeno) puede ser mayor que la afinidad intrinseca de los sitios combinables
individuales para un solo epitope, bajo condiciones favorables, tan grande como
(Ka)? (Crothers & Metzger 1972, Karush 1976).

Si la molécula de anticuerpo fuera totalmente rigida, la posibilidad de que
se uniera multivalentemente al antigeno seria muy pequena, ya que se
requeriria una correspondencia fortuita de la distancia entre los dos sitios de
combinacion del anticuerpo y entre los epitopes en el antigeno. La relativa
flexibilidad del anticuerpo en los extremos de la region de la bisagra, relaja esta
restriccion y disminuye el umbral de energia requerido para una union

multivalente.
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RECEPTORES Fcy

Los receptores para el Fc de la IgG (FcyR) constituyen una familia de
receptores que se unen especificamente a IgG a través del dominio Fc y asi
pueden mediar funciones fisiolégicas importantes en inmunidad. Este papel
puede ser agrupado en tres areas: defensa inmune celular y regulacién de
linfocitos, transcitosis de inmunoglobulinas y patologia autoinmune.

Los receptores Fc (FeyR) juegan un papel c.lave en la defensa del huésped
en contra de infecciones. Una vez que el patdégeno ha llegado al torrente
sanguineo es opsonizado (cubierto) por inmunoglobulinas (Igs}). Debido a su
multivalencia, los inmuno-complejos resultantes se unen con una alta avidez a
las células que expresan los FcR. La particula opsonizada con IgG, provoca el
entrecruzamiento de los FcyRs, los cuales desencadenan varias funci(;nes
efectoras (Metzger 1992), entre las que se encuentran: endocitosis, presentacion
de antigeno, ADCC ({(Citotoxicidad Celular Dependiente de Anticuerpo),
fagocitosis, secrecidon de varios mediadores como citocinas, hidrolasas
lisosomales, metabolitos reactivos del oxigeno, metabolitos del acido
aréquidénico y otros mediadores de inflamacién (Fridman et al 1992, van de
Winkel & Capel 1993). Los receptores participan en la regulacion de linifocitos,
mediante la liberacidon de una gran cantidad de citocinas.

El receptor responsable de la transcitosis, se denomina FcRn (Raghelwan
& Bjorkman 1996) y se expresa en células epiteliales intestinales de lactantes. ‘
La IgG presente en la leche materna se une al FcRn localizado en la parte apical

de estas células y la transporta a la superficie basolateral de las cé€lulas donde

22



wl b

es liberada al torrente sanguineo. Esta transferencia de la IgG materna,
proporciona inmunidad humoral los primeros dias de vida al recién nacido.

Existen enfermedades autoinmunes tanto en ratén como en humano, yva
sea debido a una disfuncion de los FcyR en macrofagos (Hoffman et al 1989}, o
por presencia de altos titulos de inmunoglobulinas aﬁti—FcyR. En pacientes con
artritis reumatoide, se encuentran autoanticuerpos con especificidad por Fcy
{(factor reumatoide), formando complejos en suero o liquido sinovial 16 que
induce dano al tejido, activando la cascada de complemento e inflamacion.
Nomenclatura:

La nomenclatura oficial para la familia de los receptores Fc fue acordada
en junio de 1987. La especie animal de la célula que expresa el FcR se designa
con dos letras de la abreviacion en mintisculas. Se agrega la palabra Fc,
seguida de la principal clase de inmunoglobulina que se une al receptor
utilizando una letra griega subscrita. A continuacion, se coloca un numero
romano para la subclase del receptor; ésta se basa en la similaridad estructural
y reactividad que presenta el receptor con anticuerpos monoclonales. Después
se designan los distintos genes con una letra mayuscula. Por ultimo, el
nlUimero arabigo subscrito se refiere a cada forma de spliéing alternativo.
Generalidades:

Existen tres tipos de receptores Fc para IgG: FcyRI(CD64), FcyRIl (CD32),
FcyRIIl (CD16). Se expresan en las células como proteinas transmembranales,
en forma soluble (sFcyR} o como el FcyRIllb que se ancla a la membrana a
través ciel glicosilfosfatidilinositol.
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La porciéon extracelular de los FeyR consiste en tres (FcyRI,) o dos (FeyRII,
FcyRIIl) dominios semejantes a la inmunoglobulina {~110 kDa/dominio);
pertenecen a la superfamilia de las inmunoglobulinas. Los FcyRs son muy

semejantes estructuralmente entre si. Estos receptores altamente glicosilados

son homologos y la identidad total en la secuencia de aminoé.cidos entre los
FcyRs sobrepasa el 50% en su regiéon extracelular. Sin embargo, la afinidad de
los FcyR por su ligando varia'ampliamente. La mayor constante de afinidad de
108 M'! aproximadamente del FcyRI por los fragmentos Fc parece ser gracias a
su tercer dominio, mientras que los otros FcyRs con dos dominios tienen una
constante de afinidad para la IgG que varia entre 10° y 107 M-! (Metzger 1992b).

Una misma célula puede expresar mas de un tipo de FcyR. La expresion
del FcyRI en monocitos no es vital (Ceuppens et al 1988), por otra parte, el
FcyRIlla requiere para su expresion en la superficie de la célula, la coexpresion
de proteinas asociadas como las cadenas Y.

Caracteristicas y Estructura de Receptores Fey y Cadenas Asociadas:
Subunidades de los FcyRs:

Existe una alta homologia estructural entre los diferentes miembros de la
familia de los FcyR, que se localizan en lé célula efectora y son- capaces de
iniciar la activacién celular. La estructura comprende una subunidad o que
determina la especificidad de isotipo y afinidad de la reacciéon con el Fe¢, y que
puede unirse no covalentemente a dos cadenas accescorias (y 6 {) que definen

las propiedades de sefializacion y llevan el motivo de activacion basado en
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tirosina {ITAM); el FcyRII tiene dentro de su cadena a el motivo ITAM o €l motivo
de inhibicién basado en tirosina (ITIM] los cuales se detallaran posteriormente.
La subunidad o estd compuesta por dos d tres dominios parecidos a
inmunoglobulina. Existen varias isoformas de FcyR en humanos, los cuales
difieren en la estructura de su subunidad o, modo de anclaje a la membrana y
funcién. La heterogeneidad de los FcyR murinos es menor.
La cadena y es una proteina transmembranal de 12 kDa, comun para

varios FcyR y necesaria para la expresion y ensamblaje de los FcR que la

. contienen (Nezlin R, 1998). Se ha encontrado que las cadenas y asociadas

evitan la degradacion del complejo FeyRIIIA en reticulo endoplasmico (Kurosaki
et al 1991), y son esenciales para la transducciﬁn de seriales (Wirthmueller et al
1992). El anélisis del FcyRIIA en células cebadas, reveld que la cadena B del
FceRl, puede formar complejos con el FcyRIIIA cuando tiene asociados
homodimeros (y-y) (Kurosaki et al 1992), Al parecer, el FcyRI se encuentra
también asociado con homodimeros de cadena y en células U937 diferenciacias
(pero no en células no diferenciadas), asi como en monocitos; por lo que la
asociacion con vy no es esencial para su expresion en membrana, pero su papel
en la transduccion de sefiales por el FcyRI parece ser similar (Ernst et al 1993).
Macroéfagos derivados de ratones knock out que no expresan y, son incapaces
de unir IgG2a, lo que sugiere que y es necesaria para la expresion de o y

posiblemente para la funcioén de FcyRI in vivo (Takai et al 1994).
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FeyRI

El huFcyRI es una glicoproteina de 72 kDa capaz de unir IgG monomérica
con alta afinidad. El FcyRI se expresa en la superficie de macréfagos y
monocitos constitutivamente y su expresion puede ser inducida en neutroéfilos y
granulocitos (van de Winkel et al 1991, - Hulett et al 1994). El FcyRI posee
una regidén extracelular de 292 aminoacidos con tres dominios semejantes a
inmunoglobulinas, una regién transmembranal de 21 aminoacidos, y una cola
citoplasmética de 61 aminoacidos (Fig 3, estructura de los FcyRs). El tercer
dominio extracelular es Unico para el FcyRI, ya que no se encuentra en los
FeyRII v III (Ernst et al 1992). Se han identificado tres genes humanos
homélogos (>98% de identidad nucleotidica) para el FcyRl: FcyRIA, FcyRIB y
FC'yRIC; localizados en el cromosoma 1 l(Sears et al 1990). Los genes del FcyRI
constan de seis exones, dos codifican el péptido sefial, un exén para cada
dominio semejante a inmunoglobulina, y un exén para la regiéon combinada
transmembranal/citoplasmatica. De estos tres genes identificados, uno
codifica un receptor transmembranal, y dos codifican receptores solubles {Allen
& Seed 1989).
FcyRIX

El FcyRII es una glicoproteina de 40 kDa y es el receptor mas
ampliamente distribuido entre las células del sistema inmune, estandoc
presente en monocitos, macrofagos, neutréfilos, linfocitos B, megacariocitos y

plaquetas (van de Winkel & Anderson 1991, Hulett & Hogarth 1994).
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Fig 3. Estructura de los FcyR. Esquema de [os receptores para la porcion Fc
de IgG, mostrando los dominios parecidos a inmunoglobulinas como odvalos en la
region extracelular; las regiones transmembranales estan delimitadas por lineas. Los
receptores tipo I y III se muestran con sus cadenas asociadas. Los secuencias
consenso de tirosinas presentes en los receptores tipo Il y en cadenas asociadas se
senalan como motivos ITAM (marcados en recuadro) y los motivos ITIM (en cilindro).
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El FcyRIIl es el pfoducto de tres genes distintos pero homdlogos en
humanos y uno en murino (Ravetch et al 1986, Brooks et al 1989, Stuart et al
1989) los cuales codifican al menos seis isoformas de transcritos que difieren
principalmente en su region citoplasmatica (Ravetch et al 1991, Cassel et al,
1993). Los genes son FcyRIIA, FcyRiIB y FcyRIIC. El gene de FcyRIIA, da origen -
a dos transcfitos: FcyRIlal, con dominio transmembranal, ‘y el FcyRIla2, que
carece de él. El gene del FcyRIIB, genera tres isoformas, FcyRIIbl1, Fc'yRIIbQ y
FcyRIIb3, generados por splicing diferencial y poliadenilacién alternativa.

El FcyRII se une a IgG monomérica con afinidad muy baja o no
detectable (Ka<lx10? M! estimada para la unién del FcyRIl humano a IgG;
Hulett & Hogarth 1994). Bajo condiciones fisiolégicas, la baja afinidad del
FcyRII para IgG monomeérica asegura que este receptor (y el FeyRIl)
interaccionan solo con IgG que ha sido agregada por la unién a antigenos
multivalentes. Esta baja afinidad hace controversial el célculo de la afinidad de
las distintas subclases por este receptor, ya que esto depende del agregé.do que
se produzca.

La cadena o del FcyRII humano y murino tiene una porcién extracelular
de aproximadamente 180 aminoacidos, contiene dos dominios parecidos a la
inmunoglobulina, arhbos conectados a una regiéon transmembranal de 27 a 29

aminoacidos v una regién citoplasmatica con una longitud variable de 44 a 76

‘aminoacidos (Fig 3, estructura de los FeyR)

Se ha reportado la estructura cristalografica de los receptores FcyRIIA

(Maxwell KF et al 1999), FcyRIIB (Sondermann et al 1999) y la estructura de
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isoformas solubles de FcyRIIA y F¢yRIIB expresadas en células de insectos
(Sondermann et al 1999b).

En el FcyRIIA, la asociacién de dominios muestra caracteristicas Qinicas.
El angulo entre los dominios es de 52° y comparando la estructura del FcyRIIA
con otros miembros de ila superfamilia de inmunoglobulinas, se observa que es
uno de los miembros mas plegados de ésta diversa familia de proteinas (Hulett
& Hogarth 1994, Maxwell et al 1999).

La interaccion del FcyRIIA con IgG2 es diferente que con IgGl, como se
observa por la sensibilidad a mutaciones en loops del FcyRIA donde hay cinco
posibles residuos que afectan la unién de IgG2, mientras que existe un solo
residuo sensible para la union de IgG1 {Hulett et al 1995, Hulett et al 1994).

En cristales, las moléculas del FcyRIIA forman dimeros, creando una
superficie de unién al ligando de 630 A?, similar a aquella de un antigeno con el
complejo Fab (Chothia 8 Janin 1975), mientras que la superficie de unién del
mondmero es de apenas 230 A2, significativamente mas pequefia que la
interacciéon tipica proteina-proteina. Parece que el dimero se presenta paralelo
a la membrana celular, para ser fécilménte accesible para la IgG.

Ya que existe una amplia identidad en aminoacidos (97%) para el dominio

- extracelular de varias de las isoformas del FcyRII, es probable que la naturaleza

de las interacciones de la molécula de IgG con el FcyRIIbl, b2 y FcyRllc sean
semejantes a las descritas para el FcyRIIA. La superficie de unién predicha y la
interfase de los dimeros es idéntica en estos receptores. Ademas, en células

que co-expresan estos diferentes receptores, se pueden formar heterodimeros
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cuando los agrega la particula opsonizada, aumentando la diversidad funcional
de los FcRs.

La estructura del FcyRIIB soluble humano expresado en E. coli. fue
resuelté por reemplazo isomeérfico multiple (MIR) a 1.7 A de resolucién. Se
encontrd una estructura en cristales tetragonales eseﬁcialmente idéntica al
FcyRITA expresado en células de insecto. La flexibilidad del exitremo carboxi-
telrminal de la region que'une el nucleo estructurado de la molécula con la
parte transmembranal puede ser funcionalmente relevante permitiendo alguna
reorientacion del receptor para aumentar el reconocimiento de la porcion Fc en
los complejos inmunes. Los dominios de inmunoglobulina encontrados en los
miembros de la superfamilia Ig son caracterizados por una estructura de dos
hojas B plegadas unidas entre si mediante un puente disulfuro conservado,
conectando las dos hojas opuestas. Este modelo no contempla la participacion
de oligosacaridos, ya que la proteina fue expresada en E. coli., v en estudios
estructurales, los sitios identificados de n-glicosilaciéon se encuentran alejados
del sitio de unién. Por otro lado, la deglicosilacion de la IgGl provoca un
desorden y disposicion cercana de los dos dominios Cx2, evitando la adecuada
union al FeyRIlb (Mimura et al, 2001}).

FcyRIIL

El FcyRIII precipita como una gruesa banda con un peso moleéular entre
50 y 80 kDa, debido a una extensa glicosilacion. El FcyRIIl esta expresado en
macrofagos, neutrofilos v células cebadas y es el tinico de los FcyRs encontrado

en células NK (Natural Killer) (van de Winkel & Anderson 1991, Hulett &
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Hogarth 1994). Como el receptor FcyRIl, el FcyRIIl es clasificado como un
receptor de baja afinidad para IgG. Los fragmentos Fc de IgG se unen al FcyRIII
con un valor de Ka de 1.7x10°M! (Ghirlando et al 1995).

Se han identificados en humanos dos genes de cadenas o del FcyRIIL el
FeyRIIIA y FcyRIIB. Ambos codifican proteinas que contienen una porcién
extracelular de aproximadamente 190 aminoacidos con dos dominios
semejantes a inmunoglobulinas (Ravetch & Perussia 1989). La diferencia mas
significativa entre el FcyRIIA y el FcyRIIB es que el FcyRIIA codifica una
proteina con una region transmembranal y un dominio citoplasmatico de 25
aminoacidos, mientras que el FcyRIIIB codiﬁcg una proteina que €s ancléda ala
membrana por una unién de glicosil fosfatidil inositol {Ravetch & Perussia
1989). El FcyRIIIA v el FcyRIIIB tienen diferente distribucién celular, el FcyRIIIA
se encuentra en macroéfagos, células NK y células cebadas, mientras que el
FcyRIIIB es expresado principalmente en neutréfilos (van de Winkel & Anderson
1991, Hulett & Hogarth 1994).

A diferencia del sistema humano, se ha reportado una sola isoforma
murina del FcyRIll expresada en macrofagos y células natural killer, consiste en
dos dominios extracelulares semejantes a la inmunoglobulina y una regién
transmembranal (Ravetch et al 1986).

La cadena o del FcyRIIl murino se asocia a la cadena y (Kurosaki &
Ravetch 1989}, mientras que la cadena o del FcyRIIIA humano se asocia ya sea

con v (Hibbs et al 1989}, o con la cadena r; (en células natural killer) (Anderson

31



WL

P et al 1990, Lanier et al 1989). Las cadenas y y £ protejen a la cadena o de la
degradacion en el reticulo endoplasmico, por 1o que la ausencia de las cadenas
v o € asociadas resulta en una reduccion en la expresion de la superficie celuiar
del FcyRIIl transmembranal (Kurosaki & Ravetch 1989, Ra et al 1989).

Recientemente se ha descrito la estructura cristalografica del FoyRIIl a
3.5 A de resolucién (Radaev et al, 2001), en la que se observan cambios
minimos tanto en el receptor como en el anticuerpo, después de la formaciéon
del complejo. La comparacién de secuencias de los residuos de interfase entre
receptor y su ligando sugieren un modo de union conservado y comun a los
miembros de la familia de FyRs. También se resalta la importancia de un sitio
de glicosilaciéon en la posicion Asn??, en la porcién Fc del anticuerpo, que
aungue no parece estaf en contacto directo con el receptor puede estabilizar la
conformacién de union al receptor.

ITAM (Motivo de Activacion basado en Tirosina de Inmunoreceptores)

Los receptores Fc capaces de desencadenar la activaciéon de la célula,
poseen dentro de su secuencia citoplasmét_ica, uno o varios motivos de
activacion, ya sea en la misma cadena o del receptor, como en el caso del
FcyRlla y del FeyRIle, o en alguna cadena asociada como. las cadenas v o &
Reth (1989) fue el primero en detectar motivbs consenso en las partes
citoplasmaticas de algunas cadenas de varios receptores involucrados en el

reconocimiento antigénico, como los receptores de antigeno de Linfocitos T,

Linfocitos B, y los receptores Fcy.
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Estos motivos, compuestos por dos secuencias YxxL separadas por siete
residuos variables (la secﬁencia es: D/E-X(2)-Y-X(2)-L/I-X(7)-Y-X(2)-L/I), son
ahora designados como ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation
Moﬁfs) (Cambier et al 1994). |

Los residuos de tirosina son esenciales en la transduccion de sefiales a
través de estos receptores, ya que después de la agregacion se induce la
fosforilacion de estos residuos y sirven de punto de anclaje para cinasas de
tirosina de las familias Src y Syk/Zap70, las cuales al unirse a loé ITAMs
fosforilados, aumentan su actividad catalitica fosforilando a su vez distintos
sustratos celulares como la PLC-y, fosfatidil. inositol 3-cinasa, etc. En la figura 3
se muestran en recuadro los ITAMs del FcyRlIla, FcyRlle, y de las cadenas v y &.

Los receptores Fc con ITAM pueden ser de dos tipos: 1) Receptores
multicadena compuestos por una subunidad a que se une al ligando, asociada
con una o dos subunidades de transduccion de senales en cuyo dominio
intracitoplasmético se encuentra localizado el ITAM; estos representan la
mayoria de los FcR. 2} Receptores de una cadena, en cuyo dominio
intracitoplasmatico se encuentra la secuencia ITAM, como es el casb de los
receptores FcyRIla y FeyRlle. Estos receptores poseen un solo ITAM con doce
residuos (en lugar de 7) entre 1as dos secuencias YxxL (Reth 1989).

Numerosos estudios han demostrado que la fosforilacion en los residuos
de tirosinas de los motivos ITAM es esencial para la transduccion de sefiales a
través de éstos receptores, como fue detallado por Ortega (1995). La

importancia de estos motivos queda demostrada por las siguientes
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observaciones: a) la delecion de los motivos ITAM, anula corripletamente la
capacidad de los receptores para inducir funciones efectoras; b) receptores
quimeéricos éonteniendo los dominios extracelulares de diversos receptores,
unidos a la porcién citoplasmatica de cadenas y o £ con motivos ITAM ihtactos,
son capaces de inducir respuestas bioquimicas idénticas a las inducidas por
receptores intactos; ¢) la mutacidén dirigida de las tirosinas de los motivos ITAM
por fenilalanina, anula la capacidad de los receptores para mediar funciones
efectoras; d} el tratamiento de células que expresan receptores FcyR con
inhibidores de cinasas de tirosina, elimina la fosforilacion de las cadenas
conteniendo ITAMs, asi como la activaciéon de la célula.

Se ha demostrado que en receptores que contienen ITAMs, como los
receptores FcyRI, FcyRIIA y el FcyRIIIA, la agregacion induce la activacidon de
cinasas de tirosina de la familia Src, asi como la cinasa p72Syk (Kiener et al
1993, Wang 1994, Liao et al 1992, Ghazizadeh et al 1994, Cone et al 1993,
Darby et al 1994).

ITIM (Motivo de Inhibicion basado en Tirosina)

Se ha identificado una secuencia YXXL en la porcién intracitoplasmatica
del FcyRIIB, que se fosforila y recluta enzimas que contienen dominios SH2
para regular la fosforilacién en tirosina; y que esta altamente conservada tanto
en humano como ratén. Por similitud en estructura y funcién con los motivos
ITAMs, se decidi6 denominar a este motivo consenso ITIM (Immunoreceptor
Tyrosine-based Inhibition Motif) (D’Ambrosio et al 1995). Las células que son

activadas después de la agregacién de receptores que contienen ITAMs, pueden
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ser reguladas negativamente ;ﬁor otros receptores que contienen este motivo
consenso ITIM. Originalmente, este motivo fue identificado como una
secuencia de 13 aminoacidos (AENTITYSLLKHP) en el dominio citoplasmatico
del muFc¢yRIIB1, donde se observd que era necesario y suficiente para la
inhibicion de la activacion de células B (Amigorena et al 1992) y que el residuo
de tiroéina es indispensable para la inhibicién dependiente del FcyRIIB.
Después de la coagregacion con receptores que éontienen ITAMs, el residuo de
tirosina es fosforilado, y el FcyRIIB se convierte en un ligando potencial de
moléculas con dominios SH2 (Muta et al 1994). Se encontré que péptidos
sintéticos fosforilados correspondientes a la secﬁencia de 13 aminoacidos
inhibitoria se unen in vitro a los dominios SH2 de algunas fosfatasas como la
proteina tirosina fosfatasa SHP-1 (D’Ambrosio et al 1995}, SHP-2 (Olcese et al
1996) v a la inositol 5-fosfatasa SHIP (Ono et al 1996, Fong et al 1996). En
contraste, in vivo, estas fosfatasas muestran un diferente reclutarhiento: SHP-1,
SHP-2 y SHIP son reclutadas por FcyRIIB en células B (D’Ambrosio et al 1995,
Olcese et al 1996), mientras que SHIP solo fue reclutada en células cebadas
(Ono et al 1996, Fong et al 1996).

El descubrimiento de receptores inhibitorios de la citotoxicidad (KIRs), en
células NK, que contienen ITIMs, ayudé a entender del mecanismo que controla
la activacion de eétés células. El principal mecanismo que regula la funcion
citotéxica de células NK es iniciado por el reconocimiento de moléculas clase I
del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) expresado por las células

blanco (Yokoyama 1995, Moretta et al 1996).
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Los KIRs transducen una senal negativa que lleva a la inhibicién de la
citotoxicidad tanto natural como de la dependiente de anticuerpo (ADCC])
(Renard et al 1997); pertenecen a dos distintas superfamilias de proteinas: la
superfamilia de inmuhoglobulinas (IgSF), en las que se incluye a los KIRs
humanos, p58, p70 vy p140; v la éuperfamilia de lectinas tipo C, la cual incluye
al KIR heterodimero humano CD94-NKG2A/B y al KIR murino (Ly-49} (Raulet
& Held 1995, Lazetic et al 1996). Los KIRs también son expresados en células
T v pueden inhibir la aétivacién desencadenada via el complejo TCR/CD3 (Fry
et al 1996).

Los KIRs de humano y ratén representan una familia de al menos 11
miembro.s (DOhring et al 1996), contienen el mismo motivo consenso de
inhibicion que el FcyRIIB, confirmando la estructura YXXL. Ademas, tienen otro
sitio conservado: un residuo de isoleucina o valina que se encuentra dos
residuos N-termminal al residuo de tirosina conservado. Asi se propuso la
estructura del ITIM como: I/VxYxxL/V (Vivier & Daeron 1997).

La molécula gp49B1 es expresada principalmente en la superficie de
células cebadas y no se conoce ligando extracelular (Katz et al 1996). Se
considera un co-receptor que contiene ITIM ya que: 1) al igual que los KiRs
pertenece a la superfamilia de las inmunoglobulinas con una alta homologia en
sus dominios extracelular, transmembranal y citoplasmatico; 2) gp49Bl1
contiene en su dominio citoplasmatico dos motivos YXXL precedidos por una
isoleucina y una valina respectivamente en la posiciéon ~2; 3) la coagregacién de

gp49B1 con el FcsRI en células cebadas derivadas de médula ésca inhibe la
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activécién; 4) gp49B1 es expresada no solo por células del linaje de células
cebadas /basoéfilos sino también por células NK murinas.

Funciones de los FeyR:

FeyRI:

Como se mencioné al describir su estructura, el FcyRI, contiene un
dominio extra semejante a la inmunoglobulina en su porcion extracelular, en
comparacion con los receptores de baja afinidad FcyRIl y FcyRIII. Debido a que
los primeros dos. dominios extracelulares del FcyRI comparten una gran
similitud en secuencia con los dos déminios extracelulares de FcyRIl y FcyRIIL,
se piensa que el tercer dominio es responsable de algunas de las interacciones
que le confieren una unién de alta afinidad al FcyRI (Allen & Seed, 1989). Esto
puede, en parte, ser demostrado con mutantes o proteinas quimeéricas del
FcyRI, donde se elimina o modifica este tercer dominio, esto abate la alta
afinidad de éste receptor; esta alta afinidad no se restablece aun cuando se
combinan el dominio 1 con el 3 (Hulett et al 1991). Por tanto, existen regiones
del FcyRI ademas del tercer dominio que son necesarias para la union de alta
afinidad de la IgG monomeérica (Hulet{ & Hogarth 1994).

El FcyRl puede mediar ADCC (Citbtoxicidad Celular mediada por
Anticuerpos), endocitosis y fagocitosis in vitro (Shen et al 1987, Anderson CL et
al 1990, Davis et al 1995). A pesar de la capacidad del FcyRI para unir IgG
monomeérica con alta afinidad, la seflales para endocitosis, degradacion y

fagocitosis, son transducidas por los FcyRI solo después del entrecruzamiento
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de los recéptores (Davis et-.al 1995). Aunque la asociacion del FcyRI con IgG
monomérica lleva a la internalizacion, los complejos receptor-IgG son
rapidamente reciclados a la superficie de la célula {Harrison et al 1994). En
cambio, cuando se tienen complejos multivalentes de antigeno con varias
moléculas de anticuerpo, se da un entrecruzamiento de los receptores en la
superficie de la célula, lo que provoca la internalizacidén de los complejos, pero
en lugar de ser reciclados, los complejos receptor-ligandos son retenidos en
compartimentos intracelulares y  subsecuentemente degradados (Mellman &
Phutner 1984, Harrison et al 1994). La internalizacién y degradacion de los
complejos entrecruzados FcyRI-IgG-antigeno pueden llevar al aumento de la
presentacién de péptidos del antigeno en moléculas MHC clase I (Amigorena et
al 1992). |

FeyRII:

Las proteinas del FcyRIl ejemplifican como agregados de IgG pueden
desencadenar distintas respuestas biolégicas, debidas basicamente a
diferencias en el dominio citoplasmatico de receptores que contienen dominios
extracelulares de unién al ligando semejantes (Ravetch 1994).

Los FeyRlla y FeyRIlc humanos son los unicos receptores Fc de una sola
cadena en cuya porcion citoplasmética contienen ITAMs. Se ha sugerido que en
algunas células, el FcyRIIA puede asociarse con la cadena y del FcyRII, aunque
esta evidencia es controversial (Masuda & Roor 1993). Los receptores FcyRIIA y
FcyRIIC son codificados por dos genes relacionados, ambos localizados en el

cromosoma 1. Los dos genes derivan de la duplicacion del gene que codifica al
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FcyRIIB (este receptor no expresa al ITAM, pero usa un exén adicional (Qiu et al
1990} que codifica para el ITIM).

Los receptores FcyRlla y FeyRIIb difieren en su region extracelular en solo
el 7% de los residuos de aminoacidos. No obstante, ambas formas pueden ser
distinguibles por su unidn caracteristica a las subclases de IgG de humano y
ratén (van de Winkel & Capel 1993) y sus diferentes afinidades por IgGs
humanas (Sondermann et al 1999). La situacion se vuelve mas complicada por
el polimorfismo de alto respondedor/bajo respondedor (HR/LR) del FcyRIIA,
llamado asi por la capacidad de células T de algunos individuos para responder
a [gGl murina induciendo mitogénesis. Mas tarde, se encontro que dos
intercambios en la secuencia de aminoacidos entre la forma LR y HR modifica
la capacidad de unir IgG2 humana, lo que lleva a pensar.que alguno de ellos
esta involucrado en la unién de lgG (Hogarth et al 1992).

Estudios tanto in vive como in vitro muestran que el FcyRIIb acttia como
un regulador negativo en la activacion desencadenada por complejos inmunes
(Muta et al 1994, Daeron 1995, Takai et al 1996). En linfocitos B, el
entrecruzamiento del FcyRIIb1 y la Ig de membrana por complejos de antigeno y
anticuerpos solubles, modula la activacion de células B {Amigorena et al 1992a,
Muta et al 1994} proporcionando un mecanismo de retroalimentacion para la
regulacion de lé estimulacion de células B a concentraciones altas de
anticuerpo soluble. Estudios in vitro muestran la posible participacion del
FcyRIIb1l con el FeceRI inhibiendo su activacion (Daeron 1995) a través de la

secuencia consenso de inhibicion denominada ITIM.
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FcyRIIL:

Estudios con células NK {Asesinas Naturales) de ratones deficientes de la
cadena v no son capaces de mediar ADCC, al parecer por la ausencia del FcyRIII
en la superficie de la célula (Takai et al 1994),

Ademas de su papel en ADCC, se ha demostrado por experimentos in
vitro que el FcyRIII participa de manéra importante en endocitosis y fagocitosis
(van de Winkel & Anderson 1991, Amigorena et al 1992b, Daeron. et al 1994,
Nagarajan et al 1995). El FcyRIIIA murino media la répida internalizacion de
complejos antigeno-anticuerpo y aumenta la eficiencia de la presentacién de
antigeno. Las tirosinas del motivo ITAM de la subunidad y son requeridas para
la sefializacion que desencadena la internalizacién y fagocitosis de eritrocitos
cubiertos con anticﬁerpos.

Experimentos de transfeccién con células de ovario de Hamster chino
(CHO) demostraron que el FcyRlIlla, al co-expresarse con la cadena y, mediaba
fagocitosis de eritrocitos cubiertos con IgG (Nagarajan et al 1995). En cambio,
células CHO expresando solo el FcyRlllb eran capaces de unir eritrocitos
opsonizados, pero no eran capaces de mediar fagocitosis, lo que sugiere que el
FeyRIIb unido al lipido no deséncadena por si mismo la sefial de fagocitosis en
células CHO (Nagarajan et al 1995). Sin embargo, otros reportes sugieren que
el FeyRIllb puede actuar sinérgicamente con el FcyRII para aumentar algunas

respuestas como la fagocitosis (Edberg et al 1992, Edberg & Kimberly 1994).
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MECANISMOS DE ENDOCITOSIS:
- Los FcyR son capaces de mediar endocitosis, esto es, la internalizacion de

receptores unidos a complejos inmunes de IgG, mediante dos procesos

. distintos, pinocitosis y fagocitosis (Silverstein et al 1977, Silverstein et al 1989).

Pinocitosis y Fagocitosis:

La pinocitosis y la fagocitosis son biolégicamente distinguibles por el
tamafio de la particula que va a ser endocitada, la temperatura a la cual el
proceso es interrumpido, y la participacién del citoesqueleto en la formacion de
ﬁlamentc;s de actina. La pinocitosis involucra la union de pequefios complejos
inmunes (£ 1 um) a hoyos (pits) cubiertos con clatrina, la internalizacion de
estos pits cubiertos para formar vesiculas no se detiene por efecto de la
citocalasina D, que evita la polimerizacion de acﬁna. E] progreso del proceso a
temperaturas cerca de los 17°C es casi normal, aun cuando a esta temperatura
la fusion del endosoma-lisosoma es detenida.

La fagocitosis, por otro lado, involucra la internalizacién de particulas
grandes cubiertas de anticuerpos (= 1 mﬁ) por un proceso que involucra al
citoesqueleto v puede ser interrumpido por citocalasina D; el proceso es
detenido a temperaturas por debajo de los 17°C. La clatrina parece no estar
involucrada en la fagocitosis.

Fagocitosis:

La fagocitosis es el proceso de reconocimiento y englobamiento de

microorganismos é desechos tisulares que lse acumulan en sitios de infeccion e

inflamacion. Esta funcion, esencial para la defensa del huésped, es realizada
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mas eficientemente por leucocitos denominados “fagocitos profesionales”.
Estos incluyen neutréfilos, monocitos y macréfages. Estas células.fagociticas
tienen en su superficie receptores que reconocen estructuras caracteristicas de
varios patogenos o c€lulas anormales pero ausentes en células de individuos
sanos. También expresan receptores para opsoninas: inmunoglobulinas y
fragmentos de complemento que se unen a la superficie del patégeno.

La fagocitosis inicia cuando una particula se une a receptores especificos
en la membrana celular, dentro de los receptores capaces de mediar fagocitosis
estan las tres clases de receptores Fcy, los cuales permiten a los fagocitos
reconocer e ingerir microorganistmos y otras particulas cubiertas con IgG.

Después de la unién de la particula al fagocito, la particula es englobada
(Figura 4}. Se pueden observar proyecciones elevandose de la superficie de la
célula en la region donde la particula es tocada y pseudépodos formando una
estructura como de taza rodeando la particula, los pseudép;)dos avanzan hasta
alcanzar un solo punto donde la membrana se fusiona. La region que se
requiere para la fusién membranal es muy pequefia, no mayor que en la
pinocitosis. Después de que la estructura se ha cerrado, la particula se
encuentra en una vesicula, el fagosoma, el éual empieza a moverse de la
superficie al interior de la célula. El fagosoma es rodeado por lo que solia ser la
membrana plasmatica y ahora esta totalmente ocupado por la particula
ingerida con muy poco fluido entre la particula y la membrana.

El mecanismo de englobamiento mas aceptado es el modelo de zipper

(cierre) propuesto por Silverstein (Griffin et al 1973). Este modelo establece que
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Figura 4. Los cuatro pasos de la fagocitosis. Reconocimiento inicial del blanco
fagocitico, cubierto con anticuerpos, en el panel A. La interaccién inicial lleva a una serie de
cambios coordinados en la membrana del fagocito y en el citoesqueleto, el cual lleva a la
extension de pseudopodos alrededor del blanco (panel B). El inicio del englobamiento esta
acompanado por una serie de cambios en la composicion de la membrana plasmatica y del poco
fluido en el sitio de la ingestion, lo que lieva a la degranulacion y secrecion regulada (panel C}.
Finalmente, la membrana plasmatica del fagocito se fusiona, llevando a la internalizacién del
blanco fagocitico con la membrana del fagocito en el fagosoma (panel D} (Paul, 1999},

la fagocitosis requiere repetidas interacciones con el ligando en la particula
blanco y los receptores en la célula fagocitica, y que la interrupciéon en la

formacion de nuevas interacciones en cualquier punto evita la ingestién de la
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particula (Griffin et al, 1976). En este modelo, la célula fagocitica se mueve
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sobre la particula blanco como un cierre. Los microfilamentos de actina
polimerizan y se organizan al final del cierre, la actina en la base esta menos
organizada. La evidéncia a favor incluye observaciones de microscopia
electronica de fagocitos en el proceso de ingestidén de particulas cubiertas con
IgG, uso de anticuerpos anti-receptor y remocion de opsoninas de una porcion
del blanco fagocitico por agregacion (capping) (Griffin et al 1975).

El proceso de fagocitosis mediado a través de los re.ceptores Fcy es
diferente al mediado por complemento; la extensién de pseuddpodos no es
aparente en la fagocitosis mediada por complemento (Kaplan et al, 1977), asi
como su senéibilidad a citocalasina .D y colchicina, lo que sugiere que la
ingestion mediada por IgG es mas dependiente de los microfilamentos de actina
que la internalizacién mediada por complemento, y que la fagocitosis mediada
por complemento es mas sensible a los inhibidores de microtubulos.

Cascada de Sefalizaciéon en Fagocitosis:

Se ha demostrado que FcyRI, FcyRIia y FcyRIlla son capaces de mediar
fagocitosis. Después de la agregacion de los receptores, los ITAMs de las
cadenas y asociadas al FcyRI y FcyRIilla, o de la cadena o del FcyRlla, son
fosforilados (Indik et al, 1995) (Figura 5). Se reclutan cinasas de tirosina de las
familias Src y Syk/Zap70 después de la fosforilaciéh. La activacion de Syk es
necesaria para la fagocitosis (Matsuda et al 1996), después de la agregacion
induce la ingestion y la polimerizacion de actina {Greenberg et al, 1996), lo que
sugiere que este es un paso critico para iniciar la fagocitosis mediada por los

FcyR. Aunqgue todavia no se conocen todos los componentes de la cascada de
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fagocitosis, se sabe que la fosfatidilinositol (PI) 3 cinasa participa en la ingestion

‘mediada por FcyR (Ninomiya et al, 1994), esta enzima puede ser activada por

cinasas de tirosina y es capéz de regular la forma y la extension (spreading) de
la célula por efecto sbbre las integrinas y la polimerizacién de actina {Shimizu
et al, 1995; Hotchin & Hall, 1996).

La fosfolipasa Cy (PLCy) es activada por el entrecruzamiento de los FcyR
como un efecto posterior a la activacion de Syk (Shen et al, 1994). Esto lleva a
la generacion tanto de IP3 como de diacilglicerol, con la consecuente liberacion
de calcio intracelular almacenado al citoplasma, el cual activa varias isoformas
de PKC. La actividad de la PKC se requiere para fagocitosis {Zheleznyak et al,
1992 y Allen et al, 1995). PKCo rapidamente se asocia con el fagosoma
naciente y permanece asociada hasta su maduracion. El principal sustrato de
la PKC en macrofagos, es el sustrato de cinasa C rica en alanina miristoilada
(MARKS) y las MacMARKS, parecen estar involucradas en la regulacion del
ensamblaje de actina durante la formacion del fagosoma (Aderem 1995).

La importancia del aumento de la concentracién. intracitoplasmatica de
iones Ca?' por la activacion de PLCy en fagocitosis es controversial. Algunos
estudios reportan que a bajas concentraciones de Ca?' hay una fagocitosis
normal, otros reportan inhibicién bajo las mismas condiciones (Edberg et al,
1995, Lew 1985). Cuando solo los FeyR estan involucrados en la fagocitosis, un
aumento de Ca?* nb es importante. Sin embargo, cuando los fagocitos son
estimulados al maximo de su capacidad potencial en sitios de inflamacion

(Gresham et al, 1991), un incremento en calcio parece ser necesario para
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estimular la maxima ingesﬁc’m. Se sabe que la concentracion de calcio puede
regular la activacion de PKC, la interaccion de la:actina con varias proteinas de
uniodn, y procesos dependientes de calmodulina, incluyendo la interaccion con
miosina (Collins et al, 1990}, cualquiera de estos procesos puede ser requerido
de manera distinta para la ingestién basal o estimulada.

La fosfolipasa D (PLD)} rompe fosfolipidos, especialmente fosfatidilcoling,
produciendo acido fosfatidico y colina. La cascada de cinasas de tirosina y
receptores de siete pasos transmembranales pueden sinergizar para aumentar
la actividad de PLD, lo que sugiere un mecanismo por el cual multiples senales
en el sitio de inflamacién, incluyendo adhesién, quimocinas, complemento y
péptidos bacterianos, regulan el. fenotipo de los fagocitos que migran a este
sitio. Aungque no se sabe como influye la actividad de PLD en la fagocitosis, es
posible que el acido fosfatidico generado por la PLD pueda proporcionar una
fuente alternativa de diacilglicerol para la activacion de PKC.

La fosfolipasa A2 (PLA2) rompe acidos grasos en la posicion R2 de varios
fosfolipidos. Experimentos farmacoldgicos sugieren que una isoforma especifica
de PLA2 tiene un importante papel en la fagocitosis (Lennartz et al,1991), esta
isoforma es distinta a la responsable de proporcionar el araquidonato para la
actividad de la ciclooxigenasa. La PLA2 fagocitica es independiente de calcio y
prefiere fosfatidilserina como sustrato, es activada por PKC (Lennartz et al,
1993). Esta PLA2 aparentemente esta involucrada en la fusion endosoma-
lisosoma y por tanto es un candidato para mediar la fusion membranal final

que permite la formacion del fagosoma y su liberacion de la membrana
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plasmatica y también puede jugar un papel en la fusién de vesiculas con un

fagosoma naciente (Mayorga et al, 1993).
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Transduccion de sefiales de fagocitosis via FcyR.

Después del

entrecruzamiento de los receptores por antigenos multivalentes se inicia la cascada de
sefializacion, donde participan numerosas enzimas para desencadenar la Fagocitosis (Santoyo

Paula, 2002).
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PLANTEAMIENTO DEL FPROBLEMA (JUSTIFICACION)

Una funcidén esencial de los anticuerpos es su capacidad de unién al
antigeno. Gracias a la formacién de los complejos antigeno-anticuerpo se
puede dar la neutralizacion de agentes infecciosos. Sin embargo, .otra
propiedad de suma importancia es la capacidad de la inmunoglobulina para
reaccionar con otras moléculas fuera de su sitio de éombinacién con el
antigeno, lo que puede desencadenar funciones efectoras tanto por células
como por el sistema del complemento. |

El estudio de la activacion de las células hematopoyéticas a través de los
réceptores para anticuerpos, se ha dilucidado principalmente a través del uso
de anticuerpos monoclonales dirigidos en contra de la porcion extracelular de

los receptores, asi como de moléculas asociadas. Esto ha sido de gran

- importancia, ya que asi se han identificado varios componentes que participan

en la transduccion de sefiales a través de estos receptores. Sin embargo, estos
estudios no permiten explorar la influencia de caracteristicas intrinsecas de la
molécula de inmunoglobulina presente en los complejos antigeno-anticuerpo.
Las distintas subclases de IgG, que son el ligando natural de los
receptores Fey, tienen una alta homologia en su secuencia de aminoacidos; las
principales diferencias entre las subclases se localizan en la region de la
bisagra, que .es la region qﬁe le confiere flexibilidad a la molécula. También en
esta region se han identificado sitios de unién a los receptores Fcy, aunque el o

los sitios exactos todavia son controversiales.
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Al comparar, mediante estudios de depolarizacion de fluorescencia en
nanosegundos, la. flexibilidad de las distintas subclases de anticuerpos
murinos, se ha descrito que la IgG1 presenta una regién de la bisagra menos
flexible, mientras que las subclases IgG2a e IgG2b, presentan una mayor
flexibilidad. |

Las diferencias reportadas en la secuencia de las distintas subclases,
pueden afectar la flexibilidad y por tanto ser importantes en la conformacién
que puede adoptar la molécula de inmunoglobulina. Una molécula de
anticuerpo que presente mayor flexibilidad, puede adoptar un rango mas
amplio de conformaciones diferentes, hasta encontrar una que al entrecruzar
los receptores Fcy desencadene una funciéon efectora mas eficiente. Esto se ha
demostrado en la fijacion de complemento y en el fenomeno de ADCC (Oi VT et
al, 1984, Roux K et al 1997) donde a mayor flexibilidad de la inmunoglobulina,
se observa una mayor eficiencia para fijar complemento.

Tomando en cuenta que, los pequefios cambios que presentan en su
secuencia las diferentes subclases de anticuerpos, pueden tener repercusiones
importantes en la activacion de funciones efectoras como la fijacion de
complemento y ADCC, decidimos investigar si las distintas subclases de IgG,
presentan diferencias en su capacidad para mediar fagocitosis, que es otra

funcién efectora importante que realiza el macroéfago, a través de receptores

Fcy.
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HIPOTESIS

Las distintas subclases de IgG, pueden mostrar diferente eficiencia para

mediar la fagocitosis a través de los receptores Fcy presentes en macrofagos

murinos.

OBJETIVOS

Determinar la capacidad de distintas subclases de IgG para mediar a

través de los receptores Fcy, la fagocitosis de eritrocitos de carnero por

macrofagos murines.

i ot
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MATERIALES Y METODOS

REACTIVOS:

Para el cultivo de las lineas celulares empleadas, se utilizaron medios de
cultivo D-MEM (Medio Esencial Modificado por Dulbecco) y RPMI-1640, asi
como suplementos tales como suero fetal bovino, aminoacidos no esenciales y
pirﬁvato de sodio. Para determinar la viabilidad de las células se utilizd azul
tripano. Todos estos reactivos fueron de la marca GiBCO, Grand Island.

Ghutamina, antibiéticos como Iﬁenicilina y estreptomicina, Ovoalbiimina,
Albumina Sérica Bovina, 2,4-dinitrofenol (DNP), kit para tipificaciéon del isotipo
de anticuerpos, Cloramina T, p-nitrofenil fosfato de sodio, dietanolamina,
Sefarosa 4B, 3,3"- diaminobencidina, Sephadex G25, Dithiothreitol (DTT),
Etilendiaminotetracetatoc  Disédico  (EDTA), azida de sodio (NaNs),
iodoacetamida, Dimetilsulfoxido (DMSO0O), y la papaina inmobilizada se
obtuvieron de SIGMA Chemical Co.

Los reactivos Acido 2,4-dinitrobencensulfénico (DNBS) y Acido 2,4,6-
trinitrobencensulfénico (TNBS), fueron obtenidos de Eastman KODAK Co.

Los anticuerpos anti-inmunoglobulinas de ratén conjugados con la

 enzima fosfatasa alcalina utilizados fueron de ZYMED. Se utilizé el isétopo

radioactivo %3] obtenido de NEN (New England Nuclear)l. La herbimicina se
obtuvo de Calbiochem. El m-bisulfito de sodio, el acido trifluoroacético (TCA), v
el ioduro de potasio (KI} se obtuvieron de Merck.

Los antigenos OVA/DNP2s (Ovoalbumina acoplado a 26 moléculas de

DNP) y BSA/DNP1g (Albtimina Sérica Bovina acoplada a 19 moléculas de DNP)
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se prepararon segln la técnica descrita por Eisen (1964). Los eritrocitos de
carnero fueron obtenidos en ERIKAR y mantenidos en refrigeracion en Alsevers.
Lineas Celulares:

Se utilizaron dos lineas celulares de macréfagos murinos: J774 y
P388D1, que fueron obtenidas del ATCC (American Type Culture Collection);
estas células fueron mantenidas en cultivo en nuestro laboratorio en medios
D-MEM y RPMI-1640, respectivamente, suplementados en ambos casos con
10% de suero fetal bovino inactivado (30 min, 56°C), glutamina 2 mM,
antibidticos a una concentracion final de: 10 ng/mil estreptomicina y 100
unidades/ml de penicilina G; 100 uM de aminoacidos no esenciales y 1 mM de
piruvato de sodio. Los cultivos se mantuvieron en una atmésfera humeda con
5% de CO2 a 37°C.

Por ser los macrofagos células adherentes, fue necesario despegar las
células para subcultivarlos o bien, para sembrar en placas para los
experimentos de fagocitosis y formacién de rosetas. Para esto se utilizo una
solucion de EDTA 10mM en PBS o en medio .sin complementar, incubando esta
solucién con los macrofagos de 5 a 10 minutos a 37° C. Se decantd el
sobrenadante y se dieron golpes suaves para que las células se despréndieran
de la superficie adherida y asi obtener la suspension de células aisladas.

Los hibridomas productores de anticuerpos anti-DNP, asi como el

hibridoma 2.4G2 fueron mantenidos en medio D-MEM su.plementado.
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Produccién de Hibridomas:

Los anticuerpos monoclonales anti-DNP utilizados en este trabajo fueron
producidos previamente por nosotros siguiendo el método descrito por Galfré y
Milstein en 1981 (Garay C, 1994). Brevemente, varios ratones de la cepa
Balb/C fueron inmunizados subcutaneamente con 10 pg de antigeno
OVA/DNP2 (DNP acoplado a Ovoalbumina) por animal, con adyuvante
completo o incompleto de Freund, de 6 a 8 veces con intervalos de dos semanas
entre inmunizaciones. Seis semanas después de la ﬂltifna inyeccién, se
inmunizé por via intraperitoneal con antigeno pero sin adyuvante, tres y cuatro
dias previos a la fusion.

Las células de bazo de un ratén inmunizado fueron fusionadas con
células de mieloma SP2/0 en una relacion de 5:1, utilizando como agente
fusionante PEG 1550 al 41% en medio DMEMﬂlibre de suero, complementado
solo con antibidticos y glutamina.

Aproximadamente dos semanas después de la fusion los sobrenadantes:
de los hibridomas que mostraron crecimiento fueron probados mediante un
ensayo estandarizado de ELISA para identificar aquellas clonas productoras de -
anticuerpos que se unieran eficientemente al DNP y que cumplieran con la
condicién de pertenecer a alguna subclase de IgG. Este ensayo se realizd en
microplacas de 96 pozos (COSTAR) utilizando como antigeno BSA/TNP.
Después de bloquear la placa con BSA al 1% en PBS se agregaron 100 ul del
sobrenadante de cada hibridoma y se incubé por 2 hrs a 37°C. Después de los

lavados se determiné el pegado usando un anticuerpo de cabra anti-Ig de raton
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acoplado a fosfatasa alcalina v se revelé con p-nitrofenilfosfato disédico en
buffer de dietanoclamina. La densidad dptica de las placas fue leida
espectrofotométricamente a 405 nm en un lector de ELISA (BIO-RAD).

Aquellas clonas en cuyos sobrenadantes, se detecté la presencia de
anticuerpos anti-DNP, fueron posteriormente tipificadas en cuanto a la
subclase del anticuerpo que secretan. Las clonas productoras de anticuerpos
de las distintas subclases de IgG fueron seleccionadas y clonadas por dilucién
limitante. De esta forma se seleccionaron siete hibridomas productores de
anticuerpos monoclonales anti-DNP. Su nomenclatura se basa en la posicion
de la clona dentro de la placa original después de la fusién; igualmente se
nombrd a los anticuerpos que producen. A continuacién se mencionan los
ahticuerpos que secretan estos hibridomas junto con la subclases a la que
pertenecen: AcMo (anticuerpos monoclonales) 2C5, 2C8 y 3E9 pertenecen a la
subclase IgG1; los AcMo 2C3 ¥ 3G10 a la subclase IgG2a; y los AcMo 3B5 y 4F8
pertenecientes a la subclase IgG2b.

Estos anticuerpos fueron purificados a partir de liquido de ascitis
obtenido de ratones de la cepa Balb/C inoculados en la cavidad peritoneal con
los diferentes hibridomas. Los anticuerpos monoclonales se purificaron por
cromatografia de afinidad en una columna de Sefarosa-BSA-DNP.
Sensibilizacion de Eritrocitos de Carnero:

Los globulos rojos de carnero fueron obtenidos comercialmente (ERIKAR)
v mantenidos en refrigeracion en solucidén de Alsevers. Antes de utilizarse se

lavaron tres veces por centrifugacion a 2000 RPM durante 15 minutos, en una
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soluciéon de DGVB?* (apéndice I} y una vez en buffer de boratos (0.2 M, NaCl
0.15, pH=8.5}

Los eritrocitos se sensibilizaron con 6.22 mg de TNBS (acido
trinitrobencensulfénico) en 7 ml de buffer de boratos por cada ml de boton de
eritrocitos. Se incubaron 10 minutos en agitacién constante, a temperatura
ambiente y cubiertos de la luz. Al cabo de este tiempo se hicieron cuatro
lavados, el primero en buffer de boratos y los tres posteriores en solucién de
DGVB?*. Los eritrocitos sensibilizados asi preparados pueden conservarse
hasta una semana en refrigeracion, cubiertos de la luz.

NOTA:

Para utilizar estos eritrocitos en ensayo de fagocitosis, fue necesario,
lavar previamente los efitrocitos tres veces en medio de cultivo sin
complementar.

Hemaglutinacion:

Se reélizé en placas de 96 pozos con fondo en “V”. Se hicieron diluciones
seriadas del anticuerpo de interés en medio sin complementar y posteriormente
se agregd un volumen igual al de la dilucién del anticuerpo, de una solucién de
eritrocitos al 2% en medio de cultivo sin complementar. Se incubd durante dos
horas a temperatura ambiente en una camara htuimeda para evitar evaporacion.
El titulo de hemaglutinacién se considerd como la ultima dilucion a la cual se

observa la malla de hemaglutinacion en el fondo del pozo.
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Opsonizacién de Eritrocitos:

Una vez que se ha obtenido el titulo de hemaglutinacion, se preparé una
solucién de eritrocitos al 1 % en medio de cultive sin complementar, y se agregd
la cantidad de anticuerpo que corresponde a la dilucién del titulo de
hemaglutinacién, si se necesitaba una opsonizacion de eritrocitos a
concentracion aglutinante, aunque esta concentracion podia variar de acuerdo
al ensayo. Se incubaron los eritrocitos con el anticuerpo, con agitaciéon suave y
cubiertos de la luz, por 30 minutos a temperatura ambiente.

También se utilizaron los eritrocitos de la placa de hemaglutinacion si es
que se requeria probar diferentes concentraciones de un mismo anticuerpo.
Ensayo de Formacion de Rosetas:

Para estos ensayos se utilizaron macréfagos murinos de la linea celular
J774 y P388D1. Se sembraron 50,000 células por pozo en placas de 96 pozos
con fondo plano en 100 ul de medio de cultivo suplementado. Las células se
dejaron adherir a la placa toda la noche a 37° C con 5% de CO2. Sobre las
células se agregaron 10 pl/pozo de la solucién de eritrocitos opsonizados. Se
incubaron durante una hora a 4° C (en bano de hielo). Despugs de la
incubacion, se lavd cuatro veces sumergiendo la placa en una solucion de PBS,
agitando por espacio de 20 segundos. Se eliminé todo el sobrenadante por

decantacion solo hasta el altimo lavado.
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Determixiacién microscopica:

Después del ultimo lavado, se observaron las células. en un microscopio
invertido (Zeiss) a un aumento de 200x. Se contaron 100 macréfagos totales en
diferentes cémpos y se consideraron células positivas para rosetas, aquellos
macrofagos que después de los lavados se observaran con al menos ocho
eritrocitos unidos a la periferia del macréfago.

Determinacién por ensayo colorimétrico:

Después de los lavados las células se lisaron con 100 upl/pozo de una
solucion de SDS al 0.3% en PBS, para liberar la hemoglobina de los eritrocitos
adheridos a la superficie del macréfago. Aprovechando la propiedad de la
hemoglobina para actuar como pseudoperoxidasa se agregaron 200 ul por pozo
de la solucién de revelado: 4 mg de DAB (3,3"-diaminobencidina) y 20 pl de

H202 en 10 ml de PBS. Se dejaron incubar unos minutos a temperatura

- ambiente con agitacion constante hasta la aparicion de color. Se determino la

absorbancia a 490 nm en un espectrofotémetro para microplacas (Bio-Rad
3550).
Ensayo de Fagocitosis:

En paralelo a los ensayos de formacion de rosetas, se llevaron a cabo
ensayos de fagocitosis por los macréfagos murinos de las lineas celulares J774
y P388D1. Se sembraron 50,000 células por pozo, en placas_de 96 pozos con
fondo plano en 100 ul de medio de cultivo complementado. Las células se
dejaron adherir a la placa toda la noche a 37° C con 5% de CO2. Sobre las

células se agregaron 25 ul de la solucion de eritrocitos opsonizados por pozo.
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Se incubaron de 30 a 45 minutos las células J774 y de 60 a 90 minutos las
células P388D1, a 37° C con 5% de CO2. Después de la incubacién, la placa se
sumergié primero en agua desionizada durante 10 segundos para lisar los
eritrocitos que no fueron ingeridos; posteriormente se lavd tres veces mas,
sumergiendo la placa en una solucion de PBS, agitando por espacio de 20
segundos pafa desechar cualguier resto de hemoglobiné. Se elimind todo el
sobrenadante por decantacién solo hasta el ultimo lavado.
Determinacion microscdpica:

Se observaron las células después del ultimo lavado en el microscopio

invertido {Zeiss) a un aumento de 200x. Se contaron 100 macroéfagos totales en

diferentes campos y se consideraron células positivas para fagocitosis aquellos

macrofagos que hubieran ingerido al menos ocho eritrocitos.
Determinacién coiorimétrica:

Después de lisar los eritrocitos no ingeridos y eliminar los restos
celulares y la hemoglobina de éstos, se lisaron las células con 100 pl/pozo de
una solucion de SDS al 0.3% en PBS para liberar la hemoglobina de los
eritrocitos que fueron ingeridos por los macrofagos. Aprovechando la propiedad
de la hemoglobina de actuar como pseudoperoxidasa se agregaron 200 ul/pozo
de la solucion de revelado: 4 mg de DAB (3,3 -diaminobencidina) y H202 en
PBS. Se dejaron incubar unos minutos a temperatura ambiente con agitacion
constante hasta la 'aparici(’)n de color. Se determiné la absorbaﬁcia a 450 nm

en un espectrofotdémetro para microplacas (Bio-Rad 3550).
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Iodinacion de Anticuerpos:

Se seleccioné un anticuerpo monoclonal purificado de cada subclase: 2C5

(IgG1), 2C3 (IgG2a) y 3B5 (IgG2b). Estos anticuerpos fueron marcados

radioactivamente con 2, mediante el método de cloramina T descrito por
Hunter & GreenWood (1962). Se usaron 500 pCi de 231 por cada 500 ug de
proteina en presencia de 500 pg dé cloramina T preparada recientemente, sc¢
mezclo perfectamente y después de unos segundos se agregaron 500 ug de m-
bisulfito de sodio. Inmediatamente después, se separd la proteina marcada del
1251 libre en una columna de Sephadex G25 previamente bloqueada con BSA
1% en PBS, monitoreando la separacién con la ayuda de un detector de
radioactividad.

Para medir la cantidad de incorporacion del f251 a la proteina se utilizé el
método de precipitacion con TCA en fase liquida, combinando 500 pl de la
solucion A (2.5 mg de BSA, 1.66 mg de KI en 10 ml de PBS) .con 500 pl de la
solucion B (TCA al 10% en PBS) y 1.0 pl de muestra. Las muestras se
trabajaron por triplicado dejando incubar las muestras toda la noche a 4° C.
Después se centrifugé y se guardo 500 pl del sobrenadante (S) por separado del
volumen remanente del tubo (R). Para calcular :

%TCApp= RS, 100
R+S

La concentracion del anticuerpo se determina midiendo su densidad
Optica en un espectrofotémetro a 280 nm, usando la relacion:

1.4 D.0.=1 mg/ml.
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Ensayos de Inhibicién de la Fagocitosis y Rosetas:
Con anticuerpo anfi FeyRII y FeyRIII

Para estos ensayos se utilizé el anticuerpo monoclonal de rata 2.4G2, el
cual reconoce epitopes de la porcidon extracelular de los receptores FcyRIl y
FcyRIII murinos. Este anticuerpo se obtuvo comercialmente como hibridoma del
ATCC, y se mantuvo en cultivo a 37°C con 5% de CO2 en medio D-MEM
suplementado. A partir del sobrenadante de cultivo se purificé el anticuerpo
por cromatografia de afinidad en una columna de proteina G-Sefarosa. Para los
ensayos de inhibicidn se preincubaron los macrofagos por eépacio de una hora
a 4°C con diferentes concentraciones del anticuerpo 2.4G2 y posteriormente se
agregaron los eritrocitos Opsonizédos.

Para asegurarnos que la inhibicién era debida al reconocimiento del
anticuerpo en su porciéon Fab, se probd el anticuerpo completo y los fragmentos
Fab. Los fragmentos Fab se obtuvieron por digestién del anticuerpo 2.4G2 con
papaina inmobilizada. |

El anticuerpo purificado se concentré6 en conos AMICON ™ por
centrifugacion, y se cambid el buffer en el que se encuentra por buffer de
digestion (2 mM de EDTA, 1 mM DTT en PBS, pH=7). Por otro lado, se
preactivo la papaina inmobilizada incubandola en buffer de digestion por 30
minutos a 37°C. Se mezclaron el anticuerpo con la papaina inmobilizada en
una proporcion masa:masa de 1:60 (papaina:anticuerpo) y se dejaron incubar
durante 6 horas a 37° C con agitacion constante. Se pard la reaccion con una

solucion 2 mM de iodoacetamida y se centrifugd la mezcla nuevamente en el
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cono de AMICON™ agregando PBS para cambiar el buffer en el que se
encuentraba ¢l anticuerpo.

El anticuerpo digerido se purificé incubandolo toda la noche a 4°C con
proteina G Sefarosa. Los fragmentos Fab no se unen a la Proteina G, y por
tanto permanecen en el sobrenadante, mientras que los fragmentos Fc y el
anticuerpo sin digerir, permanecen unidos al adsorbente. Despuéé de separar
el sobrenadante, los fragmentos Fc y el anticuerpo no digerido se eluyeron con
glicina 0.1 M pH=2.5. Para evaluar la digestion del anticuerpo, se analizaron
las fracciones obtenidas en geles reductores de boliacrilamida al 12 %, donde
por el peso molecular se podia distinguir los diferentes fragmentos del
anticuerpo, Tanto el anticuerpo completo, como los distintos fragmentos
obtenidos se usaron para inhibir la formaciéon de rosetas como se describié
anteriormente.

Reduccion y Alquilacion de Anticuerpos:

Para tratar de explicar las diferencias observadas en cuanto a la
eficiencia para mediar fagocitosié, se tratd de modificar la flexibilidad de los
anticuerpos dada por la region de la bisagra, que es la porcién en donde se
encuentra una distinta secuencia entre anticuerpos de diferente subclase de
IgG y es también en esta regidon donde las subclases difieren en el numero de
puentes disulfuro entre las dos cadenas pesadas. Para lograr este objetivo, se
redujeron y alquilaron los diferentes anticuerpos, utilizando DTT para reducir
los puentes disulfuro y iodoacetamida para alquilarlos. Se estandarizé este

método de reduccién y alquilacién probando diferentes tiempos de reaccion.
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Después de este procedimiento los anticuerpos fueron dializados contra PBS
para eliminar el DTT y la iodoacétamida que se agregaron en €xceso.

Estas muestras se analizaron en geles de poliacrilamida al 12% para
evaluar la eficiencia de la reduccién y alquilacién. Los anticuerpos fueron

utilizados en los ensayos de Rosetas y Fagocitosis antes descritos.

Inhibicion de Fagocitosis por Inhibido;es de Cinasas de Tirosina:

Como inhibidor especifico de cinasas de tirosina se utilizo la herbimicina
en concentraciones de 1, 2 y 5 | uM de un stock de 500 pM en DMSO
(coﬁcentracic’m final de DMSO <2%).

Las células fueron incubadas con las diferentes concentraciones de
herbimicina en 100 ul de medio complementado durante 16 hrs a 37° C con 5%
de CO2. Posteriormente, se realizd el ensayo de fagocitosis como anteriormente

se describid.

Se determino la viabilidad de las células después del tratamiento con
herbimicina, agregando 10 pl de azul tripano al 0.4% directamente en pozos
controles que fueron incubados con las diferentes concentraciones de
herbimicina asi como del vehiculo, en este caso el DMSO. Solo se realizaron

experimentos cuando la viabilidad fuese mayor al 90%.
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RESULTADOS

El objetivo de este trabajo fue determinar si las diferentes subclases de
IgG murina muestran diferencias en su eficiencia para mediar fagocitosis a
través de receptores Fc para IgG en macréfagos murinos.

La mayoria de los estudios de activacion a través de los receptores Fey se
realizan con anticuerpos monoclonales dirigidos contra la porcion extracelular
de estos receptores, logrando la activacién eficiente al entrecruzar los
anticuerpos anti-receptor con anticuerpos anti-inmunoglobulinas. Esta
estrategia descarta la interaccion del ligando natural (la porcidon Fc del
anticuerpo) con su receptor. También se han realizado estudios utilizando IgG
de conejo, la cual aunque ha probado ser eficiente para activar estos
receptores, no es ligando natural del receptor.

El ligando natural de los receptores Fcy, la IgG, se encuentra
representada por distintas subclases, que difieren en pequenos .cambios en la
secuencia de aminoacidos en sitios que pueden ser estratégicos, como la region
de la bisagra; estas diferencias confieren a los anticuerpos propiedades que
resultan ser importantes para determinar la activacion del receptor de IgG
como en el caso de la fijacion de complemento y ADCC (Oi, 1984). Nuestro
principal interés en este trabajo es estudiar si la subclase de IgG influye en la
eficiencia de la activacion, porque hay muy pocos estudios que examinen
directamente esta cuestion. El entrecruzamiento de los receptores producido
por las diferentes subclases podria ser distinto, posiblemente porque cada

subclase presenta una mayor o menor movilidad dependiendo de su region de
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la bisagra, lo que podria permitir a los receptores tener una mayor libertad para
adoptar la conformacién u orientacién mas adecuada y asi poder producir una
activacion mas o menos eficiente.

Para obtener los reactivos adecuados para este estudio, se produjeron
hibridomas que secretaran anticuerpos IgG anti-DNP. De los anticuerpos
monoclonales obtenidos, se seleccionaron anticuerpos que pertenecieran a las
diferentes subclases de IgG y presentaran afinidades equivalente por el
an:tigeno como fue determinado por apagamiento de fluorescencia y descrito
detalladamente en la tesis de licenciatura “Produccion y Caracterizacién de
anticuerpos monoclonales murinos de la clase IgG, especificos para el 2,4-
dinitrofenol” {Garay, 1994) y E:uyas afinidades se muestran en la Tabla IL

Los anticuerpos seleccionados fueron: de la subclase IgGl los
anticuerpos 2C5, 2C8 y 3E9; de la subclase IgG2a los anticuerpos 203 y 3G10;
y de la subclase 1gG2b los anticuerpos 3BS y 4F8. Estos anticuerpos fueron
purificados por cromatografia de éﬁnidad a partir de liquido de ascitis obtenido
de ratones Balb/C inoculados con el hibridoma.

Como sistema experimental para estudiar la capacidad de las distintas
subclases para mediar la activacion de macréfagos a traves de los receptores
Fcy, se utilizaron ensayos de fagocitosis de éritrocitos de carnero por
macréfagos murinos de las lineas celulares J774 y P388D1. Estos macrofagos
expresan los tres tipos de receptores Fcy. Para comprobar la unién de los
eritrocitos opsonizados con las distinta_s subclases, se cuantifico previamente la

formacién de rosetas.
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Tabla II. Determinacién de la afinidad de anticuerpos monoclonales
por el método de apagamiento de fluorescencia.

Anticuerpo Subclase Afinidad
2C5 IgG1l 7.95x 103
2C8 Gl 2.76 x 10 5
3E9 IgG1l 5.09 x 103
2C3 IgG2a 1.72x 103

3G10 IoG2a 6.04 x 10 5
3B5 1eG2b 7.49x 105
4F8 IeG2b 7.38x 105

Rosetas de Eritrocitos de Carnero Opsonizados con las Distintas Subclases
de Anticuerpos Monoclonales Anti-DNP:

Como primer paso se determiné la formacion de rosetas entre macrofagos
de la linea celular J774 y eritrocitos de carnero sensibilizados con DNP y
opsonizados con cada uno de los anticuerpos. La formacion de rosetas se
evalud microscoépicamente, considerando positivas a las células con al menos
ocho eritrocitos unidos, de un total de 100 macréfagos contados. Como control
positive se wutilizaron eritrocitqs de carnero opsonizados con anticuerpos
purificados de sueros policlonales obtenidos de conejos inmunizados con DNP-
OVA . Los resultados se muestran en la parte superior de la figura 6 (A).

Como se puede observar en la figura 6 (A), se detectd un porcentaje de
formaciéon de rosetas superior al 80% de las células para los eritrocitos
opsonizados con las distintas subclases de anticuerpos, asi como para los

eritrocitos opsonizados con anticuerpos de conejo. No se observan diferencias
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significativas entre los distintos anticuerpos en cuanto a su capacidad para
mediar la formacion de rosetas. Esto nos indica que los eritrocitos de carnero
opsonizados se unen a los macréfagos de una forma similar. En seguida, se

midi6 la capacidad de estos macrdfagos para fagocitar a estos eritrocitos.

Fagocitosis de Eritrocitos de Carnero Opsonizados con las Distintas
Subclases de Anticuerpos Monoclonales Anti-DNP:

También determinamos la fagocitosis de eritrocitos de carnero
opsonizados con cada wuna de las subclases de IgG,  evaluandose
microscopicamente. Se consideraron como positivas, aquellas células que
fagocitaron al menos ocho eritrocitos, contando 100 macrofagos totales en
distintos campos. Al igual que para la formacion de rosetas se utilizé como
control positivo IgG policlonal anti-DNP de sueros de conejo.

Los resultados se muestran en la parte inferior de la figura 6 (B), donde
se puede observar que los eritrocitds opsonizados con las distintas subclases
mediaron fagocitosis. Entre el 60 y 80% de las células fagocitan eficientemente
los eritrocitos opsonizados con los anticuerpos de las subclases IgG2a e IgG2b.
Los eritrocitos opsonizados con el control positivo fueron ingeridos por casi ¢l

100% de los macréfagos, mientras que se nota una menor eficiencia de los

~anticuerpos de la subclase Ig(Gl para mediar este proceso, ya que como se

observa en la grafica los eritrocitos opsonizados con estos anticuerpos apenas

son fagocitados por alrededor del 20% de los macrofagos.
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A. Rosetas J774
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Figura 6. Determinacion microscépica de rosetas y fagocitosis entre eritrocitos de
carnero opsonizados con IgG y macréfagos murinos J774. Eritrocitos opsonizados con cada
uno de los anticuerpos monoclonales a una concentracion aglutinante fueron incubados 60
minutes con macréfagos J774 .a 4°C (Rosetas) y a 37° C (Fagocitosis). (A) Se lavaron los
eritrocitos no adheridos, o (B) se lisaron los eritrocitos no ingeridos; después se evalud la
formaciéon de rosetas o fagocitosis en el microscopio invertido a un aumento de 200x. EI
control(+]) son GRc opsonizados con IgG de suero policlonal de conejo anti-DNP. Los
anticuerpos utilizados fueron: 2C5 y 3E9 (IgG1), 2C3 y 3G10 (IgG2a), 3B5 y 4F8 (1gG2b).
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Figura 14. Fagocitosis de eritrocitos
opsonizados con anticuerpos reduncidos v
alquilados. Macréfagos J774 fueron
incubados durante 60 minutos a 37° C, con
eritrocitos opsonizados con los anticuerpos
monoclonales 2C5 {IgGil), 2C3 (igGRla) y
3B5 (IgG2b) en forma nativa (cuadros
solidos) o después de ser reducidos y
alquilados con DTT e iodoacetamida
(circulos sélidos). La fagocitosis fue
evaluada por el método colorimétrico y en
triangulos solidos se muestra la IgG de
conejo (control positivo),
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Inhibicion de fagocitosis por herbimicina:
Para continuar los estudios de las diferencias para mediar fagocitosis
entre distintas subclases de IgG, nos preguntamos si la fagocitosis de

eritrocitos de carnero opsonizados con las diferentes subclases de anticuerpos

- por macréfagos murinos era igualmente sensible al efecto de la Herbimicina,

que es un potente inhibidor de cinasas de tirosina de la familia Src.

Para llevar a cabo la inhibicion por herbimicina de la fagocitosis' de
eritrocitos opsonizados con las distintas subclases, se estandarizaron las
condiciones mas apropiadas para los macrofagos murinos J774. Se encontro
gue con una incubacion prévia del inhibidor por 16 hrs a 37° C en inéubadora
de CO2 con humedad controlada y usando concentraciones de herbimicina
entre 0.1 a 6 uM, es posible obtener una curva de inhibicién adecuada. A estas
concentraciones, ni el vehiculo ni la herbimicina afectan la viabilidad de las
células, como se comprobé midiendo la viabilidad de las células con cada
tratamiento mediante la incorporacion de azul de tripano, encontrando que la
viabilidad de las células es mayor al 90%.

Después de la incubacion del inhibidor con los macréfagos por 16 horas,
se agregaron los eritrocitos opsonizados con cada una de las subclases y se
determino la fagocitosis por el método colorimétrico.

Como se muestra en la figura 15, hay una clara inhibicion por la
herbimicina de la fagocitosis de eritrocitos opsonizados één todos los
anticuerpos probados. Llama la atencion que a concentraciones de 1 a 2 pM de

inhibidor, la fagocitosis de los eritrocitos opsonizados con IgGl parece
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aumentar en lugar de disminuir. Este efecto es reproducible ya que fue

observado en al menos tres experimentos.

Inhibicién de fagocitosis por herbimicina
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Figura 15. Inhibicion de la fagocitosis por herbimicina. Macrofagos murinos J774
fueron incubados con concentraciones crecientes del inhibidor a 37° C por 16 hrs. Al cabo de
este periodo, se agregaron eritrocitos opsonizados con un miembro de cada subclase. 2CS
(IgG1), 2C3 (IgG2a) y 3B5 (IgG2b). También se opsonizaron eritrocitos con lgG de suero
policlonal de conejo anti-DNP (Control positivo). La fagocitosis se determiné por el método

colorimétrico.

WAL 4

84



bl

B 5 dLLL

DISCUSION

Existen varios receptores de membrana que participan en la activacion de
células por antigeno, tales como los receptores para antigeno en linfocitos T
(TCR) y en linfocitos B (BCR) y los receptores para inmunoglobulinas IgE (FceRI)
e IeG (FcyR). Estos receptores comparten varias caracteristicas estructurales y
funcionales, por lo que se ha propuesto agruparlos en una familia de receptores
multicadena de reconocimiento inmune (Multichain immune recognition
receptors, MIRRs) (Keegan & Paul 1992). Funcionalmente, todos estos
receptores participan en procesos de activacion celular inducida por el antigeno
y €l mecanismo de activacion de estos receptores es por agregacion a diferencia
de otros tipos de receptores como los de hormonas.

Una parte considerable de los estudios de activacion por FcyRs se han
realizado utilizando anticuerpos que reconocen la porcion extracelular de la
cadena o de los receptores, o bien, en contra de otras subunidades del receptor.
Gracias a estos anticuerpos, han sido descritos los componentes de la cascada
de sefalizacién iniciada por estos receptores que lleva a una funcién efectora
variada pero definida.

El interés de este trabajo, es estudiar la inﬂuencié que tiene el ligando
natural, la IgG, perxﬁitiendo la union a través de su fragmento Fc, en la
activacion a través de los FcyR y la subsecuente iniciacion de la fagocitosis en
macrofagos murinos.

Basandonos en los estudios que demuestran que las distintas subclases

de anticuerpos tienen una secuencia de aminoacidos homologa y conservada en
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celular J774. La determinacién microscopica nos proporciona informacion
valiosa del mtumero de eritrocitos que estan c;ubriendo al macréfago, sin
embargo, no permite el manejo de un gran nimero de muestras. En cambio el
método colorimétrico nos proporciona de forma rapida y sencilla, el promedio
de los eritrocitos que estan rodeando al macréofago, como medida indirecta de la
presencia de hemoglobulina que actiia como pseudoperoxidasa ante el sustrato
adecuado.

Por ambos métodos se obtuvo una formacién de rosetas superior al 80%
para todas las subclases de anticuerpos (Figuras 6-10). Estos resultados nos
indican que los eritrocitos opsonizados se estan uniendo de forma similar a los
macrofagos murinos, independientemente de la subclase de anticuerpo que lo
esté cubriendo.

Al determinar la fagocitosis mediada a través de los receptores Fcy, de los
eritrocitos opsonizados con las distintas subclases, se observo que la eficiencia
para mediar esta funcién varia dependiendo de la subclase de anficuerpo que
cubre al eritrocito; asi tenemos que la eficiencia para mediar fagocitosis
determinada por microscopia o por el método colorimétrico es el siguiente:
IeG2b 2 1gG2a >> IgGl. Este efecto fue consistente al probar varios miembros
de una misma subclase.

La diferencia para mediar fagocitosis por las 'distintas subclases es muy
marcada, pero no se debe a una baja unién del eritrocito al macroéfago, comio se

demuestra en los ensayos de formacién de rosetas.
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El efecto en la eficiencia para mediar la fagocitosis es comnsistente e
independiente de la linea celular de macréfago que se utilice, ya que en este
estudio se utilizaron también macréfagos murinos de las lineas celulares
P388D1 y RAW, en las que se observaron las mismas diferencias que se
observan con células J774, aunque para alcanzar niveles similares de
fagocitosis, a los macréfagos P388D1 les toma cerca de 90 minutos y a las
células RAW alrededor de 2 hrs, mientras que a los macréfagos J774 bastan 45
minutos.

Cuando se utilizan anticuerpos de la subclase IgGl .para opsonizar
eritrocitos, se observa a diferencia de las otras suclases, que la fagocitosis es
muy baja. Esto podia deberse a un pobre recubrimiento de los eritrocitos
opsonizados con' los anticuerpos de esta subclase; los émticuerpos podian
encontrarse en un numero minimo suficiente para permitir la unioén de las
células, pero no suficiente para entrecruzar los receptores y por eso se
observaba una muy baja fagocitosis mediada por estos anticuerpos.

Para despejér esta incéognita se decidid6 marcar radioactivamente
anticuerpos de las distintas subclases con 12°], para asi determinar el namero
de moléculas de anticuerpo por eritrocito, después se realizaron los ensaycs de
fagocitosis con estos eritrocitos cubiertos con anticuerpos radioactivos
determinando la fagocitosis por el método colorimétrico. Aqui se encontro que
para eritrocitos opsonizados con un mismo numero de moléculas de

anticuerpo, se observaba el efecto dramaticamente distinto dependiendo de la
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subclase de anticuerpo que cubre al eritrocito, mediando los anticuerpos de la
subclase IgG1, una fagocitosis muy pobre.

.Aunque se sabe que sélo €l FcyRI es capaz de unir IgG monomeérica, los
datos acerca de la afinidad de cada receptor por las distintas subclases de IgG
son contradictorios, y dependen basicamente del tipo de complejo antigeno-
anticuerpo que se utilice paré determinar esta uniéon. Por dtro lado, se ha
demostrado que cuando se expresan en células CHO cada tipo de receptor por
separado, los tres tipos de receptores son capaces de mediar fagocitosis (Indik
et al, 1995). En nuestro sistema, es imposible determinar con precisién cual o
cuales tipos de receptores Fcy median la fagocitosis, y sobretodo si los tipos de
receptores que participan son distintos dependiendo de la subclase de IgG
opsonizante. Como un acercamiento a esta cuestion, determinamos el efecto de
bloquear los receptores FcyRIl y FcyRIIl, sobre la fagocitosis de eritrocitos de
carnero opsonizados con cada subclase de IgG.

Existe comercialmente un ‘anticuerpo monoclonal que reconoce
indistintamente un epitope comiin en la porcidon extracelular de los receptores
FcyRII y FcyRIII murinos (anticuerpo 2.4G2). Con este anticuerpo quisimos
probar si la fagocitosis observada con todas las subclases de anticuerpos era
mediada a través de los mismos receptores. Este objetivo se logré bloqueando
los receptores Fcy con el anticuerpo 2.4G2. Previameﬁte a la fagocitosis se
incubd el anticuerpo completo 2.4G2 sobre las células a 4° C, para permitir la
union del anticuerpo a los receptores. En estos ensayos se observd una

inhibicion total de la fagocitosis con todas las subclases de anticuerpos IgG
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opsonizando los eritrocitos. Sin embargo, como se usé el anticuerpo 2.4G2
completo, se tenia que descartar la posibilidad de que el anticuerpo estuviera
uniéndose y bloqueando también al receptor tipo I, a través de su Fc.

Se prepararon fragmentos Fab utilizando papaina inmovilizada. Una vez
que se obtuvieron y puriﬁcaron. los fragmentos Fab del anticuerpo 2.4G2, se
realizaron nuevamente los ensayos de fagocitosis. De nuévo se observd una
inhibicién total de la fagocitosis para todas las subclases de anticuerpoé;
descartandose asi que la inhibicién observéda fuese debida a la unién del Fc
del anticuerpo 2.4G2.

| Se ha descrito que la fagocitosis puede ser mediada a través de los
receptores FcyRI, FcyRlla y FcyRIIIa.' De acuerdo a nuestros resultados el
receptor tipo I parece no ser capaz de mediar la fagocitosis en ausencia de la
participaciéon del FcyRII y/o FcyRII. También se ha reportado que cuando los
receptores FcyRlla y FeyRlIIla pérticipan en el proceso de la fagocitosis pueden
actuar sinérgicamente. Esto puede explicar el hecho de que al bloquear estos
receptores con el anticuerpo 2.4G2 hayambs observado una inhibicion total de
la fagocitosis.

Los anticuerpos son glicoproteinas flexibles que pueden adoptar una
amplia variedad de conformaciones como consecuencia de una movilidad de
dominios y de una ﬂexibilidad segmental (Wringler ef al 1983, Dangl et al
1988). Esta movilidad contribuye a su doble funcién de reconocer y
posteriormente eliminar particulas extrafias del cuerpo. Se ha descrito que la

molécula de IgG1l murina es rigida mientras que las moléculas IgG2a e IgG2b
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son mas ﬂexibles_ (Schneider et al 1988). Una manera de modificar esta
flexibilidad es reduciende y alquilando los puentes disulfufo de las
inmunoglobulinas. Con estos anticuerpos modificados se realizaron ensayos de
fagocitosis y rosetas, en los que no se observé un cambio significativo en la
fagocitosis mediada por los anticuerpos modificados al compararse con la
fagocitosis mediada por los anticuerpos sin modificar. Esto nos sugiere que los
puentes disulfuro de la IgGl no son los Unicos responsables de la flexibilidad
de la molécula. Schneider y colaboradores en un estudio de cinética de emisién
anisotropica revelaron que la flexibilidad segmental de los anticuerpos estaba
controlada por el dominio CHl, asi como por la region de la bisagra. Por el
contrario, los dominios Cu2 y CH3 no mostraron una influencia en la
flexibilidad segmental. La bisagra y el dominio CHl deben estar
apropiadamente apareados para permitir una facilidad de movimiento de las
unidades Fab y es en esta region donde se encuentran las mayores diferencias
entre las subclases de anticuerpos. Las fuerzas de van der Waals también
participan de manera importante en la estabilidad y movilidad de los
anticuerpos y aunque los puentes disulfuro estén modificados en la molécula,
estas fuerzas junto con puentes de hidrégeno y otras fuerzas, podrian colaborar
para mantener la conformacion y las caracteristicas estructurales propias de
cada subclase de anticuerpo.

De acuerdo a estos antecedentes y a los resultados obtenidos, cabe
destacar por un lado el hecho de que el efecto observado en la eficiencia para

mediar fagocitosis por las distintas subclases de anticuerpos opsonizantes,
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parece reflejar una caracteristica propia de la estructura de la subclase del
anticuerpo, méas que una particularidad de un anticuerpo, ya que se probaron
mas de un miembro de cada subclase, obéervéndose un efecto similar. Por otro
lado, la modificacién de los puentes disulfuro parece no ser crucial para afectar
caracteristicas estructurales del anticuerpo, ya que se conservan los efectos
observados en la fagocitosis al compararlos con los anticuerpos sin modificar.

Dentro del anticuerpo una region que podria ser responsable de las
diferencias observadas, es la region de la bisagra, ya que parece ser muy
importante en cuanto a estructura y conformaciéon del anticuerpo, v es la region
en la que las distintas subclases presentan una mayor diferencia. Aunque no
se determind la flexibilidad de cada subclase de anticuerpo, se sabe que la
flexibilidad de la region de la bisagra le da libertad a la molécula de
inmunoglobulina para adoptar una posicién que al entrecruzar los receptores
puede perrhitirle una adecuada orientacion de manera que inicie eficientemente
la cascada de transducciéon de seriales (Figura 16).

Como un primer acercamiento para ver si se estaban formando los
mismos complejos al iniciar la cascada de transduccion de sefales, se estudi6
la sensibilidad de la fagocitoéis a la inhibicién por un potente inhibidor de

cinasas de tirosina, la herbimicina. Con este inhibidor se encontré una

 inhibicidénn total de la fagocitosis mediada por las distintas subclases.

Interesantemente, a bajas concentraciones del inhibidor (de 1-2 pM) se observa
en los eritrocitos opsonizados con anticuerpos IgG1l que la herbimicina parece

estar favoreciendo la activacion de las células, ya que la fagocitosis aumenta.
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Figura 16. Entrecruzamiento de receptores. Los receptores FeyR presentes en la
superficie de los macrofagos murinos, son entrecruzados por la particula opsonizada con las
distintas subclases de anticuerpos. Este entrecruzamiento puede adoptar distintas
orientaciones y asi producir una activacion de la célula que desencadena una respuesta
efectora como la fagocitosis con distinta eficiencia dependiendo de la flexibilidad de la subclase

que opsoniza al eritrocito.

Estos resultados son consistentes ya que ¢l efecto se observo en al menos
tres experimentos. Una posible explicacién de este efecto puede ser que la
IgG1, al entrecruzar los receptores y por ser una molécula poco flexible,
estuviera formando agregados que favorecieran el reclutamiento de fosfatasas
de tirosina que participan en la regulaciéon del sistema y por esto la baja
eficiencia para mediar la fagocitosis. Al usar la herbimicina a bajas
concentraciones podria estarse inhibiendo cinasas de tirosina que activaran
estas fosfatasas y sin esta represion la fagocitosis podria ser mas eficiente.

Esta suposicion se basa en que se ha descrito en monocitos humanos la
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fosforilacién en tirosina de la fosfatasa SHIP, después del entrecruzamiento de
los receptores FcyRI v FeyRIla, 1o que puede llevar a una regulacion negativa del
sistema (Méresco et al, 1999). Otro posible mecanismo de reclutamiento de
fosfatasas, podria ser a través del entrecruzamiento de receptores de tipo
inhibitorio como son los receptores FcyRIIb, ya que en otros sistemas se ha

visto que al entrecruzar estos receptores son capaces de reclutar diversas

fosfatasas como SHP-1 y 2, asi como SHIP y asi nuevamente regular

negativamente el sistema (Cambier JC 1997, Coggeshall KM 1998, Neel BG
1997). Sin embargo, para comprobar cualquiera de estas hipétesis seria
necesario por un lado, probar la participacién de fosfatasas en la activacion por
eritrocitos opsonizados con IgGl junto con las cinasas que podrian estar
regulandoe esta via; por otro lado, seria necesario identificar mas precisamente a
través del uso de receptores unicos transfectados en células como CHO, cual o
cuales receptores estan formando los agregados y si son diferentes dependiendo
de la subclase del anticuerpo opsonizante.

Como se ha mencionado anteriormente, existen en el ratéon cuatro
subclases de anticuerpos IgGG, se ha observado una respuesta predominante
por ciertas subclases dependiendo del estimulo al que se enfrenta al huésped.
Por ejemplo, proteinas solubles de patéogenos estimulan respuestas
principalmente de IgG1l (Slack et al 1980), los carbohidratos inducen respuesta
de .IgGS en el raton (Perlmutter et al 1978), los virus y las bacterias gram

negativas inducen una respuesta principalmente de IgG2a (Coutelier et al 1988
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y Finkelman et al 1988) y los parasitos nematodos inducen predominantemente

una respuesta de IgG1l (Zakroff et al, 1989).

Tomando en cuenta lo anterior, pareceria que las propiedades
estructurales de cada subclase de IgG las podrian hacer particularmente
adecuadas para unir y destruir tipos particulares de antigenos o parasitos
(Paul, 1999), dandole asi un papel definido a cada subclase, cumpliendo con su
papel en la respuesta inmune, de eliminar particulas extrafias. Sin embargo,
este papel parece ser no tan definido ya que cabe recordar que también los
parasitos y otros microorganismos son capaces de liberar moléculas o présentar
antigenos en su superficie con el propoésito de evadir la respuesta inmune por
distintos mecanismos. El papel de las distintas subclases puede contribuir
también para aumentar el dafio al huésped en caso de enfermedades
autoinmunes.

La correlacion, sin embargo, entre las propiedades funcionales de una
subclase particular y su expresion, no pueden tomarse como esenciales para la
proteccion en contra de diferentes patogenos, como se demuestra en pacientes
con deficiencia de alguna subclase de anticuerpos, en los qué no se ha
demostrado una mayor incidencia de infecciones que en personas con niveles
normales de. las distintas subclases de IgG (Nilssen et al, 1991). La
redundancia en la variedad de subclases es una propiedad importante de las
inmunoglobulinas para cumplir adecuadamenfe su funcién en el sistema

inmune.
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Actualmente existe un gran interés en el estudio de Ios. anticuerpos
monoclonales, ya que tienen un gran potencial en la terapia en contra de
algunos tumores y para combatir enfermedades autoinmunes (Dyer et al,
1989). En enfermedades tumorales malignas, su uso se ha enfocado
ampliamente a la eliminacién de las células tumorales (Cobbold et al, 1992); en
autoinmunidad, existe la posibilidad de utilizar anticuerpos monoclonales anti-
anticuerpos para eliminar del organismo los auto-anticuerpos que estén
produciendo el dafioc (Neuberger et al, 1984). La posibilidad de modificar
geneticamente las proteinas de los anticuerpos abre todo un campo para el uso
de los anticuerpos en terapia, sin embargo, para poder explotar estas
posibilidades es necesario entender las bases estructurales de las funciones
efectoras desencadenadas por las distintas subclases de anticuerpos

monoclonales.
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CONCLUSIONES

o La formacion de rosetas a través de los FcyR fue similar para las distintas
subclases de anticuerpos opsonizantes.

o La eficiencia para mediar la fagocitosis de los eritrocitos de carnero
opsonizados, determinada tanto por el método microscépico como por el
método colorimétrico es: IgG2b = IgG2a >>> IgG1.

o Las diferencias observadas en la eficiencia para mediar fagocitosis por las
distintas subclases no es debida a una diferente opsonizacion del eritrocito
para cada subclase de anticuerpo.

o} Para la fagocitosis de eritrocitos de carnero es necesaria la participacion
de los receptores FcyRII y/o FcyRIll, ya que al bloquear estos receptores éon
fragmentos del anticuerpo monoclonal (2.4G2) que reconoce un epitope comun
en estos receptores se observa una total inhibicion de la fagocitosis. Esto
sugeriria que en nuestro sistema, el FcyRI no es suficiente para desencadenar
la fagocitosis.

o No se observa un efecto de la reduccién y alquilacién de los puentes
disulfuro de las distintas subclases de anticuerpos sobre la fagocitosis de
eritrocitos opsonizados.

o La herbimicina es capaz de producir inhibicion total de la fagocitosis -

- mediada por los distintos anticuerpos opsonizantes.

o La herbimicina en concentraciones menores a las que se obtiene

inhibicién total, es capaz de aumentar la fagocitosis de eritrocitos opsonizados

con IgG1l.
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APENDICE

SOLUCIONES:

Alsevers

20.5g Dextrosa

42¢g NaCl

8g Citrato de Sodio » 2 H20

0.55g Ac. Citrico « H20
Ajustar pH=6-6.2, aforar 1 It, esterilizar por filtracién y conservar a 4°C

DGVB2+
2.5 mM Veronal (Barbital)

- 75 mM NaCl

2.5 % Dextrosa
0.05% Gelatina
0.15mM CacClz
0.5 mM MgCl2

" Calentar a no mas de 45° C, ajustar pH=7.5, esterilizar por filtracién y

conservar a 4° C.

Buffer de boratos

0.2M Ac. Boérico

0.15 M NacCl

Ajustar pH=8.5, conservar a 4° C.

Medios de cultivo:

D-MEM
Sobre de Medio GIBCO
3.7¢g NaHCO3

Ajustar pH=7.1-7.2. Aforar 1 It. Esterilizar por filtracion. Hacer prueba de
esterilidad por 3-5 dias a temperatura ambiente. Conservar cubierto de la luz.

RPMI 1640

Sobre de Medio GIBCO

22¢g NaHCOs3

5.95¢g Hepes

10° M Mercaptoetanol

Ajustar pH=7.4. Aforar 1 It. Esterilizar por filtracién. Hacer prueba de
esterilidad por 3-5 dias a temperatura ambiente. Conservar protegido de la luz.
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PBS 20X

7.2g NaH2PO4eH20
22¢g NazHPO4 anhidro
175 g NaCl

Ajustar pH=7.4-7.5, aforar 1 1t.

Soluciéon de lisis (ensayo de fagocitosis y rosetas, determinacion
colorimétrica):
0.3 % de SDS en PBS

Agregar 100 pl por pozo de esta solucién y agitar por unos minutos.

Solucion de revelado de fagocitosis y rosetas:

4 mg 3,3 -Diaminobencidina
20 ul H202 '
10 mi PBS

Agregar 200 ul por pozo de esta solucién y agitar por unos minutos hasta
que se observe una coloracién café, medir a 492 nm.

Buffer de Dietanolamina:

100 ml Dietanolamina
102 mg MgCl2.6 Hz20
04 g NaN3

700 ml Hz0 desionizada _
Ajustar pH= 9.8 con HCI concentrado, aforar a 1 It con H20 desionizada,
conservar a temperatura ambiente cubierto de la luz.
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