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Resumen 

En monocitos. y macrófagos, la activación de la cinasa de residuos de tirosina. Syk es· un 

paso esencial en la cascada bioql1ímica de señalización que se activa tras la agregación de 
. . . ' 

receptores pár~ ¡¿müii(i~Íob'~Iir{~5 Ó (FcyRs) y de receptores dela familia de. l~s integrinas 
... ' . . •. -· .. ,· - ., "• -·· .. , .. ·-·· ... ' . . . 

Jh co~o ~Í ~e?ept6r.tipo_'J dsf éÓÍUplemento (CR3), p~~:~Üe~ar a. caJ:>o Íll~~i,o~es efe.ctoras. 

S~ ha· obse~ado. ~. Ítlc~.~1f.erit~·~~·.1>1fosfori•lació.ri)'··.la:•.~ctif idad··¿~t~lítica d6 .• Syk .. durante. la 

diferen~ia~·ii~ d~,.;~/~1'~ ~~~íii#~.~~~':dfre~;~t~s ~~~~t~~:.~.·~~·.e:i~· ~~~~ji ~;i(,dtamos el 

est~dod6·'~~i~~~~¡JJ ~~,~~k ~~;}¿~~·G~~t'~é~::¡~·~~ii~~1~6iÓ~ cl~:~ért'1~····rii~ri"b~Íti~~s TÚP-1 a 
."•,:··>: .. ;:· -... --.'·_.· -·,:~-" ;.-:-;.~· ·.-~~··- ~;_;,.'-: ;'i d· :.~: ,,~ 

través <le ·1;;'8reC:eJ;1óre~··Fcyru;¡;6YR!1•·¡;·· cR3:~~¡;5 y"éie~pl1.~5~~1ad:ire;eni:iación in virro 

con lcx,2s-~Í~Í~~~i~:Vi~i~:·o; c~d.·25~córi)h~vit\o3f•:beti{ostramos que en células 

THP- l 1'16 clij~~e~~i!á~s i~· ~gre~~~ióri' iridivld.ii:1'<l/1'.6~b;e~~~t6res . FcyRII o CR3 induce 
. ' ~,_;,::· .. 

fosforil:..i~iÓii')/ ~~¡¡"~~¡(,~ ct.6 Syk, Sin ecribarg6, en ~éiul~ TI-IP-1 diferenciadas con VD3. 

la agr"'g¡~ió~ ¡~~itidu~l'de a.ii~b~s r~~eptor~;>(;~itl 6· CR3)induce una disminución 

significati ;--a d~ I~ acti.~ic!a,d. de· S)fk' · ¡::n • c~rit~a~,i~; l~ ~~;~gación del F cy RI induce activación 

de Syk t~i~ en. células difer~nciitdits ~~iiiC> ;:;o'ciirc:.!~~ri~i~d~; La .diforenciación in vitro con 

VD3 no induce cambio~ ;,;;.t· 1a. eipr<:isión ~n· me~br~na el~'· lo~ recl'!ptores FcyRi y, FcyRII, 
! . -·,-·,-· . .! .. -.:· c_f-·;¡ .-'--':,.-,::<::.,'c.._•,;,-·_- oo';">-o"_ .. __ C:.::_~-i"--'t',--~~-~·.--';o-coo ':-·--,-- ----·.-.-·- ___ ,-·_c •. :-:-~-'--;, ... -,-----··-·' .'. .-

pero aumenta· la e~pr~~iÓn d~l i:;!bN~ ·rna~cr~'si~~ii;i~ati~~} d~~e~dieme a~I' tlen-Ípój' L~s. 
transcritos de las isoforrrias deÚFc~Rub cF'~).ru1~;' ;·r:c:Yru1l.;~) <li·~;.;,iriu~6n a·1~ 24 y4s 11 

;» 
de tratamiento y mientra~ que el trariséritC> de ¡a, i~C>Ío~a~FcyRIIa1 i:lisrnif1uye solo a las 72 ·... . ,. ···- ··~- ~· . ·-

h. El decremento en eLest~~o de ~dti~aCí~n áe s;~·tras I~~i~e~~~ión iridividual de los 

receptores FcyRII o CR3 en céll1las THP-Í dife~enciadas, puede deberse a cambios 
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inducidos por la diferenciación eri la expresión y nivel de activación basal de Syk y/o a la 

activación de. la proteília con· actividaa. dé -fosfatiisa . de residtio.s de tirosina,SHP: l; cuyo 

nivel de asociaciÓn con Syk. es modulado. por; la diferenciación. Estos .resultados sugieren 

' 
que las vías bioquírl'iil:ás deseftaliz~ciÓn i~ducidas po~ los rf:ceptores FcyRH 6 CR3 pueden 

·· - ,,_,__ - ·· -.··;-. "'··-:,-~- -,.,-.,-,";'·-~::-,,- !''c;-;:··":;..'<r::Cr.-~·-' ···";'- .. -- .. -·.-;~:~--.:·" -·<-"" 

depender del estado de''d¡f".f~e~6iáéfóri' de la 'cé1ii'1a}y q\l~~Ía ~cti,;;'acÍón de·. dichas vías en 

células diferenciáda5 por rel:epi:més Fcy:RJ y FcyRÜ ~'o es idéntica. 
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Abstract 

In rnonocytes and macrophages, activatiOn of the tyrosine kinase Syk is an esseritia! step in 

the biochemical cascades linking aggregation of receptors for irnrnunoglobulin G (FcyR) 
. . . 

and f3rintegrin receptors, Iike ~ompl;,;ment receptor3 (CR3) during the initiation ofeffector 

functio·n~. ·. An .. ··. increase . in Syk,"~cti~~~tÍ.b~· aJ:~~g~di~feret1tiatiol'l · oP mye!oid écell.s · · witl~ 
differerit agents has beel'l rep()rted .• wé~~termin~d if in vÚrCi'Ciiff~renti~tior(C:.f monocytic 

THP-1 . ce~!~ ... vith ·. lc:i,2S:-~ihyd~o~t-:v~~~lti'.63 "<~~{1s::(()H)i-:-\,iio3i a;;;cti, th~ aéi:ivátion 
~ ;.·.~- ~· -.:-· ·- -.:' .. -=--· · '·.·,or _..,- ·"'.,~~-:-' \;,~:;".:0--· ''"0 -/= -~00 ' __ ,, :. "' • .,_ 0-· • '· -··:-;::-- -~ ~ ,·:· • - ·-,":- ;,:. ---. - .-.-e - ~-: c-• .,c>:· -.;~,, ,. '~ 

status of Sykin: ;:;:;~?6l'lsci\o F-tj,ru,Fd;.ru1 ()j cR.3 ':=r'()5~1i'hkil'l!DW¿'sÍi()wli6r.i:t1i~t\~1;iie in 

undiffere~:i~t~~- :iJ;~i; ··:~~'i1~ •. ··~1~st~~i~g < ()[ •FcyI~.Ú" ·•·o; ;C cR3,;~: ~n~u~: Zsi~~iri<:~nt 
phosphory!ati()~:'.anct ·~~t~~~X6~ cor, ~~k.~il'lasé, il'l'TH~-1 ic~u~ ,ci.ifí6r~~~¡~~~d }~~. ).~• 2s,. 

dihydro;_y-~it~i~}b3;c\;rijj~; syk ·~dti~~tÍ.;l'l inctuC:e~. b/· boti¡ r~6~~t~l';(IS~it~ <'.>l" ÓR3) 

was greaÜy re~&c~~- .J:-~1iPyri$ if1dl1ceci'C-'ffect. ~va~. not_observeél· in TI-If>-;,l ·,:~i1~ st@ulated 
'¡' .•;-, 

trough FcyRI.\rD3 treatment'did ri6í:' induce changes in ttie' expression ofFcyIÚ ánd FcyRII 
''". ' . ' · .. , - - . - . . . '-~· . . . . ,.. ~. -.'.. . - - . . . -

isoforms:. fiowever: :i tiffie:.cie¡)ciji~e~t .;;c¡;ressiC>n ir1 cR.3 ·.· surface, e,;i:p~~ssicni~~~~ ~b~e~.;d. 
-·e ;"e' . -.'." •. : - ""'·' ·::C':..···-'- -· 

Also, mRNA !ev'eis of so;:ne FcyRÍI isoforrns. were modulated with vr:>J: ir¡;ai~ent; FcyR!Ib 
~ - ; • • '.. • - ·' ' - • ••• ' •• ;·.. -·· • o ' - - • • • • • •• ·~:- - ·-- ' -- ·.•_ - - • - - • '~ -· - ' .'_,.,--.-- :· . .;:;-·. 

(FcyRIIb1 and Fcj'RÍ:Ib2) ci<;:C:r6asecl at 24 and 48 h of trcatrnent/while iriRNA levels of 

FcyR!Ia2 ·. decreased:o11!y)it. 72: h of treatrnent. The · reductión )n '. the, phosph6rylriti0n and 

activity. of Syk •a~~r {~ossHcl.:ing FcyRII. or CR3,. could .·be• m"'diated by diffcrentiation­

induced. changes in the:expression and activation leve! of Syk, as well as changes in the 

association of Syk with the tyrosine phosphatase SHP-1. 

'rnSIS CCN i 
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These results suggest that the biochemical signaling pathways induced by FcyRII or CR3 

are deperid.;n1. ori ilie~differer:liiatión status ofi11e- cell- anct -ihat the ~ciivaÚon- of the 

biochemical signaling pathways induced by- FcyRI ~nd FcyRII in differcntiatei:I cells are 

different. 
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INTRODUCCIÓN. 

Los Fagocitos Mononucleares 

Los monocitos se producen en la médula ósea a partir de células• formadora.s de colonias. 

que dan origen a los monoblastos, los cuales ·se diferencian a ·promonocitos y. estos 
. .. 

posteriormente a monocitos. Todo este proceso. es~regÚill.do ·por:éitC.cinas,.i:ales C:omo el 

factor estimulador de colonias de mác-r6f"ak~~ (cáF:.?\..;}'Yía iili:ei-ted¿iria:'.'.3 cll..'-3) (t): Los 

monocitos son liberados de 'ª !ri~d~i~'ó~~i~I t~;_;:e~t~ sanguine~·;ció~cle; ~ir~~;an .de uno ª 
.-:_~.-·< r'"· ·,·- ,. , , _._ · ; ;;';~~,;·~-.:..,~,";.-,,-e''· "",, 

cuatro días.:1J~.~~~~~~,~}~i:J'd~ce~t,fs'.~~~6ci?6~ ~{i~f~.'1-~ci~t~~Í~o~_bt~h,~~,-~.·~H~~~~·~Úí.·se 
diferencian' y ~mlildura!1a.1én:iacr~f~go.s.< •• Las! localiiaéiones'•.· comUnes~ dl:<I~~ _/ macróÍ"agos 

• • . - . ' e ,··.~ ._· ,...:·':¡, . < ,:',';e • ·. · .. !. - ' ' ' '~ ' "' 

tisulares·•. 6'. ~;~;~sEde: sus/no.i;ib~~s .. ts~eciáli~~~º~) ;,'~~~·- ¡)íe:i:i~ª> a.1~~6,¿,····<;;,acróÍagos 
alveolares); peritoneo; hígado (célÚiás de Kupffer)~ médÚla ósea,' 'nódulos tÍrJ'.Íitic~~. ·hueso 

(oste6c;¡~¡~;{- pi~{~i~t~.J~ -~~~ib~o cef1;ral (microglia) y sinovia(cé;;:,,as de-revesiimiento 

tipo A,).> \ ·•. <> ; > ;;. ·,.·· .. ... . ...... · .. O:, / ..• ,.·• .. 

Las células del -~isi~~: de mbnocitC:~~.ria~rÚag6s ~~;em~l~a~ ~~-P~~el iun~~~~ntal. 'e~ la 

expresión de. la ret~~~~ad. iniTiurutiirla ~x~:;edio (I;.,; ~~(:~~~~~·talesº~~~~ l~pi~s~~tació~ 
de los antígenos i{" l'Os'( tillfc:>citosº T y' la sé:lé.'eciÓn 'det·citocin:3.s:<'As"i~i"Shio

0

, tb'~ irioriCicitos-
.\: .· ·- ~·=--:..~~-: :·:¿:/:..'.¿} ... ~:-~;;: : .- ~ - -- "\~·" ·--. :·:;;:: ---:C..- :·)::·:~~ '~~:-;·,.·, ~ ---:t -· ,_ 

macrófagos median :füncion~s,efécforas ;tales2.como ,_1á· .. destrucción. de/bacterias, .células 

:::::::~:itriÍ~~~i~.P.~~-~.:~~~~~t~~r~~~:t~:·~~·::: 
· f:';";·r~·;~; = ·· - - ---· \ --· ;_.:.r:, <:-.,:·::·;_'' '''.<·~;::;_; -~;..·' · _.,,--. ,7 ·""··· ,. • 

como las tt.Ím~ra't~s o' C:é1ül~~ apoptóti~as sin I~ ):;i(ls(li'.iC:i¡ d;; inti'c'i::;~;pc:>s. 
· ·- -- · ··· · · - · · ·- · .,.;.,-- - · -.- • · ·- · "' -- ,-·-::~-'''-' .. S. -

Durante l:l1.;~r6'i:¿~¡j ihfl~~atorio, la movilizaci6~ ;}~~,J~~itÍi~~i~ J~ 16s mono citos desde 

sangre periférica hacia un tejido blanco se lleva. i c~t>;:,·-. mediante adhesión al endotelio, 

migración transendotelial y locomoción, mediados por estímulos inmunológicos y/o 
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inflamatorios y en donde moléculas de adhesión como las selectinas e integrinas (como el 

receptor tipo 3 del complemento, CR3) tienen un papel esencial (2). 
- -----·-- ---- ----=-----------------·----·- - ---··--=-=----------·------ ---·- -- -------·_,----------;-- o----=---~-.--- --,_c-o-.-;- -

En el sitio- de _infección-, el __ monocito/macrófago ___ es capaz'·_-de ---engk>bar .Y fagocitar 

micróorgái..isin~~;-¡;a'.1-tícü13.~ iexi.~áfiás ~ célllias apoptóti~as\ citoC:ir:ias §;;me:>' -1 ¡ts u:;~2; IL- 1 , 

::,::..:~~~:~~;~~,!~f ~:~~~;1:~~;$~~~f~'fii~~~;~1:~e:::. 
:: :;:J,f .tt;~~.;~~~f~~fü·~~·r@B,.;fr/1••"'º'.'º··='~T"Tí~}á'"'.; NK 

El pro6eso: cie'.•'J:~h~~ó'dffii~~i8J:' e~klobaciiidrifo ~ f~~Jcit~s'is es ~edi¡J:, p:tS>~di~;~~ntes 
móléculii.~ p~~-s~rii~~ ~i-if1~ • ~~J>~r-fi~i~-d~I ~acrófago. Estos -incluyen a -los recepto~es para. la 

porción Fe de 11ÍjgG{Fc.yR.s) y a los receptores para complemento (CR) tipo 1, 3 y 4(CR1, 
""·'··.-·· .·'"-,' .··--.,: . .- .. , 

• .. :,'.'·:.··':··----::· 

CR3 Y, C~4)• c3).'''E1·:.;úmero de moléculas de CR3 expresadas en las células fago.:;:ítiCas 

presen~-~~--~~ri'•el'foco iriflamatorio varía sustancialmente dependiendo del es~~~<:;- de 

ac~ivaÚé;~:~'e'-1as células. El aumento de la expresión de CR3 en la membrana celular.puede 

ser 11~~~~~: a cabo mediante la translocación desde un almacén int~~~~h.113.r 
,::· 

aproximadamente 10 a 15 min después de la _activación del fagocito (4). 
: .. ·"<;;' ~·.».>.: .-/:: ~.~-- ;-

aumento'-~~ la ,expresión del· cR3, es~a=i:>,roteína es capaz de sufrir. un rápid() proceso de 

activaC:iém'.'y'~e~~ctivación. _ (~). ~~~n:%i'~~~;¡¡" ~li<:;R.3 es __ conocido _ qu~ ef~i~~i,'~5'..~~P.Í"~;ió~ y 

de activ~Ciófl ,e:itán '· regiilados p6~ ~1 .. ;staci6 d~ ac~ivac::iÓ,n y ct.e _ dife~~ncl~CiÓn' d~t 'riioril'.léito, 

es poco conocidosi hay.varlacicme:i .. ~fl.•el con~portarriie~to,funcioflal de'los FcyRs durante 

el proceso de diferenciación de mo,nocito a macrófago ·en el tejido blanco. 
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A. LOS RECEPTORES FcyR 

Los FcyRs están ampliamente distribuidos en la superficie de. células hematopoyét.icas y 

pertenecen a la superfamilia de las inmunoglobulinas (6). Los :FcrRs permiten· que la 

inmunidad humoral se comunique e interactúe con·Ja inmu.nidad::·:~e¡u.l;;_:·Estos;receptores 
participan en una amplia variedad de funciones de gran importa~.~i~:~pa,í°i(tcJ..s. lllec¡i.nismos 

· .. ·:~-~:. ~~, : <~f ,. . - ·r, ._.,, .;- .-

de defensa, entre ellas la fagocitosis de microorganismos patógeno~/A'Simi~mo~ los FcyR 
. ., ;·,.· ,._ . . ''.:;._;.:::::,.;;-,:· .. ,_._.'·--. 

son los encargados de eliminar complejos inmunes de la ciré:u1~6ióÜ;.:~~itidci6cits{~ue un 
. ·: -;:~ 1, ••·•·. '(•o:"' ::'f.•'"• ·· ., :.ce.~ '. 

exceso de estos pudiera ocasionar daños al organismo. Por o~r~'..lja~~~ ~s.t()·s,;ic~.ilt.()~fs sirven 

de puente para mediar la citotoxicidad celular dependieHt.~1'.H5:~~~~rf~&%~~. f§.cC) de 

células tumorales o infectadas por virus. Finalmente, ~ ~ravés'de 'ellos,'"d.istint~~úélulas son 

::::.:,::~:..~,:: ::• :::::P:'.;";:fiI~it{~lt~~~~!;~lLcco 
64) de 72 kDa. FcyRII (CD 32) de 4CÍ kDax.~F~Riii:';ccD::)6),'éie:•so:-a.80 k.oade peso 

~- · .. ·~:-~- ''-.¿, ,_,.- :,':-'·~·-, -~ .·;.:y-.) ,,,. ·-

molecular (8, 9). Cada clase además, incti:iyec,~~~is·i~oi6nn'ii~! f~~··F""~¿j~~i.~te~ tanto 
/-:: -:: .. -·, ~~.- ·:-~ .- - ' ·- :> _- ."'·:~'.¿- <·..-._:' 

como receptores de membrana o en forma 'dé moléculas solutíÍes; los cuales'són.producidas 

por corte y empalme alternativo de los transc~ios o. ~or proteólisis de los ·re~:~¡:res. de 

membrana. Se ha postulado que las formas sol.ubles de los receptores pueden p;...rt{~ip11r.en 

mecanismos de regulación de la concentración sérica de IgG (9). El FcyRI une lgG 

monomérica con alta afinidad y se ha clasificado como receptor de alta afinidad. Los 

receptores FcyRII y FcyRIII presentan una menor afinidad por la molécula de IgG 

monomérica, por lo que solo son capaces de unir complejos inmunes multiméricos. Existen 

tres genes conocidos como A., B y C que codifican para cada uno de los receptores FcyRI y 

FcyRII, y dos genes (A y B), que codifican para el FcyRIII. Del FcyRI se conoce una sola 
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isofonna funcional expresada en membrana (FcyRIA). Sin embargo, del receptor FcyRII 

existe u11_a_ mayl)r diversidad de proteínas expresádas_en la membrana. Del FcyRIIA, s: han 

descrito dos isofürmas (FcyRIIA1 , FcyRIIA2), del FcyRlffi tres (FcyRIIB1, FcyRIIB2 Y 

FcyRIIB3 ) y del FcyRIIC hasta cuatro (FcyRIIC1...,). En el caso del FcyRIII se conocen dos 

isofonnas (FcyRIIIA y FcyRllffi) (9). 

CARACTERÍSTICAS GENÉTICAS DE LOS FcyRs 

En humanos todos los genes que codifican para las tres clases de FcyRs están localizados en 

el brazo largo del cromosoma 1 (lq21. 1, tq23-24 y lq23-24 respectivain'ente) {9~-10,' 1 l) 
, ' . . ' '·' '. . ~ -

(Tabla 1). Todos tos genes codifican para ta subunidad a. de los rec~p~or~s (sub~~idad que 

interactúa con el ligando) y tienen una organización intrón~exó,11_si~il~r;·J:),os._exo11eslideres 

hacia el extremo 5' del gen codifican para un péptido se~at/qu.; 51.lfre'~·~r~t'eólisis en el . . : .. > ,: .. <¡;'-~:. ::~;'-',<::;:_;?,>.::-~3-.~-<·\·.; ::;.,~ '.----~_:/::~~ ,/_ ~ _::-_:_;·~;,<.,":,.e~;:.'-.-\ J 

receptor maduro, en un sitio proteolítico codificado pC>r .;r;;.;~;:¡c:i'()'e:Kó~>'secl.le;:¡ciaÍmente 
·,·:';·e~ •;t' .-::-;;:,·;'t: '' ,··- ; '.:.':-' :--

en la estructura del gen dos o tres exones de cada gen c;,dificáll cada'.iinC>?para'un dominio 

extracelular d~'/'•tipo inmunoglobulina. Un solo exón codi·~¿~:·, ·;¡~~]i eli dominio 
- :. ~-:~-'>::1~.~J ;-< - --~- --

transmembranal, el citoplasmático y para secuencias no traducidas hacia ~t ,;~tí-:i:rri<:) 3¡ (11). 
~ - - --- - '-------,~----~-:-==-.;-.-_,._--- :·' .. __ ,_,.:_-

':;':~~~:.. --.-. 

En relación con los posibles mecanismos que regulan la expresión de !Ós 'recJpt<:>res FcyRs, 
~~-~--,~__,-. .,,,,. 

se ha reportado que la metilación de segmentos del extremo 5' de g~Il~~'~d~,i<:)_~_re¿~ptores 
- . - - - - ------ ""'"·--,,~;_'-~·'.'i-:;\:;.':--:: - -- - - .- -·-- '. -

FcyRs regulan la expresión del FcyRll en linfocitos T, B, mastocitos y.nuicióf-~gos ~urinos, 

controlando posiblemente la transcripción de genes (12). En linfocitos ·B ··y · mastC>citos 

murinos la transcripción del gen B de los FcyRII y FcyRIII está controlada por dos regiones 

diferentes del gen, una región metilada en segmentos del extremo 5' y dos regiones no 

metiladas localizadas en el promotor y en et tercer intrón del gen B (13). Diferentes 

citocinas se han visto involucradas en ta regulación de la expresión de los receptores FcyRs. 
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La modulación de los FcyRs y sus transcritos después de la activación de los macrófagos 

por el fact()r d_~ ~ec:rc:i¡;isc_!urnoral_alfa (TNFa.) demuestra que la expresión del FcyRI y del 

FcyRIIb di;;mim.l.Yt;in de manera significativa en macrófagos cultivados en presencia de 

TNF, niie~_t~~s' que el ARNm del del FcyRilb aumenta de manera importante debido a un 

incremento''eri -la 'estabilidad de dicho ARNm. Por lo tanto, la expresión del FcyRllb es 
.. · _.\ 

modulada''.'durante la activación del macrófago por un mecanismo que involucra la 

regulación -postranscripcional (14). En monocitos cultivados en presencia de IL-4, se- ha 

obset"Vado un regulación negativa en general-: de :,la expresión de los. recpetores FcyRI, 
-, . ,. 

r' -' 

lado se ha demostrado que et interferón gamma (INFy) i~¡;reiní{nt:ii ta expresióil-'cíetFcyRI y 
,,. . --;·.,-. :<,_'-~[:-~_- -, ):.~---- ;., :, ·>.~ ·;- .,:_:_·-·_:-~:;,:-- .. _..,;":-·.; .. / '.·-~:~~;.::· ;.. ·-.,:·.:- ~·:' - -

del FcyRIIa a nivel tanto de la proteína como del trailif?~f,<~6,g?~·:f:~,~~I:.~~~ detFéyRI 

han sido descritas las secuencias presentes en el promotor;·é:fel:genfde1';FéyRI'que son las 

responsables de regular la transcripción inducid~ po_r_i~i~§~~;-~~i~l~rjáfJ~~~iiis ?~:~~ sido 
_.-.· .. __ ._ .· ,., __ ,, :;"·' 

llamadas regiones de respuesta a INFy. Esta región qu'e actua como un activador de la 

transcripción en presencia de INFy , parece actuar como un regulador negativo en su 

ausencia (18). Estos resultados indican que las citocinas procedentes de linfocitos de tipo 

cooperadores THl y TH2 regulan diferencialmente la expresión de la familia de receptores 

FcyRs, alterando el balance entre receptores FcyRs de una u otra clase. 

DISTRIBUCIÓN CELULAR 

El FcyRI se expresa en monocitos, macrófagos y neutrófilos tratados con INFy. El gen del 

FcyRI conocido como A., codifica para un receptor transmembranal que contiene una 

porción extracelular con tres dominios de tipo inmunoglobulina, una porción 

transmembranal y una citosólica. Los genes B y C dan lugar a receptores que contienen 

5 



solo dos dominios de tipo inmunoglobulina y carecen de región transmembranal. Estas son 

fonnas solubles del receptor que probablemente sean secretadas (20). 

TABLA l. 

Características generales de los receptores para la porción Fe de la JgG humana 

Receptor Peso 
(CD) Molecular 

(kDa) 

FcyRI 72 
(CD64) 

FcyRll (CD32) 40 

FcyRIII 
(CD16) so ..;so 

Genes 
(localización 
cromosó -
mica) 

FcyRIA 
FcyRIB 
FcyRIC 
(lq21. l) 

FcyRIIA 
FcyRIIB 
FcyRIIC 
(lq2~:2'.1) 

-~ <· '~, 
:· -~· ~ :·~-~~::,· 

Motivo 
Involucrado 
en la 
señalización 

ITAM 
ITIM 
ITAM 

Abreviaturas: .. .· . ) ;·y · . 

Subunida- Afinidad por la 
des IgG (K,.) 
asociadas 

y• 
ND 
ND 

y 

ND 

Alta (10 -10 M) 

Baja (<107 M 1
) 

Media (±3xl07 M 1
) 

Baja (<107 M 1
) 

Fc]'R, receptor para la porció11 Fe de Ja JgG:.· 1T AM, motivo de. activació11 basado e11 
tirosina: ITIM. motivo de inhibición basado en tirosina: ND, no determinado: 
(-), 110 presencia. · .. · ·· · > <• • • .> . .' .. •. . . .· ··•.•··. · · 
• subunidad que presenta wl l11Óliv/i.o t"tres i11oti~cis1TAMen .S1i estn~Cl111:a. 
(Adaptado de Ref.19) · · · 

Los receptores FcyRII • y FcyRIII son moléculas formadas por dos dominios de tipo 

inrnunoglobulina en su porción extracelular, un'a porción transmembranal y una porción 

citosólica (excepto para el FcyRllIB, que se encuentra anclado a la membrana celular por 



glicofosfatidil-inositol). El FcyRllA y C están expresados en monocitos, macrófagos, 

neutrófilos, megacariocitos y plaquetas. Las cuatro isoformas del J.".cy~II(; se han 

encontrado en células asesinas naturales (NK) (21), mientras el FcyRIIB '"se,· expresa 

fundamentalmente en mastocitos y linfocitos B, aunque también se •ha : e~é~ntrado 
expresado en monocitos y macrófagos. El FcyRIIIA se expresa en macrófagos/ rn(mocitos 

..::·", -~· - ' ·.;:, ;1--~;: .. ., - ' ' . ' ... 

activados, células NK, linfocitos pre-B y en poblaciones de linfocitos T y/i;'.;E.{ín1p~rtante 
destacar que Jos receptores FcyRI y el FcyRllIA se presentan en la membrana como 

complejos de una subunidad a. (que une al ligando) asociados a dímeros de cadenas Y o !;. 

En contraste, el FcyRll tiene la peculiaridad de estar formado solo por la subunidad a. (3, 

21). 

Mecanismos Bioquímicos de la activación por los FcyR. 

Aunque en ocasiones los receptores FcyR muestran la misma capacidad de unir a las 

distintas subclases de lgG, las funciones celulares efectoras inducidas a través de ellos 

pueden ser distintas. Esto está dado porque a pesar de que presentan una alta homología en · 

sus porciones extracelulares, son diferentes en sus porciones citosólicas. Desde un punto de 

vista funcional los FcyRI, FcyRllA. FcyRIIC y FcyRlllA son receptores actiyadores, 

caracterizados por la presencia de un motivo comÚn,ide.ntificado en muchas·,~adin.as .. de 

receptores para antígenos. Este motivo. es conocid6iciomo IT AM (motivf:>: de.:d'c~Ív~ció11 
- . - ;'':: -.. ;:_· '. '·' ~-" -~ .~. 

basado en tirosina), el c~al consiste. dedos ~~r~.S' d~ .~e;;icl~os de tirosí.:>as y;iiil.Í.;im;;; dentro 

de una secuenciai.cOnsenso p!E-X2-Y-X-X-L-~~n3-~~x2x-L (22, 23). Se ha demostrado 

que estas· seéu~;.;.é~as»;;o;.; muy, importa..;tes para' la ·transducción de la señal bioquímica 

durante·la ~cti~;..~iÓn celular. Estos motivos están localizados en el dominio citosólico del 

receptor FcyRIIA o en las cadenas y o l;; asociadas a los receptores FcyRI y FcyRllIA. 
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consideradas como subunidades accesorias involucradas en la señalización (24). En 

contraste, el FcyRIIB es un receptor ii;i~il:>ito!i(), )'ª 9~e_e~ lllg!r de l~ t\..J\!f e11 __ Slj dominio 

intracelular contiene un ITIM (motivo de inhibición bas~do .en tirosbla):: El ITIM consiste 

de una secuencia de 13 aminoácidos (AENTITYSLLKHP) y seiha Cí~rii:;:,str~do que la 

coagregación de receptores que contienen_ . .;sta :'•5.;~~enciai,C:on ~<lc.,ptores - con¡;iderados 
···e-º 

activadores, como e1 receptor de.- antígeno ¿.; cé1ilíii~ _ 13 :_ (BcR.) c<lusan , inhibición de 1a 

activación de linfocitos (25). 

Los receptores activadores están expresados en plaquetas, monocitos, granulocitos y células 

NK, mientras que en linfocitos están expresados sólo en bajos niveles. Sin embargo, los 

receptores inhibitorios (FcyRIIB), se expresan fundamentalmente en linfocitos B, 

mastocitos y células dendríticas. Los macrófagos expresan tanto receptores activadores 

como inhibitorios (11). 

RECEPTORES Fcy ACTIVADORES 

La agregación de los receptores Fcy en la membrana celular por complejos inmunes o 

partículas opzonizadas con IgG induce la fosforilación de los residuos de tirosina pr_esentes 

en los motivos IT AM (para el caso de los receptores FcyRI, FcyRII.Á, :_FcYIUIC y 
:· . . '·.·, ".-· . -· 

FcyRIIIA). Se sabe que proteínas con activid~d ~"e ::~~s~l!'e_.:t~e'.!-~C:i_?rn~f a' l~f"~i:l1iliá de las 

cinasas de residuos de tirosina Src (Src, .L;;l)'. • queé se;.encúe~i~~n '•en• Ja -~ecindád , de• los 
,·_·; .· '·:·::-~ i. ·:·•:'e;.;:;·., '' ·:-.~\'. ;J":> .. · :-; e-;, ." :-,-.-·. 

receptores. inactivos, ancladas a la membrana• 'pC:,~/r.,~idG6s de·'.siiC:i.la:-.. rÍ1irls1:0iÍa'd6s o 
¡->,-,.:· .. - < ·.~ .. . .. 

palmitoilados, son las encargadas de fosforilar a Jos residuos· de ·ti~osina presentes en Jos 

IT AMs de las porciones citosólicas del FcyRIIA y FcyRIIC o de las cadenas (y o !;) 

asociadas al FcyRI y al FcyRIIIA (26). Estas cinasas se activan por desfosforilación, y se 

ha postulado que CD45 es la fosfatasa que realiza esta función en la mayoría de células 
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hematopoyéticas (27). Los residuos de tirosina fbsforilados se convierten en sitios 

transitorios de anclaje de proteínas que presentan en su estructura dominios SH-2 .(dominio 
-- ~ --~¿-_ -_. . . . 

homólogo·· al• de la;cinasá. Src tipo 2).:;Est.as., proteínas·._al. interactuar con· los •JT AMs 

rosfori1ad6~ ~~ ~cti~~~ ~ e e 11 .. ~1· e:~~º •. <le; 1as .~i~~~ás) ro_5f-0'~1an ~usira:tci~ Tás abáj º •.·en 1a 

casc~d~ -~: j~-~~I;~~:~~~~·~ (Jn. el···c~~b·'.~e. ~~.~.t~/n~~.ª~} Ejf t.~~?~~~~J~~;~;~.t":;;~:;:~~I. ~~sª:Tbl!je 
del complejo;:de transducción. En células fagocíticas;'la;principal proteh1a·.que ·se. a,;¡ocia a 

los ITAr.1~ i~1;~~;~~~s es la cinasa de residuos de ti~6~~;~'i;~]• d;}l~;~~~Gl·i~;;Y,;~Z4P 70 

(26, 28) . .S.Yk una vez activada rosrori1a a 1a rosrolipasa·~ {~i:~;{~~~¡~¡~~61'J;.·¿~~~º lugar a 

lacori~igJ}eri~e f~nnación de diacilglicerol (DAG)e in~¡ii~1-.~~~~9ii¡li.c~;)·:~2f {.i;ig:fo. 
El . lP3 .interactúa con receptores para lP3 .Pr~¿~~i~~· en•Í~~::riembraria • de1 :.1"~~í~ulo 

. ·-, .. : ·:. ·g~··; : :." :?~~'.;,-, ::/-:;-·, ~ :·:: 
endoplásnuc9. provocando la liberación de Ca2

+ y .un 'aúmer;:t¡; fránsitorio 'del ·c~2+ 

intracit~s~IÍ~o, ~ste incremento de la concentración de Ca2 + libre en elcii6i6~js~1-cree que 

provoca l~'~p~rt"ti~a,de canales de Ca2
+ presentes en I~ membrana pl~máti~~·;~~iJ'1~a~do en 

.··. "" -. - ·=-y-·.;·-;·-<<-:~:<· . - ·--~- "''·~·;::-:'~~~"~:· - . 

un incre~eÍtto soS'l.eÍtido e~ la concentración intracelular de este catión. El'D~c;'forniádo 
.. ·:-·. ":.,_,-:x::~:H·,~· ··,, :;-J ·- :_,'5_~~ ~~,,:\:.-;.::e 

activa la ~ai~e l~p~c)t~ína cirn~s~ e (PKC), algunos de cuyos produ.ctospl1ederi ~l~anzar 'el 

núcleo_ e:i;~~~~~;i'.1p;~~~~!~~~~~í~~'.n~:;·de varios genes. Por otro lado, l~(clg~~~)~t~· ~uedé 
fosforilarc,ala f'osfatidH inositol 3~cinasa (PI3-K), activándola y. esta ettZima·a su. vez. induce 

la a~tiv~cÍÓ~:;d~·;tJt~i~Js·;~J~ i~f~ti~~d depen~iente de GTP CGTP~~~s~~·~~~~~ificame~te de 

la famifü\ d~· R.h6/ l;; c:a~e:: p~rtidpa'n e~ ~I ;;:~~~I; ·~~I ~it~.Jiiqu~ie~b· que ocurre durante 
-:-· _-:,.:<· ·':;_:' :·:;· 

la fagocitosis, la ADCC o la secreción de factores proi"rltlamatoriós (28, 29, 30) (Fig. 1). 
' - - -· · .. ~ - - -, .-· ·. <-.-·· " ··, ·<: /: ... ---
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A 

inactiva ITAMs no 
fosforilados -- --NÚCLEO 

Reglón Fab 

Región Fe 

Anticuerpos 
lgG 

- FcyRlllA 

--

Citosol 

-
Célula 

fagocítica 

Figura l. Activación de la fagocitosis a través de los FcyRs. 

Eventos bioquÍl11icos ten1pra11os que se llevan a cabo de~pués de q11c Jos receptores FcyR 

reconocen a la porción Fe de los anticuerpos unidos a microorganis"1o. (A) En la célula 

fagocitica en estado de reposo los receptores FcrR se e11c11c111ra11 inactiVos (110 

agregados). La. cinasa Src se encuentra inactiva,. debido . a la formación de un puente 

intrai11olec11lar establecido entre el residuo de lirosina 5:Í7 y su dominio SH-2. 
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B 

activa ..... ----·-················ ... 
Probablemente 

CD4.S-. fl 
Residuo 
de tirosina 
desfosforil 
ado 

fosforila los 
ITAMs 

PKC 

-

Rho/Rac 

Rcarre¡:lo del citocsquclcto 
(liberación de 1:ránulo.!11. 
ADCC. fa~ocitosis) 

--- --- ~ -NÚCLEO -

Anticuerpos 
lgG 

..-- FcyR lllA 

PLA2 

Célula 
fagocítica 

Ácido 
araquidónico 

(B) La u11ió11 de la partícula op:o11i:ada por IgG a la célula produce la coagregació11 de 

difere11tes isoformas de Fc]'ll!;, lo que i11d11ce la activació11 de ci11asas de la famlia Src: 

éstas foifori/a11 a los ITAMs, los cuales perrnite11 que se reclute y se active Syk. ,Syk 

fo,,:forila sustratos especificas, lo que da lugar a que se propague la s~fia/ ,;~'c~s¡,~ia para 

la fagocitosis, la degra11ulació11, la ,citotoxicidad celular depe11die11le de anticuerpos 

(ADCC), y/o la tra11scripció11 de ge11es como los de algu11as cilocinas. 
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Componentes de las vías de señalización asociadas a receptores con actividad de cinasa de 

residuos de tir()~ina,_ ta_les como __ Ras (una_(}Tf>ll.sa_pequ~_ña), Sltc fosfo¡-jladay_Grb2 _(ambas 

moléculas adaptadoras), So~ (un i~tercambiadC>r d~ nucleótldos. de.· guanina, activador de 

Ras) y · 1as MAPK; (cinasas . activ~~i.:s ;~O¿fl1itóg~.:.os) so~ \aíTibi.én 'áctivados por la 
.·., .· .. "; : .··• ,,. ., ~ 

agregación d~ lo~FqRs (3i):·· I~~lu~6;~;;_·-~;.t;,~·:qJ:i1i;.~~ij~~~i~~·~d.~lll ~C>~folÍ~~~~ ~;, {PLA2) 

la cu~I es· respc;~sab16 d~ la Über~~c'.;~-dci';i¡;~¡~~:_!~~~~I~ifa~~.;'~i d-.;;;;.;;~d¡~;it;;;~-~ 1ll•MAPK. 

Res~ltados en vari~~ sistemas han ~;~itl~~/~~~l~~~; una p-:~i~l~--s~cJ~~~¡~ :~ los eventos 

bioquímicos que-. son dispar~~~¿;~ ~o).i~-estimula:d~ ~~:-¡0J·.~~~~-;~~~~ri:;~st1{ modelo, la 
: , '.'' .. _ _ ... _'::'- • •e • . "'~ ·~• ' '."' . _ • _ -, _ " _ . '_ '• __ ,-:,,·'..; \'{·~.:~~¡;:¡;~~ ,li\)~:; ·,:.~~~'1 '·:·~:"« ,' 

ronna activa.cie13. cinasll Sykirosf"oriill;;a·•shciciú~'interaccióná'·éan:órb2/quien a'sú_vez se 
~-~: -: ~-<~.::~·<:':~:'·x::· ;.~-~}:: ¡:¡• •. <'~3-:~. ~:~· .. ! ~ .-.,_:): ·, '· ,., < ,,-;;·f_:~<;:.;->.i '.'. < ':' \~'.; n;. ~,-. ,; ~~/.; .. ''o;' ,, ~~~~ ·' 

une a Sos .• El compléjoGrb2-Sosescapaz C!e;acÍivar aRas;~1a;cual _induce'~¡i~activadón de 

Raf, una••cin~s::·~i:~~si~~~~:-~~f~~~~~-,}i·~~~~~.i~~;'i~~t~1s~--~~~;~b~i0~>:[;~~K.:~~inasa de 
~·?<·¡,-~ d'/ ~;~:r··-:;;:.:~ ·~:-·.:;~-; ·>·c«X.~;,;-,"--~ ··,,•., '.;\,?h\;~:::~; , · ·-·« ·,,,; ."~": ».:.: .':' ,-:~·."· -'·l· ~;:_ ·- · .'.,"_::,} 

=~d~$:¡1~w~~~~:1~~~;.;f~~w~~~~;~¡~~~,~~~~:i1~~:::::.:. 
activandc; i;.;t~ie~ cie_.tra~~cifip¡;ió.:t'clúii' firiaii'heitt~ 'ind~~irli1:(1~·;;xpreii~n:'aé{d~tenninados 

' ;-.. ~·~_-::.;:,;,__: ::':;-::..:~~~-:;;.~:-- :_;_:t~~~.: ~+<;,:::!:;_;- _]}~~':'; ;::;):.~ .~ 

genes. FcyRI y FcyRIIA inducen la activación de NFc:KB>(factor'; nuclear,• kappa .B) en 

neutrófilos mientras que FcyRIIIA induce la activación'déNJ;-:.A.i.ú·~.;t<lr'n'úC:i~a~de célUlas 

T activadas) (33). 

RECEPTORES Fcy INHffiIDORES 
' .-~:·"<":->. ·'.·>~-:-

El receptor FcyRIIB1 se expresa en liníocitos B, mientra~· que el FcyRIIB2 se expresa 

preíerentemente en células del linaje mieloide. El modefo mejor estudiado de la regulación 

negativa de la activación celular por el FcyRIIB es el liníocito B. Tras la coagregación del 

receptor para antígeno del liníocito B (BCR) con el FcyRIIB sobre la misma célula, los 

residuos de tirosina del ITIM del FcyRIIB son íosforjlados por la cinasa Lyn (también 
TE,c::rc· e, . .,:;----¡ 

-•J'..:.l.J • ~#·_·" í 
f[i_Ll¡:. f'" r.-------,.- 1 
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perteneciente a la familia Src). Esto convierte a los residuos de tirosina en ligandos 

potenciales de proteínas con dominios SH-2 (34). Se ha visto que péptidos sintéticos con 

secuencias idéntk:as a la delos, ITIMsson cap11ces de unir i~1 vitro a protein,as con ac~ividad 

de fosfatasa. :T¡I ~es. el ci~sc)f de· 1,as\ r6~~a~~sas :~~! !"e~_idÜ_~s ; cte '. ti~o.5-i~il'1 ,·~lj~:c~nii~nen . dos 

:

0c:Z .. ~J~~t~?;~¡~1~}!;~~1~~fg~r~;~~1~.~~~~~g~1*:t·~~:::.·.: 
activan Y•. ªC:J;j~~. s~~~~-~~~t~~1'4s~sP,f,~;:~.f~-~z~~; h·~:;~~~~~t?~~i ~~§~l:ri>,~!'. .. d~sfü~f"~~ila a los 

residuos de tlrosinadé1.6s._1"I"f'f s:a'cinas~sde'residuos'de •tirosina.(corri'o •• a'la c'.n~sa Syk il1 

:::.;.~ d:t·~§~~1at$:it1~~,~f~tYs:!~~~r~~t.f ::1:tr:,::i:;~:'. 
2). E• ·P~~e• d~s~;2'~~ •*s:~ó~.~¡~;g~~~/a')~B~··i#~~~?~ ;~r,·'~!·• f,df~~/ ~,···· ., 
Las fosfatasás 'de id~;~~~~"-~~· l·~-~~iici) s~i~;·~jsirii>2 ~i-e~~~t~~ ~n' s~lo dominio SH-2 en su 

' . ·"- >':..:·,:. . ·' ~ "':- ~ .'¡·_i. , __ :.'", ·-.:. :-_.,_<,; ·«.:/:;."i~ -:':;~ -·<:',\"' -_'.~:<-."< ;.e:¿:.<.:.~; - ,·:.: . ~~ ,- ·: 

estructl.Íra. y' cat~l~ar la e~~isión\t~l'.7g:t¡;c;• rc:;;fat~;·<l~;1af p¡;;i.i:iÓri "s· d~I fosfato• de inositol 
" " - ,, - "" -· y . ' . . , .. - - -. . - '': ',~:: :·~:·::.~.:~:~:,:.:, ... ·-y;;';,;~:-.:;,., --- . -··:_~':·~:~_:· ;,::'\{«-- .. - . - , 

(IP) y de la posición 3' del fosfatidil•iriositol;trif"osfató': (PIP~)°:' SHIPI tiene preferencia por 

el fosfatidil inositol (3,4,5)-trifüsfaio~ ~! ¿~~i~i·~~¡~¡~;f~~; lá ti-árislocación a la memb~ana de 
_-e~"~ _. __ -.--~~-:~i~~L,:Z!~Jl;lt~i~~~·(;;{ ___ :~---- .H _ • _ -- "_ -. -

la cinasa de Bruton (Btk) por inédio ·dé~}u/dómiiiiosimilar a la pleckstrina (36). En 
-· - ,_ >:·--

linfocitos B, Btk es importante para que la.PLCy se active e hidrolice el PIP2 a IP3 , el cual 

participa en el incremento citosólico de Ca2:i.:l'i.b:~~ (ver arriba). Recientemente, se d~mostró 
que SHIPI recluta a una molécula adaptadora denominada Dok. En su estado f"osf"orilado 

Dok recluta a RasGAP, la cual se sabe que inactiva la vía de Ras intercambiando el GTP 

asociado a Ras por GDP (37). 

TESIS CCH ,. 
FALLA DE C::~ .;EN 

13 



A 

ITIMs no 
fosforilados 

....----_..,,,,,. 
NÚCLEO 

--- -- .__ 

Anticuerpos 
lgG 

._ FcyR IDA 

Linrocito B 

Figura 2. Regulación de la activación del linfocito B por el FcyR JIB. 

Eventos bioqub11icos ten1pranos que se llevan a cabo antes y después de la coagregación 

del receptor para antígeno del lilifocito B con el FcyR IIB. A) En el lilifocito Ben estado de 

reposo los receptores FcyR se encuentran inactivos (no agregados). La cinasa Ly11 se 

encuentra inactiva debido a laforn1ació11 de 1111 puente i11tramolecular establecido entre un 

residuo de tirosina y su dominio SH-2. 

"i 
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B 

\ 

Anticuerpos 
lgG 

.__ FcyR lllA 

Residuo 
de tirosina 
desfosfo­
rilado 

dcsfosforilución 

IP,- IP2 

\ dcsfosforilución 

~ 
Protcin11s 
adaptadoras 

Linfocito B 

---- NÚCLEO 
----- .......... ---

(B) La unión de la partícula op::oni::ada por IgG a la célula produce la coagregación de 

diferentes isoformas del FcyRIIB, lo que induce la activación de la cinasa Lyn; ésta 

fosforita a los ITIMs del FcyRIIB. La coagregación del Fc}'R IIB con el BCR recluta a las 

fosfatasas SHP-I y s_HIP y~stas Y,_ª activadas'desfo:.forilan a sus :>71stratos, impidiendo q1~e 

se propague la se~:~¡·'~e,;¡~°:f~~d;~·ci<J1:/i.,y;1, c;/I;;~ de la familia Src; BCR, receptor de 

células B.; I.P:z;'}ll0:súoidifO,efdío~ >• 

Hasta ahora,' aun no seha:defiÍtido el papel de.SHIP2 en la señalización por el FcyRIIB. Se . -·· ;--:-.:,·-' •',, ··.· - --.. -.. ,. •'· ',•. ·' -- . .; -·. -

ha demostr¡do ,invÚr,:,,:qJ~ 1_a_~ic>sliP~1 ~omosHn>1 ~c;n capaces dé unirse a Jos ITIM del 

FcyRIIB. Recie~tem~~te, se t~~ió. de,.determinar si ií1 vivo ~1 momento de la coagregación 



del FcyRIW con receptores que contienen ITAM como el BCR y el Fce:RI, SHP-1 o SHIPl 

se unen al ITIM del FcyRIIB al mismo tiempo, si una fosfütasa lo hace primero que la otra 

o si la unión de una u otra depende del tipo de receptor que se coagrega con el FcyRIIB en 

la membrana celular. No se encontró reclutamiento de SHP-1 al lTIM del FcyRllB in vivo 

cuando este receptor es coagregado con el Fce:RI en la membrana del mastocito, o con el 

BCR en linfocitos B (36, 37, 38). Estos resultados sugieren que aunque el ITIM del 

FcyRiffi tiene la capacidad potencial para reclutar a proteínas con actividad de fosfütasa 

(SHP-1, SIDP-1), es muy probable que la coagregación de este receptor con receptores que 

contienen ITAM in vivo involucre a otras moléculas (ej. proteínas adaptadoras) que 

también formarían parte del complejo de traducción. 

B. El receptor tipo tres del complemento (CR3, CD1lb/CDl8, Mac-1 o Mol) 

Distribución celular 

El CR3 se expresa en la membrana plasmática de leucocitos polimorfonucleares (PMN), 

fagocitos mononucleares, células asesinas naturales (NK) y en aproximadamente el J 0% de 

los linfocitos T perifericos (principalmente subpoblaciones CDS .. ) (39). También, se ~an 

visto expresados en la membrana de células B CDS ... (40). 

Los monocitos~><p~esf~ a.l~os !1iv~les_de .CR3.·y •es .• con~~ido ~~esepr~duce Ün incre1nento 

en su expr~sié>~~t~~;ª~;~··úª T~·,¡~~~~-~íib~-~~,-- ~~~2~i~~: .¡~:~~~~?~~~Q' ~~~~t 'i.~~~~ci~os _. 
·:·1·.:; 

polimorfónucleares .en rep~so ;?expresá:'i'i ielati"á:llle..:.te pocas mC>Jé~ulá:'~ de. CR3 por célula, 
,~-.--,.-- ~ ' -;~·' 

pero como n'ÍerléiC>~~rr;();,:; ;.nteri6nnente, poseen una reserva importante de receptores 

intracelulares'>¡~¡ie: '· s~ ~~~~en~ e~temalizar después de la estimulación con agentes 

quimiotá~;ico~ o ·é~~~res de forbol. La densidad de receptores en gránulos intracelulares es 
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más alta que en la membrana (4). Es importante destacar que este incremento en la 

expresión del CR3 no es bloqueado por inhibidores de la síntesis de proteínas. (42). 
' _ _._ - . - . .-. 

El CR3 está localizado en gránulos negativos para la peroxidasa, mient_rai; l,os que resUltan 

positivos para la peroxidasa (gránulos azurófilos)' carecen, de cR3\,~~3);_::también está 

presente __ en gránulos de gelatinasa, los cuales ·son ~ás · f"á.'cÜ~eht~ ri.ovÚi:i~bl~s •. que los 
._ .. ~:·:~~·)··,:> . - -·· .. : : .. , ~; -·:;.·-' _-. 7"'""\-, 

gránulos, específico~ (44). · ,,,. · ·;-,• · · "''"' 

Estruétura 

. ::::~;;~~.:::;:::1::~z1;¡;~:7.1".::r~f ¡¡·1~J.~i3~~:J~·~:;.r::~ :: 
->\... ' .,.-.1: ;\~-- /.- ;•, "lé: - --, . :::::;-,'.;-, ·"· _.; ·\·::;_,;- . .;· :--'-: 

y a·'ª _P~~.t~í.~~n~M;~c'.·~?gi;~;fü7.~~:~:;<>,2 S~~i:<:S~:c1t·i.~~~0~!'·' .. ~~-~,ifei¿C!":~~~--·-~~ceptores 
consiste deuna:süb'Gnida'Ci ,'éi•de •. 1a··qúe:pu~d~~~aber tres;~¡¡rlantes· (CD 1.1.~," b.y ¡;};•-asociada 

no covatente.~ente·~··~g~is~~~::~:~~-~?~~~~¿~-~¿f;•¡~),l•,d ·Z~~~~-ci~~=¡·¿iÜ '.,~i~~e-'un peso 

mole~~;~;"~:~:ts'.~·;·~~~if1~r~~/~~;t~:r~~·~;;~~~~-·~!·~~.~~~:1~~]~:·A~~-~í·~ti~~-ª1~:•·y-_ a~bas 
están expuestas erÍ I~ sÚperflciecelÜiar°(4#' cz;.; ·,, i} :f~: '.:~;" ~ ,. ¡ J::> .•-~·-· •':), ;'.C : 

~:::·~~5 S~~~~~~f~~~~~~~?~i!~~~!~~i['~~!}~f~::::~::::: 
::::~J~J~~~~!~~1l~F~!~~~Jf ~!~~~~~~:~~=!:~~!S::;::: 
el proceso._de',•unii>ri•lÍ.LHgando. Estas secuencias son similares a los sitios de unión de Ca2 + 

encontradas en proteínas como: calmodulina, proteína intestinal de unión a la vitamina 03, 

paralbumina, cadena ligera de la miosina y troponina (46). El ligando principal del CR3 es 

el fragmento del complemento C3bi (47, 48). Existen evidencias que sugieren que el sitio 
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de unión para el C3bi está localizado, al menos en parte, sobre el polipéptido ar.. Una región 

de aproximadamente 200 rt:;sidu~s d!: _ª!1'1illo~ci~~;> PJ"~s':l"l!e_~en lll"l!l C:> '!1á~~?Pi_!lsºe~_rt1lj(:has 

proteínas, relacionadas en la·. inte~acción. célúla.:éélula. y célula~matriz denomi11ad_o dominio 
-

A (también llamado dominio 1) ha sido. lderitiflcado'_ell ta' ca'de~a é:.i'del CRJ' (49). DÍ~ersos 
!,{.' ~'6_; ,·, . ":.,_,; ., :" . ·' :;~, . . : .. ,::t·~: .... :- ,.:._' ..:.. : : -·. :· 

estudios han mostrado_ que ~( d6;;.i;i·o <i, d~I cR3~~s. :l..111.i-l!riida•{ e~t;,:.C:tur¡i1 y -,fündonal 

independiente y participa en (m~6;,;#~; ~,~,-~~~ 'fü~c;i~~~~ '.~~;:j~~'.~~1~~1- ;~~~~1()~' i_n,t~cto a 

diferentes ligandos (49). Es importante dest~ca;ql1e''e1cR3;a'i:temAs 'der'ció.iiillio 1, (por el 
' . , ; ~· .·: ,, >'/:· -_, ;;;.;;,':;-:' ;~); -·· ~:1:1~. _:: ':::.::\" ":'.1·:-~-; ~'/';:/:', ·::->-'.: .. _· :. ' 

cual reconoce al C3bi, al lCAM-1 y.al fibrinógello) e'xpfe~¡;_~l.Jllcio~íllii:l deti¡)i:l Í~ctlrta con 
'.:-~e,-:~·' ·~:.;~ « ~'< ~-~<:~·_:;: ,, ,--~. . -.·-~~~-:." 

capacidad para unir ciertos polisacáridos complejos como' elJ37Stué¡irio"(50); 

Ligandos y funciones asociadas /,,- ,.;:'~- : .. : ·'(~.':'·;;,,: 
-;,,[;. ,~:'·:: .. :,,-~·:\ ··-< 

Se han identificado muchos ligandos capaces de iritef~ctl.Ja¡:.· cbll' la: rnolécul~ _de CR3, la 
"'t'~ . ';_,: .. . ... 

unión a muchos de estos ligandos parece:c;ser cri~i6a,01°e'f1t.;\·~~pen~.ient'f:' d~L estado de 

activación del receptor (ver más adelante) .y,:.de:.1á.·>presen·ciá1~éle:~ur;a>seé;Uer1Cia·;·de tipo:-RGD 
,, ·; .·'.':./. ,C; ;;;<'·:·¡,·, ,:_',·· o'·/····, 

(Arginina-Glicina-Ácido Aspártico) en su .;st~ctJra,"~~e'n~i¿¡¡ ,;a'~a''ia iinié>n .cie"los ligandos. 

En la Tabla 2 se presenta un resume'n de:i~s p~f;:¡~¡p¿¡l¡f;¡~~~~b;':~ei.¿rb' éi~sificados de 

acuerdo a su naturaleza ~r6·~~i¿~~·oJ·n~'kr~téi6¡ 't~· ;~·-~t~i6~ 6~n :~a~~e ·~/han visto 

:·:;::;:·~.c;~:·~~L=p~i:L fu±',J j:,fü ~~r.u .. ,.:,,,.gm~.'º C3bi dº' 
< .. ,· .~: ,_:¡_:<·>.·-·»':< ~~:::~~~::~t.;~JY;T:.,~'. <3f:.-~ ~· .. ~,,:" ;<'.-,., .. _ _.·.·.-· ___ '..::"·.~~::/,-;:::-._: .·;-:.:~:-: .... :,~!-:· -. :·..: /,,_- ::·Jr~<: .. -~ ":.:_>>:-·· _. ---·.-, 

complemento y,medi_ai:::_fügocitosis, .lo•cual-fue demóstrado. por,,Ia•'éa(Jacidad de anticuerpos 
- .-._ . ~.::.-'-·; .. ~,_:_ .<;,,\;-·· --:· -· - -. r .; -·- ..... -· .. ·'·'' ·" " .. ··-· - - .. " .. _ , - . ... . . .. . 

monoclonal e~. ádtr;C::R.3[ p~;~ bl~qi.ii;ll.r;liÍ .'..ii.ión:.; internalizadón de partículas opsonizadas 

con C3bi ~¿r ;~ ~~~~l~~",y·:la ¡nc:pacidaci de estas partículas para unirse a PMN 

deficientes ,de· la'- ri-;c>1écl1la ·cR:3 '(42)'. Posteriormente se describió la expresión de este 
~- .. -....... ,- . - ... ' .·;· . - · .. 

receptor en células NK, donde mostró ser importante para la citotoxicidad de estas células. 
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Se ha demostrado la participación del CR3 en la agregación homotipica (reconociendo 

estructuras aún no completamente identificadas ... en. .el: -contrareceptor celular), en la 

adherencia celular a célul3.s ~nd~teliales activada~ (via'ICÁJvl_-1); y en la. adhesión celular a 

por el dominio l situado en la subunidad ex. (CDl lb)éÍ~Jc;R.3 (55): 

Mecanismo de la activación 

Algunos experimentos han mostrado que la actividad de unión del CR3 a sus ligandos no es 

constitutiva, sino que es inducida por un mecanismo de señalización que utilizan las 

integrinas en el cual la señal de activación va del interior celular hacia el exterior. Este 

mecanismo ("inside-out signaling") es llevado a cabo por la estimulación por su ligando de 

moléculas receptoras presentes en la vecindad.: del· CR3 que intracelularmente~ logran 

producir un cambio conformacional en ia·:.11lb'1éc~1a de cR3, 10 que favorece un ·cambio 

hacia el estado activo de est.a i~tegrin~_ q~{~l: ~~fJeji en un aumento de ;l~_~¡¡"fi~i;~~d por el 

::.:: :.::::::,j:~~;~~;i~1:!{~rt~~!~~~:i~~,t~f ~~~~t~:~:,:,:: 
("outside7~if>n~1:f~;J~;'~~!~~~~~Eh~fl-~t~ilc:_ii~ilci6~ -~~.~~~n·r~~f~~~!~~,~-~~~~J~f,~~º- celulares 

dependientes de protehias con actividád;de 'cinasa (53) .. El _CR3 _también púede 'ser activado . . . ,,: '." ~;~~;:;::.-'::.·¡;:·· . ,_· .. ,. f -· •• • ·;;::'~: <::<"',. -- . ' . .. . . ';:·.~. ·.-.; .. ·:'.->: 

a través de ·'·su d~i}Ji~~~,i~~ ~- lecti..;3. __ y • esto__ ocurre como ___ r;;s~itad~ de un cambio 

conformacional .. en: '~1- dc:)rriirÚo. - ~dyacente (expresión de un epi tope de ativación) 
--

dependiente -de la . fosforllacÍÓn : en· residuos de ,tirosina y de cationes di val entes corno el 

Mg2+ (49). 
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TABLA 2. Ligandos del CR3. 

Naturaleza del 
li ando 

.Proreíco~'ii 

matriz extracclular 

contrarcccptorcs, 
miembros de la 
superfamila de las 
irununoglobu linas 

proteinas de la 
coagulación sanguínea 

fragmento de la cascada 
del complemento 

otros 

No proteicos 

Ligan dos 

Fibrinógeno 

ICAM-1 
ICAM-2 

Heparina 
Factor X 

C3bi 

CyA 

NIF 

FHA 
HMW 

LPS 
Zymosan 
(f3-glucano) 
Wl-1 

Dominio 
involucrado 

dominio 1 

dominio I 
dominio I 

dominio 1 

dominio 1 

dominio 1 

dominio 1 

dominio de lectina 
dominio de Icctina 

Función 

adhesión· célula..:.n1atriz, 
· migr3C~?n .cel~l~r. 

· adh.;siÓn <:6iula~célula 

adhesión célula-matriz. 
migración· celular e 
iniciación· de la cascada 
de la' coagulación 
asociada a los 
monocitos . 
t"agocitosis y a'ctivaCión 
celular. 
citotoxicidad de células 
NK. 

fagocitosis de B. 
pértuSsis . . 
Inhibición de fa 
migración de 
neutrófilos ,, ', . 
fagocitosis · . . . 

· · fücfor de .virulenda de 
H. lnfluenzae 

f"agocitosis y activación 
cClular 

Abreviaturas: factor X. factor X de lu coagulación; lCAM-1, moléculu de adhesión 
intercelular l; lCAM-2, molécula de adhesión intercelular 2; C3bi, fragmento proteolilico 
de la proteína del complemento C3; LPS, lipopolisacárido; Wl-1, antígeno l 
in111unodo111inante de la pared celular; FHA. fila111entos de he111aglutinina; CyA, toxina 
adenilato ciclasa; HMW, kinógeno de alto peso molecular; NlF, ft1etor inhibidor de 
neutrófilos; (--)desconocido. Recopilado de las referencias (42, 45, 48, 51-54). 
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Microorganismos que expresan polisacáridos en su estructura (bacterias, levaduras, etc.) o 

que están opsonizados con C3bi, son eliminados directamente por células erectoras que 

expresan c~.(5fi)c,. 

El· descubri~ii;mto de ull dirni~io dé''J~cl.~lla ~n elCR3 '~o s~la~~~~.e k;~porcl~na un nuevo 

~~~g~J~li~li~II!~lltf !iiii!f f ~f~~~f ;~E 
glicofosfatidilinositol · (GPI), .·como ·el· receptor para'. lá porCióri''Fc··· dejlá lgG;"; FéyR IIIB; el 

· _·.~·-~ · _:-':·;:--/;, >>;:,: :.:: <~:~T~·- :<_:.:<;:·:.~.--·> ·;--¡-~-: ~:. <- -S~< :,,_ -': 

receptor para la proteína urocinasa activador de plas~inÓgé'Ü'Q;(UP~{y/é'r ~ecepiór de 
-' ,- . --,, _, •".~.;-···.c. '-•. .' _: .. 

lipopolisacárido, LPS (57). En la figura 3 se presenta de maAe~::ré';;c'.¡li~..;.;áii~¡ la~;·p~i~cipales 

moléculas descritas involucradas en el proceso de señalizaciém~~t~avé!;'del ¿~·CFig .. 3). 

Cooperación Cuncional entre las diferentes clases de FcyRs, y entre los FcyRs y el CR3. 

Las opsoninas son moléculas con la capacidad de facilitar la fagocitosis. Varios tipos de 

opsoninas han sido descritos. Los fragmentos derivados del complemento y los anticuerpos 

son dos de las opsoninas más importantes involucradas en la f"agocitosis. En situaciones in 

vivo es probable .que un microorganismo o partícula esté opsonizado con, o que el complejo 

inmune este roí-mado por varios isotipos de anticuerpos de IgG. 
--: .. ;.:; __ --J~_.;.~·. . 

Por tanto en_ el ifi·C:,~ento de la interacción de estos complejos inmune con la célula erectora 
.. ,. -;-·-·'.e·,· :,.-·;-::·,c:.3,~~' -.. -

es probable C)&/;;;á~_:deun tipo de receptor Fcy se agregue o incluso otros receptores que no 

sean de •.~~arnili~'. d~:lo~·FcyRs y que están involucrados en el reconocimiento y fagocitosis 

del microorganismo· o partícula· extraña, también sean agregados. En estas circunstancias, 

1 TEST'-' (""'" ~:( ¡' 
.'...J ... 'U '-.,.•\.... J~ 

es 

FALLA DE cmGEN 
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posible que opere una cooperación positiva entre diferentes receptores FcR para un mismo 

isotipo de anticuerpo, tales como el FcyRI y el FcyRIIIA en macrófagos, o para diferentes 
-· 

isotipos como el caso del FceRI y el FcyRIUA ,en. rna;;tocitos: :La:.cooperación:positiva 

puede explicar como puede funcionar el Fc:YiUi"f1(i~ ~~ut;Ófih'.>~'. Ún~: pJ~era p~ópl1e~ta es 
. ' ·:. - ,. - ~' -'. ,_ '¡···" . ' -~-'. - .. '· -· ·'.-' '•· .. ' '.: _,_,,. --· . '~- :: •' . . . ·.- :: -. , 

. - '~-·~:" "_:·: '':~~ --

que el FcyRIIm actúe en sinergismo con el·Fc'rRii.A.i.ltillzando~el·aparato·Úansductor.de 
.-. ,~~-- :·~:1.~G~;; .. ;:;,::;~,_;;~~~_:;:f~)~:-~--~~· ¡: :~~:_ .. -. -· · . - .. · ·;· - -· ... : ,. --: -.· · ' 

este último. Otra posibilidad es que;:.ya';que'et FcyR.Ilffi es incapaz de inducir una' señal de 
~'- ·,::.:-;'.· . •'''' :-.-.:~-- "' ., . - ' . 

activación por si mismo por carecer,Cie' por~iÓn .membrana! e intracitoplasmática, se ha 
-,_, : <~, ,_ .-_~'.'.'i?· :'.,F:·:~~: ~;i:_~,,. -

postulado que otras . moléculas~) f;,'e'mbra.nales ·pudieran actuar como. ce-receptores 

transduccionales a't;á0é;'d.;,;i~~~~¡d~l~~~;'.~~t~~~~i~iáres. 
--·-_, : ... :.j·~-· ~~---~·,;· · :::; -~- · -,,_:-:·;·>{_ )· - ->'{f}'. ::('.~:·~~ .,_ ·: ·": ·· 

Entre las otras:\n~Ié.culas des¡;ritas 'l.ue podrían cooperar con el FcyRIIU3, la interacción con 

:~::2::.::~LTiJW~~~l~W~~~l;~i~;~~1~¡"1t~it~:~;:r~~~-;:·:LtI'. 
~,_,~·" ·;:: ·,;···,' k'·,V·:\·.;y::;",'---'(:... -"":···:~=. ":··~::;.···-. ,::_e;;::,'' _,.,,. ,., ~. ..-~; 

a) anticuerpos,:'di1~i.~~~;,c~s~~~; .. ;1.··e:~:inhil).;~il¡i'..~~g?~ito~is;de partic;lilas'··.~.é~estidas .con 

lgG (58),b), a'.1 comparar;;1a'.~fag'ocÍtosis;de 1 Írunu'no~o~plejos (IC)' s6ío~'.~a~6dados1 
a C3bi 

cc3bi~1c) .711•~e~.~r~.~~~~·1'.~-~~~~'fi.·H~~;~;s~a€[;~kl~~~~k~j~~~ii:~;;;1:~~&~.fJh~ca~p1ejos 
asociados ·a. C;~t~:;~~~g{Wüci'1'i ~-~ii~a~~'. 6ci~ ~b~ ;i'<:;'~~6'~·'('s~j:: h el ~~i~r~cruzamiento 

del. CR3 .. causf ·~s~~"i~ii~?,·:~~ica~<~.b~~~e~~~~~~)'e~~re,r~~.·~2.i4i~ ')' ·fr~~) (6Ó); Pc,r. otro 
-· - · -·· -·- - · - --- -------- · ·.--_~-:o·. -,::,-..-·--- ·o;-;--· ··-·,.;o;;,;-;_~-'.<, '.~,;_·,:;-e-;- - - - 0-------- ,_ ·- -- • - ···--·-.o.:.· ~7-· -..... -- - - < -· --- --- - -.- - ---·- - ·-.-.,, •• --- • • --· --

lado, d) . se· obse~Ó ql;'e la ••.. a~Úv~éióri ;del ·FeyRIII . po~ ic~Íll . .:.'rio~()~pl~j~s '. ~.:.;.,;_;nta la 

proxhnidad entre el cR3 y el citoesqueleto medido por transf-erencia de 'energía~ iricticando 
' . , - ' 

un enlace del.· CR3 con el dtoesqueleto durante la activación por el FcyRIIIB (61). 

iESIS CON 
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Cinasas de Tirosina no asociadas a 
receptores .-­

PLCy 
,/ ~ 

IP3 DAG 

l 
't[Ca]i 

• .......,... ? 
Clb Shc/Grb2/Sos 

\ ----"Ras \ /,13K Erkl/Erk2 

PKC .,___._ p~ i Rac/Rho 

producción de 
especies reactivas 

del oxígeno 
(RO Is) 

...------~ 

Vav 

Rearreglo del _.---
citoesq ueleto de Actina Transcripción 

de Genes 

Figura 3. Principales vías de señalización activadas por el CR3. La unión al CR3 activa 

vías de seiíali=ació11 que i11duce11 rearreg/o del citoesque/eto, tra11scripció11 de genes y 

liberació11 de metabolilos i11termediarios del oxíge110 que favorece11 la eficiencia de la 

fagocitosis y la muerte de microorga11ismos patógenos. La i11teracció11 CR3/liga11do induce 

la formación de 1111 complejo multiprotéico de seiiflli;.ación .. !/1.1.!~..Jl.H'./JJ.)!e_ciu~·as de residuos 
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de tirosina citosó/icas, proteínas del citoesqueleto y 111olécu/as adaptadoras. Las cinasas de 

residuos de tirosina de la fa~1i/ia Src (p5s1'8 ', p59/6111
ck y p53/56Lyn) y la cinasa Syk 

parecen ser p~mtos i11iciado'res de las seiía/es._ Estas ci11asas una vez activa.dasfo~orikm a 

proteínas asocicid;,s t71 bít~;;¡¡lleil!10;· tafés ~omo ~axtli11a:.· a:-a'cúi1i11ay,táli11ci,.im'.~lueradas. 
en elm;¡;ég~oi~c5Úo~~~.{i~§:?i 1i.'act;,;r¡~ :·~~~ka~/ó11 efe lascin~~:¿;/_dé'j·~~:fd~la,~ .. de 

tiro.Si na ;~,~~6;~;i".promuevei1 Ía • }¡}'¡¡,;~ci~~"i: "cié )~~- vías bio~itfmica.\· de -:..-e/;;~T/;/dciÓtl que 
';t,' -J\'"" ;'.-"';.-:,;~-,-' ,(';· 

involuC:rciú·.a• /a.iPLCyy a /a'PI3K/'La PLéy.iúduce la liberació11''«é~:ir/ci~·de ·1os 
._.,·,":,-.\ "~~,_:,".~ -··:.~ '->:: -_,-~_<,: 

reservorio~ ¡;!~':~f~{~}~~~i ~;F/~'.,~~~~cA;,~;· e;ilrada de este desde el extf!):ior'cé/;,¡¡,,.; estos 

evento~ .. ací;~'t;;; ··{éz ., o;;,1~~,;¡,:s· prole ;,1'Q; ·tq;,'e / nÍodu/an final,-,1é11te . el "1/,;:SC1,';;blajé. . .. del 

citoesquelel~ de0 ~ct~~a:i L'a)F;~¿if.~~iivi,J~ promueve la cictivm;/¿,¡~::dl!'.la'.~Lb'.(;,1;a sl!11a1 

imporíanlé. qileréi:f1/~'. el '¡;1íi1ob~n1ienro· dé partículds y 'ª ·}ie~;~;'Q.;¡¿,';7 i Cie: R.01s) y .·la 

estimula~;;,,_ de;;;,:Yn~s~i~i;!+Yc~n:~~tividad·d~···CJTP:sa.~011J~;[Ja;'c~111~· I?J•o· y. Rc1c 

(fi1er1emei1i~ ;~1pf~d~~~~}"e1}J~~'_i~~;'.j~d;ó;;-;.J;i~Í,to,e~~~,~~ir¡j/~ª~~i~fér~f~~~f1;t~:?!~s-c~1iasas 
de residuos "d;;; ,//.bi.~~~1';~~~i~d;;:i:;~<{ ;}Yb~3 'pÍle#eú .-· e11",;/il1der~{{~·.~iei' de' R~s/Erk. 
probab/eme~~~fa~~}t;zfí:~~,;¡.,:;cióil§f:1Ji::,o~lplejó'•s1~c:.drh2isof{-'_j¡-~;'7v:Js dé'.esia vía CR3 

puede d;,-;'gú-if;'r#;~j~~~~j~;;;~eg~i,~~yt¡¡z~¿Wi"d¡jj¿,;~;'f:~}~'/i1~-o/ill:'i1~~~~i'a~;,,;ªs: 
~- Lig~,,;~i: '/J:~;,:~~k~ii~~¡;¡·g~2;r;,~ .. :-f~~--;;;f f u~~->J ,,~/s;P:j.\L>1 G, diacilglicerol, 

[Ce?+_¡¡; i~1:re~l-~;!_'i,"~~á~i~~~~~:. d~-~~~~~i,~;: ~~R'.~;~?~i~~~l,1.~~~~~~ii:~~;"k,qN coba/amina 
(prodúcto de!prp/0~01~~oge'¡j ·"co¡J;-'PÚK, -~¡l~/Js'¡¡ 3 "de:f,;ifaiid;/;;i:!,";íí'J1.>pi.D, josfolipasa D; 

'--,· :.;:.-~J:- -.·;,, .- .. :"" .. _._~_.:· ,_·:-· .. :::.:::'·:. ·}··-:::)~- :-:-:-.:,( .. -.::::~:~:·:.:·{,~;::.' .:,,:,.··;,:'.:.- :.··~·\.~.:;·-~:::..-·:.-:.,~-!,:.:L:,· .. ··~;F\'J'.. ¡;:.·-;_ :t~,- .:.'-~:,-:·:.": /.1:· -:-.::._: :- ·_._. 

ROI.S, meu1boli~os_i11~ér'!.1ediari</s react¡vos:deloxfgeÍ1Ó: Shc,'h-¿~10/óit:l ~/ domil1io SH-2 de 
,_ .- .·-. i :'' · •• ;·_>·' ;· -.. --:-:- ' .. ' : - "' .-- . : ' ·;·.·. - .-- ;· '_: ' ,•'• ,,.-~ •... ' . --." . , •• -- "· --

pequeiías: ErkJ/2;.>C:i11as,a.(reguladas PC);. ~e1ialesextracel11lares J/2; Vav, vermicola 

sporo/ab/ast valvogenic (factor /ntercambiador de 1111c/eótidos). 
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e) Se ha demostrado que neutrófilos de pacientes deficientes de CR3 (sindrome de 

deficiencia en la adhesión leucocitaria, LAD), muestran una baja capacidad para fagocitar 
. ' ~~, - - . . . . . . - .· 

eritrocitos cubiertos con.IgG (6~).:l)_C_ú~ndo,el CR3 y el FcyRUIBson transf"ectadosen 

fibroblasto~. l~ 'ex~r~~ión de ~~~~s·· réc;pt~;es•~s. ~ecesari~ ~~ra· ~ª: f~~~citosis (!.; eritrocitos 

opsonizad.~s_((fÍ>7i .~é: .,, .. · L,.. ~:.::0'::. · .•. · .. ~·- . ·. ·';>.. .· ...• :· .. 

::: ~~º,~:~~~ii~l~i~~~:r~~~iJi~~~~~~i~~~;~~~~~~::m~.~'. 
modo. de señalizaciém. vía_los:F:cy;Rs y _el receptor.·del_'complemento_tip()· 3; (CR3);: . .'. 

--··-·:::/: .. -.,·~'.,~ ~,,,~·:~~-;~-. 'T·--; -\ :',-. ·>:·r~,~-- -~·::_·t-'·;:1-~;-~':--- , .. :~., ''-_":~ :-·;:-; :·:~ >.;;.·;>' .~ .. 

Henwi~:'~~:~.;17-~;~~;fffi~~~~~~f''if1.·.!Jft~~~~'l-~~[1;~;~~~~>ñ~~··.·~-~-1~~C)~~>i~ij1'.~fr:~~~,~~~j\:~;~;~ FcyRs 

CF: cyRIIIFc;]Un) ·· ó ·vía: cR3., por ,!11e~io,'?t¿.~~ti.~~C!~~º~ · ~~~oclo~.(j~~ ,bi~~-~s~i~~~.s ~i~igidos 

contra 'ª",1Y~s·~fü:~¡~ifa~---i~~;~!~~~B',)i~a"~~~;t.~'f ª~,i~n<~t~'],~'. i.h~C!~~
1

ió~ •cú;nda·: l~;;e~t~ad~: de · 1a 

bacteria. es .. mediada' por los 'F eyRIIfFcyRIII. most~ó sér :m~~·~fi~¡~nt': ·~s~''~J~ndo es mediada 

·por el-· e~ .'(:J~;~l; ~lf~:;~~~Ü~~ti~:\u2~"l11;i~:.~i:' ~titrn~~it'- 6:~:·.~ ;·~Q~;:~·e; :2~ ~ara 
endocit~Í- -~~¡~~~~~~~··1~/¿~~~;gK~¡~'~~~\Ji~u~~~~;~'~~i~ti~~ dÍ:¡2~·~~i~~:~;'.fa·f ~~·~·: ~~~r~itiría 
explicar .• Í~s ;~ii~~~~f~:~~:~~~J~j~~~~'.~~~~;:;¡¡~es:.--.Siri!:~~;;f~~~·-;;~.'.:\'.~~·~~i~c{;:~~.;. existen 

·~· .. _ ~i.:,iG~Jf:;:~Xii,,,.:-.· :o:}:,-.::~,·::o·:~~~~ /'-o . .,..:~:,,.:~~· ·.~,¿.~~~~,;~~~~.-~".r ~L--~:; :::-/~ ~:-~i~j::~~-.:_f~s :'..:~·~.;·-~~~'":~~;~~-~ .;-~<' ~·: 

similitudes'en el .proceso .. déséñálización entre ambos tipos.de receptores:: Un ejempk> de 

esto radica. en que el entrecruzamiento de ambos tipos de receptores inducen un aumento en 

la producción de PfP3, probablemente como resultado de la activación de uno o más 

miembros de la familia de cinasas de Pl-3 (Pl-3K). 

C. Cinasa de residuos de tirosina Syk 

Muchas cinasas de residuos de tirosina citosólicas que se expresan en células del sistema 

inmune son capaces de interactuar con los IT AMs, entre ellas encontramos a las ya 

mencionadas cinasas de la familia Src y a la cinasa de tirosina de Bruton (BTK) de la 

TESIS C ::~"I 1 
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f'amilia de cinasas TEC. Una tercera clase de cinasas de residuos de tirosina es la f'amilia de 

las cinasas Syk/ZAP-70. Syk está expresada en todas las células hematopoyéticas y es 

esencial para el desarrollo de linfocitos y la transducción de señal a través de. receptores 

involucrados en la respuesta inmune en células no linf'oides (64). 
--- .. 

Estructura, función y regulación de la activación de Syk 

La cinasa Syk es una proteina de aproximadamente 625 

molecular entre 68-72 kDa. Está compuesta por un dominio 

affiill~~~¡~~s.~ ¿g~>un peso 

dé ciñ:~~;J'-~~aliZado hacia el 

ex--iremo carboxilo terminal. una región de enlace (linker) deslgfi~~~ (:~;i;~ i~t~;ciominio B. 
-~~'.::'''~·,: .;-:; .. - __ ,,~'-~ -~- ,.,,__ -· . 

la cual contiene múltiples residuos de tirosina y separa al,·ct6íni'lli~Wd~,>ciriasa de dos 

dominios SH-2 distribuidos en tandem hacia el extremo· amino t~rmin~I. '.A'.tra~és de estos 

:::;;::;ó!~r:;1::r~0srgii;z;rsJ=~~~,\ Lá ;~1EL. que .: l1L. en . mayo< 

:::t. ·~:~~)~~§1'~~~~~i~!Sj~d~t~~~~?~;.,~:1~rI2%t~~ .. :;m: 
alternativo.·d.e,Syk,~s~ denonuna,~~k'.~l,.lacua.1 ;carec~de'dicho,inserto y.esp~rlo ·tanto más 

::?:;J~~¡~~~~~f ~~j;i¡~¡~~;~:~:~=:~: 
, __ _ _ _ _ · _ .. - , _,.:;;; :~:~/:;:· ""~:,,..s~f;';;;,· <'S.'.~);\.~~-- '\"'- .. v_ 7 ._ ,_,c.;:,_~~,: ---~:./ '.:-~ ;'.,-:"-~.' -·· ,, ,--.·::;~ 

afinidad de urúón .de Syk a los rr~s:fosf'oriladoscomparada con SykB.•, ,,. 

Es conocido que el estaciC> dé ~~tiv~~iÓn dé muchas proteína~ se rd!~t. pC>r su estado de 
·- .. - -- . ' 

f'osf'orilación ele resi~~~s-de'_tirosina presentes en su estructura.· L.os residuos de tirosina 

presentes en la región linker o interdominio B de Syk (Y290, Y317, Y342, Y346 y Y358) 

son altamente .conservados entre especies y pueden ser importantes en la regulación de la 
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actividad catalítica de la enzima. Se ha demostrado que estos residuos al ser fbsf'orilados 

permiten que se recluten proteínas como PLCyl, ,vav y, Cbl, es decir pueden mediar 
--

interacciones entre Syk y ITluchas otr~; rr10Ié~ulas, las Cllld~s 1,t}'.'1 ve;,; p~e,c;J~n S'erliustratos 

de Syk (66). La, fo5:forila~ión d" >ltgÜn~s\-.residu~s dtÓ tir~~ina pr~se~tes en ta; reglón' linker 

(Y3 l 7, Y342 y Y3~~;:~~~,'.~~P~~di~i'if~~~~~i~~,~~~,{~~~~~¡c'~é;,i~}a~ili,¡:•S¿~ .. };;~iS,;~n CJtros 
•;e ~,"'' ·/:;.¡~ ,';·~,.'._.';~:.~-''._':!<~,, ·-,,-. ___ .,, ..... ':·.·.·.;\. ·\, .. ··--'- ~~~ .• ~::,\>'' ,_·;\"' 'i~;;; -,~.~-. 

residuos de tiro~i~~;~~~~:~~~J.'.~~;~~~~~¡3~~·tE5~-;~~!-~~?~t;~;~~~é~~~<i~'-~~ge;~;T~~s'i~~minios 
SH-2, dos (YS 19, y";y520) :inmérsos en'.,el •dominio, catalítico 'y, otros dos -('\':624 •y '.Y625) al 

, .. --,~:.~ -J\: ,>..: -~~~;;.~~-~,:i~f/t-;\·.~~;~~~~:-_;:J.?};,:;};t(;~~; ~~~, ·:_~,:?;~<~.t:~F~ f-':;~;X :':;~'.~:;;_;_¡f -;_f\J.~~ 5;:-~s-~{;·_/rT~?~~;'{;{:;,·;~}~~(~:r::.:.~:c.'> f '.~;- .. \:· :·:' >-- ~ · : __ ._­
finat del extreino~;caro()~Hq'~teiininal («)4)~: La '.fosfoiilaciÓ!l d_e }os residl)Ó~ X 13º;', YS 19, y 

. º .. ~.~ .. :. i:":·?:,~,-: :·.;.;. ;:··.~. ;,~~~~··,:·:.~( ,~·.:~·~<~. :·;-:, :~:;~;~_:\ .. ,:xr~.:: ·e:.~.·:.::·::·:~-:.· ~~-~:x , ·:: -._.:: .-~·_<~-~-;. : ... ~.; .. ""-.. ~ <.:· .:;e· ,,: ";!:.~.-~7:'.~··¡· ,;:~~::;;· .. ·,:·'. ···'7, ,,:.-- • -

Y520 'Se Ue"aJa:,c~bo•por,~;la;~ropia~sy¡¿, es'.deci•r sÓJ1' siti°,s;d7!:aüt~f'osf'o.rilaci~n. Sin 

:::::ºJ:~ir~P~t}1·~i~~:~~f E~i::!;:~7J~~~~;·:~7;St~l;;,:i::::: 
:::::~.::::p:~~rz~:~:;:;~~:;;:ij::..::~~~i~~,:~:~J~·~~fr~.::~: 

::::F.jti~~~IJ~!~~-ff ii~.lt~~~~~~~~:~E:: 
lo tan~o u~ inc~~rit~nt~ e~ su actividad específica (68). La capacidad de Syk para unirse a 

los IT AMs 'f'osforilados de las cadenas: a. de la Jga del BCR, e:; del TCR, e: del CD3, y del 

FceR 1, FcyRI y FcyRIII, sugiere que Syk está involucrada en la transducción de señales de 

un gran número de receptores en dif'erentes células hematopoyéticas (69). 

Papel de la cinasa de tirosina Syk en la activación celular y en la diferenciación 

En el linaje linf'oide, Syk se expresa en los estadios de timocitos dobles negativos CD4-

cos- y dobles positivos CD4+CD8\ sin embargo los niveles de expresión son 

l--;;;;;;¡¡:;--_--;-:--
I ,., . - -i :.c.,:i10 L.. ,_,_J . 
F,,. '1 .\ -lli, 
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rnarcadamcnte reducidos en Jos estadios de timocitos simples positivos CD4+ y CD8+ Y 

células T perilcricas. 

lntcrdominio A lntc1·domi11io H 

:SYIC e 

SYK-B e 

Sll-2 (:--0) Sll-2 ({") 

Fi:,!ura ..a. Estructura de Syk. Re¡Jre.,·e111ació11 esquenuítica ele las do ... ; iS<-?_/(1r111as c/e.scrita.\· 

de la cinasa Syk. (Tomado de Re.férencia 6./) 

Por el contrario. ZAP-70 se expresa en altos niveles tanto durante el desarrollo de 

ti mocitos. como en los linfbcitos · T pcrilcricos.-· Estudios previos .han sugeri.do que el 

desarrollo de algunos 1 infocitos Ty.S intracpitel iales reqtliere a- SyJ.;, (7il)'.. An.úlisis de timo 

letal de animales Syk·'· revelaron una d~t~ciencia en el desarroll~ d~·l()~"~¡,;1()citos y.S que 

expresan el gen Vy3. También se ha observado' que céluh1s NJ·(Yr.;i1~úpicament¿ maduras y 
. - - - - . -·""-'.:.~--- ~·-'·=----' ~ ~- -'-- - - -

L·,, .:.·- ·-: :\ • • 

Syk·1
• se desarrollan elieientemeí1lc y demuestran ulrn •aeti~id-~1~?~{ ~it'bté>:Xi¿i(Jl1d nimiral 

normal (71). Aunque Syk no .es esencial para el '<les~i~~c"i11or1~·:; ninguna de. las 

subpoblaeiones de linfocitos T y eélúlas NK. esta puede};~~;~, l.m papel importante en su 

sobrevivencia y/o en su expansión. En el eas~ ~~;[¡~s?•J,infocitos B. cuando ratones 

deficientes de RAG-1 son réconstÍtutidos-cor1 hfgado· ICt~I de embriones deficientes de Syk. 

se reduce el rescrvorio de eéli.ilas pre-B formádos (72). Esto sugiere que Syk es requerida 
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para Ja señalización propia del estadio de pre-BCR., para generar o mantener el reservorio 

de células pre-B. También se ha obse1vado que ratones deficientes de Syk mueren en el 

útero o durante el periodo perinatal a causa de hemorragias excesh1as _(72). 

Papel tle Syk en células mieloitles (diferenciación y activació11) 

Aún no se ha estudiado ampliamente el papel de ~Syk en la·· d~;erenciacion de células 
. '• . ... . ..,-,,-.. ''(::·::-· ·;.>~·-:'; 

mieloides. Un incremento en la f'osforilación y actividad~6-atalític;iÍ,d~'·;,Sykfu~.obserirado 
· ... , :·.i~:~;- ... ,_·~·- .:: - -'~ : . ,_ 

durante la diferenciación a granulocitos de células·HL:6Ópo'tiícido:~~tirióico aU~tráns (73). 

En mastocitos la· ausencia de · Syk •provoca 'q.:.e·:~r J.~c,ito~ J~·;¡~~:r :fl~idad ·.·para . la IgE 
--·- - -:f.o:; -·-~- - --·, -;;·---;···.,-._; f..-'C,7 .,-; ·-· :- ;.=' ~ - ,_;;,'.-~-- ':, ~· ·--- •· ·-- ::-- ' - • --,.,.-

(FceRI) no . active á_ la' PLC. impidi~nd()f a~ :1~ lú;~;~c::ióri:i.i~ 2;.2,+Ji~{;;.~~1ti1ar. ;E~tudios 
·:\_' ':<," -·.,>. ~ ._,, >\j. ._.,:,,;~ -~-~,-~,_L._-: 

utilizando · .. c.:.IÍ:ivos·.~,·cte•; ~ast6bito~ .··• múririos; 6s't:abt~6iéí'()~:; a·,. partir .,_de hígádos fetales 

deficientes •(¡~·•·.·~~~-·(~~~"f"~,·~~~~~~~f~~-.~J,~,11~;~~e~ia~~¡;~·~ió,njj¡t~~fa~~~~~-~~}~~.1~«c()trienos 

::~:~ij~~±~~~ti~~~~iif~i~f~~1~~~~~f IrE:: 
de camero·•· 8~bi~~~~'?coriz~~n~~,g~i~of· ;~Eg~m~"if2ªL~~fi6ie~Ciá:'i'~)"\~'/to~forÍlación en 

:.::::1~~t~~~~~!i~~~ij¡~~~j~;i·~~t~1~1~:;;~·p:: 
Los antecedentes descritos anteriormente sobre la ~~;;~~ipa~;ón.de Syk en la diferenciación 

celular (70-73, 75), el papel imprescindible de la cinasa Syk para la señalización a través de 

los FcyRs (26, 28, 29). la identificación de Syk en la via de señalización utilizada por las 

integrinas (76) en células monociticas (77) y la existencia de una cooperación funcional 

entre los FcyRs y el CR3 (58-62), nos llevan a preguntarnos si la activación de Syk durante 
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la fagocitosis de microorganismos o particulas cubiertas con diferentes opsoninas 

(anticuerpos IgG y/o fragmentos del complemento como C3bi) es igual en células 

monocíticas en distintos estados de diferenciación/maduración. 
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VITAMINA D3. ESTRUCTUA, FUNCIÓN Y PAPEL EN LA DIFERENCIACIÓN 

DE CÉLULAS MIELOIDES. 

El rnetabolito activo de la vitamina 03. el 1 a..25-dihidroxivitamina 03 (V03), es una 

potente hormona denominada secocsteroide por su estructura (Fig. 5). que produce una 

amplia variedad de efecto_s biológicos en diferentes tejidos blancos. La honnona vitamina 

O (VD) se sintetiza en la)Jiel;''su. derivado más potente, el la.-25 (OH)2 vitamina 03 se 

forma en el riñón·ysus órganos.diana son: intestino, riñón y hueso. Recientemente se han 

encontrado receptores específicos para esta hormona en páncreas. cerebro e hipófisis. 

OH 

Figura 5. Estructura química de la VD3. 

La vitan1ina D3 es un esteroide. derivado del colesterol .donde el- anillo -B. se ha roto 

(secoesteroide).-.Esta vitamina se forma por irradiación sola;·:- aparti~ de.un precursor (7-

deshidrocolesterol) presente en .. la piel de los'. ani~1afos. El·: 7~deshidrocolesterol se 

convierte en colecalcife1:ol, .d. t=_ual, es~/ransferido ia~._hlgado do_nde es convertido en 
'.·»(:_~>-· -< .. ~;;:: :.:·,::~··.<·3:::·:~ '" ·.;:.·./~ ~( ~.~ "- < ~ ~ ':/. 

calciferol (25:..hidroxicoleca/clferoÍ); que .i:11~:-;terioi·rii'éntei,faja}a _los riñones y se convierte 
- - ~ - ' -~;-\' . •' :~~~- '.:·,- · .. >i:.,._· 

en ca/citriol (l,25~dihldro~xícó~~fo::aicife.;."o1:;q~1eseplens~ es la forma más activa) y 24,25-

hidroxicoleca/ciferol ~;pel.flsf~¡'¿,~j~~ nb d~~er;,b;ado). 
TESIS C.-N i 
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La VD3 es convertida en la-25 (OH)2 D3 o en .24-25 (OH)2 D3 por hidroxilación y 

depende del estado o nivel de vit O y de paratorhonnona (PTH). de manera que si existe 

déficit de vit O la hidroxilación ·~n el carbono .. 1 · au;..,enta., Cuand6 . rio existe déficit de vit D 

ocurre lo cont~ariC>;~cÍi~~~~uye laÚ-i~ c6i-D2 0:3 y auri1enta la24-25(0H)2 03. 
, , ., .. ',' ' '" ::~: . " ~.'· "" ' - , ;:,, ·" '. - - . .. . . . .' ' 

La 1 ci-25- • c<?i9.<~~? .. ~s-.~J:A~"~:¿a1_'.:r~~ia'doc ~~ la homeostasis y d.e }f t"C>rmación­

remodel~~Íó~·cÍ~I~~~~IJ~~C>~'.'(78~: J::1 ~fécto"ú•1a•vit D que aum,enta ei trarisp~~e\je calcio 

en el intesi:i~o ~5'¡f1rri~l'.Ú;:¡tc;?i:ic~ir~ ~ íds pcibos min de la administración de 1.:.25 (OÍ-1)2'03; 

sin embarg~; ~t1'·~.;fü,~·~;;1:i;~ ~¡ h~~~6 es más 'demorada, necesita q;:;e·se·~~~'~ueva 'la 

diforerici~cÍóri:''d~¡·~·;c.~:m6nci:i·¡~i.:m,c;no~:itos-maérófagos-osteoclastos y ~~to~·.Ütti~",~····seríim 
los enc~rgad6s <l;;\;e~iiz~~ l~:d,c;~Úización del calcio· óseo. Adicion~l:\al/ampliamente 
reconoclcÍo .•pape; ·~~/l~'..;VDJ; ~ri ••la'.· ho;..,eostasis ·ósea,. la . VD3 ·• tilmbiérl'ti'~ne ~idpiedades 

/~- ~-"ó::·· ',·.';._,-,: >e': 

inmunomdcÍIJ1~déí~.t~.; ~;;1¡¡-,;fia~~téíri~~. así como un. papel ~;.;sL1ád'61". ~ri.~1 creci~iento y 
.-... -:.·;·.;.'.}.:.-

diforenciaéicSn_,~~'.~-'..~~f~.fü~~ f ~~~!i_·:~~IJi_1~f~ I:~~j!,~os:·(7_9;is~) .• ::·2 
.' ·,,,,· , .. 

La eValuaCió_n--;deJ':·pape(~d~;,1a--., ··éi~2·s' (ql-I)"i.D':lrd_~~~~i~·-ii· heffiatOpayesiS' ... Slírge·, debido a las 

:::~::~::~~~~~Íb~i~~~{I¡ª~~~~~~~~~~~B~ri~t:: 
~::·~~j.~~~~~ÍEJ~~~íi~t~~Í~~~t~~~t}~~E::: 
diforenciació~~·1in~}~ ~ac~~f~g~ cC>n :1d7z·5 '(OH)2 h:f~j~rP~st~rlormente se demostró 

que líneas. celul~r~~· ~~~~~:/~;~'1lielo~~~~~ít~i~a· ¿HL:.60) Y· mielomonocitica (U937) 

podían ser inducidas ·a diforenciación terminal con la.-25 (OH)2 D3 (81, 82). Se han 
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identificado en células mieloides múltiples genes que son regulados positiva o 

negativamente con el tratamiento con .VD3. Tales genes incluyen c-myc, N~ras,'pS3, c-fms. 

gen de la proteina C:illa_s3; Cyc;:-:f11nyj1111B. S~ rep()':1Ó}ªJ1:1lliéll C:lg«;'n de la int.erleucina-2y 

el gen del factor e~t~~l.l1~n¡e de colonia de· granul~cit6s y; ~~crÓfag~s · (Fsc~GM). los cuales· . 
• ., ·. ,_,, •. ··- '·· _.; :. ,· . ' .·, ,,,._ .. ·, .. , ·: ·.· ---.--' .. •·-<:.:o-_. . ' '._ ·- -.·-.": .·,_ .. -

::;.:~:!r:tt~:~:::~~.~:·~~f i~~~~~~~f ~!r!~ff.f ::b~~ 
receptor de la VD3. El producto de este g~ri lnhibi; c!f"cl~Í¡;; ¡;~lular ya que bloq!"~á; a cinasas 

necesarias para la progresión del ciclo a t,::~y~~¡'~~·¿jfo·~~;~~;·~~-:~n~~as·~~P~~~ientes de 

ciclinas, CKI) (89). Especialmente en la lí~~~,~~;l.1·1~/i}93~·s~·l~gró·ide~ti~6ar a varios 
'". ~ ~ ·::.. \ -.. ..~-

genes que son modificados por la VD3: p~;alas"fri61éc.:il~s r~~eptores de membrana CDI lb - . , , \ "' -, ,• ~· .. - - -. ·.. ', . - . -- . ·- ., . . ' -

y CD14, b-zip-HLH (proteína Mad Í) :;'Fio0\.10, ci6ú~a A; proteínas .riboso.males S4 y . ' .,, .. '" -- . 
. ,-.·;...· 

L21. También se pudo demostrar qúej:estos~:·genes;•están,inv61ucrados (in el proceso de 

diferenciación terminal de monocit~s'.ü937 ~ ~~~,::Ófag~s {7s). . ; . .<:~~-. 
··,;· 

La VD3 actúa a través~•dt:.'.Yº·~tt~t~~~f~;i,?t~a~eluÍar · · (pr:ecfo~i~an,t;~•~ente • .nuclear) 

::.:::::
0

nu::i~t:~if~i';g~~b~~~).,~~:;t''.;,:t.::~j~~~~~f ;_i~;";~ ~: 
superfamilia·.~e}~cto;;:~:'d~%r~~!~i~~i~~;~Ctivados por el· ligando que' incluy~"~ receptores 

.. -·,, .. _ 

de hormonas · esteroides, retinoides y tiroideas (91). Una vez que la VD3 se une a su 

receptor, el VDR forma un complejo heterodimérico estable, con el receptor de retinoides 

(RXR.) (91). El complejo hormona receptor VD3-VDRIRXR en el núcleo se une a 

secuencias específicas localizadas en el promotor de diferentes genes hacia el extremo 5'. 

denominadas elementos de respuesta para la VD3 (VDRE). De esta manera logra llevar a 

cabo sus efectos. modificando la transcripción de genes específicos (Fig. 6) (92). Se 
1 fEC'TS ... -:::-·--i .e,,,__ Cu.e"! J' 
f ¿ ¡ r ;, J)-? , .... :~;.-,,_,,T 

..... ~.:l..!r.1 .C.J l·· ;:~-· ] .i:il~ 

ha 
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sugerido también que la VD3 tiene una gran variedad de acciones no genómicas. mediadas 

sin el requerimiento de la unión y formación del complejo entre la hormona y el receptor 

nuclear (79, 92). 
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lcr.,25 (Otl)2VD3 

CITOPLASMA. 

Secuencia Función ele 
aclÍl'UCÍÓIS co11stitutiva 

(§). . Sitio de unión a 
coactivadores 

TIF-2 (GRPI) 
ACTK 

{

SRCl 

~~~ / D_C\ 
03+N-l I AF-1 1 1 Zn Zn 1 AF-2 1 

'-----v----' "----y--J ------------
Dominio 
modulador 

Dominio de 
unión al ADN 

Figura 6. Mecanismo de acción de la VD3. 

Dominio de unión 
al ligando 

VDRE 

DRIP 

La VD3 actúa a través de 1111 receptor i111race/11/ar denominado receptor de vitamina D 

(VDR). Una ve: que la VD3 se une a su receptor, el VDR forrna un . complejo 

heterodimérico estable, con el. receptor de retinoides (RXR). El con1plejo horrnona 

(VDRE). Poste;.i,;rmenie .,_.;; imiu/c,;aé:lívadores o corepresores al sitio AF-2 y junto con la 
' ·.·.' e' '· ·.,,- '·" -, - '•"'. ' . .. 

maquinaria b~;al e:/~ 1ransc;Íp~iÓ11 {MiJJ:; ;e activan genes e"pecificos. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Existe una gran similitud estructural y funcional entre los receptores FcyRI, FcyRllA y 

FcyRIIIA (8, 9, 93). Además de que los ligandos que recono.cen ;son ·prác.ticamente los 

mismos (19), se ha demostrado que estos receptores· cC>nÚenen .mciiivos 1i ~ en sus 

porciones intracelulares. Dado el papel central. de los ffi():;ivdj ~T~ ~~Ji.tr~~s~JcciÓii de 
·, .. : .. \.,~~._ ,-/·>:::~-,~·>?~t .. : ';~,~f.·-f: ~-;:_;-5::;:/;~(:,~f .. ~~ \~:{;_:.)f:·:Z~::~:~ ~'.~:/~: . ~,-'. 

las señales, no es sorprendente que todos estos recepto~~5-~~~liceñfec;inismos;similares de 

transducción de las señales, los cuales invóluc~an 'iosfo'rna6ión dil~~:~i~ ~ :ciÍ~ación de 
º><'.-. ·._:);-',·'.','\;·;·1~i~: "'<.\ .·,.:-; 

cinasas de residuos de tirosina de las familias Src y:ª· la~ Cinasa ~ykJ (26, .• 29): Estas 
', ·' --:_:::;., ·;··' ;) .-'..t:~:.'-:_11'..,'<.~ 

similitudes tanto en los ligandos reconó~idos por ellos,~ ·como<·en.·tos .·mecanismos 
';: . .: .-:·. ·- ' ' -:i " ; ' ._ :,~ ·>'' _,. . . '.-· . 

bioquímicos de transducción de señales; plan'téan la pregUnta 'sóbrci el significado biológico 

de la existencia de tal diversidad de _recepto~es. 

Nuestra hipótesis de trabajo es que. cada• uno de .est6s _rece~tores no: ,;~tá .invariablemente 

acoplado a las· .. mismasc~ías bioquí~ic~s d~· transducció:n (d~ señales,:5¡J1() q•{.e ta ;atUraleza 

misma del mecanis~~-·~~J¡~~i~k"t~~l¿~}~;~;;i~t,.~¿~;~i~~l·~l~s~i~i·~~d:~~ ;~~···~~c~p~~res para 

:::2j!f~~~~~itl*i~i{~~;i~113tk~~!~!d:~t~l~~iJ~.!:; .. :: ~: 
::·,::~;~j~:~§~,~;il'it~if i~~i~(,b~h\'i":'.~E:1:ºi:·~~~~ .modul= 

-·' '·. -_o,'; __ ,_;, _ _:-,-~ •• :~:.::~-~-=.:~-"'-.-: J t".:: ---:,•-.=.~_ .• ,.,,_.t.:_\:;¡;·-~'./ ">'.',,-__ :;.< .·~ ··~~;:.~i~:;~·).·''. '• .:~_:_':~ 
De acuerdo a'esta'hipÓtesi~Jt~::c6~posiclón de'tos compléjos cletransdÚcciÓn dé señales 

._, ~:' _-, - ·; . ;::,,·· •,. ,. : : -.~~·;·,'· , - • _e; 

ensamblados a i>anirde t~s fr J\M rosroriiad;;s puede•.Sei difererate dependiendo .de factores 
-:. ,,_e, .;·-,.,·e;·,---.·,::, '~.~". ·-,·.:;·· . . ·;;; ·- -·, , - '' ·-·-.• ··-,·. .·-,.- '",; ,_-._ r.· :' ' .-· ... · -· • ·', 

como el estad'c. 'füncil'.ln~i de 1; célul~ y/o la esti~ulació~ pievia o simUltánea a través de 

estos receptores. 

r---;;:;;;;;;-;:;;-:::-'.:---
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La propuesta de que las vías de transducción de señales que se activan dependen del estado 

funcional de la célula, está .basado en que in vivo, la capacidad de un dominio SH-2 de una 

proteina para unirsi a una'fosfoproteína particular (en este caso a los ITAMs. fosforilados) 

puede depel1ci.;¡: d~Úa;c~l1~e'n'tr ... ció11 'ti:.cál de proteíl1;.s que.·poséen dicho dominio y tengan 
',· • • •• • ••• '. :·,.' {_ <. -··· _.,_ .. _. - ·-. • ;. - ••• ~-;:, ' •• • ····_,: • -: •.:;; '. _ •• ' •• - --- • -- ,···. ,_. -·· ,. • ;•. - - - ,-, -, :· .-: • - ·- •• ' ·- ·- -- - -

ta capacidadpo•~~~n.~i~i··~a;~··~~rticib~i:é~.I;i~?~1;~~a.cig?,;~º;::~~\~·~:;.~~f~~~;f~~~~·~aJ::ff~.6ordar 
que las interacciones entre los motivos IT AM rosicinladós y proteí~as con• dominios SH-2 

no son absolutas: en células deficiente~ ~6 ~~~ ~~nás~ el~ la' ;a~~Íi~~~;~: ii;~s mi~mbros de 

la familia pueden sustituirlas. Se ha de~C>~t~~::'ta·~:~Jitci&n ~¡}"~iÜ1l'.·~~.;~rir~lo"menos 

::.::·,:=,.:,:·:~~:~ :·::.:.:::~1~1·~~J~:~~J~~J~f ~1¡¡"ff;:~Jt.;,:: 
acoplarse a distintas vías de activaciÓ'ii.! :Ej~~~1C,~ ~e~i¿nt~~~nte publicados .de estás son los 

trabajos reportados por C. Gon:Ziít;:z•(i J:Sru.;.,.;~a, donde Lyn y Fyn parecen activar vías 

diferentes dependiendo del nivél d~ 
0

e~·~resión de distintas proteínas capaces de asociarse en 

el complejo de transducción. Así, estímulos como citocinas y hormonas. al afectar los 

niveles de expresión de ciertas proteínas, pueden modular indirectamente la activación a 

través de los FcyRs. 

Se sabe que las funciones efectoras mediadas por los receptores FcyR en células del linaje 

monocito/macróf"ago pueden ser moduladas positivamente por diversos estímulos. como el 

inteñerón gamma (INFy) y el LPS. El aumento en la intensidad de las respuestas no puede 

explicarse únicamente con base en el incremento del número de receptores que expresa la 

célula, ya que es posible que también intervengan otras.: proteínas cuya expresión es 

modulada por los agentes activadores. 

r 
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Por otro lado, un aspecto de los mecanismos de transducción de señales por receptores de 

membrana que recientemente ha recibido una atención considerable es la po_sibilidad de que 

la· activación ·a través de un receptor particular S(!a modulada por activación simultánea de 

otro récépl:o_r,. sobre todo al ser cada vez rn.i~: eJi~ente que receptores -distintos ~tilizan vías 

de activación similares. . . ·. 

Aunque el mecanismo de transducción dé señalé~_p~r-'é1 C~ nci se conoce completamente, 

se ha demostrado que la activación de este recepto;-~i~duce la activación de la cinasa Syk 

(26, 29), la cual es esencial en la transducción de señales por los receptores FcyRI y FcyRll. 

Además se ha postulado que la interacción entre -el CR3 y el FcyRIIIB ocurre a nivel de los 

dominios extracelulares, por lo que en vistá>,.de la alta homología en los dominios 

extracelulares entre los distintos receptores FcyR.;: es posible que receptores FcyRs distintos 

del FcyRIIIB interactúen con el CR3 de una m~~~ .. ~~similar. 
Los antecedentes descritos anteriormente s()~;~'i?p~rticipación de Syk en la diferenciación 

celular (70-73, 75), el papel imprescindibl~ d~ :~;binií:sa Syk parn la señalización a través de 
--~ ·-" 

los FcyRs (26, 28, 29), la identificación deS:~_~f~~Jt_)t~e:~7\~~~j~i~~~tn,uti,li~~~: por las 

integrinas lh (76) en células monociticas (77)'.y)a existencia de~unacoopéación funcional 
'"'\' --~;~ :· .. - -/;";• .,. ~--

entre los FcyRs y el CR3 (58-62), nos llevan a p~~~ht~fub's ~¡ 1ii'.·c~ctlv~b'ió.:Í d¿ s;i:.- durante· 
: .. '.,~-o;:;:<~~"'"·:,;-¿.;,:::: c·-::-~-"<;f--:""~ {.;:: ,:;~\~ i''.'-,...:'-' -~·,io-c~~; 

la fagocitosis de microorganismos o partículas;i- cubiertas ' éon • dif~r~ni~~' ~~;oninas 
'-: '-: ; .. _- ,·. •'. . :.~: .. :. '< 

(anticuerpos IgG y/o fragmentos del co~ple"1e,;to éomo C3bi) es igual en 'células 

monociticas en distintos estados de diferencia~iÓi1Jmaclur~-ción. 

r 
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HIPÓTESIS 

La activación de proteínas involucradas en la señalización de monocitos mediada por los 

receptores FcyRs y CR3 es modulada por el gradode_diferenciación c~lular. ·· 
. . 

OBJETIVOS: 

Objetivo general 
' .. -: ~ 

Conocer si la agregación de los receptores F:crRi~:F,-éY~{yC::R3 :durante-la diferenéíación 

celular modulan el estado de activación de la proteína cinasa Syk. 

Objetivos particulares 

l. Determinar el nivel de fosforilacíón y el estado activación de la proteína cinasa Syk al 

estimular células monocíticas THP-1 a través de Jos receptores FcyRI, FcyRll o CR3. 

2. Determinar si la estimulación simultánea (l1eteroagregación) de los receptores FcyRI, 

FcyRll en células monocíticas THP- 1 inducen diferencias en el nivel de fosf"orilación y 

activación de la proteína cinasa Syk. 

3. Determinar si en células diferencit11/1is la estirnulación simultánea de los . receptores 

FcyRI, FcyRII o indivudual del CR3 inducen diferencias en el nivel de f"osf"orilación y 

activación de la proteína cinasa Syk. 

TESIS e:_:;¡ 
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MATERIALES y MÉTODOS 

Reactivos y anticuerpos 

El suero fetal bovino (SFB) y las perlas de proteína A-sefarosa fueron comprados a GIBCO 

(Grand Island, NY). La Vitamina 03 [Ja.,25-dihidroxi-vitamina 03 (Ja., 25-(0H)2 03)), se 

compró a CALBIOCHEM (La Jolla, CA). La albúmina de suero bovino (BSA) a Sigma (St. 

Louis, MO). Los anticuerpos monoclonales anti FcyRI (32.2) y anti FcyRll (IV.3) humano 

fueron purificados en nuestro laboratorio a partir de sobrenadantes de los hibridomas 

correspondientes obtenidos de la ATCC. Los fragmentos Fab ,fu~ron .. preparados de estos 
·'.:,,. :>. 

anticuerpos utilizando el estuche de reactivos Immunopure®''ÍgG_Ji,:Fab·y F(ab)'2 (para el 
..., , ... , .. - ·.>' 

32.2) o el IrriJTlobilized Pepsin (para el IV.3), ambos\:o~~:r~~-.;'i:~ ~¡-~~d~. Los anticuerpos 
" . . . " .... ~t··,.' '~··<~<t";, '·,-·:::~,_::~··''::~t.···""·· .. '-·. ,,; 

anti .. Syk. (sc..:573)/ anti.·.· PTJ>I • (sc.:.2s1),.c anti fro'st";;,ti;C>5iriáfPx.::2o'\;(SC-5()8) y . anti 
,·.;·'· •,'; ·''· .- ' ·vi;,;::«"\;::.·;-'. •,'.·";:. /,~.>-;'-.• • ''/•'" :. ','.<·,: :.:::~:{:.''.f ;•·• ) <~~ ,·• .. ,•¿. ·'~ ,·',:;' 

·a ·: Santa CÍ-Uz 

fue amablementé donada,;por la:¡Drá:CJan'et:Oliver :de.:1a:Universidad de Nuevo México 

(New Mexico-Albuquerql1e).iEI ÁTP,~y-~32 paja l~~~nsayos de dnasa se obtuvo de New 
::·· .. ··-. ::,-:; :·:--­

England Nuclear (Newton, Massáchusetts). 

r 
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Los reactivos para el aislamiento del ARNm y el RT-PCR fueron comprados a GIBCO­

BRL. Inc. (Gaithersburg. MD) y Sigma Chemical Corp. (St. Louis, MO). La enzima 

polimerasa de ADN (Taq) a Perkin-Elmer (Branchburg, NJ). 

Citometría de Flujo 

Una suspensión de 0.5 X 106 /mL de células THP-1 en PBS, con SFB al 5% y 0.01% de 

azida de sodio, fue incubada durante 90 min con 10 µg de los anticuerpos anti FcyRI (32.2), 

anti FcyRll (IV.3), anti CDl lb/CR3 (2LPM19c), anti DNP lgG1 (2C5) o lgG2b (4F8) a 4ºC. 

Después de lavarlas lavadas con . PBS; se incubaron nuevamente_. con o'.'45 ;µg¡ffiL ·. del 

anticuerpo anti IgG de ratón, conjugado con FITC por 90 niln · a;4ºb. ~~ la~~fon. 
,~~·,. '-~ ~: .. ~- ;' :: :,~·;::,:·~ .. »:i:>~:=.~ _''. ::.~·:·)~ 

posteriormente fueron fijadas en paraformaldehído al 0.3% por 30 ntin y lávadas eón PBS 

nuevamente. Las células teñidas fueron analizadas en el citó~ei~6 de au"j~' (FAC;can 

cytometer, Becton Dickinson, San Jose, CA). 

Cultivo Celular y dil"erenciación i11 l'Ítro 

La linea celular THP-1 fue obtenida de la A TCC .'y· mariienida' ·en. nuestro lab_oratorio en 
.... · ;·,,: .·.-.· ·_:· . -: •' . . 

medio de cultivo RPMI 1640 (GIBCO-BRL) ((irand I_sl~riclj "NV); s~pl~frie~t~dC>, con 10% 

(V/V) de SFB inactivado por calor, too'¡lni\(é!;;· plriJ:v~to'de sodio ~'en ¡.;_;;;;dfo ~~e°~cia.1 

mínimo (MEM) en solució~·-···2~~:dea~inoácidos,/no• ~s~riciales-MEM,';o.Ic~ide-•L-
glutamina, . 100 U/~/ d~ · p~~i~{;':~:iiey '1'¿jo~h~%--~~~-l~~7~P~;~Í~in~-~ • Í.C;;(c~l~j~o; fi.¡~~r~;, · 
mantenidos en un'a. atmcSsre'ra·~~~~~a con •co2 _al-5% a 37°C. La diforenciación fue 

~·.:;:,.-...~:.:., .. ,.,.y·--' ·~;.c.~~.:;_::: 

inducida cultiv¡{~-~~- a l~s}~él¡,la~ THP-1 (3 X 106 células/mL) en presencia de 100 nM de 

la, 25-(()lli~.rij'.¡)'o~•7ih. La diferenciación celular fue determinada por cambios en la 

moñol~gÍa:·ce~~-1_¡;,·•~L ;ncremento en la expresión del receptor tipo 3 del complemento 

(CR3) en la membrana y la fagocitosis mediada por receptores FcyR. 

TESTS 
FALLA DE 

r·-· ··r----, 
'"-''-"..:."': 
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Estimulación celular e Inmunoprecipitación 

Una suspensión de 1 X 107 células THP-1/mL fueron mantenidas en medio RPMl 1640 sin 

SFB por 10 min a 4ºC, posteriormente fueron incubadas con 10 µg/mL de fragmentos de 

los anticuerpos monoclonales anti receptores FcyRs y/o anti CR3 en hielo. La suspensión 

celular fue centrifugada a 15, 000 x g por 1 min a 4ºC, y el sobrenadante rue desechado. 

Posteriormente, y con el objetivo de inducir la agregación de los FcyRs y/o del CR3, las 

células fueron resuspendidas en 1 mL de medio fresco e incubada por 3 min a 37ºC con 10 

µg/mL de fragmentos F(ab)'2 de anticuerpos anti IgG de ratón. La estimulación fue detenida 

con 500 µL de amortiguador-salino con TRIS (TBS) frío y el pellet celular fue obtenido por 

centrifugación. El sobrenadante fue desechado y las células fueron lisadas con 1 mL de 

amortiguador-salino con TRIS de lisis [Tritón X-100 al 1 %, 50 mM de TrisHCL a pH 7.4, 

150 mM de NaCL, 5mM de EDTA, lmM de Na3V04, l mM de fluoruro de fenil-metil-

sulfonilo (PMSF), l µg/mL de pepstatina A, leupeptina y aprotinina y l O mM de· NaF] y 

matenidas en hielo durante 15 min. Los lisados fueron . clarificados por centrifugación a 

15000 x g por 15 mina 4ºC. 
- -_- ·--- . -: - --~ ,- :_~~:'--'--: 

Para la inmunoprecipitación, los lisados anteriores fueron· incubados· por un périoéiC>''de 3 h 

a 4ºC co,n}IC>s:'.:~ti~uerpos anti .. Syk que previam;~~e~~~~!~,{~}.~() ~~!~~r~}1as.&~r•.árde 
proteína ;,A.\5-~f-ª.~~~·f•;Lo_~.·· ímminop~ecipitados fue~ok· en'tonc~~' IÍl;_;aí:Íos, 3 ,;~ec~; con 

amortiguador:..s~~ir1().cOn·}'RIS de'lavado (idéntica composición al. amortiguador~salino con 

TRIS de. lisis p~ro con' :una concentración de Tritón del 0.1 %) y utilizados para los ensayos 
; ·, .. • . .- . ·.>:.-e>.' : ::;_ -

de cinasa'in,.vÍtro_.o··para electroforesis (SDS-PAGE al 10%) para posteriormente realizar la 

electrotransferencia e inmune-detección especifica en membranas de nitrocelulosa (blots). 

TESIS CCN 
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Donde se indica, las células fueron incubadas antes de la estimulación en presencia de 1 00 

µM de pervanadato por 15 min a 37ºC. El pervanadato fue generado mezclando 1 mL de 20 
- -- . 

mM de Na3 V04 con 330 ~lL de H 2 0 2 al 30% e incubandolos por 5 min a temperatura 

ambiente, obteniendo una solución final de 6 mM de pervanadato. 

lnmunodetección (blots) 

Los inmunoprecipitados o lisados celulares totales fueron separados mediante electroforesis 

(SDS-PAGE al 10%) y transferidos a membranas de nitrocelulosa. Estas membranas fueron 

bloqueadas con BSA al 1 % y leche en polvo descremada con bajo contenido de sales al 3.% 
,. ·-.-,·.:·. 

diluida en TBS-Tween 20 (TBS-T) [10 mM de Trsi-HCÍ.::"C~H 7.4). 100 mM de NaCI, 

Tween 20 al 0.1%] durante to.da'la.noche'a4°,C,,~~t~~~~.~s¡~~ido por la incubáción·con los 

anticuerpos primarios:• anti rC>srC>tirC>sir'ia (PY ..:zo):· anii:'~yk'~~~nli s~~·1. en ;j-J3s~ Tl BSA al 

1 % a te~per~t~~~;~~~'.~;~~~~,[~~{~t!~.~~~;~~fd'. .. '~~~~.~i~:.~~·./:a;~f}iS, ~#~~ra~as; esias.·fueron 
·.<. "'·: ··;-.- '>'-' .-~_ri"··•>::., '•"'"/'""'-•--:;", '.' __ ... ,,)'~cC·_-, • •- '•';'<'•'"··" '••, ·.~·•· -

incubadas con'Josa~ticuerp~s.se(:Ú~d~t~·~onjugados ~oll pe~o~dasa (HRP) en TBS-'T por 

1 h a tempej~~f~:.·2~~i~~~~-:p~~ii~:d~te~~:i~~:cÍ~1:;la:.~~~~L~~~ quimioluminiscencia (ECL), 
. ~ :.:, 

los blots fue~o~· t:rat~dos con el kit para ECL 'supe~ Sigiial (Pierce) (Eugene, OR) de 

acuerdo a las'. instrucciones de la hoja técnica y expiJestos ·a· las películas de rayos X. Las 
. - - ,- ·: ' -·- . -. . ~ ., . .. 

imágenes· <iigitalizadas de las películas fotográficas u.tilizadas para capturar las señales de 
- - -- . 

quimioluminiscencia fueron obtenidas con el Gel~Doc;System (Bio-Rad) (Hercules, CA) y 

analizadas 'con el programa Quantity One de Bio-Rad. Donde se indica, las membranas 

fueron tratadas con O. 1 M de glicina (pH 2.5) por 1 h a 60ºC con el objetivo de eliminar los 

anticuerpos previamente unidos ("stripping") e incubadas nuevamente con un anticuerpo 

primario diferente. Después de lavar las membranas, estas fueron bloqueadas (BSA al 1 % y 

leche en polvo descremada con bajo contenido de sales al 3% en TBS-T) durante toda la 
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noche a 4ºC e incubadas con anticuerpos primarios y secundarios y procesadas corno fue 

descrito anteriormente. 

Ensayos de cinasa in >'itro 

Los inmunoprecipitados obtenidos corno se; describió. anteriormente;: fue~ori incubados en 

:~º;: ºd::·:::ª~:::i:j::r~·:ri:~:r;;z:z•-tr:~1ill~F~:y~~~~e~~r~t77:::i (p: 
•;_··:' . . ;.'·:::<· -~::::; .: ,~"J.:";'"·.·:;'.'.:.·~<-' . ,·J' .. •. 

ATP-y-32P y 2.5 µg/rnL de MJ:lP] p~_r 10 mina 37°~. Elsobre.~~1~f~e·-~e ~~¿:.;l~ct¿ para 

electroforesis._ ,, _ .~ .-~.-: :;• -··-,_-; '\ ---;;:':_ -<· 
Los inrnurioprec¡pitados se lavaron_ pór sepáiadó 3 veces con '-1- íriL: cie' buffer'de~ cinasa. (sin 

A TP-y-32P)'.,:P6st:ri~rie~ie.Í~s• i;:,m.¡nop~edpit.idi;·,y el s~~r~nadante-~~1-en~~;:Jde cinasa 

fueron heNid~~)~:.;-~~;u¡ió~:; á;Tíortiguadorá_ .• d~-mj~~tr~-~ (~b~~~ A~E)~·y 'soineti~os a 

electroforesis •• C~~~-J>~dE•• al 12:~~)04~'s ~:Jés,:i~a•'Zez se9; ~:r6'~ ei;~~st~-s a - 70ºC 

::.::·;:~zt 1r:~~%¡f~~·~~!H,~s~;~,;".t1~·~·~~;~;~1i~~;,~,i~1,J>'· 
Eritrocitos de J¡¡~~¡;~~~tifa~o:s ~~2~1~Lm~t~~1~:n~;.i~~t~hidos en solución de Msever: 

dextrosa (2:05 :%):-Jitrat:-~e:sodi';; (O.~---~);{~if2fJ(~'.!~ ~~\'tcidó citrico (0.055%), agua 
L ~- .,~::: '~~'º' ~,,. ";, '.;; -~ • 

destilada {100.0 .%) a4ºC hasta el mome~t~'{cle.~,sei:iitilizados. Posteriormente. fueron 
- .:.:;::-- -· ··+ - - .- -- ~-,_=-:i~~~-~·:;1:~:~.;~.-~h~-~'.i::-·--J-'..-_,_ -0"' -- -

lavados•--co_n;•_DGVB y sensibilizados .c~':1¡'.'.~'7i~R);_:?.4,6~trinitrobenzensulfónico (TNBS) 

(Sodium salt, Kodak). Un rnL de eritrocitos- l:ie;'~arnero sensibilizados y empaquetados 

fueron incu~ados por 10 min a temperatura ambient¿; con 12.44 mg de TNBS en 7 rnL de 

solución amortiguadora de borato en agitación suave y protegidos de la luz. Los eritrocitos 

fueron lavados dos veces con DGVB+ y una vez con medio RPMI sin suero fetal bovino. Se 

adicionaron 55 µI de una suspensión de eritrocitos de camero al 2% en RPMI a cada pocillo 



de una placa de ELISA de 96 pozos con fondo en V que contenía 100 µI de una dilución 

(1:2) del anticuerpo anti.:.DNP 4F8. Las placas fueron incubadas a temperatura ambiente 
- •' . -· . . . . . 

durante .90 rnin. El t~tulo~de hémaglutinaciónfue _expresado como la concent~ación más baja 
: ', ~-~· 

de anticuerp.; 111,onc)~i~~.~}. ~~.ti-r,>NP.4:Fs q~e prÓdujo agh.1tinación visible. La opsonización 

de -eritroéÍto'~: d1.{:C:ar:riel:a:'é:or1 IgG if;.ti;oNP, )be tie~ada. a ~<::abo -incubandÓ \íni suspensión -al 

~:d:~~1ff ~~~ti~J~;~~t1~.rc1:~~:t:.:t~:~;f 1~:li~~~tt:: 
centrifi.agaciÓ~. ;~~~j:~:1]{1ff ~t1!,:~;~~~76%1;~~tis,:~;¡~'i~~~ba~1n)3~~il:~i~:~it~~f~ ~t~f 6s0~~ de 

células TliP.:.i ~'/l:í'i'tl! :concentrac1on''de ;;JXIO /rriL; con'.:.60}µ18 deteritroc1tosó•.de· carnero 
, . ·~:0,.'. ~ -'..;' .''.·. i';:).(· .'~ :; ,·.~._;::>_;;,-,. -~j;~.: .. ·. • .. ···:\~~:: (>.;.~·'.:<· :•;-~;"\~ ; \.·~~-,·/ e, ( •!"f:,~:J;::~ ,.;~';·,_, :il'?'.'iC~·~ '•' ''l ':' 

opsonizados o'no.opsoriizados coriantfoúer'pos anti-DNP_'J>or; 2 h'a 37<>Cl'-en'incubadora con 

ambiente ltú~~~~·y ;~ de g();; .. • .Posi~rio~;~t~ •• i~if'c~l~¡·~-~··fii~1~~1;~~€~~~~}~~~ Jé~es co~ 
PBS para ~li~nar los eritrocitos no unidos; Los eritrocitci{~2 ;h~~;J~;i~Ú.;7s fuer~ri lisados 

con PBS al 0.2% por 30 segundos. Los ensayos de fagositocis fueron realizados por 

triplicado. La ingestion de eritrocitos por células THP-1 fue examinada utilizando un 

microscopio de luz. Los resultados se expresan como el índice fagocitico (número de 

eritrocitos ingeridos por cada 1 00 células) 

Aislamiento de ARN, transcripción reversa (RT) y reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR). 

El ARN total de células THP-1 fue aislado por el método de un solo paso, basado en la 

extracción con isocianato de guanidina/fenol/cloroformo utilizando TRlzol (Gibco-BRL, 

Grand lsland, NY) (95). La concentración. de RNA fue determinada por absorbancia a 260 

nm y su integridad fue verificada por electroforesis en geles desnaturalizantes de agarosa al 

1. 1 % en presencia de 2.2 M de formaldehído. El RNA total fue transcrito de manera reversa 
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(RT) para sintetizar una cadena sencilla de ADN complementario (ADNc) (96). Diez µL de 

la reacción de RT fueron sometidos a PCR con .el objetivo de amplificar simultáneamente 

los genes FcyRI, FcyRIIA, FcyRim;·~Fc:yRIIC y actina .13. El ARN mensajero'del gen de la 

actina 13 fue utilizado como un contÍ'?l.;inÍemo en el proceso de R:T~PCR: La secu~nda de 
:.o.::>:~-=>-::0-'.' .- --"~ -

los oligonucleótidos (templadosY:especÍticos utilizados para la ampHfic::ación se.muestran en 
... '-~>-·.; .. ·:!}'..~ i~>~·_::>~ ;~·",-.-_:,; 

la Tabla 3. Los 50 µL de ¡;a· ~e~c~ióll de PCR incluyeron: 10 µL de ADNI:: previamente -.. ·,-... - _,, .. _ ... :;.;:-:· ,, 

sintetizado y 40 µL de una 'mezcla que contenía 20 mM de Tris-HCL (pH 8.3), 50 mM de 
• • • •• ··: - • ': .', - -~-- - - _- •• 1 

KCL, 1 mM de MgCL2, 0.2 mMde cada nucleótido (dNTP), O.S. µM ~e cada templado y 

2.5 unidades de la enzimá polimerasa de ADN Taq. En :, todos los experimentos se 
r;':',.,. - . 

incluyeron controles nega~ivos. sin ARN y con ARN no. t~ans6fi1.c:i; Después del paso inicial 

de desnaturalización a g5~(: por 5 min, se llevaron a cabb\Jo 6i~Íbs de reacción de PCR. El 
.. ·:<·-Y:'.> -~ ·_·:>::,.',"- ··:--·;>.: 

perfil de los ciclosde'a~plificación para todos Íos g.;;.,.;s:·fü;;)de95°C/I min. 60ºC/l min y 
'.:,,-;·· -~::¿,,::/f·::· --.~;i¡ --"_--;.:;-:: --~·,:;:>,,,- -·-

de lo.s PCR {25 µL) fü~ron .sep~fado.!i eh geles de• agaro:Sa: li12cy.. y teiiido~' con bromu~o de 

::::~~~~r~~ri~l~~~?i~~}~~t~~t:lt~~~~titt:: 
Las imág~nes

0 

füe~on~c!'pt~~l.ldas ccih;'lin~;scan~erf($c'ar1;:Jet\3cY ~ewlett-Packard) •. y la 

intensidad •de• ~a~a:~¡~llcl·~:' ~e';cH:ir.it~fif¡¡d:ª .•• ·~~~~.~~~'~:~.•. ci~;:~I}_programa Scion Image (Scand 
'•'··;4-

Primax 600p,' Colorado):{ Los nivél_es ·.a~' exp~esióiúde )os FcyRI, FcyRIIA, FcyRIIB y 

FcyRIIC fü~ro~ n~~~li~~~os ~~A~e~~·ecto aln;:~I de e~~resión de la actina 13. 

r-
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El análisis estadístico de los datos se realizó utilizando un análisis de varianza (ANOV A) 

de una sola vía, seguido por la prueba de Student's. El programa Prisma 2.01 (Graph Pad, 

CA) fue utilizado para calcular los valores de probabilidad. 
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TABLA 3. Secuencias de oligonucleótidos (templados) específicos 

Receptor S: sentido Secuencia 
AS: antisentido 

FcyRI s 5'TGAATACAGGGTGCCAGAGAG 3• 
AS 3'AGAAGTAAAGCTTGCAAACCA 5' 

FcyR IIA s 5• CACGCTGTTCTCATCCAAG 3' 
AS 3• ATTCCCCTCTTTTTGTCATCC 5' 

FcyR IIB1 s 5• ACAACAATGACAGCGGGGA 3• 
FcyR IIB2 AS 3• GGTGCATGAGAAGTGAATAG 5' 

FcyR ne s 5'TCCATCCCACAAGCAAACCA3' 
AS 3' TTTATCATCGTCAGTAGGTGC 5' 



RESULTADOS 

l. Cambios en el nivel de expresión en membrana de los receptores FcyRI. FcyRll. 

FcyRlflA y CR3 antes y después del tratamiento con VD3. 

Para caracterizar los cambios inducidos por la dif"erenciación in vitro con VD3. decidimos 

primeramente examinar los cambios en el nivel de expresión en membrana de los 

receptores FcyRI. FcyRII. FcyRIU y CR3 en los monocitos THP-1 antes y después del 

tratamiento con VD3. Las células THP-1 en medio RPMI 1640 con.SFB. al 10% fueron 

incubadas con VD3 (lOOnM) por 72 h. La expresiÓn ele fos re.;~ptores:FcyRI,>FcyRII, 
:.! .:~>--- ~;, >-;·, ';' -,· .:' ·' ~, 

FcyRIII y CR3 fue evaluada por citofluorometría utiliz;.~do l~~;~i~ii%{.;;~~·b;"j~'.2~ Ív.3; :3c;s 
~ <;<•::<;'.'~ e' ~':l:· , -~·- '·: ~\-• ~,.. 

y 2LMP19c específicos para los receptores FcyRI; F.:yRII; FdyRIU.y.cR3';;·respéctivamente. 
" - . . -:., . . - .:- ·':: -· .... ---. ·-::-¡:-;·, :·;_ -: .,._ /·.:~'-:-"-<,--<-;:~~--:e-. ; .. _~,_:"-.. ,,::;. , ... 

Encontramos que en las células no tratadas los. recept6res'FcyRI Y'''p¡;;;rui !s'e':e:;.c¡:,;~~an en 
, ~<- - ''.:":.''.;::· ·-"·--·': .. '::( ~·'s-;, .-· -

niveles similares (valores de IRF entre __: 1 O~ y ,2' )()2 );.&ii.'.~7 ~ . ~). frnie.nt:;as , cjue el 

FcyRllIA no se expresa de manera consÚt~tiJ/~~.'.i1t~~ .c:~·.·~·~.s dié;tb;.~~.~~iata~iento 
. '-'~-."-::.- ;~C.'.)~:.-;~:-> -· i-<,:; . ,_ : .\. :· - ·:/' :~: '>_e>• -:.:.L --

con .VD3 por 72 h no altera de maner~·sigriifi~~ti~a'i~'.'e~p~esiÓ;..en n:'.¡e~b;a;'i?l;d~ ninguno 
·'~ ·~.~;~~:; ___ :~~.:;:~: )~: ~ • . :;'· .. ; ;-;;.-~·. ,. :~:.;;~-~-~·~);¿;.,.~:.:·.:~--ji,-'!" -;_;··.:-'."::·~,- ,-~:;-;." ·:;;,; ~-'.;:_-'.";;-;-'._ -·:' -~ 

de estos receptores •. (Fig,; c7 A;;;¡ B;;,i¡:})> Sln ~;emb3.rgo, ··•.··el; trá'.tltmiento; éón '.VD3 /aumenta 
·.- .::,_~,_-:::,~ -:¡'>.~'-~0--(~_):;fd-:.,:.-.--~-f.-Y'.:"::C-~~~-=:;_~{-•_--:.~c:>,-~ - -,:,~~-O;::ó-'--.. __ 7-;~:>"':'~ . ;,~-~-~"-'f~~-.;.-:_'..:-~----0\'~;ó;->.-:,~~::::·o'o:.< -~:::,:o:::.::;:-:'-'··~ - - -

significativamente y dependiellie d~I tiempo el ni"el de expr.;sión .;n la membrana de CR3 

(valores de IRF de - 2XI02 en células sin tratar a - 7Xl02 en células tratadas con VD3) 

(Fig. 7C). Otros cambios morf'ológicos evidentes tales como la adherencia de las células al 

plástico también se pueden apreciar después de tratar a las células con VD3 (Fig. 7E). 

2. Fosforilación de Syk inducida por el entrecruzamiento individual (homoagregación) 

de los receptores FcyRI y FcyRD. 

La activación de la cinasa Syk es un paso crucial en la cascada bioquímica de señalización 

iniciada por el entrecruzamiento de los FcyRs. nivel de 
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fosforilación de Syk después de entrecruzar los receptores FcyRI y FcyRII de manera 

individual con anticuerpos monoclonales .... anti-recl!ptores. Comparamos el nivel de 
-- --

fosforilación de. ~Y)c •inducido por la esti111ula~ió11.de losTmonocito~TTl-IP-:: I . a través de los 

FcyRI y FeyRll con 'diferehtes concei'itra~iones de t~agrilentÓs {Fab '¡je '1os' a:O'ticu~rpo~ anti 

FcyRI ·y a~ti '· F~!Jr suiicie~tes. id~i.•¿;t~~~~~:}~áa~~~C>;,ci~·ÍÜ;0:~~~i~'~f é:~~~\Ji~~;;; ~or .• el 

entrecruzamiento co~·fr~g~~nif;i~<~.~~.·g~~····t~:ti~i7r~:~~:·~~~~\;~~~;'~~i•c~fa~~.· .• ~~~~.·:~~undC> 
anticuerpo entrecruzante. Desptiés de la. ei;ti~!Jlación p()r lói;,.tiémp()S indicados, las .células 

fueron Iisadas, Syk fue i~t~~g~~~i;¿i:~rdit\':(:~~· ~~~¡~j'~:i%6~{.'J~f¡ ~~~J·~¡; ~~··.c:~~ti.~ades 
equivalentes de proteínas· de·1~~'iis~é!¿.;;;v;1~s·:;:~i~~1~1tclt\fa:;iii~1a~i~~;hieE:s}'R• füeri:m 

.. -,· ... :·,,_ ·,~; . -.... ~- -

determinados mediante inmlihoblots ~~~iÍosf~ti~~~i~~'.·~?:~~~~.lii~~~;.;d~ 1 1~ fi'~~if~X:Y B 

muestran que 10 µg de los fragmentos Fab de 1ds.anÚcúe;.,C>s prlmários (ai:iti FqR.J y. anti 
··::.,¡., 

FcyRll) y de los anticuerpos secundarios (fragmentos• F(ab)'2 anti IgG) y 3. min de 

estimulación son las condiciones a las cuales se obtiene ~.·nivel máximo de fbsforll~~ltm de 

Syk (Fig. SA) y del total de las proteínas que se fosforilan en residuos de ~iro~l~~·d~·~pués 
: . ~ . . . ·~· - .· ·~-' ' 

del entrecruzamiento de los receptores FcyRI y FcyRII. Encontramos. también• qu.e el 
: ,,_" ~: .:. ::-- . - -- - ~- . ~o:-.o -. 

entrecruzamiento del FcyRll induce niveles más altos 'de fosforilación de Syk, que el 

entrecruzamiento del FcyRI (Fig. 9A); Las .diferencias encontradas en el nivel de 

fost"orilación de Syk en la figura 9A, no obedecieron a diferencias en la cantidad de Syk 

que fue inmunoprecipit1;1.da,:Yª, que las membranas fueron tratadas e incubadas nuevamente 

con anticuerpo~ anÜ,Syk,plÍ.ra detectar la cantidad de Syk presente en cada carril (Fig. 98). 

La figura 9C muestra la,relación obtenida de la señal del inmunoblot anti fost"otirosina entre 

la señal del inmunoblot anti Syk para cada condición. 
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3. Ef"ecto de la dif"erenciación con VD3 en el nivel de f"osf"orilación de Syk. inducido por 

el entrecruzamiento individual y simultáneo (horno y heteroagregación) de los FcyRI Y 

FcyRII. 

Se ha observado que la actividad de Syk puede ser modulada por la dif'erenciación. Un 

aumento de su actividad ha sido detectado en células monocíticas lil..-60 inducidas a 

dif'erenciación in vitro. Para determinar si el tratamiento con VD3 af'ecta los niveles de 

fosf'orilación de Syk inducidos. por la estimulación a través ~e , Jos FqRI . y FcyRII, 

comparamos si· e1.t;at~¿;;.~.nto.~so~'.L~f;~úbc>_~ por~?~ k~{~~i~_}:ª. ~~~.~~~1;~iórl,de Syk en 

células THP~ii; ~:Sti~l:ií;;:ciit's i 11-;;:v~~Tcle'i .&.;;tF<:Yru; y F'2YruliTE~á;;:;illiún'ó!i:.í)~i.:nero . si . el 
, ... !''··.; .--:·,, .,, :'·~---~';;-'~,:~·;' .• ,~-·-t ,,.-.- .. ' '"\- .•. -··" '-~-:~,;_~· 

::::;º,~~~~f¡~~i~fu~~~,~~¡~~i*!t~{~~¡j·~;~~~~~~~~f ;::.:;:: 
con VD3. Los·resultados:.mostraron un mcrernento (de'ap~o.ximadarnente, 3. vec:~s)·en los 

niveles.de, s;k_·~~~~~,d,{e~'t,{~-~Ni~~€f !'.~:-·f~:2~j~!?~ .. ~~--f.~tV~~~~~-~-~~~·&;;~ . (Fi!;. ,,1 o); 

Posterionn~ni;;~·.·. :'P:ro;;;;c1¡;';;6~{U ~;". '.;~a~iriar; ·: Í~ ·:\fosforilacióf1 ; ,'de ;:;; ~;'¡¿ ] cl~~~Í:'es del 

entrecrtiiám,ie~.i()j~~'.~'{i.~;s~.crii't·i?~~i:~~: ~~¡¿r¡~~;ri~·~yaí:~~ii:;ri·5;;~~~b~zi~fenio. del 

FcyRII •. ¡nd'J~t. un ' niJ~í~; ~~;.~}¿sr¿M~~¡¿f~. in.,:_)·y···"º.:.·.· .. r .... ~ .••.•.... :.T ... ·~.··· J1{Jf~1~~{i~fri~~~W~~=·;~~~p~é~ del 
•··:·:;:.: :',; • .. ';· .. ,'..,:,~\(•,·"/;_'·~~:?Si~?/:;;·.~·:·; ;;,:~~~;·:·~:j;:··Í \';-; .:~;: ·· v -: ·,e",,. :\'' 

entrecruzamiento .. del • ¡>eyRI(Fig;,;s):·:'.EI 'entrecruzamiento 5¡n,¿¡·tá'i{e~·1í'.Í~ a·mb~s· receptores, 
_ _ --:_;:~~ .::- .~ -_,,>;~: ~;~~;-t~-,~~-~;:~~ -~~~/~~~~~:x_~:~~:-~;rr:~--~;; ~)~~-;,_-~-:~7,~~ ~~~;&~1-~~;~~ú:~i±~t~:.~~:~~~:{~j~~:f~~\~ :~~~~~\-~S:-~<~:-~_::~-~:_,): 

induce niveles similares de· fosf'orilación · .. a los inducidos: por>eli entrecruzamiento· del FcyRI 1 
' - ,_;y,~.:.~ :~·:~;·:··-.::·:;\-~ -~::·'.: .. ··:~·_,::-.--:·: ~-- .... -·. ., " 

de forma individual (Fig. I IA, c~rriles 3::Y;.!,~).: ·En 1(;·5 )nmunoprecipitados anti Syk de 

células tratadas con VD3, el tratamiento ind~¿~ ~~ i~~r~~~~~~ en tos niveles basales de 

fosf'orilación de Syk (Fig. 1 1 A, carril 5), mientras qu~ el e~trecruzamiento del FcyRI induce 

solo un ligero incremento de esta fosf'orilación (Fig. 1 1 A, carril 6). Sorprendentemente, 

después del entrecruzamiento del FcyRII el nivel de fosforilación de Syk disminuyó de 



f"onna significativa comparado con el observado en las células no estimuladas y tratadas 
con VD3 (Fig. l IA. carril 7), En' ese mismo experimento el entrecruzamiento simultáneo de 

ambos receptores FcyRI y F~,itfl resultó 7~un ltlayor nivel de fosforilación de Syk que el 

observado por el FcyRII de rorina'in~ividÜ~l erl~i~as celulas tratadas con VD3 (Fig. l IA.' 

carril 8). -0{::, · · .~,,.··:e··, ·'~.· 

:::~::::.:::::;¿~¡;~i~~¡~~~~~~:;:~;;r.:~:~:::: 
niveles de fosforilación 'd~ ;Sylt ~~~~j~f ~i~i;,_Í~~;:~~i~~tt~~;·dJip~~s :á71-~rit~éc.:J;;,aO::iento 

::1 ~:::1:.:;:tJi:~f q,~!K~~i¡~~~~f~~¿~K~11;~~i~"cjf;fu~;~;:::. 
nivel de fosr~rií~ii;,d~e,;~~tx : y ',_;, ,, '· ' ~t '.~}; / ' : '· •' .... , ' ); ! :K/' ,;,' . F . ·. ' 
Finalmente.y co~'~i ~bj:tiv6 d~ 'cib~:1~~--~te~i~~¡~'d~f .. ~¡;;01~6ii~·~t·n~i~' lbs r~~~ios. en el 
nivel de ;~~forila~ión de Syk y su' ~~tiiic1·r~ :r·~~~~:~ii~~;:~~~~'in~~c)~'iH~i0el 'de. activación 

. ' ' -~~e:~~}:':".< :.-_~:·_:~~~. _;.'.'.'>.C·i'..-'~ ·'-·"'"·~' ~:~:· •• :~}i'{;¿:::·:~'·~·\ ~:,.· -~-~·~.. e ~ ~:!.t- ·+~·; 

::rit:y:~ ~::e::::d:ºs:r:t:t::~d:~~];'i:~E.t~1··i~~JI~fif~~I~ir~2~t!1i~~-~~!~:~ 
;.:"·.·· ,,.,.'" -··,, •t •. -,'<:',;·:~-,·'.::-. ';-:·.'.-"i-':• ::~~.-.;,. _ .... _ ;_4 ~-~ :, 

células no· tratadas, el entrecruzami~~~i;f i:Cr:~~,t~~~~~~~'~fr~~s • riivt~~s'~.e'.1~Hf~~}Ó~ .·.de 

::~ilq~~- :ne:::e:::::i:::t:di]~i~JJL:f2~!1~!ff if ief f ÉI~[¿~~~r~f~~~~l~~;F~:· ~:~ 
fueron mayores que los de las céllllas ne; t¡ataá~s.f~n"est3.s ¿:~1üia.s,}a.·estimulación a través 

··J._~-~:~,:~>;-;,;(.,:>-, -

del entrecruzamiento del FcyRII indujo niveles de acti~aci6;.;3i;fe',Syk. menores que los 
, .. , ·.:, ·- - .·_.e. , '-·· , 

niveles basales de fosforilación detectados e~ la~ células no estimuladas (Fig. 12, carriles 5-
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8), después del entrecruzamiento del FcyRI (Fig. 12, carril 6) o después del 

entrecruzamiento de ambos receptores FcyRI y FcyRII (Fig: 12, carril 8). 
- ce- - ·~ -,-,-_. 

Por lo tanto; rñient~as encélulás THP.:1 no diferenciadas ambos receptores FcyRI y FcyRII 

inducen fosforÜádÓn ); al::ti:.i~ciÓn <de . Syk;' d;:,spués ··.ele I~ diferenciación .. inducida por la 
,::_, ' ;:.¿. ' ~ "-~-'-' -~ "-~-~-~·.· , 

VD3, la r:spuesta' 'a···' la •• esti~ul~~ión . por,· e'I ~Fc,.ÍÜ .,o -el\ FcyRH. es si~nificativarnente 

diferente. ~e~~;~~que la esti:nu~ació~~~rfZré~~~~i·~i0~i'~~~~~~'·~~~~Í~:~~e ;~fa~~la~ión y 

activación de Syk moderadamente mayores que. los niveles observados en las células 

diferenciadas pero no estimuladas, el entrecruzamiento del FcyRII induce una disminución 

importante de dicha fosforilación y activación, comparada igualmente con la de las células 

diferenciadas pero no estimuladas. 

4. La f"agocitosis mediada por los FcyRs disminuye en las células THP-1 tratadas con 

VD3. 

Para determinar si la diferenciación con VD3 afecta una de las funciones biológicas 

mediada por los receptores FcyR, evaluarnos la fagocitosis de eritrocitos opsonizados con 

IgG llevada a cabo por las células THP-1 después del tratamiento con VD3 por O, 24, 48 y 

72 h. El tratamiento con VD3 disminuyó la fagocitosis de células THP-1 en una manera 

dependiente del tiempo de tratamiento, alcanzando una inhibición de aproximadamente un 

35% después de 72 h de tratamiento (Fig. 13). 

5. El tratamiento con pervanadato recupera la f"osf"orilación de Syk inducida por el 

entrecruzamiento del FcyRIJ en las células diferenciadas con VD3. 

Como describimos anteriormente, el entrecruzamiento del FcyRII en las células tratadas 

con VD3, resulta en una disminución en el nivel de fosforilación y activación de Syk. Este 

decremento en su estado de activación, puede ser debido a la activación de una proteína con 



actividad de fosfatasa de residuos de tirosina, que durante la estimulación de las células 

diferenciadas a través - del FcyRII se active y _por_ lo tanto regule __ negativamente la 

activación de Syk.>oeti:rmi,na~os_entonces el e~ect_o decu~;inhibid~r general de fosfatasas 

(pervan3.dat6 de sodio fsob~e '~st~ f~ri6~é:no.c Céli:i1~i ~o i'r~{ada~'o trat~clas con -VD3 fueron 
• . . - : ~ . ",. • - .- ·' ·- ., ·• - ·' , •" " . ' ... <., ..• . • . •. , . ,."; .·· : • •.• '-· '<'· ·: ·- .'. .- •. •, .. • .. ~--e -- . "' . •' .. · '. 

:ª:~sª::1:~:
1

::::::
1

::: ª~rf ~º~0~JJt¡t~~t~~t~~\ci~~~1~~Jtit~~:1:~sas· previene el 
- ·:,'.}:;·.• ~' .. , ' ' : . .,~./~ ,-.~~ -,~ ~"' ' ,.... , 

decremento en el nivel de_ fo~fqfí1,a~'.~·;1~_d<j~y~~~b~~-~~a~~ ~w¿vi~.lllef1te •al -estimular las 

células a través del FcYR.ll(Fig:•14A;?carrií•,'¡)i',Líi re1á'éi'ón'd(/Jaseiial 'delinmunoblot anti 
-~··+~ . .'::.:._ ... :._¡-"- •,.y,~;::_,; ó';:-'i': -,,. ,: .,_ .. · .. :· -

fosfotirosina entre la señal del ifi'ril~n~tii~éa~~i Sykse' preséntá como el promedio± ES de 3 

experimentos (Fi~. 14~)Sii.:;;:,~:el2ob]¡;th~~¡J.;;; ~e~~~tranq~~ el decremento en el nivel de 

::.:~·::'.·~1~·:~,~~f ~;~5¡~~~~r~~~~r1~~=~:º·:::.::.v~: .'. 
mismo experimento a las células - diferenciadas con VD3 no tratadas y tratadas con 

pervanadato y estimuladas a través del receptor FcyRII. Es claro que la fosforilación se 

recupera después de inhibir globalmente a las fosfatasas {Fig. 14C). 

6. La proteína fosfatasa de tirosina SHP-1 se asocia con Syk, la asociación se pierde 

con el entrecruzamiento del Fc-yRll y se estabiliza con el tratamiento con VD3. 

Existen evidencias de que la fosfatasa de residuos de tirosina SHP-1 interactúa 

directamente con ZAP-70 en linfocitos T y se relaciona con la regulación negativa de su 

actividad catalítica (Plas et al., 1996). Por otro lado, se ha reportado una asociación fisica 

entre SHP-1 y Syk y que Syk es sustrato de SHP-1 (Dustin et al., 1999). Experimentos de 

r-~~--:;r;;;;:;:;:;::;--::-~~~~-
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inmunoblots encaminados a demostrar si el tratamiento con VD3 afecta la expresión de la 

fosfatasa SHP-1 en células THP-.1 demostraron que la expresión de SHP:'."l, no se afecta con 

el tratamiento (Fig:15A). C()n el objeÚvo de, exa~inai- la probable ,asociación, Syk/SHP-1 

en células THP~ t~o trai~d~~ ;·~:~~t~da~ •¿º~. vD3'. <l.;t.e'r~ill~~º~ la ~resco~ci~ d.;. SHP-, 1 en 

inmunop~e¿iplt'~cl6s· ·~~ti i·~;1<)~i::l1° c~lti1~~· .i8P~1 • rio :¿sti;Q~1itci~s~·ha~. un ciertC>· g;ado de 

coinmÜno~·~~=~i·¡¡~¡6:".:::~~:(j,;~~;i',"t~:~~;:,~,~;{'.;~¡;~~}Í~~~~~;~~~~;;i •.1 ). ' :~·¡,espués ···del 
-·~- ··:),_" .::;:·~· '-·=·.'.-''",F/)':~·~.; .. ·-·.i·_,,,~",.>v·:-· ,_. ;.:.. - .- · - •'" -· "! • . - •. 

entredruzamierit~.;·~~}S~%ci1;::·.~, ~~oci~~'.ófü~~i.;~:~tci~' ~·~i~~ri~~~ sig~¡fic~ii~a. (Fig. 15 B, 

carril 2): EÍ, ~~~~i..~ii~í~·:(t~~·as i~~~~!.€~U"~t::;~3 (~~<;:2 ~~ .~.'.~~i~~~e ii~er~méllté el nivel 

basal de a~o~i~cii§~:'<le'.;~~~f i {b~J~cti¡:~:i(<J'i~;i}S·s,;J~~i{ -~?·>.~idy~,mbi.rg~, ;~.~~~:~;~;,. •,·d.el 

entrecruzíuniento.., &e~. FcyRnl no solo .•. la asoéiaciÓn '.se{mantiene; sino. qÚé Ul'l'a·~cantidad. 
"..:- ':'~:-.. :··;_·-·/·:_:··:-,~'-\f· :-.:o:- L·~' '::'~(f:·.·.:;.: ·:i, -,,.-.·· "··;.:..'. 

mayor .. de SHP,-1 '<is éoin'munopr~cipitada éoh' Syk.' {Fig/ l 5B; éá.ITiJ .3 y" 15C. carril 4). El 
•• t • :.; ; >o •• -: • .-,,:·· ': '---.~-·"· •,')·~·~'."-' .¡· : '- ·-.r" ··:~'~;:: :::.:.::.~'-.~-. '"; \J". ·-. 

grado de. ~s6di~~iór.·c;,:.1;~ sfu>:1'y 'syl.:;·~h.cé1li1~s i!~;i~lii~ti~~.· ~·.1rilvés ·c1.AFc,iR.1t;• parece 

correlacionar de ~anera inv~-~s~ con el ~ivel de fosforilación de Syk, es decir, en células no 

tratadas el entrecruzamiento del FcyRII resulta en un alto nivel de fosforilación de Syk (con 

·una muy pequeña asociación con SHP-1). mientras que en las células tratadas con VD3 el 

nivel de fosforilación de Syk es bajo y su asociación con SHP-1 aumenta (Fig. J 58). 

7. Cambios inducidos por el tratamiento con VD3 en el nivel de expresión del ARNm 

de los receptores FcyRI y FcyRll. 

Los resultados descritos anteriormente demostrando que en las células THP-1 tratadas con 

VD3, el entrecruzamiento del FcyRll resulta en una disminución en el nivel de fosforilación 

de Syk. y que este efecto pudiera estar mediado por la activación de una proteína con 

actividad de fosfatasa de residuos de tirosina, pueden ser explicados también por el hecho 

de que el tratamiento con la VD3 induzca. un cambio en la expresión relativa de las 
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isoformas del FcyRIIB vs FcyRIIA. Es conocido que las isoformas del FcyRIIB contienen 

secuencias ITIM en su estructura y esto le permite tener la capacidad de reclutar a la 

vecindad de los IT AMs fosforilados a proteínas con actividad de fosfata que contienen 

dominios SH-2 en su estructura (SHP-1 y SHP-2), así como a fosfatasas de lípidos de 

inositol (SHIP). Para examinar esta posibilidad utilizamos RT-PCR semicuantitativo para 

así determinar si el tratamiento con VD3 por 72 h modifica la expresión de alguna de las 

ísoformas del FcyRII. Los oligonucleótidos específicos (templados) utilizados para 

amplificar el ADNc de las diferentes isoformas de los FcyRI y FcyRII se muestran. en la 

Tabla 3, asi como el mapa fisico correspondiente a los diferentes transcritos (Fig. 16). 

Un producto de la amplificación de 439 pb fue obtenido correspondiente al transcrito del 

FcyRI. No se detectaron cambios en el nivel de expresión del ARNm del FcyRI a ninguno 

de los tiempos examinados (O, 24, 48 y 72 h) (Fig. 1 7 A). Dos productos de la amplificación 

por PCR, uno de 441 y de 317 pb corres.po~·dientes a los transcritos del FcyRIIa1 y al 
. • :;::;,~;-- - . .. • ' 'l '"•'"- -, \'.~ '·.·- .. 

FcyRIIa2 fueron obtenidos. No se:C>bs~;<,~r~ndlfe11ecias ··en el .. nivel ·de expresión de los 
-·-:·-, .. ;:.,· 

:::.:~·rg~,~~~~~1~ti~t'.~~~~;~~~41;~~.z;:z;.r,;;,~:: 
respe~_t() .• ~1:'1~J~'é1Y.ernn · ª111pÍificadosd_~~ }.~~~;~,it~~'·.4;~l~~~~·~t~~~,~~.~i~f~jfai.§L5~te~ .ª 
los transcritoi; de' los receptores FcyRIIb1 yFqRllb2'r(;specÚ~a~(.~t.é;·il'ls;bandl'ls et~ 582 y 

-~ :,A,~:,-:~· .. :-; "- ,-;-~~. 

520 pb mostraron un patrón bifásico en cuanto a su ~xp;esiÓn clespué~ del tratamiento con 

la VD3: disminuyendo después de la 24 h de tratamient~ y retórnando a las 72 h casi al 

nivel observado en las células sin tratar (Oh). 
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8. Fosforilación de Syk inducida por el entrecruzamiento del CR3 antes y después del 

tratamiento con VD3. 

Syk es una de las cinasas que se activa después que las integrinas P2 (como el CR3) son 

agregadas durante el proceso de adhesión. Además se sabe que en células deficientes de 

Syk, la cinasa de adhesión focal Fak muestra incapacidad para activarse después de la 

agregación de las integrinas P2 durante la formación de las placas de adhesión focal. 

esenciales en el proceso de adhesión y migración del monocito durante la inflamación. 

Examinamos entonces el nivel de fosforilacióri ~d~'~Sy~':i~dúcido por la estimulación del 

CR3 en monocitos THP-1 antes y despúé~'d~l Í;~ti~~~riio·~~on la VD3. Encontramos que 

Syk se fosforila después del entrecru~ir,je~t~;·d~Nd~·;:·~~mo se mostró anteriormente en 
- -~·· " ·.; --:h ·:.:·:i= ·~:_.~.~ü-" ·' ~-._:_·,_·~>-" 

los monocitos inducidos a dife~eriC::i;cÍ(;ri;'C::~il·;:ví:n,: se observa un incremento significativo 
... -~);;':::··-> --\- ::-.~ . ':\¡t;:·" :-

y dependiente del tiempo de tratarhi.ento• en la' expresión en membrana del CR3 (Fig.· · l SA). 

En estas mismas células detectafti~!r;4;;~\ei·!nit~C de fosforilación de Syk d~spués del 

entrecruzamiento del CR3·>~!;2~Y~h-~f t~J~~~+::~~o~ •. el observado en 1~~ c~lulas no 

estimuladas y tratadas con'•la;:VD3C:{Fig;··1sB),~·téniendo un comportamiento ·similar al 
--'-· -~ ~~-~-=-- ·- -.- . ----· ·--·--- . -,!,;,,.: :•-- ''-i'.' 

observado después clél." ~~tf~6n:ii~;rií~iii6'.;•~~15t-F~ru1 ~ ~ri ·• 'cétút~s · · irafadas con VD3. 
,--;,,fJ:', -,, ;_~"';":_:·~;: .. ::':;::; -~ !,,_-=-

Examinamos también. él· nivel. de. activación· de Syk, determinando su actividad de cinasa in 

vitro sobre ta MB;;.·~~kt~~:·~~~~~~~~:;:g:1t1~~·no tratadas como en las tratadas con VD3. 

Observamos que 'en las C::ét.:itas' no. tratadas, el entrecruzamiento del CR3 induce activación 

de Syk, mientras que en las. células tratadas y estimuladas a través del entrecruzamiento del 

CR3, los niveles de activación de Syk disminuyeron (Fig l SC). 
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9. La proteína rosfatasa de tirosina SHP-1 se asocia con Syk, la asociación se pierde 

con el entrecruzamiento del CR3 y se estabiliza con el tratamiento con VD3. 

Con las evidencias observadas anterionnente sobre la asociación de Syk con la fbsf"atasa de 

residuos de tirosina SHP-1 y de considerar la posibilidad de que SHP-1 es la encargada de 

regular el nivel de f"osf"orilación y activación de Syk durante la dif"erenciación de los 

monocitos THP-1, nos enrocamos en determinar si los cambios en la asociación Syk/SHP-1 

también ocurren en las células dif"erenciadas.y estimuladas a través del CR3. 

Inicialmente tratamos a'las'células con'.í.m inhibidor de füsfafasa'(pervanadato de sodio), y 

encontramos qu~ e~ .JJfi1i~:z'~~;ü~~~/C:~~:~j0;,;~~:i~t~i~~~· .~ .través del CR3 la 

fosforilacióri de ~~le ·~~>;lb~~~;~ ~~ ;~~~J;ii."~¡~~ifi~i~i~¡ ;{;ii.••··1 ~A)''.;'.• ' ·· 

Como se ob~~2v~ ....•• ~~~~~~rn,~i~+ta"cin~~¡ ... ~~V.:fe fs~F:i~.·~;~:f"~.s,t~~~s~.tsHP-1 ; •. ~e·•·'manera 
constitutivá en' to's, ril'on6.ci~6~ TJ:Ü>- 1. ;Et en~r~c'ri:i'za~i'<:~t~;:dcbÍ ·r~~·~~~o'~ .. CR3, induce. una 

disrninucii~ en él r1We:1 de sFIP;i :i~~ciada •11 tOs' ¡*~~~~precipitados·~~ Syk~ En las célutás 
·~·~~-::L·· .. · ... .. . . .. - ,_ ·:__;-·:.:_,. .. - _,.,,.,_. -. ~ ... ,,, -~- ....... · - - . 

inducid~s a difiire'nclaciÓn, ericontramos que:· se' da'una re'C:tpe:ráC:ió~ parci~t dé ¡a: a~ociación 
inducida por ~t t;~tatllie~~o :~~ I~ VD3 :Sln e~b~.r~o5 áí estim~l~~ ~.·las cél~las tratadas la 

asociación Syk/SHP-1 tiende a rec;;t.iperarse (Fig. 20). 
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DISCUSIÓN 

Los receptores Fc-yRs participan en una amplia variedad de funciones de gran importancia 

para los mecanismos de defensa. Entre estas funciones efectoras se destacan la fagocitosis 

de microorganismos patógenos y la eliminación de inmnocomplejos de la circulación. Por 

otro lado. estos receptores sirven de puente para mediar la citotoxicidad celular dependiente 

de anticuerpos (ADCC) de células tumorales o infectadas por virus y a· través de ellos. 

distintas células son inducidas a liberar factores con actividad 'p~oinflan:iatoria e. 

inrnunornoduladora como citocinas/·quimiocinas y moléculasC::ori·~~~Ú·~ld~d. ~i~robicida: 
··-~-; -·~~' o·'-·:~~· '.;·/:>f:i::,,..-··~,..,;;:-;:"".'·iz,~--- º--\-.-".'-·';'" 

También están involucrados·.· erí !1~ ' m¡,d..Jtación. del é ni.;,r~( i de';~e~presión"Wde':• proteínas 

relacionadas con la adhesión c~;G.~2~.~i~'i'a }, ,:··~r~~~~t~~¡¿~;:~~~':f,:f~i~:*~ '.t~~.;~!;;~~~te ·una 

gran similitud estructural··~•0?~i¿~~~.~~}~§:•;j~:~~~e·~J~t~f~~~~·~f ~~i~·~fr#J1~•·(~ •. 9 • 

93). Además de que los Hg~n~i;>~:~lf~;t~C:~',1.<:>'ce~l,S~.~. P.~li~!ica~".'';1t~ .•é,s m~sn:ios (19),· se ha 

::::·::";:;\~t¡Eí;~~~fr~T~~~~r$~~IB.:~~1;~1~[·;;;::;:~::'·:; 
sorprend.erít~: que\~·~6~· estos receptores utilice,.;• mécariismcis'similares de transducción de 

las señales.~l~s•ct_;al~s involucran fosforilación;:de•losé·ITAM y activación de cinasas de 
- . ., ..... ,",-• 

residuos de tirosina de las familias Src asi corno de la ~in.as~ _Syk (26, 29). 
- . - - . -

Varios tipos de opsoninas han sido descritas. los anticuerpos y los fragmentos derivados del 

complemento son dos de las opsoninas más importantes involucradas en la fagocitosis. En 

situaciones in vivo es probable que un microorganismo o partícula esté cubierto por 

diferentes tipos de opsoninas. o que el complejo inmune dirigido contra el microorganismo 

este formado por varios isotipos de anticuerpos de lgG. 
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El receptor tipo 3 del complemento, CR3 se ha visto involucrado en la agregación 

homotipica (reconociendo estructuras aún no completamente identificadas en el 

contrareceptor celular), en la adherencia celular a células endoteliales activadas (vía ICAM-

1), y a la matriz extracelular a través de proteínas como fibrinógeno y el factor X de la 

coagulación. Este receptor de la familia de)as integrinas beta 2, también es capaz de mediar 
c.·.··:· .·. 

fagocitosis de panículas opsonizadas cór1::c3bi, su ligando principal. y es un colaborador 
- .. ·'1: ,l· 

importante de los FcyRs en la fagocito.sis: . 

Muchas e.Jid~Ücias . han' ~ido.' d~~6.:;¡~~·· d~~ostrando la cooperación funcional entre los 

receptore~~¿y:R.s':Y·e1'ci:J (58~;¡i)!~'oi~~~\1imÍct~ntificado a lacinasa de tirosina Syk como 
-~>._: ·~- ~.~ ::·. 1: ~<-.. , "::·:>··: >·:): , . ;-:;.:.::: ·:·':!~C~ J\': .. : ·_ ¿~'·.-<:.:~·~:·:.,.·.<·>.· ~ .·:> _: .. :·~·· ·,_ , -. . ..... ·_.. :: . - :: . . .-· . -- . ·- . 

imprecin,dible '. ~ª~~~ E~~~e~~1!~.~c}.~;n;V~. ~f~~é~ d~.Í~~ · .. ~6YR.~ · (26;~·28;' 29) y én la· vía de 

señalización. ui:ili2:¡¡chi\po;.·1~~· fritd~ri'~i5;,'~n:•'~é1._¡~a~C·rnohociti_c~s; .(~i .. ··.• ;7); Aunque el 

mecanismo de.·• ~{~~~~~cciÓn ~e ·~~~·~le~~ ~~i;·· ei/2¡g :·~b .··~~·· con(;ce• ~~.il~1~~amente, se ha 

:::~¡~.1f:S!~~i~~i!S{~~!~~~~~f:r~~~1~;~~'f 4~t~:·::;:,··:: 
ha postulado que: la· interaécióri entre et CR3 f. el FcyRIIIB ocurre ~ ni'.Jel de los dominios 

extracelula~~~;c~~;~f~~G~~i~~,¡El~~·f}~.~fa~·b~~i~~Í~~g~'i~~"~6~¡~{~~~,ftriihe1t..i1~n~s de.los 
.;~:{-.,;:;- ··,,:;_.,::-.:;~·.· ~-,· -~~·- :·:_,,,·:- .. ,-f'I¡~' '•.'::• ,;;- /70 ,_.,- ·:;:.-,· 

distintos recepto'.-_;;~. F~R/~{~ó~ib1e'~~i! ~i:~ó:s. ~~~~~t~~~~;¡. é:)'R}il-ite~áC:~'¿é;:;~ hoil,~1 'clu de 

Una manera 
....... '.·s· ,··m'';•'l_a'.r:;:_ .. '.'.·.•.:.'.''.·'' ' '. '''·'? i_J,:é' ::::::. " . •\.. . '":::;-é :~;;¡:: .:.<;:. :;:; .... , .~ .. :· '·_:>.~·'' . ""'"''' 

- • :::t>• '--~-,:)~~~-~~ V~'.>• '- ·;,~1~~~~:,.~ ~~;:.~:>:~~:\• ~-\~,:;,~~<'•::::_: -

Los antecedell::~i~i~t~;or:{:~a~nados. a la rarti~ipa:¡ó;~ -~~r~;~ en la difürenciación (70-73, 

75) de cé!u'la~ de1;1i;;il,Jé .:riieloide. nos tié:var~n a Ín'-'estigar como es modulada la activación 
,, ·: ..• ''-<•'>{_.:.,,_ ,,· .• - •. , "-

de Syk dur~;:;t~ _l¡,_·'.{-ag~ci~osis de microorganismos o partículas opsonizadas con anticuerpos 

lgG o fragrh~niC>~:-•d~Icomplemento como C3bi. en un modelo in vi/ro del proceso de 

diferenciación de células del linaje monocito/macrófago. In vivo, este proceso ocurre en el 



trayecto del monocito desde sangre periférica al tejido periférico en el cual se diferencia y 

madura a un fenotipo macrófügo, producto del estímulo de diferentes citocinas que pueden 

estar presentes en ese entorno. 

Nuestra hipótesis de trabajo por lo tanto fue que la diferenciación celular y la agregación 

individual de Jos FcyRs y entre ellos (FcyRI y FcyRII) o la agregación del receptor tipo 3 

del complemento (CR3), modulan el grado de activación de proteínas involucradas en la 

señalización. El metabolito la.,25-dihidroxivitamina 03 (VD3) ha sido utilizado para 

promover la diferenciación de lineas celulares monocíticas hacia un fenotipo macrófago 

(93, 94) y nosotros contamos con datos que demuestran que en nuestro sistema la VD3 está 

induciendo diferenciación. 
·_:- ' .-

Determinamos el estado . de , act~vaéión de la proteína cinasa Syk al estimular células 

monocíi:icas THP~l a tra\;éside"J_Ó~t~eceptores FcyRI,' F~~ de forma individual o en pares 
.·:,~.:;,,:·, __ .:._·_:'J~:\';• ::i.·,-: .. : :-.';. ,. , ·-·; .~,- '- :·, . 

o Ja ag~~~~<;:~~ fü~ii~?4~!~~~~! .. ~~x~-n~-~~.)':~~.~l'.u:f f j~~-ff~í~~ih~~"ct:°' Lº~.nM. de. VD3 por 
72 h. · ! :, ;· • .,i , ... 'Y ,. ·· ·· · · >3:J•: · ,, · 'f ·.·· 

En· nu=•:0.·~:~~B:M{~fbi~J)~~füi~~~~~~i~&;~~i~i~?~;~~r.~~:'.'.'"t'º' 
receptores FC;'RiiFcyRll;y;~RJf'mienfras'.qúe'éf'receptÓt)""cyRIIIA noseéxpresa (Fig 7A, 

·'' .- -'- -~-::.' ~: ';"~ .. ;.'o::~¿;~~\:·_;;-:::J'.«2.-r,:,·-:-;~;§~,:c~:},j,:.· /;~f:;·,:,::;:;::;;<;·,~'::>~,\:>:-;~~~q: ;~>--.:,;·<}"·'',-·(· __ ::!;:,~:":··::.C.~-... , --~- ,·;::-¡ --~·;·;:··-~:-: ·:- ·f:::~. -~-~:_: '-.,;~~.,' :;' , '. -

B Y · D); ·.·• ;~~¿'~'e~~ªi;~'.ili~sm~~ ' c~~~~~~J_j~(~0~recruzamiento individu1i1 ·.~·· ~-~1, ~_;Rn 
(homoagrég~~ión) in_'!llcé mayo'res ruveles";deJÓsforilación de Syk que _el entr~~~zamiento 

del FcyRl.~ig}:9A)_. Sin embargo, el entredruzamiento simultáneo de ambos receptores, 

induce.niveles similares de fosforilación que el inducido por el entrecruzamiento del FcyRII 

de forma individual (Fig. l IA, carriles 3 y 4). Estos hallazgos demuestran que en los 

monocitos THP-1 aunque Syk es activada por ambos receptores (FcyRI y FcyRll) la 

activación ocurre de manera diferencial. 

rr-·~.c:r::: --:---
.. - .... ·.:.~ L --••.' 
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Fleit lffi & Kobasiuk CD en 1991, reportaron que los monocitos THP-1 expresan alrededor 

de 35 000 moléculas de receptores de alta afinidad para la IgG1 marcada con radiactividad 

(FcyRI) y 50 000 moléculas de receptores de baja afinidad (FcyRII) utili,zan~(), el anticuerpo 

monoclonal IV.3 marcado radiactivamente (97). Debido a estas· dif'erenci~s''c~aniil,~~ivas de 
-- ·. ·. . . - •; .. ..'.. . , .. ·~ 

los receptores en células THP-1, en núestro sistema no pudimos d~~c~¡:.;;~¡,~J~;:chi~a~te la 
'·· .' "•·)·'·,-/·:~'.·,·;~'!'·'v ~-~ •'I 

estimulación individual de cada receptor, se agregan en la men:;br~ri'~,~~'rióíné~C:(diferente 
-·/:;:;'. _,, ,,_,,. 

de moléculas de cada receptor (FcyRI o FcyRII). Sin embargo,, ~i'~'udiTi::>~ ga~iritiza~ que 
• ' : •. ··; ,\:')> J.> ,, :~f.~ 

aunque este fenómeno esté, sucedi~ndo, las comparaCiones·;.,,eri',ic';:Ja.¡ito>ál~nivel de 

fosforilación y activación d,e ~;k;'-{~ hicÍerC:>n ~ua.~~c;\;j~5;J,~c;·~~i~i6~~~;~;~e'e~ti;nu1áción 
individual para cada, recepto'rf~-~:~ lo~~iban i~~~~¡~~1· Ópii~~ ~~,,~~fl~I ;~~ ii::>:f~~Í~~ión de 

r~ceptores 

__;!_ •• :~: • • _._,: 

nivel de,fo~;~~1-~5i~~t~f,E:~~~-~~~~¿1'~;a.il~~-i.:~f '•,fe~t.i~~t~~,·las- ~urvas de dosis ,respuesta 

utilizando;,,' -~o~centraciones ·. c~~cientes de( segu,.:;dó antÍcuérpo anti IgG, manteniendo 
'"c.·-·• '• 

constante (10 ~g) la del primer anticuerpo anti receptor (32.2 o IV.3), garantizando así que 

independientemente del número de moléculas de cada receptor que se esten agregando en la 

membrana durante la estimulación individual, las comparaciones realizadas en cuanto al 

nivel de fosforilación de Syk obtenido fueron con base en el pico de señal de fosforilación 

de Syk inducido por la estimulación de cada receptor FcyR (Fig. SA y B). 
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El tratamiento de células THP-1 con VD3 por 72 h induce múltiples cambios relacionados 

con la diferenciación, tales como un ii:icremento en la expresión de CD14 (datos no 

mostrados),•del receptor tipó 3 del complemento; CR3.•y en la adhesión de las células al 
e_· .. '. - - - ·- - __ ··-.- ~.:.- -:~ • '-·-----· ,.,.,_ -"-- '..,; ~·'· -, - • _,,_,_,_;- - ~. 

plástico (Fig, · 7 .e y: i::?: riémo~tra;c,,os .talTlbiéni ~~~.el.· tratamiento de células THP-1 con 

VD3 induceun illéi-e"1énto ~n'·éf'rlivel de'e>epre~ió'n dela proteína cinasa Syk, dependiente 

del tienl~~:~~~3~(f ~i.7~~~,~~;~· •. ~'.€?:~~.6>'~w; :~~0s~~~~ef i~it7dos·anti Syk ·de célu.la~.;~HP-1 
tratadas· con·.·VD3,•::e1 rtratanuento per .se.induce; un.'.mcremento en l~s · niveÍ:s b~~ah:s de· 

_· r.>;>~:_~ -:i'--~~~:/,_:;S~>:::·'~~/J~_>:·,;~~~}~~~~:\<::;'.\:·;~~-:~L:~;-~~:,-.. ~:-->i~-~:-~:-\.:::=}¡-·.\ _{/'{::+t.~ '.'/~>'·\::-~.':~t:·:/~-'.~':>- ··-.:-.;'. ~--. :.~;~ -_ .. -.· .. ,~:.: _ ~: -~;:: .. · . -. ., __ --­
fosforilación .'Y~~cti~~citn•de.· ~yki(Fig:'11 ),':11lie7tr~s ·q'ue ·el '.entr(!cruz~rnient~'' del FcyRI 

indu~~ · ~ol,o ~url?}i~~r: :':~c:~~~~~;~.·i:d!: . ~~.~~ ;Í2:iá'.~i~:,51~·. · ~;f~:~~/.j'~;·;'.~·:~~f:tl~··~():r~l:~ionó 
·también éon' Ja .aci:ivida'.<l. c:~l:aütici• d~ s~k · 5.;breé i.í;,;51.15t~a'to :e~Óge;.9f<Esí~. fen?niério .se 

podna .e~f:'i~6~,:~:fi;;,~rf ~~.~~~>i:~~t.~~i~}~Z:.'fif.,'~i~0~f 1 r~~~#~§~~J~~~~~~·~xr~tjt~i~~.~,·~.· en 1a· 
estructura. de .. Syk que: púeden estar.:irivolucrados; en· ia '.regulació~ de l'.1; activación. de• dicha 

:::;J;:Ktj~f ~1~1?l~~it~Et~~~{~f~1~Yf !~~~f :.::~ 
~~~~~~~~~:~~~:~~~~~~~~i~lif j[f !lii~~~· 
fosforilaran y activaran, reflejandose esto .. eri a~,lll~~t~·~~~~f;~i?~í'.~~~t1·~~~~~i6Ci'1;~:i~n. ;· 

Sorprendentemente, después del entrecni~ai'fii~ht~.'.~~I 'Fc}'RII o del CR3 en las células 
-· ~ ·,·;-

_ .,_, - -

tratadas con VD3, el nivel de fosforilació~ ·de Syk disminuyó de forma significativa 

comparado con el nivel observado en. las células no estimuladas y tratadas con la VD3 (Fig. 
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I IA y ISB). Esto coincidió con una disminución en la actividad catalítica de Syk frente a 

un sustrato exógeno'(Fig. 12 y IS}, El entrecruzamiento simultáneo de los receptores FcyRI 

y FcyRII r~sultó en un mayor niv~I de ro~fü;iláciÓn y activación de Syk que el observado 
- -·- · .. - : ._,-_-·: ,,.'-, .·,» -" - . - ~-:·- : ,.,- .'' '.", -·' - - . · .. ,- -. - . ' - .. - ',· - . - .- .,. ' . . -- . ' 

por el .Fe>yR!I 1~.f~~~~indivld,~a1.·i:~ ·~s~~.s ~~l~l~s. t~ata.das •. ~~n ~3:6 ~i~:11A..~y.· 17). Al 

:~:T~;tJf lf ii~l~~~f ~~J;f~~~€}~~1i~~~\~t~~·~~ 
Deterininamos entonces.el ·efocfo .del .tratamiento. con.la cVD3. en.Ja:tagocitosis cde.e.ritrocitos 

', · •: .. , .. ,j_:,¡ <·~~··c.".·'>~:/~\_"'~}~·,,;.;··.·"•;'.~':··.'·- 1
' ··:'~,;>:::,,_>" ' "'>:, ,•;;,';,.,.-":.:.:. ::·<·· ~' 

ops6riizadÓ~ ¿¿"~'.''li6.~.iii·.·~i~~~ito~.i~~d~··l6s 'i;í-iíí'~:::i~rr~~stfii;~;;~¿e:~ª·1~ó·!:<lis~i;,li;ró· en 

un 3 5%.· .. C:i.~. :.13.>. ('.(sf rf;º~fr·6~.~i;;{1, :.i~·~,.b¡,·!~,·~~~~~~it~~;i•~·~J~~~:~.t~;~:·~~;!eJ.75.~i~d?. por 

moléculas de Syk"qúe:se:actiyan·d.ependier:i~es''d~l.,entrecruzamiento del .. recept~r.FcyRI; 

La disminución en: :1i~~~ó,~1:~ió~:;,"a"~tiV:~~i.¿:n 'd~j ~t~ ~·~~ :~ugiei~~ ~·¿'~ ~Jrante ·ei · pro~eso 

::.~::·q::º:r~f l~i!~~l~li~~tif 2f ~1c~r;~~i~iJ([2'~1~;: · :: 
transducción. -~·~~~t~~~:::z~ts~~;,0r~·~;:~t~tLt1t:~rl:¿¿•¡:~2;~~L~h~[~~~TI~~¡~1rr~~,.[~_j~;C·~~ª~·.~ 
activadas porel:tratamiento'con la.:JYD3. regularidó.·par·lo .tanto Cl ''esiadc{de activaC:ión •de 

:, .· ':;·~~.- ;;.": :,i;¡·,,,~·C> -:-'.::.:~ -:-;:;,-_:, ' ' ',;--, • •' ,,-;:;_ ,C.-C. •- • •- - • -- ~ .. ,.;-:r• •,::-o;-.,' ·- -- • ;- "(,;.}"" ):·',:::; • -~>~•" • '.':;••:\•, ,•'•.' ~ '.. ':· '.-.-, • • 

Syk. Est: '. ·_:e:1~~~~~,1:.i~~~i,~:~~·.-:i~~~1:~.~~~~¡J6;{:~~~U-~~t·~:P~~~-:-~;~~~~: -;:d~~~~~s .. del 

entrecruzamiento del' re:ceRtor;cR3_:en .céh.J.1.as'CtiferenCiadas'ccin laYD3' Sin ~~tia~~o para 

las rnoléc~la: ~i·-~~~-~~~ ¡~~ r:tfo~~~i¡~~:~~~f ~~i:~~fu'.~~ Í~s c~lulas diferenciadas este 
.·:-:::.:;· _ ... :, ., .. ,,. •' ' ,._,_,..... ,·_~- <">;,.. ·, ,'' 

fenómeno· no· sú~e:d,;;'."~.s· d¿bir 11º Va)'fl1..Ía, ~~k~1i~ió~. ~~'.Sativa de su estado de activación. 

Esto explica~ntorices po~qJe c~·~riJC>-~et~~Ó~~r~~JTl~s~ ~mbos receptores FcyRI y FcyRll 

simultáneamente· en las células diferenciada; la. fosforilación es mayor que la que se 
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observa después de homoagregar el FcyRll en estas células. También explica porque la 

disminución en la fagocitosis después del tratamiepto con VD3 es solo de un 35%. 

Múltiples.• e\fid~ncias ·.señalan ~·la p_roteínafosfatasa d~ res.iduos de ti~osina SHP-1. como un 

regulado; negativ~ ~de' ta ¡¡e~~l:bfoquímic:- de• los receptmes .•.. inmullesqueconti~nen .·en ·su 

estnJctur~ • ~o~í,~C>~:;If ~j- d;~i;~· {~&~ ·. ~~tuÍn .:¡~bre;~i~a~~s deitiio=~;~~ '~¿:. 1a·r~milia 

Sykli~·.J~?.~~~I~~f f t~:.,f ¿v~;·¡s~1¡·:~~;I~fü~~':;f ~~.~~7+~.0F~;é;~;.;~f· 1·~·i~F~Ei1;~· ~'~.~AP 
70 en linf"cicitos T · (101).'· También 'se ha. demostiado:'cjue··.:.en ·~ tinfocitos~'B'' ~;;:_iste una 

asociación fi¡¡ica entre SHP-1 y Syk y que Syk es's~~~~~i~p~~~~~~Ií~~i~~~f'Ef1f~tones 
me/me. SHP-1 fue propuesta como la molécula crlti.;ii':UíiH::;,aéta'po~';eP'i'e~eptC,i; Fciyrurn 

. ~:· .• . - • i·. ~ ,-. :~~: '- . 

para regular de manera negativa la señal de activación indl!.;iC:t~ ¡,;;;·el aCR:'•fl'ó2): Estudios 
• •• • --. ._, -·' > - •••• -· •• ,'~_,;;- -. ~"'. • 

in vitro han demostrado que SHP-1 se puede unir aJó~'rr;'btivC,8;lTIM d~'i:F~RiiB (103) . 
•• ,_ ·- -·· "¡_. " '-: '-""~-::!« --· -. ~ . ·"-~; ... - <¡_,._ -~-·- - . -

Nuestros resultados muestran que la preincubación.·c6~)~~·,·;~~~bi'&~Jngen~ri1·~e fosfatasas, 
.-. < .... i:-,-,~,. - ,~;~~-.'._~-~-~/7.~-.:,:.1f:~~:, -~·:;.~::'.~E~~·,\{; ... ;:;~~:.::,'.::.·_ . _ 

previene el decremento en el nivel de fosforilaciói;i. de.:,:s::Yk;';_(),bsery~ct,o'!:~I; e.stimular a las 
',~--.:¡;:¿~~'.< ::C):~r:.·'. ''>.~~-,'-;'.:~,,:~·, '" "})_"':': ~~>"i -,;·:~;'C 

células THP-1 tratadas con VD3 a través de l()s ~~ceptc)res',F.~~i ~, eL<:? (Fig. l 4A, C y 

19). Observamos también que en .cél~las:+~~;.~l~¡,~~;t~i~J1~~~{ ~~!~~~·~~p~eCipita con 

Syk, y que el grado de cóirirnunop~~~ipiiil.ct:5ri ~e::'¡j{e:°{tJci~~~~~; c;1 ~'(;5t'~d~~:~~~"'<lir~;i;~cia~Íón · 
,-, .. _i.::~ ti-~j>·;'.-':,:- "º ··.-·.:.º,: --~.:¿z"4,_0:t>;./~:-,'-::,~::-f;-,:< ~,:···~. .., » ... -._.· 

de la célula y .por el .el}trecruzariiie~tci'..de IÓs receptores FcyRII o• cR3 (Figll ~B. C y,18). El 

grado·•c1e,• .. <l~f~if~fi.~"~ffit{;~i0Y:~~ii:;·~ñ%~rd1i~~·~·~1i~·~rfa~~c·;:~r~0ésfct~"-fcis\:;e¿:Pt6~es 
FcyRII o ~,R3;:parece;_corre.tacionar de manera inversa con el nivel de fosforilación de Syk. 

' ..•.. ' - ..... ";; ··:::;::· ·- _, ~ " 

En célub~-~ 11;;· Ír~tadas ~I entrecruzamiento de los receptores tanto FcyRll como CR3 resulta 

de un inc.remenio e.n el nivel de f"osforilación de Syk (con una mínima asociación de Syk 

con SHP-1),, mientras que en células tratadas con VD3 y estimuladas a través del cualquiera 

de los dos receptores, el nivel de fosforilación de Syk es bajo y su asociación con SHP-1 es 
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muy alta (Fig ISB). Es importante destacar que el nivel de expresión de la f"osfatasa Slfl>-1 

no se af"ecta con el tratamiento de las células THP- 1 con la VD3 (Fig. 1 SA). 

Estos resultados contrastan con lo reportado en linfocitos B, que muestran que el 

entrecruzamiento del receptor para antígenos de células •·B c'(BCR) y la subsequente 

fosf"orilación en residuos de tirosina de Syk, no af"ecta la·(a~g~i~6ió'~' de Syk con Slfl>-1 
_, ···::}·.::>': "7'.:""'':"·':.:,··~~1:.~·.- "',, ' • ·-.-

(102). Nuestros hallazgos claramente sugieren que en m;;,nocii6s'THP.::1· tratados con VD3, 
. . '. '· " .... ' ·' ''·· .. ··=~·· ·-

la activación de la cinasa Syk puede ser regulada'. neiii.tiJa~:~~t{J~r l¡•fosfatasa Slfl>-1 
;-.. _,~;;:>{~<;,~_,, ""' ·- ;;-~. ' 

después del entrecruzamiento de los receptores'FqRii'ci'cib3,[i5'b'á.5~5t~(;leculares para 
,_ ~ --;-:,e;· -. • '"'~~·.;: .. ;c-o;•,;=t"i· -·:,-;-oc=); :0/1,' -- - -~: f~:;;'":.~--~;::0-~:- ~.-e ;_·:e~·'· ,.-, ,:"'-""". ::: ·. • ~-

la asociación constituti~a entre. Syk y SHP'.'.1}~11'.:<:éíii)a:;\,-T}Il>~1·,~~'.~~~~dii6~iéÍa/.Es posible 

que. sH:P.:: i intera~iú6C;coll Syk;\'por' J:~; ~~éáni;~fa :¡nd~~e~cÍ/~~t~}:~e:;; ·1~.'~nk>n '·de ·los 

dominios SH2 de{~i-ÍP'.:1 ·~~~ .1Jr~~~~~dü~s de ti~o~~{;~: i~~}~rilidi:ls'·~r~s;;rfte::.e~' ~yk .. con 
,~-- (;.:' ~ · ''<-~2-~'- ,. ...;,'-'· ::e,-:....-:.': .. ·· 

respectó a ~~~e) s~'~¡{ ~~~J~~d~,;~~e·)~_irii~r~cció.n ~llci~na'I e'ili~e§IIÍ>.:: l:'~.)~· d~~~a · 1AJ<2 

::::;::::~:~,e~~~1~i?i~!~~:~:~~;~~t~~;~~i~~~Et~:~~~;~~i{:~!::~~~i~:0:::::::i:: 
entre SHP-·1.·:.Y'·1~;~Í1B~~{~:e\/~;idJ~l~~~~~;1~·~1~0~~"t~·~¿1~'i~~Íi~-·~~;"¡;)_~ff~~P~~di~'~te del 

::~n~:e::~!JS:á~j~~f JR~~~é!·f i·~J~f •,~·.:t.6~~iLT·~:~)t~tDa~i~~~;~~ :c:;k·. dÜrante 1a 
_, .:.;...,-·; __ ,- ~·~<º"'" "~o·;; -o---~-~:,;:::-··::.- ·-:-~. - .·;<. 

dif"erenciació.; 6()~~tí:jj_~~':~¡;;¡¡¡~~:~~:~ l~~;~tl~¿;a'~f¿,'~·3 ~·~ Z6J~-~i;(); _;:¡¡:¡;.i 1 ·• ~allto ·.a.través 

del FcyRII ~~m·~ ~~i1~~1'?1~!:~(~0~~rgo diferente pa~a' ·¡a estl~~~~cióri de estas células a 

través del Fc:YRI, s~'jj)oc:fria'ri e,;;pliéa'r por el hecho de que ia <:C:,operatividad funcional 
,-, , -::<.·,,.'''>T'' :·,.:··,. ·--·:.,,- ·: ~ ":' - - . , 

durante la fagC>c:Úci~Ís ~ue , se ha observado entre los FcyRs y el CR3 está establecida 

principalmente entre.los FcyRs de baja afinidad para la IgG (FcyRII y FcyRIII) y el CR3, y 

no entre. el receptor de alta afinidad para la IgG (FcyRI). Gadd et al., reportaron que la 
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estimulación intracelular del estallido respiratorio inducida por la estimulación del CR3 en 

monocitos que habían estado previamente incubados con anticuerpos monoclonales anti 

FcyRII (IV.3) está totalmente bloqueada. Sin embargo, la incubación previa con IgGl 

monomérica (ligando para el FcyRI) no provoca este mismo efecto sobre\el •,estallido 

respiratorio en estas células. Esto indica que durante la activación del mon,~;<;it'.é>Em#bn'>,fago 
en el foco inflamatorio, la formación de complejos de señalizació'~"'/~~~~: i~volucr;:.: la 

activación de Syk ii1ducidos por la agregación CR3-FcyJUI a tra~~~}~~~ ~~~i~ul·~~ o 
• e '"e·.'., ,-;-;\ '.·.::;,~, ,:;'~•,->•.,'> •>_., _-· ·.': • .··::,,,.. :,-~.'--!~:::",~-'-:?,::::::{::-~.•~;.:,-. • 

microorg~tl,i~~~~~~pS,~~;d,~~.éon, IgG y/o, fragmentos del c3rll'pf7~f.~i6;,'~~.~~~in1:Pºr'tante. 
y necésari~' élue • ,~, r~r~adón' cié· c;¿,miltejas de señali~a,¿¡óA 1~ci!:i'c:idcis por i~'·i~~~~~ción 

·-, . . ' . . ; : ' ~': : . . ' . , ' .. . 
• - ,•',' -, .:•', .,,.-, ,_,•"" '• ,'~',•". ;••3;. ·-~·.:':•" c•,~:;:~>~•:.';•'>y ·:,,, •' ',,', !t,·.:.;;'' : ... ··, • 

CR3-F~ru;_~_2\~-- ·/,_:·;· '\ -. · - \.-:;_·-~-::>.: ··.-.-;,--( -·--· . . -:·-:-,:::.. -.. ---'-·\_ .-·-::·~ ·':· 

Un. mec~Z~~~ :~~~-ie1'. c~~t,;)~:¿¡~er.;nci~Ció~'ic~n ;-vi3: Jtic1t~;;¡; ~~~ar :'~j~¡¿a~do la 

interacC:ión ·ri~~c~?~: fü~¿i¡;'f1at: ~~Í~e, ~~~'y? ;~x .. cÍ~spÜé¡ i~.;1,~ntr.;éru~~;ni~"nt~ del · FcyRII. 

::·::~i·l:lif ~~d!5~J~3¡~"~W~~:r:~~f f ~;.:~.Á:r:::::·:: 
incremellto ~ll 1~!~;et~Z~i~~ det FcyRÍm, eí cual ~;~ÍnGev~ ~i'·~ecí~~il·iiii~~~~·~: s~:'.1 a las 

.:_ L-=:· '.'o··",·\:_": :u,:_· "·'··~·:r"°:'.--_'.f-,:-.:._':_,,O:_::__.-·z-=.- -º~·'.:_.:~ :~:.;;..:::_;:;-- ~\-_;¡~--;.:-··~.(:;", __ 

secuenci~¿ ITIM 'cte los FcyRII agregados. Se ha demo~trado q.:;~·sH:P.'.;'i~s C:;ipa:2; de ~~iise 

a los ITnvl~ fosforilildos (107, 108) y también que es capaz de asocia·~~~'~i_,~cyRIIB,cuii:rido 

este es .co;;.gres'ado con el receptor tipo 1 para la IgE en mastocitos de'riSados d.; I~ médula 

ósea (109);, 

Observamos que el tratamiento con VD3 induce una disminución transitoria en la expresión 

del FcyRrrb; s'in embargo después de 72 h de tratamiento la expresión tanto del FcyRilb 1 

como del FcyRilb2 regresaron al nivel de expresión relativo observado en las células no 

diferenciadas (Fig. 17B). Aunque este resultado no descarta la posibilidad de que en células 
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dif"erenciadas con VD3 la f"osfatasa SHP-1 logré tener acceso a la vecindad de Syk debido a 

su reclutamiento hacia el receptor agregado, por medio .de los ITIMs del FcyRIIB. Otra 

posibilidad es!c¡ue aunque la expresión d~I F<;yRIIB es similar, a la~,O Y. a.las 72h de 

tratamiento,e1¿rute1.~~.; f'osf'orÍlacÍó~áesus.ITIMs .;5 'd.m;rente, siei'id§may~~ eh las células 

dif'erenci~d~s,. il1¿'ierrienta~·d(;'.'~si '. s~ ;.~apaCi~~~;:Í>~rtr~~!.~~~i'i.~fu>,:.~·:<_!g35,7'1'iJ'.~q~e en. la 

estructura' de • •i .'molécula•· cie' 'du·· ."ó'se h·an''.id~r1t~~~.~f ~;.~~~i~~~.1~1~~J~~t;l;'1f :'~.~~:· no 

descartamos la posibilidad de que durante la diferenciación· del monocito '.T~:-1 . con •VD3 
,,_"··. :-.~_ •. : ,:- ·~·:¡',~ ..• :' ,-::;;,,,,_ ;· [-\:~~·:_:..- -,-:;~" ., ~.:.: 

otras moléculas que si poseenITIM o tengan l~l'~~~.~~i~~éÍ_.~~;}:~~i~i~f~.~~~iú:>tJclieran 
aumentar su nivel' de expresión o simplem~~~~r~~f~r ~i~~i;;·~' ~n su' esíiiciC:>~·de a~¡iJ~ci~n 
que permitieran reclutar SHP-1 a la vecindá~·cle;~~k/'; .· ' '; .'· .ff~ ·~} :.·.~,';:¡ .:.;. 
Los hallazgos. experimentales. presentad~s sc:>;¡•¿~~~ist~tlt~s ~c~n; el .. esqu~má eil e( cual, en 

células no estimuladas y no dif"erencÍ~d~~:;~'i,,ni~e) 'cie fosf'~;¡)áC:fa~ b~:~I ¡de §ik es regulado 
. . . . . _..,., .·.; ··;:;~·-· .. ~->-·- : .. -:- . . . .::_:::.._·. : ·-.,' ·,:: . , ... -'" 

por SHP:.1, la .• c:ual ··'· está' . constitutivamente :~s~~i:~~'{}'.6§~·,){~y¡;¿: ¿:(as~éiadón 

independientei~~;~ d~ ¡~u ~t~~\~Z':;;~st~~ .. ~~i6,n):,~;::::t~~e¿;túmierito '{~~~; .;'.~)U;···º> del 

cR3 ind..;ce~ ·~¡~o~iación del · é:C:,~p1:j~:'.~~~i~H;..: 1; 1é>;'clia1 ¡le~¡~¿': Ja~
1

sykf 5eáccr:ec:1 i:t1aC!a · ª 
. -' . - . ,_ .- :_-,--,;,.. .-, ___ -,·- ~ < '. 

tos 1T AMs'f"ósf'orilados del Fc1'Rl1 (.::~c'~I'~~~~ porejemi>íC> de 1a'.'f-~soc;¡1:;fs'~~df~ci~'J,ar 1~s 
FcyRs) o sea activada en el citosol, p~~~ inducir la f'ormacl¿n· ~: 1<l~ ~(~~~~ ~~ ~dhesión 

- _· -~ ·: :_·_._-, -·-"-·. '.-_ ,._ --- --'=-:. - --· 

focal mediadas por las integrinas lh. ílllportam;;s· en la migración y adhesió"n ~~iíitar del 

monocito durante su diferenciación y maduración. 

'I'Esm c,· ... T 
_,_, '--~ t 
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CONCLUSIONES 

Nuestros resultados nos permiten concluir, que el tratamiento de células TI:-fl>-1 con VD3 

por 72 h (diferenciación celular) me.dula el. estado 'de a.ctivación de_ proteínas involucradas 

en la señalización de monocitos 'mediada por' los récepto'~es F~Rs y C::R3:·'Específicamente 
'· -··· -. - . . - '" '" ... -_, . ' .. 

la agregación de. los recept?res ,k¿;~I~/C:li:r.~u~;llt~~'.1a.·.,fi,~~~~j,~i~~~~~;?.e1~1~t.con ·. VD3 

modulan el estado dé fosf~~1a6ión ~ acti~~·Ci6~d~ la proi:~íila ci,~asa's)rk': , t : ) 
El tratamiento· can·vo3·.,¡.¡a··~~~ra', ~~· ~~~érásig~;~~~¡iva·l~:·~x~resió~;ell';n~~brana cie los 

. ,·-_ _. !)<-~_;;_'·?::~~-.-::-:-~~/~:~t--~-~:k~:_; :=·:i;«:~~-;::~;;,_~;_:~}·_[_~-..;!:::f:-~:/'.:f'.t:~ .:.{"_':-~~(-:·~-<-~;~7:.:~.;:::;~J:·-;:~~::~·::. :~)~¿ .. ::::i~1:.-.L\X: ; _:~r~--\~:~:~<-:-~~}~ :=~:-:~~~~~: = .:-:~;::/ :~ .. -- •. _ • . 

receptores FcyRJ: •. Y .. FcrRII; :·m,:.mduce.la,, expres1ó,n del .. recept_or:<F:cyRllIA .. Sm ,embargo 

aumenta sii~1fic~t¡~;¡~~~1~·~-~::á~¡;~;:¡~-i~¿t~tc1eí:ti~·~"º' e{ni~.':1~,.;"~~~~¿~i1F ~"· 1.íi. ·111.;rnbrana 

del CR3.E~l~~·6éi~1~;;Tfii;~1;···~1 ~ntre~h.~~m;~~~~·d.;i'.F~Rif:írici¿~~ó~;Y~~~s n'iv~les de 
~.· ·i:'_,'->·'·;' ;,·,-;- .:·,y •'··. - " .... - ,_.,, ... ,:-;~·- ¡,_:- - '··'-•'"~·. 

fosforilaciól1'' de •. Syk~Cjiié' ~I i(!.\~~~~rii~.i~i~~ió•it°ti1·\;~RJ:!!E:(.~;~i~~i-~~~~·;~~h'·:.yB3 induce un 

incremento en·· i6s .~iv~~e~~~~·~{k:%~~~n~i;11t~·-~Hii'if~~&~~:c!f ~l1·~ _f:~'.~~~;~~·to~f()'rilaC:ión y 

activida~ b~~:1? ;~~ el ?c;~IÚrario;'en_~ fá:s;;~él¡;lasrÚat»icla~'.~I • entr'ecÜÍ~amierito dél•· FcyRll 

disminuye de; fo~~;~'.i~~;~~~¡;~1~~·e1F11iJ~~ /ele :•fo~:;~;~ciól1 '.:•r .. ~~~'.J;~~inparado con. el . 
;-.;_-::?::: ~,_,.,,.... _.,~'._\:·~~-.::_·( ~::. ___ ~~:_._,~,- :<~-J:.~: -~-~? -~ }~,:r ){t·_·,; -t?,<<!.-:~::~ .:.~:::'-¡,.'.- <·::.::.\;,'~ ---·- -~--

:::~::; 1::ªl~i~~¡~t~a~1~¿t1ii~~~~~~~~~Jri~:~~~r~,j~rr~~1·±~t~]~~("ii~::::::: 
·"'·"''· ,_ , : ,;~- ~ --~-"-:·:-.,.·:·~ti_/.. if/·-' .- "-i-¿ ,-·.,. --,. ·- -· :-;_,~;.,, > ·. ~:-y '<: 

del tierripo y al~~~~~d~"~~~},~hibl¿~~~'~d~l;~.~'~;'é:;: },;:/> <;.0 .~:: '· ;. 

Los resultados ;. tar;..bién ~os p'errrutell concluir que en células no estimuladas y no 

diferenciadas, el nivel de fosforilación basal de Syk es regulado por SHP-1, la cual está 

constitutivamente asociada con Syk (independientemente de su nivel de fosforilación). El 

entrecruzamiento del FcyRII o del CR3 inducen disociación del complejo Syk-SHP-1. Este 

hallazgo pudiera explicar el hecho ya conocido de que Syk es reclutada a los IT AMs 

fosforilados del FcyRII (en el caso por ejemplo de la fagocitosis mediada por los FcyRs) o 
r 
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sea activada en el citosol, para inducir la formación de las placas de adhesión f"ocal 

mediadas por las integrinas 132. Después de la dif"erenciación con VD3, el entrecruzamiento 

del FcyRII o del CR3,no induce disociación_del compl~jo Syk-SHP-1, todo lo contrario el 

complejo se hace más estable, reflejandose esto en una disminución en la fosf"orilación de 

Syk. 
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Sin tratamiento Con VD3 

Figura 7. Et'ecto inducido por la dit'erenciación con VD3 
en la expresión en membrana de los receptores Fc)'RI, 
FcyR//, FcyR/llA y CR3 en los monocitos THP-'I. 

A-D) Monocitos THP-1 a una concentración de 0.5 X 106 células en 
0.5 mi de PBS, SFB al 5% y NaN3 al 0.1% fueron incubadas por 60 
min a 4ºC con 10 pg de los anticuerpos monoclonales 32.2 (anti 
FcyRI), IV.3 (anti FcyRll), 3GB (anti FcyRl/IA) o 2LPM19c (anti CD11b) o 
los respectivos controles de isotipo (lgG1 para el 32.2 y el 2LMP19c, 
e lgG2b para el IV.3 y 3GB), seguidos por una incubación de 30 min 
con el anticuerpo anti lgG de ratón conjugado con isocianato de 
f/uoresceína (FITC). Las células teñidas fueron fijadas en 
paraformaldehído y evaluadas por citof/uorometría. La columna de 
la izquierda: células THP-1 no diferenciadas. La columna de la 
derecha: ce/u/as THP-1 tratadas con 100 nM de VD3 por 72 h. Las 
líneas oscuras corresponden a la distribución de las células teñidas 
con anticuerpos específicos. Representativo de cinco experimentos 
independientes.E) Efecto del tratamiento con VD3 sobre la 
morfología de las células THP-1. 
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Figura B. El tiempo de estintulación y la 
concentración de los anticuerpos anti Fcylls, 
determinan el nivel de f'ost'orilación de Syk en 
células THP-1. 

(A) Células THP-1 a una densidad de 1 X 107 en 1 mi 
fueron incubadas con 10 pg de los fragmentos Fab de los 
anticuerpos anti FcyRll (IV.3) y anti FcyRI (32.2) a 4ºC por 
10 min, seguidos por una incubación por 3 min a 37ºC 
con diferentes concentraciones (O, 0.5, 1, 3, 5, 10, 15, 20 
y 30 pg) de fragmentos F(ab)'2 del anticuerpo de conejo 
anti lgG murina. Syk fue inmunoprecipitada con 
anticuerpos anti Syk. Los inmunoprecipitados se 
sometieron a electroforesis (SDS-PAGE). Después de 
transferir las proteínas separadas a membranas de 
nitrocelulosa, se realizaron inmunoblots anti 
fosfotirosina (PY) y anti Syk, (B) 1 X 107 células THP-1 en 
1 mi de medio fueron incubadas con 10 pg de los 
fragmentos Fab de los anticuerpos anti FcyRll (IV.3) y 
anti FcyRI (32.2) a 4ºC por 10 minutos, seguidos por una 
incubación a 37ºC por diferentes tiempos (O, 1, 3, 5, 10 y 
15 min) con 10 µg de los fragmentos F(ab)'2 del 
anticuerpo anti lgG de conejo. Las proteínas fosforiladas 
fueron inmunoprecipitadas con anticuerpos 
antifosfotirosina y posteriormente sometidas a 
electroforesis (SDS-PA GE). Las proteínas separadas 
fueron ·transferidas a membranas de nitrocelulosa y 
posteriormente se realizó un inmunoblot anti 
fosfotirosina. Representativo de tres experimentos 
independientes. 
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Figura 9. Fost'orilación de Syk inducida por la agregación de los 
receptores Fc")'RI y Fc")'Rll. 
(A y B) Células THP-1 a una densidad de 1 X 107 células en 1 mi, fueron 
incubadas con 10 ¡1g de los fragmentos Fab de los anticuerpos monoclonales 
32.2 o IV.3, a 4ºC por 10 min, seguidos por una incubación a 37ºC por 3 min, 
con 10 _ug de los fragmentos F(ab)'2 de anticuerpo de conejo anti lgG murino. 
Syk fue inn-,unoprecipitada con anticuerpos anti Syk y los inmunoblots se 
realizaron con anticuerpos anti PY. Las membranas fueron tratadas ·.·e 
incubadas nuevamente con anticuerpos anti Syk para detectar la cantidad.- de . 
Syk presente en cada carril. (C) El nivel de fosforilación de Syk fue calculado 
de acuerdo al cociente obtenido de la señal del inmunoblot anti fosfotirosina 
entre la señal del inmunoblot 'anti, 'Syk. ·:Los resultados representan el 
pron-,edio ± ES de 3 expedmentos independientes. * indica una diferencia 
significativa (p<0.05) comparado con fas células no estimuladas (carril 1 ). 
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Figura 10. Efecto del tratamiento con VD3 en la expresión de Syk 
en células THP-1. 

(A, B) Células THP-1 a una densidad de 5 X 105 /mi fueron incubadas con 
100 nM de VD3 por los tien1pos indicados. Después de obtener los 
lisados celulares, iguales cantidades de proteína por carril se son1etieron 
a electroforesis (SOS-PAGE). Las proteínas separadas fueron transferidas 
a n?en1branas de nitrocelulosa y secuencialmente se realizaron 
inn1unoblots anti Syk y anti actina con los anticuerpos correspondientes. 
(C) Los niveles de Syk fueron calculados como la relación entre las 
intensidades obtenidas en la densitometría de la señal del blot anti Syk 
con respecto a la obtenida del blot anti actina para cada banda. Los 
resultados están expresados como el promedio± E.S .. n=3, " indica una 
diferencia significativa (p<0.05) comparado con las células no tratadas 
(0 h). 
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Figura 'I 'I. Fos.,orilación de Syk inducida por la 
agregac1on de los receptores FcyRI y Fcrflll ant:es v 
después del t:rat:amient:o con la VD3. 

(A) Células THP-1 no tratadas o tratadas con 100 nM de 
VD3 y a una densidad de 1 X 107 células en 1 mi, fueron 
incubadas con 10 ¡.tg de los fragmentos de los anticuerpos 
monoclonales 32.2 o IV.3, a 4ºC por 10 min, seguidos por 
una incubación a 37ºC por 3 min, con 10 pg de los 
fragmentos F(ab)'2 del anticuerpo anti lgG de conejo. Syk 
fue inmunoprecipitada con anticuerpos anti Syk de los 
/isados celulares e inmunoblots anti PY fueron realizados. 
{B) Las membranas fueron,.t'ratadas e incubadas 
nuevamen.te con. ;anticuérpos :i;al1ti i Syk para detectar la 
cantidad de Syk·pr:esenté~JefíiFc~da{céJrril. (C) El nivel de 
fosforilación'.de'Syk>fúé'•ca1"cú1B,·cici'.:'de ·acuerdo a la relación 
obtenida. de /éJ señéJÚd:3/·ií/ñj(¡Q.l'.Jl:J.[bt(an tifosfotirosina .. entre 
la señal del··· inmu11otJlótC;,·.:'•'.anti)j\'Syk.: Los resultados 
representan •.... el pro,.r,'ed/o:fa',f::t::;/;E_s .. ·ae: ; 3 .• .. exp~rlrrléátos. 
independienté.s. *'indica ~édffe,renCia .. significa .. tiva .Z(p<o;·o5) 
comparado con las:celulas'cino estimuladas (carril::~.1) ·.y ** 
(p<0.05). comparádo éon: 1á;; 'células. no esú/nuladas y 
tratadas Con VD3 {carriÍ-5). •· 
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tratamiento-VD3 - + + + + 
FcyR 1 (32.2) + + + + 

FcyR 11 (IV.3) + + + + 
Anti lgG + + + + + + 

1 2 3 4 5 6 7 8 

MBP _. _ ..... 

Figura 72. Disminución en la actividad de Syk 
inducida por la VD3. 
lnmunoprecipitados anti Syk fueron obtenidos a partir de 
los lisados de células THP-1 no tratadas o tratadas con 
VD3 y estimuladas o no como en la figura 9. Los 
inmunoprecipitados se utilizaron para ensayos de cinasa 
in vitro, utilizando 0.25 mg/ml de MBP como sustrato. Los 
productos de la reacción fueron sometidos a SDS-PAGE y 
posteriormente se obtuvieron autoradiografías. El 
experimento mostrado es representativo de tres 
experimentos independientes. 
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Fig11rt1 13. El trata111ie11to c:o11 VD3 di.•;111i1111ye Ja fltgoc:itosi!>· de c:é/11/t1s T/-1 P­
I 111etlit1tlt1 por rec:eptore.\· Fc:')4l. 

Eri1roci1os de carnero fl1eron opsoni=ados con alllicuerpos lgG mui D1VP. 
co1110 se describió en la sección de 111a1eriales y 111é1odos. Para el ensayo de 

.fe1gocitosis. 320 pi de una suspensión de células Tl-JP-1 a una densidad de 
l.\.I06 /111l.fi1eron incubados con 60 pi de una suspensión al 2% de erilrocilos 
opsoni=ados (O) o no opsoni=ados (D) por 2 ha 37ºC en incubadora con 
dio:1:ido de carbono al 5% y en humedad. Las células fiteron kll'adas 3 reces 
con PBS para eliminar los erilrocitos que no lograron unirse. Los erilrocilos 
que si se unieron pero no fl1eron internali=ados por las células Tl-/P-1 fi1eron 
lisados con PBS al 0.2% por 30 seg. Los ensayos fi1eron reali=ados por 
triplicado. La ingestion de erilrocitos por las células Tl-f P-1 fi1e exc1111inada 
111edic1111e n1icroscopía de In=. Los resultados están expresados co1110 el 
pro111edio± S. D. n = 3. * p < O. 05 co111parado con las células no tratadas (O 
h). 
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F;gura 'I 4- El tratam;ento con pervanadato 
t'ost'orUac;ón de Syk. 

recupera la 

(A} Células THP-1 no tratadas (carriles 1-4} y tratadas (carriles 5-B} con 
100 nM de VD3 por 72 h, fueron incubadas previamente con 100 pM de 
pervanadato de sodio por 15 min a 37ºC. Posteriormente, las células 
fueron estimuladas a través de los receptores FcyRI y FcyRll como se 
describió para la figura 9. La cinasa Syk fue inmunoprecipitada de 
cantidades equivalentes de proteína de los lisados celulares, sometida a 
SDS-PAGE y transferida a membranas de nitrocelulosa. Los blots fueron 
tratados secuencialmente con anticuerpos anti PY y anti Syk. (B) Los 
resultados están expresados como el promedio± S.E.M. n=3. (C) Células 
THP-1 no tratadas (1-2) y tratadas (carriles 3-5) con 100 nM de VD3 
fueron estimuladas a través del FcyRll como se describía para la figura 
9. lnmunoprecipitados de Syk fueron sometidos a SDS-PAGE y 
transferidos -a membranas de nitrocelulosa. Los blots fueron tratados 
secuencialmente con anticuerpos anti Syk y anti SHP-1. El nivel de 
fosforilación de Syk fue calculado de acuerdo a la relación obtenida de 
la señal del inmunoblot anti Syk entre la señal del inmunoblot anti SHP-
1. Los resultados representan el promedio ± ES de 3 experimentos 
independientes. * indica diferencia significativa (p<0.05) comparado con 
las células tratadas sin tratar y sin estimular (C, carril 1) y ** (p<O. 05) 
comparado con las células sin tratar y estimuladas a través del FcyRll (C, 
carril 2). 

.,_ __ ·------. --- . - -·~ ~ 

l"E~r:~:~-~ :-·,..·.~:.. ! 

: . .l.P· 1 .: .,~~ __ ;;¿lL .. ~'- ~·~Tl:'U 



A 

lisado total 

Blot: anti SHP-1 ......... -............. _...... 4- SHP-1 

Blot: anti actina 

B 

o 24 

Tratamiento-VD3 -

Fc-yR 11 (IV.3) 

anti lgG 

IP anti Syk 

Syk .... 

SHP-1 .... 

48 72 (h) 

4- actina 

+ 

+ + 

+ + 

~ ......... _ ... J 
Blot anti PY 

Blot anti Syk 



e 

Pervanadato 

tratamiento-VD3 

Fc-yR 11 (IV.3) 

anti lgG 

IP anti Syk 

Blot anti PY 

Blot anti Syk 

~ 
'i:I 
~ ca 1 4 

·.;; "D 
e -~ i. 

c'.J.~1 
::. ~ > .. 08 
en g. 

CI) e: 0.6 
'i:I :::11 

e: E J.4 
•CI .5 ·e:; 

+ 

+ + + 

+ + + 

+ + + ...... _ .. ..._ 

* ** 

.!!! ~J 
·;: en J.04--'---'---'---'->--..__..;;..:..L...-+--'----'-+--'---....L__, 

-! 
.f 

IV.3 IV.3 (VD3) - (VD3) IV.3 (VD3) perv • 



F;gura 15. El n;vel de f'osf'orUación de Syk después de la 
agregac1on del FcyRll puede ser modulado por una pro'teína 
f'osf'a'tasa de res;duos de 'tirosina. 

(A) Células THP-1 a un densidad de 5 X 105 /ml fueron incubadas con 100 
nM de VD3 por los tiempos indicados. Después de obtener los lisados 
celulares, iguales cantidades de proteína por carril se sometieron a 
electroforesis (SDS-PAGE). Las proteínas separadas fueron transferidas a 
membranas de nitrocelulosa y secuencialmente se realizaron 
inmunoblots anti SHP-1 y anti actina con los anticuerpos 
correspondientes. (B) Células THP-1. fueron estimuladas a través del 
FcyRll como se describió anteriormente.:;syk fue inmunoprecipitada de 
los lisados celulares. Los inmunoprecfpitádos fueron sometidos a SDS­
PAGE, transferidos a nitrocelu/osa'/y 1ás membranas incubadas con 
anticuerpos anti PY. Las membrana;;: fueron tratadas en dos ocasiones y 
posteriormente incubadas.·. con ; anticuerpos anti Syk y anti SHP-1 
respectivamente. (C) Las. células THP-, 1 fueron estimuladas a través del 
FcyRll como se describió anteriormente antes y después de ser tratadas 
con 6 mM de pervanadato por 5.min. Syk fue inmunoprecipitada y los 
inmunoprecipitados fueron ·sometidos a SDS-PAGE y transferidos a 
membranas de nitrocelulosa:· Después de tratar la membrana, se 
realizaron inmunoblots anti PY y anti Syk. La relación obtenida de .la 
señal del inmunoblot anti fosfotirosina entre la señal del inmunoblot anti 
Syk se presenta en el panel de abajo. El resultado es un promedio ± ES 
de 3 experimentos independientes. * indica dif~réncia . significativa. 
(p<0.05) comparado con las células sin tratary;sin.·esi/mu/ardC; carril 1) 
y** (p<0.05) comparado con las células tratadascón.VD3 y estirnuladas 
a través del FcyRll (C, carril 3). · · · · 
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Figura 16. Mapa .,ísico de los 'transcritos especí.,icos de los Fc-yR 
I, lla, llb7 , llb2 , y lle. 
Presentamos la estructura de los ADNc de las isoformas de los 
receptores FcyR I, /la, llb 1, llb2 , y lle. Los exones están representados por 
cuadros donde en su interior se indica el nombre correspondiente: S1 y 
S2, son los primeros exónes correspondientes a los péptidos señales; 
EC1, EC2 y EC3: primero, segundo y trecer exónes extracelulares; TM, 
exón transmembranal, C1, C2 y C3:primero, segundo y trecer exónes 
intracitosólicos. Se indican los tamaños de los productos que se esperaba 
amplificar por RT-PCR. -
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Figura 17. La expresión de los transcritos de los Fc¡R lla2 , 

Fc¡R llb1 y c¡R llb2 en células THP-1 es modulada por el 
tratamiento con VD3. 
El ARN total fue aislado de células THP-1 tratadas por O, 24, 48 
y 72 h con VD3. Posteriormente, transcrito de rnanera reversa y 
amplificado utilizando los pares de oligonucleótidos específicos 
indicados en la Tabla 3. Después de la reacción de PCR, los 
productos fueron analizados en geles de agarosa al 2% y 
bromuro de etidio (EtBr). (A) isoforma Fc}R I; (B) isoforrnas 
Fc]'R lla2 ; (G) isoforrnas Fc'}R /lb 1, b 2 ; (O) isoforma Fc'}R llc 1 y 
(E) actina. Las bandas productos de las reacciones de PGR 
fueron cuantificadas mediante análisis densitométrico y 
corregidas utilizando los datos de los valores del ARNm de la 
actina /3-. (F) Los resultados están expresados como el 
promedio± S.E.M. n=4; ,.. indica diferencia significativa (p<0.05) 
comparado con las células tratadas (tiernpo o h). 



! 

e,.... I~otp. 

Cr. 
24tv-s, 
4Bhrs. 
72hrs. 
961irs. 

-~ tM 

~ :~ 

~: 
~ 

- Conlrol de lsolipo 
(l~G,) 

c::::::J anli CR,:\ 

! 
rn :~.~:¡ 

" .,_¡_~--------'----~-'-"-.,,.--~,----. •• 
! '" 

I, '~ Tiempo 

Figura 1BA. E#'ecto en la expres1on en membrana del 
receptor CR3 en los monocitos THP-1 tratados con VD3. 

Monocitos THP-1 a una densidad de 0.5 X 106 células en 0.5 mi de 
PBS, SFB al 5% y NaN3 al 0.1% fueron incubadas por 60 min a 4ºC 
con 10 pg del anticuerpo monoclonal MY904 (anti CD11b) y Jos 
respectivos controles de isotipo (lgG1), seguidos por una 
incubación de 30. min con el anticuerpo anti JgG de ratón 
conjugado con isocianato de fluoresceína (FITC). Las células 
teñidas fueron fijadas en paraformaldehído y evaluadas por 
citofluorometría. El histograma gris claro representado por la letra 
A: células THP-1 no diferenciadas. El resto de los histogramas se 
indican en la leyenda. 
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Figura '1 B B-C. Fos.,orilacián y activac1on de Syk inducida por 
agregación del receptor CR3 antes y después del tratamiento 
con VD3. 
lnmunoblots anti PY de los inmunoprecipitados anti Syk de células 
THP-1 estimuladas a través del receptor CR3. Células THP-1 a una 
densidad de 10 X 106 en 1.0 mi, fueron incubadas con 10 ¡.tg del 
anticuerpo monoclonal 2LPM19c, a 4ºC por 10 min, seguidos por una 
incubación a 37ºC por 3 min con 10 ¡.tg de los fragmentos F(ab)'2 del 
anticuerpo de conejo anti lgG rnurina. Las membranas fueron 
tratadas e incubadas nuevamente con anticuerpos anti Syk para 
detectar Ja cantidad de Syk presente en cada carril. 
lnmunoprecipitados anti Syk de lisados de células no tratadas y 
tratadas con VD3 fueron obtenidos de células THP-1 estimuladas y no 
estimuladas. Los inmunoprecipitados se utilizaron para ensayos de 
cinasa in vitro, utilizando 0.25 rng/rn/ de MBP corno sustrato. Los 
productos de la reacc1on fueron sornetidos a SDS-PAGE y 
posteriormente se obtuvieron autoradiografias. 
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Figura 20. La agregación del CR3 modula la 
asociación de Syk-SHP-.,. 

Células THP-1 no tratadas (carriles 1, 2) y tratadas 
(carriles 3, 4) con 100 nM de VD3 fueron estimuladas a 
través del receptor CR3 utilizando iguales condiciones 
experimentales que las descritas para la figura 9. La 
cinasa Syk fue inmunoprecipitada, sometida a 
electroforesis (SDS-PAGE) y electrotransferida a 
membrana de nitrocelulosa. Los blots fueron 
secuencialmente tratados con anticuerpos anti Syk y 
anti SHP-1. Representativo de 2 experimentos 
independientes. 
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Figura 19. El tratan'liento con pervanadato recupera la 
f'osf'orilación de Syk inducida por CR3. 
Células THP-1 no tratadas (carriles 1, 2) y tratadas (carriles 3, 4) 
con 7 00 nM de VD3 por 72 h, fueron incubadas previamente con 
100 .uM de pervanadato de sodio por 15 minutos a 37ºC (carril 4). 
Posteriormente las células fueron estimuladas a través del 
receptor CR3 utilizando iguales condiciones experimentales que 
las descritas para la figura 9, pero utilizando el anticuerpo 
monoclonal anti CR3 2LMP19c. La cinasa Syk fue 
inmunoprecipitada, sometida a electroforesis (SDS-PAGE) y 
transferida a membranas de nitrocelulosa. Los blots fueron 
secuencialmente tratados con anticuerpos anti PY y anti Syk. 
Representativo de 2 experimentos independientes. 
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1 a, 25-Dihydroxy-Vitamin 03 Alters Syk Activation 
Through Fc'YRll in Monocytic THP-1 Cells 
José Agramonte-Hcvia, 1 Claudia Hallal, 1 Claudia Caray-Canales, 1 Christian Gucrra-Araiza, 2 

Ignacio Camacho-Arroyo,2 and Enrique Ortega Soto1
• 

1 Departamento de Inmunología; Instituto de Investigaciones Biomédicas, 
Universidad Nacional Autónoma de México, México D. F., Mexico 
2 Departamento de Biología, Facultad de Química, Universidad Nacional Autónoma de México, 
México D. F., Mexico 

Abstract In monocytes and macrophilges, activalion of the tyrosine kinase Syk is an essential step in the 
biochemical cascade linking aggregation of receptors for immunoglobulin G ffcyR) to initiation of effector functions. An 
increase in Syk activation during differentiation of myeloid cells by different agents has been reported. We studied the 
activation state ofSyk in response to FcyRll crosslinking in monocyticcells beforeand after in vitro differenti;ition with 1 ~. 
25-dihydroxy-vitamin 03. We show hereth;it while in undifferentiated THP-1 cells clustering of FcyRll induces significa ni 

phosphorylation and activation of Syk, in THP-1 ce lis differentiated in vilro by 1 a, 25-dihydroxy-vit.:imin 03, FcyRll 
crosslinking induced a decrease in Syk activity. In vitre differentiation did not induce changes in the expression of FcyRll 
isoforms. The observed effect on Syk activ.:ition though FcyRll could be medi;ited by differentiation-induced changes in the 
expression and basal activation level of Syk, as well as changes in the association of Syk with the tyrosine phosphatase 
SHP-1. These results suggest that the biochemical sign¡iling pathways induced by FcyRll could be dependent on the 
differentiation state oí the cell. J. Cell. Biochem. 89: 1056-1 076, 2003. Q 2003 '\Viley-Liss, lnc. 

h:cy words: mononucle.:.r phagocytes; lgG reccptors; tyrosine kinose; monocyte differentiation 

Macrophages nnd their blood prccursors, 
monocytes, play irnportant roles in host defense 
and homeostasis. 1\.1.onocytes and ni.acrophagcs 
exprcss reccptors far thc Fe portian of immu­
noglobulin G (FcyR), '\.Vhich are mcmbers of 
the immunoglobulin supcrfamily [l-:lunkapillar 
and Hood, 1989]. Three classes ofbiochcmically 
distinct FcyRs have becn described: FcyRI, 
FcyRII, and FcyRIII [Ravetch and Kinet, 1991; 
Unkeless et al., 1992], and each class includes 
several isoforms. FcyRJ is a high-affinity recep­
tor that binds monomeric lgG, "'·hile FcyRII and 
FcyRJII are lo\\•-affinity receptors that bind 
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n1ultimcric immunc con1plcxes [Ravet.ch and 
Kinet, 1991; Cassel et al., 1993; Ducron, 1997]. 

In humans, both FcyRI nnd FcyRII are each 
encoded by threc genes (A. B, and C) locatcd al 
chromosome 1 (q21-23), '\.Vhercas t""º genes (A 
and B) code for FcyRIII [Ravetch and Kinet, 
1991; Cassel et al., 1993; Dueron, 1997). FcyRl 
expressed in the membrane of hematopoietic 
cells is encoded in thc gene A and is n transmem­
brane receptor "vith threc ex:tracellular lg-likc 
domains. Genes B and C encocle secreted forms 

. of t.he reccptors with only t.wo Ig-like domains 
· [Ernst et al., 1992]. 

FcyRII A, B, and C genes encade transmem­
brane recept.ors bearing t'\.VO highly homologous 
extracellular don1ains, but the receptors cn­
coded by FcyRIIB di!Ter considerably in thcir 
cytoplasmic domains from those encodcd by 
FcyRIIA and FcyRIIC. FcyRIIA originatcs two 
transcripts: FcyRIIa 1 ('\.vhich encades a trans­
membrane receptor) and FcyRllu2 (which lacks 
the transmembranc exon and thus generate 
soluble lgG-binding factor [Rappaport et al., 
1993). FcyRIIB generatcs three transcripts 
CFcyRIIbi. FcyRIIb2 , and FcyRilb3 l [Cnssel 
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et al., 1993]. FcyRIIC produces four different 
transcripts (FcyRIIc1-4) in NK cella; of these, 
FcyRilc1 is thc form expressed in monocytes and 
macrophages [Mates et al., 1998]. The cyto­
plasmic tails of FcyRIIA1 and FcyRIIC1 are 
identical and contain a sequence motif, termed 
the irn.tnunoreceptor-tyrosine-based activntion 
motif (ITA!.1; consensus sequence: D/EX2 YX.2 
LX7-t2 YX2UI), foundin severa) signalingchains 
ofantigen receptora and immunoglobulin recep­
tora [Reth, 1989], including the y-chnins asso­
ciated with FcyRl and FcyRIIIA [Park et ni.. 
1993;Indiketal., 1994].FcyRIIB 1 andFcyRIIB2 
are identical except far u 19-nmino-acid inscrt in 
the cytoplasmic tail ofFcyR IIB 1 • Both reccptors 
havc a 13-mcr contuining thc conscnsus I/ 
VxYxxLN sequence found in n"Jany inhibitory 
receptora kno\vn as immunoreceptor tyrosine­
based inhibition motif (!TIM> [Dacron et al.. 
1995; Cambier, 1997). Coaggregation of the 
rrIM-containing FcyRIIB molecules with rrAl\1 
containing immune rc<..~ptors such as thc BCR. 
induces phosphorylation of thc tyrosines within 
the ITIM moti f. Once phosphorylated, the 11.'IM 
motifs can rccruit SH2 domain-containing pro­
tein phosphatases such as SHP-1 and SHP-2 as 
\VeU as thc phosphatidylinositol 5'-phospha­
tascs SHIP-1 and SHIP-2 [D'Ambrosio et al., 
1995, 1996; Ono et al., 1996; Sato und Ochi, 
1998]. Thc rccruitmcnt and activation of thesc 
phosphatascs hnvc bcen shov.·n to ncgatively re­
gulatc signaling by ITA.l'vl-containing receptors. 

Crosslinking of FcyRs by immunc complcxcs 
or IgG-opsonized particles induces phosphory­
lation of tyrosinc rcsiducs ·within thc cylop­
lasmic do1nains of the reccptors or associate<l 
subunits [Santana et al.. 1996). Thc first in­
tracellulnr cnzymes kno,vn to be activntcd nftcr 
FcyR crosslinking are tyrosine kinascs of thc 
Src family [Jouvin et ul., 1994]. Src kinusc 
activntion rcsults in a rupid and transient phos­
phorylution of the ITAMs on cither the cyto­
plas1nic domuin of FcyRIIA or the 1-chnins 
associated with FcyRI und FcyRlIIA [Purk 
et ni., 1993; lndik et al., 1994, 1995]. FcyR.s 
crosslinking ulso rcsults in an incrcuse in ty­
rosinc phosphorylation and act.ivation of Syk 
[Agurwal et al., 1993; Kiencr et al., 1993]. Syk is 
a protein tyrosinc kinusc of thc SyWZAP-70 
fa1nily, composcd oftwo N-tcrminal Src hon1ol­
ogy domains und a C-terminul catalytic don1uin 
[Balen and Bruggc, 1997; Kiefcr et al., 1998). In 
monocytes and mucrophagcs, Fc-1R nggregution 
induces Syk associntion "vith the phosphory-

lated ITAM motifs of the y-chain of the FcyRI 
and FcyRllIA and of the cytoplasmic domain 
of FcyRllA. Once associated, Syk becomcs 
phosphorylatcd on tyrosinc, is activatcd, and 
catalyzes the phosphorylation of multiple sub­
strates, including other FcyRa ITAMs and 
downstream effectors [Greenberg et al., 1994; 
Rowley et al., 1995]. Syk activation has been 
shown to be a crucial step in Fc·1R mcdiated 
signaling, since blocking Syk activation, eithcr 
by the specific inhibitor picentannol, or by anti­
sensc oligonucleotides. completely abolishes 
downstreum signaling stimulatcd through 
FcyR.s (Matsuda et al., 1996; Pain et ni., 2000]. 

Syk is not. only importan t. in SÍbY'Jlaling through 
a vuricty of rcccptors in both lyn1phoid nnd 
mycloid cclls [Chan et. al., 1994; Turner et al., 
2000], but it has ahm becn shown to play un 
esscntial role in the developmcnt of B cells 
[Cheng et al., 1995; Turner et ul., 1995) and a 
subset of T cells [Turner et ul., 1995; Mallick­
\Vood et al., 1996). Thc role of Syk during dif­
fercntiation ofmycloid cclls has not bccn studicd 
in dctuil. An incrcnsc in tyrosinc phosphoryln­
tion nnd catalytic activity of Syk hus bccn ub­
scrvcd during in vitro diffcrcnt.iation of HL-60 
cclls into grunulocytcs induced by ull-trnns 
rctinoic acid [Qin and Yamamuru. 1997]. 

Monocytc to macrophagc difiCrcntiat.ion is a 
con1plcx proccss thut can follo"v distinct puth­
·ways dcpcnding on thc signa Is ucting on thc ccll. 
thus producing thc high dcgrcc of functionul 
hcterogcneity of maturc macrophagcs. This 
functional hctcrogcncity includcs nlrnost ull 
macrophagc functions: ability as APC. sec1·ction, 
and cffcctor functions including the responses 
mediated by FcyRs [Adams and Hamilton, 
1992]. Givcn thc esscntiul role ofSyk in signnl­
ing through FcyRs und the possiblc involvcmcnt 
of Syk in the diffcrentintion of cclls cxpressing 
these rcccptors, '\.VC wcrc int.crcstcd in detcrrnin­
ing if thc difTcrcntiution along u particular 
1nonocyte-n1acrophage path,vay could ufTcct thc 
activution of Syk in response to FcyR cross­
linking. As a modcl systcm, wc studicd the acti­
vation ofSyk in response to FcyR crosslinkingin 
the human monocyticccll lincTl-IP-1, belOrc and 
after it wus induccd to diffcrcntiatc 'h·ith l':.l,25-
dihydrox:yvitan1in Da lVD3>. This mctabolitc uf 
Vitamin D has n1ultiplc cffccts on thc dilTcr­
cntiution and function of hcmatopoictic cells in 
vivo [Bouillon et al.. 1995], nnd has bccn sho\vn 
to promotc thc in vitro difTcrcntiution of 1nono­
cytic ccll lincs into a more mucrophagc-likc 
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phenotype [Choudhuri et al., 1990; Kreutz and 
Andreesen, 1990; Schwende et al., 1996]. 

We faund that in undifferentiated THP-1 
cella, FcyRll crosslinking induces sign.ificant 
Syk activation. Howevcr. in THP-1 cells differ­
entiated by VD3, the phosphorylation level and 
activation state of Syk following FcyRII cross­
linking was greatly rcduccd. Thc changes that 
've found in the expression ofFcyRII isoforms do 
not seem to be related to this effect. However, we 
found that differcntiation with VD3 induces 
changes in the association of Syk with the pro­
tein phosphatase SHP-1, and this can explain 
the inhibition of Syk activation after FcyRII 
crosslinking. 

These results dctnonstrate thnt the biochem­
ical signaling pathways induced by crosslinking 
of FcyRII are depcndent on the differentiation 
status ofthe cell. 

MATERIALS ANO METHODS 

Reagents and Antibodies 

Fetal bovine serum (FBS) and Protein A­
Sepharose beads were purchased from Gibco 
Laboratories (Grand Island. NY). The l-o:,25-
dihydroxy-vitamin Da (lo:, 25-(QH) 2 VitDal. 
VD3 was from CALBIOCHEM (La Jolla, CA). 
Bovine serum albumin <BSA) '\Vas from Sig¡na 
(St. Louis, MO). 2,4,6-Trinitrobcnzcnc sulpho­
nic acid (T!\.TBS) for scnsibilization of shecp 
erythrocytcs '\Vas from Eastman Kodak Co. 
l\ilurinc nl.onoclonul anti-human FcyRI (32.2) 
and FcyRII <IV.3) mAbs were purificd in our 
laboratory from supernatants ofthe correspon­
ding hybridomas obtuined fronl. ATCC. Fnb 
fragments '\vere prepared from thc purificd 
antibody '\vith lnl.mobilized Pepsin (Picrce), 
follo'\ving thc nl.unufacturer's instructions. 
1\1urinc ni.onoclonal anti-hun1an FcyRIIIA 
(3G8) \.Vas from Zyn1ed (San Francisco, CA). 
Anti-Syk <SC-573), anti-SHP-1 (SC-287), and 
anti-phosphotyrosine antibodies (PY-20, SC-
508, and PY-20-1-lRP, SC-508HRPJ werc from 
Santa Cruz Biotcchnolo1:...-y (Santa Cruz, CA). 
Goat anti-rabbit IgG F(ab)' 2 '\vas from Zymcd 
t62-6120); goat anti-mousc lgG-HRP was from 
Jackson Immuno Research <Ani.ish, PA). Anti­
CDllb monoclonal antibody (2LPM19c) (M 
0747) '\vas from DA.KO Corporation (Carpin­
tcria, CA). !v1ousc monoclonal DNP-spccific 
antibodies 2C5 (lgG 1 ) and 4F8 (lgG2 b) used ns 
isotypc controls far cytofluoromct.ry and as op­
sonizing antibodics in thc phagocytosis assay 

were produced in our laboratory from culture 
supernatants ofthe corresponding hybridomas. 
Goat anti-mouse IgG-FITC was from Zymed. 
Myelin basic protein (MBP) was kindly donated 
by Dr. Janet Oliver (Univcrsity ofNew Mexico, 
Albuquerque, NM). y-32P-ATP was from Nc'\v 
England Nuclear (Beverly, MAJ. 

Reagents for RNA isolation and RT-PCR were 
purchased from Gibco-BRL, Inc. (Gaithersburg. 
MD) and Sigina Chemical Corp. (St. Louis, MOJ. 
Taq DNA polymerasc was purchascd from 
Perkin-Elmer (Branchburg, NJJ. 

Flow Cyton1etry 

THP-1 cell suspensions <0.5 x 10¡; cclls/ml> in 
PBS '\vith 5% FBS and 0.01 'if.· sodiun1 azidc ,-..·ere 
incubated '\vith 10 i.1g/ml of one of the follo,.,,.ing 
primary murinc monoclonal antibodies: anti­
FcyRI (32.2J. anti-FcyRII (IV.3), anli-FcyRlllA 
(3GSJ, anti-CDllb l2LPM19cJ, anti-DNP lgG, 
(2C5), or anti-DNP lgG 2 b (4FSJ far 60 min at 
4ºC. After '\vashing, cells werc incubated in the 
dark far 90 min with 0.45 pg/ml FITC-labeled 
goat anti-mouse IgG at 4<'C. After ,.,,.ashing, the 
cells were fixed for 30 min in 0.3% parafor1nal­
dehyde, fallowcd by thrcc wnshes with PBS. Thc 
staincd cclls wcre analyzcd in a FACscan cy­
tomcter <Becton Dickinson, San Jase, CA). 

Cell Culture and In Vilro Diffcrcntiation 

The monocytic ccll linc TI-IP-1 '\Vas obtained 
fronl. thc American 'I'ypc Culture Collcction 
(ATCCJ. The cclls wcre cultured in RPMI-1640 
medium (GlBCO-BRLl supplcmented '\Vith lOo/r 
lv/v) heat-inactivated FBS, 1 mM MEM Sodium 
pyruvatc solution, 2 mM MEM non-cssential 
amino acids solution, 0.1 mM of L-glutani.ine, 
100 U/ml penicillin, and 100 J.tg/ml strcptomy­
cin. Cultures '\\.'ere maintaincd in a humidificd 
atmosphcrc '\Vith 5% C02 at 37ºC. Differcntia­
tion '\vas induccd by culturing TI-IP-1 cclls 
(3 x 106 cells/ml) in thc prcsence of 100 nM of 
l:x,25-dihydroxy-vitarnin Da for 72 h. Cell dif­
fcrcntiation was confirmcd by changes in cell 
n1orphology, as '\vell as incrcases in membrnnc 
expression of complement receptor type 3 (CR3). 
Microscopic phase-contrast imagcs of undiffcr­
entiatcd und VD3-diffcrcntiated cclls werc ob­
tained in an Axiovert 25 (Carl Zciss) inverted 
n1icroscope attachcd to a photographic camera. 

Cell Stin1ulation and lmn1unoprccipitation 

TJIP-1 ccll suspensions (1 x 107 cclls/ml) '\Vere 
maintained in serum-free RPMl-1640 medium 
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far 10 min on ice, previous to the incubation with 
10 µg/ml ofFab fragments ofmouse anti-FcyRI 
(32.2) or anti-FcyRll (IV.3) mAb, Cor 10 min on 
ice. The cell suspension was then centrifuged at 
15,000g for 1 m.in at 4ºC, and the supernatant 
was discarded. To induce FcyR aggregation, the 
cella were resuspended in 1.0 mi of fresh 
medium (without FBS) containing 10 µg/ml of 
F(ab)'2 fr&.gments ofrabbit anti-mouse lgG, for 
the indicated times at 37ºC. Stimulntion was 
stopped by addition of 500 µ! of ice-cold TBS 
(10 mM Tris-HCJ, 100 mM NaCJ, pH 7.4) and the 
cella were pelleted by centrifugation at 4ºC. Thc 
supernatant was discarded and thc cclls were 
Jysed in 1 mi of Jysis buffer (1% Triton X-100, 
50 mM Tris-HCJ CpH 7.4), 150 mM NaCI, 5 mM 
EDTA, 1 mM Na3 V04 , 1 mM phcnyl-mcthyl 
sulfonyl fluoride, 10 mM NaF and 1 µg/ml of 
Pepstatin A, Leupeptin and Aprotinin) and kept 
on ice far 15 min. Lysates were clarified by cen· 
trifugation at 15,000g for 15 min at 4ºC. Protein 
concentration in cell lysates "vas determined by 
the OC Protein Assay <Bio-Rad. 1-Icrcules. CA), 
follo'\.ving the manufncturcr's instructions. Far 
immunoprccipitation. the clarified lysates '\Verc 
incubated for 3 h at 4'°C '\vith anti-Syk antibo­
dies prebound to protcin A-Scpharose bcads. lnl.­
munoprccipitntes ·wcre '\vnshcd three times '\vith 
washingbuffer (ofidentical composition as lysis 
buffer but '\vith O.lo/o Triton X-100), and uscd 
for in vitro kinasc assays, or thcy '\verc boilcd in 
Lacmmli sample buffer und scparatcd on 10% 
SDS-PAGE for immunoblotting. 

\Vhere indicated, cells '\verc incubated befare 
stimulation "\vith 100 J.lM pervanadate for 5 min 
at 37ºC. Pervanadate .... vas gencrated by mixing 
1 mi of20 ml\1 Na3 V04 with 330 µI of30% H 2 0 2 

and incubating for 5 min at room tempcrature, 
obtaining a solution of 6 mM pervanndnte. 

ln1n1unoblotting 

Immunoprecipitates or ""·hale ccll lysates 
'\.vere separated by 10% SDS-PAGE and trans­
fcrred to nitroccllulosc mcnl.branes. Mcnl.bra­
nes werc blockcd "vith 1o/o BSA and 3% non-fat 
dry milk in Jow-salt rl""\\.•ecn-20-Tris-bufl"ercd 
saline CT-TBSJ (10 mM Tris-HCI [pH 7.4), 100 
mM NaCI, 0.1% Tween-20) overnight nt. 4ºC. 
This "vas follo"\vcd by incubation "vith primary 
antibody (anti-phosphotyrosine (PY-20), anti­
Syk or anti-SHP-1) for 90 min at room tem­
peraturc. After washing, the mcmbrancs were 
incubated "\Vith a secondary antibody conju­
gated to horscradish pcroxidase in T-TBS for 1 h 

at room temperature. Far chemiluminiscent de­
tection, blots were treated with Super Signa) 
ECL kit (Pierce) according to the manufac­
turer's instructions, and exposed to X-ray films. 
Digitalizcd imagcs of the developed films used 
to capture the chemiluminiscent signals "vcre 
obtained with the Gel-Doc 2000 System <Bio­
Rad) and analyzcd with thc Bio-Rnd Quantity 
One software. Where indicated, membranes 
were strippcd and reblotted with a different 
primary antibody. For stripping, rncmbrancs 
"\Vere incubated in 0.1 M glycine (pH 2.5) for 1 h 
at 60ºC. After washing, the membranes were 
blockcd and incubated with primary and scc­
ondary antibodics and proccssed as described 
above. 

In Vitro Kinase Assays 

The .... vashed immunoprecipitates obtained as 
described above, were incubated in 50 µl of 
kinase buffer (50 mM HEPES-sodium hydro­
xide pH 8.0, 10 mM Na3 V04 , 50 mM n1anganc­
sium acetatc, 150 mM NnCI. 10 ftCi [y-'12PJ-ATP, 
and 2.5 ftg/ml MBPJ for 10 min at 37°C. Af'ter 
.... vashing three tin1es with 1 mi of kinasc buffer 
('\.vithout [y-32P]-ATP), the iinmunoprccipitatcs 
'\Verc boiled in SDS-PAGE san1ple buffer and 
resolved on 12.5% SDS-PAGE gels. Thc dried 
gcls "\Vcre cxposed nt - 70"C on X-ray films. 

Phagocytosis Assay 

Shecp RBC "\Vcre kcpt at 4°0 in Alscvcr's 
solution for a maximum of 4 "\Vceks until uscd. 
They were "\vashcd in DGVB+ and derivatizcd 
with 2,4,6-trinitrobenzene sulphonic acid, so­
dium salt CTNBSJ by incubat.ing 1.0 mi ofpacked 
SRBC with 12.44 mg ofTNBS in 7 mi ofborate 
buffer "\vith gentle shaking and protccted from 
light for 10 min at room tcmperature. The 
scnsitizcd RBC wcrc "\Vashcd t'\VO times with 
DGVB+ and once wit.h RPMI mcdium '\vithout. 
FBS. Fifty microlitcrs of a 2o/o suspcnsion of 
sensitized RBC in RPMI wcrc addcd to each "\vell 
of a 96-,,.vell V-bottom plate containing 100 µl of 
serial 1:2 dilutions of anti-DNP 4F8 antibodv. 
Thc pintes "\verc incubated at room tcmperatu;c 
for 90 min. Thc hemagglut.ination titer "vas 
dctermined as thc lo'\vcst. concentration of anti­
DNP monoclonal 4F8 antibody that produced 
visible RBC agglutination. Opsonization ofRBC 
"\Vith anti-DNP lgG ·was carried out by incubat­
ing a 1 % suspension of sensitized RBC in RPMI 
with a sub-henl.agglutination dilution of anti­
DNP lgG at room temperature Cor 60 min. The 
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unbound antibodies were removed by centrifu­
gation. Far the phagocytosis assay, 320 µl of a 
suspension of THP-1 cells (1 x 106 /m]) was in­
cubated with 60 µl of anti-DNP opsonized ar 
non-opsonized RBC far 2 h at 37ºC in a So/o C02 
humidified incubator. The cells '\Vere then was­
hed three times with PBS to remove unbound 
RBCs. Non-intcrnalizcd RBCs ·wcre Jysed with 
0.2% PBS far 30 s. Phagocytosis assays wcre 
performed in triplica te. RBC ingestion by THP-
1 cells '\Vas examined by light microscopy by an 
observer who was blind to the treatment con­
ditions. The results are cxpressed as the ph­
agocytic index (number ofingested RBC by 100 
cells). 

RNA lsolation, Reverse Transcription 
(RT) and PCR 

Total RNA was isolated from THP-1 cells by 
thc single-step method based on. guanidine 
isothiocyanatc/phenol/chloroforn1 extrnction 
using TRizol (Gibco-BRL, Inc.) [Chomczynski 
and Sacchi, 1987]. RNA concentration was de­
tcrrnined by absorban.ce at 260 nm and its in­
tegrity '\Vas verified by clectrophoresis on 1.19& 
denaturing agarose gels in thc prescnce of2.2 M 
formaldchyde. Total RNA '\.vas reverse tran­
scribed to synthesizc single strand cDNA as 
prcviously dcscribcd [Camucho-A.rroyo et. al.. 
1996]. Ten n1icroliters ofRT rcaction '\VCre sub­
jected to PCR in arder to simultaneously an1-
plily FcyRI, FcyRIJA. FcyRIIB. FcyRIIC, and 
(3-uctin genes. the latter uscd as un interna] 
control. The sequen.ces of the spccific primers 
used for an1plification are givcn in Table l. The 
50 ¡.ll PCR rcaction includcd: 10 ~ti ofpreviously 
synthesizcd cDNA and 40 ~tl of a mixture 
containing 20 mM Tris-HCI (pH 8.3), 50 mM 
KCI, 1 mM MgCl2 , 0.2 mM ofeach dNTP, 0.5 µM 
of each primer, and 2.5 units of Taq DNA 

TABLE l .. Sequences of Fc-yRI and 
Fc-yR.11-Specific Primers for RT-PCR 

S, sensc; 
AS, 

Receptor nntiscnsc 

Pcylt l S 
AS 

PcyH. llA S 
AS 

FcyH. IIB 1 S 
1-'"cyR IIB2 AS 
PcyR ne s 

AS 

Sequence 

5'TGAATACAGGGTGCCAGAGAG 3' 
3'AGAAGTAAAGCT'TGCAAACCA 5' 

5'CACGC'rG'l'TCTCA'I'CCAAG a· 
3'ATTCCCCTC'l"l'"T"'I'TGTCATCC 5' 
5' ACAACA.ATGACAGCGGGGA 3' 

3'GGTGCA'rGAGAAGTGAATAG 5' 
5'TCCATCCCACAAGCAAACCA 3' 

3"l''l'TATCATCGTCAGTAGGTGC 5' 

polymerase. Negative controls without RNA 
and with non-retrotranscribed RNA were 
included in all the experiments. After the initial 
denaturation step at 95ºC far 5 min, 30 cyclcs 
werc carried out for PCR amplification. Thc 
cycle profile for all genes amplification wus: 
95ªC, 1 min; 60ªC, 1 min; and 72ºC, 1 min. A 
final extcnsion cyclc \vas pcrforrncd at 72ºC far 5 
min. The numbcr ofcycles perforrned ·was ·with­
in the exponcntial phase of the amplification 
process. Twenty-five microlitcrs of PCR pro­
ducts '\Vere separatcd on 2o/o agarose gcls and 
stained '\Vith ethidium bromide. Thc itnage '\Vas 
c;aptured under a UV transillurninator on Typc 
665 negative film (Polaroid Co., Cambridge, 
l\1A). In each experiment, the arnplification and 
analysis of the praducts of ench gene '\vere car­
ried out in parullel. The in"lages '\verc captured 
in a Sean Jet 3C scanner (l-lcwlett-Packard) 
and the intcnsitics of the individual bands 
were quantificd using a Scand Prin"lux 600p 
(Colorado), and Scion Imagc saft'\vurc. To gct a 
semi-quantitative estimation ofthc 1nRNAs far 
cach FcyR isoform, thc intcnsity of the band 
corresponding to the nmplification product '\vas 
norn"lalizcd to thc intcnsity of thc P-uctin band. 
Thus, the relative exprcssion level of cnch FcyR 
isoform is expresscd as thc ratio ofintensitics of 
its corresponding band to 13-nctin band. 

Statistical Analysis 

Data '\Vere analyzed by using a one '\vay an­
nlysis ofvnriance (ANOVA) followed by a Stu­
dent's t-test. Prism 2.01 program (Graph Pad, 
CA) wns u sed far cnlculating probnbility valucs. 

RESULTS 

VD3-lnduced Differentiation oí THP-1 Cells does 
not Alter Membrane Expression of fc-yRs 

In vitre treatrnent of THP-1 cells with thc 
active metabolite ofVitamin D3 has been sho'\vn 
to induce sorne diffcrentiation related changes 
[Kreutz and Andreesen, 1990; Schwende et al., 
1996]. To determine whether VD3 trentment 
modulntes the surface expression of FcyRs in 
THP-1 monocytic cells, cclls '\vere incubatcd in 
RPMI-1640-10% FBS for 72 h with or without 
100 nM of VD3. Surfacc exprcssion of CDl lb/ 
CDlS <CR3), FcyRI, FcyRII, nnd FcyRIII was 
evaluated by cytofluorometry using rn.Abs 2LP­
Ml9c, 32.2, IV.3, and 3GS specific for CDllb, 
FcyRl, FcyRII, and FcyRIII, respectively. VD3 
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treatment induced differentiation-associated 
changes, such as changes in morphology and 
adherence of the cells to the culture flasks, as 
'\vell as an increase in CD11b/CD18 surface 
expression. In contrast, treatment with VDS 
for 72 h did not significantly alter mem­
brane expression of FcyRI, FcyRII, or FcyRIII 
(Fig. 1). 

Fc'YRll Crosslinking Induces Syk Phosphorylation 

Activation of the tyrosine kinasc Syk is an 
essential step in the biochemical cascade ini­
tiated by FcyR crosslinking [K.iener et al., 1993; 
Durden and Liu, 1994]. To measure the lcvcl of 
Syk phosphorylation induced aftcr crosslinking 
FcyRII in THP-1 cclls, thc cclls \vere first in­
cubated at 4ºC with saturating amounts of Fab 
fragments of anti-FcyRII tn..Ab for 10 min, follo­
\vcd by crosslinking ofthc cell bound frngrncnts 
\vith incrcasing conccntrations of F(ab)'2 frag­
mcnts of rabbit anti-mouse IgG ut 37ºC. After 
thc stimulation, cclls \vcrc lyscd, Syk wus im­
munoprecipitated from cquivulent amounts of 
total protein lysates '.vith anti-Syk antibodies, 
and the leve! of tyrosine phosphorylation of Syk 
\Vas assessed by anti-phosphotyrosine immu­
noblotting (Fig. 2A). To account for possible 
ditTercnces in the amount of Syk immunopreci­
pitated. thc san-1e blot ,.,,•as strippcd und reprobed 
\vith anti-Syk antibody. The rcsults sho,..- thut 
FcyRII crosslinking induces a significant in­
crease in the level of Syk phosphorylation. In 
thc experimental conditions uscd, Syk phos­
phorylation incrcases as the an1ount ofsccond­
ary antibody is incrcascd. rcaching a maxin1un1 
at 10 J.tg/n1l of secondary antibodics (Fig. 2A). 
The maximal increase in tyrosinc phosphory­
lated proteins aftcr FcyRII crosslinking is secn 
at 3 min of stimulation as sho,vn in Figure 2B. 
Using thcse experimental conditions, \Ve per­
formed experiments in \Vhich THP-1 cells "vere 
stimulated by crosslinking FcyRII and the leve! 
of phosphorylation of Syk was determined by 
im1nunoprccipitating Syk, resolving the immu­
noprecipitates in SDS-PAGE, transferring the 
resolved proteins to nitrocellulose membranes, 
and sequcntially blotting thc membranes with 
anti-PY and anti-Syk antibodics. Figure 2C 
shows a reprcsentative expcrin1ent and Fig­
ure 20 shows the average ofthree independent 
experiments in which the leve! ofSyk phosphor­
ylation foreach condition was determined as the 
ratio of anti-PY signal to anti-Syk signa! of the 
relevant bands. 

Effect of VD3-lnduced Differentiation on Syk 
Phosphorylation Levels After Fc'YR Crosslinking 

It has been reported that thc activity of Syk 
can be modulated during the differentiation of 
HL-60 promyelocytic leukemia cells [Qin and 
Yamamura, 1997]. To determine whethcr dif­
fcrcntiation of THP-1 cella induced by VD3 
trcatment has any effect on the amount ofSyk in 
the cells, we performed anti-Syk inmunoblots in 
lysates of cells treated "vith VD3 for O, 24, 48, 
and 72 h. The blot was stripped and re-probed 
with anti-actin antibody and the results are 
cxpresscd as the ratio ofthe anti-Syk to the anti­
actin band for each sample. The results showed 
n time-depcndent increase in Syk levels in THP-
1 cells treated with 100 nM VD3 (Fig. 3). 

To determine whcthcr diffcrcntiation affccts 
Syk activation aftcr FcyRII crosslinking, \.Ve 

con1pared the leve! of Syk phosphorylation in­
duccd through FcyRII in Tl·IP~l cells trcatcd or 
not with VD3 (100 nMl for 72 h. Both non­
treated and VD3~trcatcd Tl-IP-1 cells wcre sti­
mulatcd through FcyRII as dcscribcd above. 
After stimulation, cells \Vere lysed und the le­
vels of Syk phosphorylation \Vere compared 
in anti-Syk immunoprccipitntes. In untrcuted 
cclls, FcyRII crosslinking induccd a significant 
increasc in phosphorylation of Syk (Fig. 4A. 
lunes 1 and 2). VD3 trcatmcnt by itsclfinduccd 
an incrcusc in t.he basal lcvcl of Syk phosphor­
ylation (Fig. 4A, lanc 3). Surprisingly, in VD3 
treated cclls thc level of Syk phosphorylation 
aftcr FcyRII crosslinking \vas significantly 
lower than that obscrvcd in unstimulatcd VD3-
treated cells CFig. 4A, compare lunes 3 und 4). 
Thc lower panel of Figure 4A shows thc results 
ofthree independent cxpcrimcnts performcd on 
different batchcs ofTHP-1 cells. The leve! ofSyk 
nctivation induced by FcyRII crosslinking in 
VD3-trcated and untreated cells "vas also as­
sessed by determining the in vitro kinase acti­
vity ofimmunoprecipitated Syk on an cxogcnous 
substrate (MBP). In untrcated cells, FcyRII 
crosslinking induced an incrcasc in Syk activity 
(Fig. 4B, lane 2). Similar to what "vas observcd 
in the leve! of Syk phosphorylation, VD3 treat­
mcnt increased the basal levcl ar Syk activity, 
und this basal leve! of activity decrcased after 
FcyRll crosslinking (Fig. 4B compare lanes 3 
and 4). Thus, while in undifferentiatcd THP-1 
cells FcyRII crosslinking induces Syk phos­
phorylation and activation, after differcntia­
tion induced by VD3 the response to FcyRII 

1 .f. :.í 
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Fluorescence intensity 
Fig, 1. Effect of VD3-1nduced diflcrenti.-umn un thc n1orphol­
ogy and the !>Urf.tce e"pre:.siun of FcyR:. ancl CD 1 1b/CDl8 
receptors in THP-1 cells. A: THP-1 cdb (5 x 10-;./ml) wcrc 
incubated in pl.'l:.tic culture fl."l!tl..!> with or without 100 ntv• VD3 
ior 72 h. tvticro:.copic pha:.e-contra:.I 1m."lgc:. of thc cells in thc 
culture bottle:. wcre obtained in an A"iovert 25 (C.arl Zebsl 
invcrtcd n1icrosco¡:>e atw.ched toa µhotographic camera. B. C, O, 
E: Untreated ar VD3-treated <100 nM, 72 hl THP-1 Cl!lls 
(Q.5 x 1 Ot.) in 0.5 mi of PBS; 5°/u FBS; O. 1 º/u NaN 1 wcrf:." incub.ll­
t:!'d far úO min at 4"C with 1 O µg of mAbs 32.2 (anti-FcyRI), IV . .3 
(,-inti-Fc·tRIU, 3GH lanti-FcyRlllAI or 2LPM19c (anti-CD11b) or 

the rc~¡>t;"clivc •~olype conlrol~ (lgG 1 íor .lLP/\.11 Ye. 32.2, 3GU 
.-ind lgG2b for IV.J). Alter wa!>hing, tht:!' ccllor. were stained for 
JO 1nin at 4·'C wilh FITC-anti-mouse lgG. The stained cells werc 
w.-i~hed, fixecl in p:.raformaldchyde .-ind ex.:unincd by cyto­
fluorometry in a FACScan. Left column: undifferentiated THP-1 
cells. Right column: THP-1 cclls treated with VD3. Thc- darker 
trace~ are lhe íluorcscence dbtributions of cells st.:.ined with thc 
specific antibodies. Sirnilar results have been observt.--d in 
numerous cxperiments pcrformed during the cour-se of the 
studies reported here. 
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crosslinking is different, decreasing both the 
phosphorylation in tyrosine residues and the 
kinase activity ofSyk. To determine ifthis effect 
'\Vas also observed after crosslinking FcyRI, we 
performed similar experimenta inducing FcyRI 

crosslinking with anti-FcyRI Fab fragmenta 
and secondary antibodies. As expected, in undif­
ferentiated THP-1 cells, FcyRI crosslinking in­
duces Syk phosphorylation and activation 
(Fig. 5A). VDS treatment by itself increased 

A 

++++++++ + FcyRll (IV-3-10 µg ) 

antilgG(µg)-•º~-º--•º•·5;.....•1~-3~-5~1_0.._1•5~-2º~-3-º~ 

IP: antl-PY 
Blot: anti - PV 

Blot: anti - Syk 

-70 kDa 

B 

time (minutes) O 0.5 1 3 5 10 20 -----------------------
FcyRll (IV.3-10 µg) + + + + + + 1

•\ 'f'"'° ::'.'C. :.-

anti lgG (10 µg) ___ _. __ ,;...._,;...._.,,,;,. __ ;,...__ f: ,l'J,~_. :·; ., ,., 

IP: anti PY 
Blot: ant! - PY 

Fig. 2. Tyrosine phosphorylation of 5~,i... indL1ced by Fc-tRll 
crosslinking. A: THP-1 cells (1x107 in 1.0 mil were incubated 
with 10 µg of Fab fragments of mAb IV.3 at 4'C for 10 min, 
centrifuged and resuspended in 1.0 mi RPMI containing the 
indicated .:1mounts of Fl.:1b)' 2 fragments of rabbit anti-mouse lgG 
far 3 min at 37"C. Stimulationwas halted bythe addition of 500 µI 
of ice-cold TBS to each tube, the tubes ,.,,·ere centrifuged and the 
pelleted cells "'ere ly!>ed in lysi!> bufk•r. Equivalcnt .:imounh of 
total protcin fron1 each ly!>ale wcrc U!>ed far 11nunoprecipit.ation~ 
with anti-Syh. an11bodie!> bound to protcin A-5epharo'!>e bc;id.,. to 
imrnunoprecipil.Jle Syk. Ahcr wa!>hing, lhe 1mmunoprcc1pitate'!> 
wcre boilcd in Lacrnrnli !><llnple buffer .'lnd rc!>olvcd by 505-
PAGE and tr.:in.,.lerrcd to nitroccllulo.,.e mcrnbrancs. Thc blot \Va'!> 
develoµed with anti-phosphotyrosine (anti-PYl antibod1e!> as 
described in f\.-\aterials and f\.\ethods. Thc '!>ame mernbrane was 
acid-.,.tripped and rnprobt....~ with .:mti-5yk polyclonal antibodies. 
8: THP-1 cells ( 1 x 1 o" in 1.0 mil were incubated "'ith 1 O µg of 
Fab fragmtc>nts of n"IAb IV.3 at 4~C far 1 O min. After centrifugation, 
the cell!> were rcsuspended in 1 .O mi RPMI containing 1 O µg oí 
f(ab)':: fragments oí rabbit anti-mouse lgG and incubated at 37"C 

l 

-70 kD• 

far the indicalt!d times. The ccll.,. \Verc ly.,.ed and the phosphory­
lated prolt!ifl!> werc im1nunoprccipitated from t:quivalent 
a1nounts of total protein, o'.lnd resolvt:d by SDS-PAGE and 
tran.,.ferred to nitrocellulosemembranes. The blot wasdeveloped 
with anti-phosphotyrosine antibody conjugated to HRP and 
chemiluminiscent detection. C: THP-1 (1 X 107 in 1.0 mi) cells 
were incubated far 1 O minal 4ºC with RPMI alone ar with 1 O µg 
oí Fab fragmcnts of mAb IV.3. Afler centrifug.'ltion, the cells wcre 
incubated at 37~c íor 3 rnin with 1 O ~1g of Flab)' 2 fr.igmenl!> of 
anll-rnou!>e lgG in 1.0 1nl oí RPf\.'\I rncdiu1n. Cdls were ly.,.cd and 
5yk \vas immunoprecipil.'lted with anli·Syk .Jntibodies hound to 
Protein A-5epharose beads. ln'lnlunoprecipílale~ werc rtc>~olved 
.JS in A, and the blot was !>equenti.'llly developed w11h anli-PY ,'lnd 
anti-Syk polyclonal antibodies. O: Tht:.> pho!>phorylation level ot 
Syk was calculated a!> tht:.> ratio uf the den!>itumetric intcns1tie~ of 
the anti-PY sign.:11 to the anti-Syk signa! uf thc rt:.>!>pcctive b.Jnd!> in 
three independent experirnenl!> ."Is shown in C. Re.,.ult!> are lhe 
mean± SEf\.'\, n = 3. •P< O.OS campa red with unstimul;itcd cell.,. 
Oane 1). 
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IP: anti Syk 
Blot: anti - PY 

+ 
+ 
+ 

.- Syk 

e 

Blot: anti - Syk ~--
.- Syk 

o 

o 
Anti-lgG IV .3 

Fig. 2. 

the basal leve! of Syk phosphorylation, but cros­
slinking of FcyRI in VDS treated cells was still 
able to cause an increasc in Syk phosphoryla­
tion (Fig. 5B). Thus, VD3 induces nn increasc in 
both total level and basal phosphorylation state 
of Syk, and the cells' response in terms of Syk 
activation induced by FcyRI or FcyRII cross­
linking is diffcrently affected by differentiation. 

Effcct of VD3 Trcatmenl on Fc-yR-Mediated 
Phagocytosis in THP-1 Cells 

To dcternlinc ifVD3 differcntiation uffccts an 
FcyR-mediatcd function, '\Ye examined the pha­
gocytosis of!gG opsonized erythrocytcs by THP-
1 cells after VDS treatmcnt far O, 24, 48, and 
72 h. VD3 treatment far 48 and 72 h decreased 
THP-1 phagocytosis in a time-dcpendcnt man­
ner reaching an inhibition of' about. 35% after 

(Conrinuec/l 

72 h (Fig. 6). VDS treutmcnt far 24 h did not. 
result in any significant decreasc in phagocy­
tosis (0 vs. 24 h). 

Pervanadatc Trcatmcnt Rcstorcs 
Syk Phosphorylation lnduccd by Fc-yRll 

Crosslinking in VD3-Trcatcd Cclls 

To determine ifthc decreasc in thc phosphor­
ylation state of Syk induccd by FcyRII cross­
linking in VD3-diITercntiatcd cells is mediated 
by a protein-tyrosinc phosphatase activity in­
duced by FcyRII crosslinking. wc examined if 
this cffect could be prevcntcd by a general phos­
phatase inhibitor (sodium pervanadate). VD3 
treated cells wcrc incuhated in the prcsencc of 
sodium pervanadate for 5 min befare stimula­
tion by FcyRII crosslinking as above. Aftcr sti­
mulation ofVD3 treated or untreated cells, Syk 

1iR 
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A 

Total Lysates 
Blot: anti Syk 

- ~· "'t!i!!-~;'~" .S] 4- Syk 
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Blot: anti actln ~ . ._..... ~..,..._.. +- actln 
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Fig. 3. EffoctofVOJ on the expre?o!>ion ofSyk in THP-1 cclb. A: 
THP-1 cells (5 x 10!>/ml> were incubated with 100 nf\.1 VD ... l in 
RP/1.11-1 O .. /., FBS far the indicated times, Cells .... ere wa!»hed, ly?ot>d 
in lysis bufíer and equivalent amounts of total protein from e.lch 
lysate w~reseparated by SOS-PACE. Tht" rt>solved protein .. \"-ert.• 
tran!»fern~d to nitrocellulose n1e111brane~ .lnd sequ. .... •nllally dl...•vel-

phosphorylation \vas unulyzed by anti-PY/anti­
Syk immunoblotting as described abovc. In 
VD3-treated cells. prctreatmcnt 'vith the phos­
phatase inhibitor prevcnted thc previously 
obscrved decreasc in Syk pho8phorylation in­
duced by FcyRII crosslinking (Fig. 7A compare 
Janes 3 and 5). Thesc rcsults suggest that in 
VD3-trcated cclls (but not in undifferentiatcd 
THP-1 cells) a pratein tyrosinc phasphatase is 
involvcd in regulatian af the Syk phosphoryla­
tion leve] after FcyRII crasslinking. 

lntcraction Bchvccn Syk and SHP-1 is 
Modulatcd by VD3 

SHP-1 is a pratein tyrosinc phosphatasc. 
'vhich has been sha ... vn to interact directly ·with 
ZAP-70 in T cell lines and in heteralogous ex­
pression systems. Based on this, it has bcen 

B 
• 

Time (h) 

Of>l...'d with .lnli·Syk .ind .lnti-,lctin .lntibodie;. O: Tht:' Syk level 
._._,ili!<o calcul.:i1ed as the r.lt10 of tht.• den'ioilomctric inten;ities of the 
ólnli-Syt... ,ignal 10 the anti-actin s1gnal in cach la.ne in three 
independenl t>Xperinit>nh. Re!<oult; .lret.•x¡.>reS!<ot."Ci ,,s 1nean ::r SEM, 
n-=- J. •P...::. O.OS co1npart.•d .. ._ith unlrt>aled cells (0 hl. 

suggcstcd that SJ-IP-1 is involvcd in thc ncgat.ivc 
regulation of the catalytic activity of ZAP-70 
[Plas et al., 1996]. The physicnl associution 
of SHP-1 and Syk has also becn rcportcd. and 
it has bccn shown that Syk is a substrate for 
SHP-1 [Dustin et al., 1999]. To determine ifVD3 
trcatment rnadulatcs SHP-1 expression. \Ve an­
alyzcd by immunoblatting the leve Is of SHP-1 in 
cells trcatcd \.Vith VD3 far diffcrcnt tin1cs. 'rhe 
rcsults sho ... vcd that VD3 trcatment <lid not 
significantly afTcct the cxprcssion of Sl-IP-1 
<Fig. 7B). In arder to assess thc passiblc asso­
ciation of SHP-1 ·with Syk in TI--IP-1 cclls und if 
this associatian could be modulatcd by VD3 
treatmcnt. we detcrmincd by in1munoblotting 
t.he prcscnce af SHP-1 in anti-Syk immunopre­
cipitates fram VD3 trcated and untreated ce!ls 
befare and after FcyRII crosslinking. To obtain a 

110 



1066 Agran ... onte-Hevia et al. 

quantitative assessment of the degree of coim­
munoprecipitation of SHP-1 with Syk, the ratio 
ofthe densitometric signals ofSHP-1 to Syk '\.Vas 
calculated. In undifferentiated, non-stimulated 
THP-1 cells. a certain degree of SHP-1 coimmu­
noprecipitation with Syk was observed (Fig. 7C, 
lane 1, ratio= 1.0). Upan FcyRII crosslinking, 

VD3 treabnent 
FcyR 11 (IV.3) 

anti lgG 
+ 
+ 

IP: anti Syk 
Blot: anti - PY 

t.2 

IV.3 

Fig. 4. VDJ trnatment of THP-1 cell prnvcnh Syk phosphoryl~-i· 
tion induced by FcyRll crosslinking. A: Tyro~inepho~phoryk1tion 
oí Syk in VD3·1r~ated .;md untreated THP-1 cells. THP-1 cell!> 
were left unlreated (lancs 1 and 2) or wcre tre."lled with 100 n/\.1 of 
VD3 far 7.2 h tl.-sncs 3 .;md 41. Treatcd or untre~-ited THP. J ccll~ 
( 1 O;-/ml) \"llt:"U~ incubaled in RPf\..11 medium \"l.'ith 1 O ~l~ of F.-ib 
fr~"lgmentsofmAb 1\/.3 (l;int.•!> .2 ~1nd 00.-i14 C far 10 1111n, lollo....,c<l 
h•f lurthcr incub.-ition .-al 37'-C for ] min, w1th 1 O ~tg of F(;ibJ' ~ 
tr;ig1ncnt~ of r.Jbb1t .1nti.n1ou~t' lgG. The cell!> \vcrc ly~ed in ly!>1!> 
buffer and Syl... \Va!> in1rnunoprecipi1.11cd wilh anli·Syk antibodic~ 
bound to Protein A-Sepll.UO!>e beads from cquivalent amo;.Jnl~ of 
ccll ly!>ates. The i1n1nunoprecipitates wcre re!>olved by SDS­
PAGE ~"lnd tr.-insferred to nilrocellulo!>C' mcrnbranes. The blot wa!> 
developed with anti-phosphotyrosine (."lnti-PY) antibodies as 
described in J\.1aterials and Method~. The same membrane was 
acid·!>tripped and reprobed with anli-Syk polyclonal antibodies. 

this association "vas significantly 1·cduced 
(Fig. 7C, lane 2J. rrrcuLmcnt of the ccJls with 
VD3 for 72 h slightly diminished the leve! of 
basal association ofboth molecules (Fig. 7C, lane 
3, ratio= O.SO). However, upan FcyR 11 cross­
link.ing, a significantly higher amount ofSHP-1 
"vas coimmunoprecipitated with Syk CFig. 7C, 

+ 

VD3 

+ 
+ 
+ 

A 

• Syk 

Syk 

IV.3 (VD3) 

Tht.• phosphoryl~1tion lcvcl of Syk w."ls calculatcd ih the ratio of 
thc densilo1netric inlt.·n~itie!> of the anli·PY sign.11 to the anti·Syk 
signal oí the respec1ive bands. Thc graph shows thc result~ from 
threc independent c-.perirnenl!>. Result!> are e"'prc!>~cd as mean -
± SEM. n = 3; '"'P< O.OS comparcd with un!>limulatcd and 
untre;itcd cell~ (lane 1) and ••P< O.OS compart.•d w1th unstirnu· 
lalcd ,1nd VD3 trt".-ited cell~ (l,,nt< 3). U: \/03 trealmt.•nt block~ Syl... 
ac1ivat1on induct.•d hy FcyRll cro~~linl..mg. Anti·Syk immunoprt"· 
cipitatC'S íron1 ly!>ale!> of equivalent nurnbcr oi VD.3 lrealed and 
unlreated cell!> wt'rc obt~1int'd frun1 un!>lin1ul.-itcd or stirnulated 
cells ;i~ in A. The irnmunoprt:"cipit,-itt.:!> were rt:"~u~pended in 
kin<1st=" buffer (vvith 0.25 Ci of "(- t.:P-ATP). and U!>ed far in vitro 
kinase assays using 0.25 mg/ml oí J\.1BP ;is substrale. The reaction 
products were an~1lyLed by 505-PAGE ~"lnd ~-iutoradiography. 
The experirnent !>huwn is representalive oí three indepcndenl 
e"'peri1nents. 
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VD3 treatment 
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antilgG 
+ 
+ 

+ + 
+ 
+ 

B 

in vitro klnase: tt;17.:¡t:~;.:-¡., ' . . . .. .J :1;- ,- {. 
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lane 4, ratio= l. 70). The degree ofSyk phosphor­
ylation in cells stimulated through Fcy RII seems 
to inversely correlate with the level of Syk-SHP-
1 association: in non-treated cells FcyRII cross­
linking rcsults in an incrcasc in Syk phosphor­
ylation (and barely detectable association "vith 
SHP-1), whereas in VD3 treatcd cells the level of 
Syk phosphorylation is low and its association 
with SHP-1 is highest (Fig. 70). 

Modulation of FcyRll rnRNA Lcvels by 
VD3 Treatrnent in THP-1 Cells 

The abovc results suggest that in VD3-
treated THP-1 cells, FcyRII crosslinkingresults 
in a decrease in the leve! of Syk phosphoryla­
tion, and that this effcct could be mediated by 
modulation of the association of SHP-1 "vith 
Syk. A possiblc mechanism involvcd in this ef­
f"ect is that VD3 trcatment could induce changes 
in the relative expression of FcyRII isoforms, 
since one ofthe FcyRII isoforms, FcyRIIB, is an 
ITil\11-containing receptor '\Vhich has been 
sho'\vn to recruit SH2-containing protein tyr­
osine phosphatases (SHP-1 and SHP-2) as well 
as the phosphatidylinositol 5'-phosphatase 
SHIP to the vicinit.y ofphospho-IT.AM:s [Oustin 
et al., 1999]. Therefore, an increase in the rc­
lative lcvels of FcyRIIB versus FcyRIIA could 
provide a mechanism to recruit more SHP-1 to 
thc aggregatcs. To test this possibility, '\VC used 
a semiquantitativc RT-PCR to determine ifVD3 
modifies the exprcssion ofFcyRII isoforn1s. Thc 
primers pairs used to specifically amplify cDNA 
far FcyRI, FcyRIIa, FcyRIIb,, FcyRIIb2 , and 
FcyRIIc are sho,vn in Table I, and thc rcsults of 
a single experimentas wcll as the graphs ofthe 

combined results of four indcpendent experi­
ments are sho'\Vn in Figure 8. A PCR product of 
439 bp corresponding to the FcyRla transcript, 
and two PCR products ol' 441 and 317 bp, cor­
responding to FcyRlla1 and FcyRlla2 tran­
scripts were obtained using thc FcyRI and 
FcyRIIA specific primers, respectively. No dif­
ferences in the level of FcyRI and FcyRIIa1 
mRNAs were observed after VD3 treatment, 
while a significant decrease in the levcl of the 
317 bp band (FcyRIIa2 ) was observed aftcr 48 
and 72 h ofVD3 treatment (Fig. SA,B). 

Two PCR products were amplified "vith thc 
use ofthe FcyRllb-specific prirners: a '\veak band 
at 582 bp corresponding to FcyRIIb1 and a frag­
ment of520 bp corresponding to FcyRIIb2 • How­
ever, the 582 bp fraginent '\Vas clearly visible 
only in one out offour indcpendcnt experiments 
and even in thnt cxpcrirncn t the in ten si ty of this 
band was very faint. In contrast, thc 520 bp 
fragnient (FcyRIIb2 ) '\Vas always clearly dctcc­
tcd. This band rcproducibly showcd a biphasic 
pattcrn aftcr VDS trcatmcnt: it decreases after 
24 h of treatment and becornes almost unde­
tectable at 48 h. However, after 72 h FcyRIIb2 
expression returned to thc levels observcd in 
non-treated cells (Fig. 8C). 

Analysis of FcyRIIc mRNAs by RT-PCR 
sho\vcd a band corresponding to 377 bp. No sig­
nificant changes in the leve] ofexpression ofthis 
band wcre detected aftcr VDS trcatment 
(Fig. 80). The expression of 13-actin was not 
modified by VD3 treatrnent (Fig. SE). The RT­
PCR for the actin mRNA was included as an 
xinternal control and to normalizc the lcvels of 
FcyRs mRNAs among the different cxperimcnts. 
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FcyR 1 (32.2) 

anti lgG 

IP: anti Syk 

Blot: anti - PY 

Blot: anti - Syk 

VD3 treatment -
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Blot: anti - PY 

Blot: anti - Syk 

Fig. 5. VD3 trc01tn1ent of THP-1 dot:"• not block SyJ.. pho-.phrn­
ylation induct"d by FcyRI cro .... l111k111g. A: THP-1 cdl.., ( 1 x 1 O:- m 
1.0 mi> were incub;:i,ted in RP,\oi.I n1edium alune ar \Vith 1 O µg oí 
FabfragmentsofmAb3::?.2 • .:it 4"'C for 1 Omin, follm ... ed byfurther 
incubation at 37~C far 3 min. with 10 J.lS of F(abJ' .! ir.'lgment!> oí 
rabbit anti-mouse lgG. The cell .. wt:'re ly .. cd in ly~i.-. buffer ;¡nd 
equivalent .:unounts of total prote1n fro1n each l')'''>.:lle v.e:ore U">el..i to 
11n111unoprecipitate Syk. The in11nunoprt:cipi1.lte!<> .,._ere re .. olved 
b}· SDS-PAGE and tran .. ferred to nitrocellulo">e 1nernbr.:me'>. Tht..• 
blot WOl!> dcvclopt:!d ,...,ith ..lnt1-pho!>photyro!>1nc {;mt1-PY) .:inll­
bodies .3!> dc!>Cribcd in f\..1atcrial!> .,nd Mcthod!>. Th1._• !>an1e 
rne:o1nbr.,nc .. "V.,!> .1cid-!>lrippcd .:ind reprobcd vvith .1n1i-S-,.·I.. 

DISCUSSION 

Rcccptors far the Fe portian of lgG are 
cxpresscd on the surface of almost all hemato­
poictic cells. Binding of antigcn-antibody com­
plcxcs or IgG-opsonized particlcs to thesc 
receptors triggers a variety of cffector responses. 

+ A 

+ + 

-

B 

+ + 

+ + 

+ + 

polydon.11 .1nt1hod1c-.. B: THP-1 ct.'lb .. ..,ere lcft untreated Uancs 
1Jnd21 or Wt"rctrt:".11txJ .... 11h 100 nf\..1 uf V03 for 72 h (lancsland 
·'J. Tre.:tlcd or untre.;ttcd THP-1 cell!> ( 1 o''!mll were stimulatcd as 
in A. Thc cells \._ere lyst:d in ly!>iS buffer .:ind Syk was 
1n11nunoprccip1tated w1th •1nti-Syk antibodie!> bound to Protein 
.A-51..·pharo!>e bcad-. frorn c41.1iva.lent .. unounls of Ct!ll lysa.te!>. The 
11111ntmoprccipit.,le'> wcrc re!>olv1..•d by 505-PAGE and lrnns­
fcrrcd to nilroccllulo!>t.." 1111._•mbra.ne!>. The hlo1 WitSdt."velopedwith 
.1nti-pho!>photyro!'>inc (an1i-PYJ antibod1cs LI!> dc!>Cribed in Mate­
rr.1b .111d f\.1elhud<o. The !>.11n1:.• ntl:."ITlbr,,nl:." vv,,'> acid-stripped 01nd 
rl..'f)r<1l~1..·lt wtlh ,,nt1-Syl... ¡>olyl·lol\ill .1nt1hodil..'"· 

Thcsc includc phagocytosis. production of cyto­
kin~s and chcmokines. rclcnsc of cytotoxic and 
rnicrobicidnl molccules, and changcs in thc cx­
pression ofcell-surfacc proteins in volved in ccll­
cell ndhesion and antigcn presentation [Ravetch 
and K.inct, 1991]. In this wny, FcyRs allow the 
humoral nnd cellular aspects of immunity to 
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fig. 6. V03 treó'.ltment decrease FcyR-mediated phagocytosis in 
THP-1 cells. Sheep RBC were opsonized with anti-DNP lgG ns 
described in Materials and Methods. Far the phagocytosis .'.lssay. 
320 µI of THP-1 cells suspenslon (1 x 106 /ml) were incubated 
with 60 µI of a 2°/u suspension of opsonized (empty bars) or non­
opsonized (gray bars) RBC for 2 h at 37"C in a S<>/u carbon diox.ide 
humidified lncubator. The cells were then washed three times 
wlth PBS to remove unbound RBCs. Non-internalized RBCs were 
lysed with 0.2º/o PBS for 30 s. RBC ingestion by THP-1 cells was 
ex.amined by light microscopy by an obs.erver who was blind to 
treatmentconditions. Ali assay!> y.,¡ereperformcd in triplica1e. The 
results are expressed as the phagocytic index (number of ingested 
RBC by 100 cells). Results are expressed as mean± SD. n = 3. 
•P<. O.OS compared wilh the untre.::iled cells (Oh). 

comn1unicate and cooperatc in cxpanding, sus­
taining, and regulnting imn1unc responses. 

Numerous studics have identified a variety of 
molecular participants and biochemical events 
involved in signa! transduction through FcyRs 
[Daeron, 1997; Ravetch and Bolland, 2001]. 
Less attention has been givcn to study ho\v the 
biochemical path·ways initiated by individual 
types ofFcy Rs can be affectcd by the differen tia­
tion/activation state of the ccll exprcssing the 
FcyR. The aim ofthis study \vas to determine if 
the biochemical events initiatcd by aggregating 
FcyRII on monocytic cclls are affectcd by the 
differentiation stnte of thc cell. 

Syk is kno\vn to play a central role in 
the signaling pathi.vays activated by FcyRs 
[Agarwal et al., 1993; Kicner et al., 1993; Pan 
et al., 1999]. Once activatcd, Syk can stimulatc 
various biochcmical pathways involvcd in the 
cell's response. Beca use ofits central role, \Ve de­
cided to study the cffcct ofccll differcntintion on 
sign.al t.ransduction by FcyRII by focusingon the 
lcvel of phosphorylation and activation of Syk 
after aggrcgation of FcyRII in a monocytic hu­
man ccll linc that can be diffCrcntintcd in vitro. ~ 
The mctabolitc l::t,25-dihidroxy-vitamin 03 
(V03) has bcen sho\vn to pron1ote differcntia­
tion of monocytic ccll lincs to\vards a macro­
phagc-like phenotypc [Choudhuri et al., 1990; 
Kreutz and Andreesen, 1990]. Treatment of 
THP-1 cells for 72 h with VD3 induces several 

differentiation-related changes, such as an 
increase in CD14 and CDllb/CD18 CCR3) cx­
pression, andan increased adhcrcnce to plastic 
surfaces. \Ve showcd here that in vitro treat­
ment of THP-1 cells '\Vith VD3 also induces a 
time-dependent increase in Syk levels (Fig. 3A). 
The basal (unstimulated) level of tyrosine 
phosphorylation ofSyk wns also incrcnscd aftcr 
VD3 treatment. This results from a two to three 
fold increase in the amount of immunoreactive 
phosphotyrosine on Syk, as determincd by com­
pnring the ratio of the anti-phosphotyrosinc 
signal with the anti-Syk signals in Syk in'lmu­
noprecipitated from cells befare and after treat­
ment with VD3 for 72 h (Fig. 4A). Thus, during 
VD3 induced differentiation of THP-1 cells, 
along with an increase in the total amount of 
Syk, there is a definite increasc in thc basal 
phosphorylation ofSyk. 

The increasc in thc lcvcls of tyrosinc phos­
phorylation induccd by VD3 corrclate '\vith an 
increase in the catalytic activity ofSyk against 
an exogcnous substratc in in vitre kinase assays 
(Fig. 4B, Jane 3). It is intcresting that a similar 
increasc in tyrosinc phosphorylation and cata­
lytic activity of Syk has also been reportcd 
during diffcrcntiation of HL-60 pron1yclocitic 
cells into granulocytes [Qin and Yarnamura. 
1997]. Syk has differcnt tyrosincs \vhich can be 
phosphorylatcd/dephosphorylatcd and sorne of 
these have bcen implicated in rcgulation of its 
catalytic activity. It is also known that VD3 ac­
tivates a variety ofprotcins i.•.dth kinasc activity. 
such as protein kinasc C, Raf, and mitogcn­
activatcd protein (1\1.A.P) kinases [I<harbanda 
et al., 1994; Marcinko,vaska et al.. 1997; 
Gniadccki, 1998], involvcd in the diffcrentiution 
process and that can potcntially phosphorylatc 
Syk tyrosine residues. At this time, the mechan­
ism and functional significancc of thc incrcasc 
in tyrosinc phosphorylation and nctivity of Syk 
induced by differentiation (by VD3 in THP-1 
cells, by retinoic acid in HL-60 cells) is un­
kno'\vn. and also if other diffcrentiation indu­
cing agcnts havc similar cffect. 

As has bcen rcportcd, in undifferentiatcd 
THP-1 cells, FcyRII crosslinking induced a 
dosc-depcndent incrcase in the level of Syk 
tyrosine phosphorylation. Surprisingly, in VD3-
treated cclls Fc·rRII crosslinking not only failed 
to induce an incrensc in Syk phosphorylation, 
but it actually induccd a dccrease in Syk 
phosphorylation to levcls lo'\vcr than thosc 
observed in unstimulated cells. As a rcad out. 

... I!':'~ C"') 

.l../ ... •J 
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assay to evaluate thc effcct of thc decrcnse in 
Syk phosphorylation on an FcyR 1nediatcd 
signa}, '\Ve determined if VDS treatment ·would 
inhibit FcyR-rnediatcd phagocytosis of IgG­
coated SRBC. The phagocytosis of lgG-coated 
RBC decrcased only about 35o/o '\Vith VD3 

Porvanadato 

VD3 treatmont 

Fe-,R U (IV.3) 

anti lgG 

IP:anti Syk 

Blol:antl PY 

treatmcnt (Fig. 6). Ho,vcvcr, it should be noted 
that during IgG-mediatcd phagocytosh~ Syk 
activation induced by FcyRI is still tuking place. 
As v~·e show in Figure 5, Syk phosphorylation 
induced by FcyRI is not affocted by the VD3 
treatment, and thus can partially compensate 

A 

--....,_._ ....... 
·~ ·-· .. ~ 

Blot: anti Syk 
~~1i~:~~:?ii:. ~-J ~:;;~ ;~·· 

~.:;'li(~~~.!.~ll'"".d<!>-~< -

Fig. 7. Syk phosphorylation level aftcr FcyRll cro!>!>linking 
could be modulated by a protein tyrosine phosphatasc. A: THP-1 
cells were left untreated (lanes 1 and 2) or .. ,t're treatt'd wilh 100 
nM ofVDJ far 7:? h (lancs 3-5). lust btc"foresllmul."'ltion ."'I sampltc" 
o( VOJ treated cells (lanc Sl ...... as incubated with 1 00 µo'l.t sodiu111 
pervanadate far 5 n"tin al 37··c. Th1..• cells .... t'rt' thcn stunulatt'd 
through FcyRll or left unsti1nulated as dt>scr1bed in lcgend to 
Figure :?C. Sy" was im1nunoµrl;"cipitalcd íron1 cquivalt'nt 
amounts oí cell lysatcs and the i1nn1unoprecipitalt~!> wcre 
separated on SOS-PACE and tran!>lerri¿od to nitroct'llulost' 
1ncn1brantc>S. Thc blob .. -.crt' scquent1ally probt'd .. vi1h anli-PY 
.:\nd .1nti-Syk .1ntibodi1..•s. Tht.• gr.,ph show lhc rt.•sult!> of thrt't_• 
indcpcndenl c'pcrirnenb 1..•,presscd .-is th1..~ lllt'.111 ±SE/\.'\. n ~ ]. 
•P< O.OS comp.-u1..•d wilh rc-rRll st11nul.11cd .1nd VDJ trc.:11ed cell 
tl.-int-• 3). U: Ellect of VOJ un 1..•:i..prcssion of SHP-1. THP-1 ccll-.. 
(5 ::.... 1 U~'/rnll ._,t'h! 1nct1ba1t..•d w1th 1 Oü nf\..'\ VDJ for thc 1ndic-.,lcd 
ti1nt>s. Lys.111..•!> \"ere prcp.ucd .::uuJ cquiv.1lcn1 .unounb ot tot.11 
protc1n fron1 c.-ich lysate \-vcrc separatcd by SDS-P,.\GE. Tht..• 
resolved prolt..•in!> \vcre tr.1n~ferred to nitroccllulose 1nt:'n1branes 
and scqm.mtially dcvclopcd w1lh anti-SHP-1 and anti-<lctin 

IV.3 
VD3 VD3 

IV.3 
VD3 

+perv 

antibod1c~. Thc graph ~hows thc averagt!' of thrcc indcpendcnl 
t>:i..perimcnts. C: Coimmunoprccipitation ofSHP-1 and Syk. V03-
trc.1ted 11.:me!> 3 .tnd 4) ar untreatcd llanes 1 .-ind 2) THP-1 ccll!<> 
werc stimul.1ted through Fc-yRll as described in legend to 
Figure 2C. Ant1-Syk im1nunoprecipit.:ite!> .. vere prepared from 
t-.aquivalent amounts oí cell ly!>atcs. The 11n1nunoprec1pitated 
protcins were separated on SDS-PAGE, tran~fcrred to nitroccl­
lulo~c .-ind probcd with ant1-Syk ,"\nd anti-SHP-1 .1ntibodic!>. Tht> 
graph shows the mean± SE/\.'\ oí thrt.•t> indept'ndent cxpcrin1cnts; 
•p< O.OS co1npared with untrcOJtt'd ,"lnd un ... ti1nul.-itcd cdls 
llanc 1) and ••P< O.OS comp::irt..--d with !>limulatcd, untrcak-d 
cclls llane 2). D: Syk-SHP-1 associ.--.tion inverscl)· c:orrclalcs with 
the levt~I of Syk phosphorylat1on. VD3-tre.1ted (l.1ne!> 3) or 
untrcatcd Oant'S 1 and 21 THP-1 ct..'11.., \vcre .. limula!t'd through 
Fc·tRll ."l!> dcscribt'd in lcgcnd to Figure 2. Sy" w.h i1nmunoprc· 
ciµit.:.tcd frorn the r..:cll ly!>.,lcs and thc i1nn1unoprt.•c1p1tate.., .. vere 
rc!>olved by 505-PAGE. Thc resolved proteins were tran..,ferred 
to nitroCL·llulose n1cn1br.-int:>~ .. vh1ch were ~cqucntially probcd 
with .1nti-PY, anti-Syk. and anti-SHP-1 antibodit.. .. >. Rcsults .-irt..• 
representalive of lhree inclependenl e:i..perirnents. 
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total lya•te 

Blol: anU SHP-1 

Blot: aanU •ctin 

Fig. 7. 

the deficient Syk activation induced by FcyRII 
in cells differentiated by VD3. 

The possibility that this dccrcase in Syk 
phosphorylation is mediated by the FcyRII 
crosslinking-induccd activation of a protein 
phosphatase was suggested by the fact that this 
effect ·was eliminatcd by previous trcatment of 
the cells ·with sodium pcrvanadate, a general 
phosphatnse inhibitor. This suggests that a 
phosphatase activity, "vhich is affcctcd by 
FcyRII crosslinking, is involved in regulating 
the state of Syk phosphorylation. Severa! lines 
ofevidence have pointed to the protein tyrosinc 
phosphatase SHP-1 as a ncgative regulator of 
signaling through IT.A.1\.1-containing immunor­
eceptors by acting on tyrosine kinascs of thc 
Syk/ZAP-70 family. SHP-1 has been implicated 
in the ncgative rcgulation ofthc activity ofZAP-
70 in T lymphocytes [Plas et ul., 1996]. It has 
also becn sho\.vn that in B cclls thcrc is a 
physical association ofSHP-1 \.vith Syk and that 
Syk is a substrate for SHP-1 [Dustin et al., 
1999]. In rne/1ne mice, SHP-1 \.Vas proposed to be 
a critica] molecule uscd by FcyRIIB far do\.vn­
regulation ofBCRsignaling [Dustin et al., 1999]. 
In vitro studics ha ve sho\.vn that SHP-1 can bind 
to the ITIM motif of FcyRIIB [Lcosurne et al., 
2001]. Our results showed that in THP-1 cells, 
SHP-1 can be shown to coimmunoprecipitatc 
\.vith Syk, and that thc degree ofcoimrnunopre-

B 

.- SHP-1 

hours 

......... actin 

( Continued) 

cipitation is affccted by thc diffcrentiation stat.c 
of the cell and by FcyRll crosslinking. It is im­
portant to note that SHP-1 cxpression levcl \.Vas 
not altered by trcatment with VD3 (Fig. 7BJ. In 
resting9 undiffcrentiated celJs 9 a small but defi­
nite amount of SHP-1 is rcproducibly found in 
anti-Syk immunoprccipitatcs. Sincc in thcsc 
conditions Syk is not phosphorylatcd to detect­
able lcvcJs9 thc molecular basis for this consti­
tutive association in THP-1 cclls is unkno•wn. It 
is possible that SHP-1 intcracts \.Vith Syk by a 
mechanism independent of the binding of SH2 
domains of SHP-1 to phosphorylated tyrosine 
residues in Syk. In this respcct, it has been 
reportcd that thc functional intcraction bet­
\.veen SHP-1 and JAK2 is indcpcndcnt of tyro­
sine phosphorylation of JAl-c2, and does not 
require the functional SH2 domains of SHP-1 
[Jiao et al., 1996]. In U937 cclls the constitutive 
association ofSHP-1 and Lyn has bcen rcported 
to be dependent on Lyn Sf-13 don1ain [Yoshida 
et al., 1999; Somani et al., 2001]. 

The constitutivc association of Syk and SHP-
1 in undiffercntiatcd cells is lo::;t upan FcyRII 
crosslinking, concomitant with thc increasc in 
Syk tyrosinc phosphorylation. Thcsc results are 
in contrast \.Vith rcports in B cclls sho\.ving that 
BCR cngagen1cnt and subsequcnt Syk tyrosinc 
phosphorylation docs not affcct the association 
ofSyk and SHP-1 [Dustin et al., 1999]. 

12 :1 
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fig. 7. 

Differentiation far 72 h induced by VD3 
slightly d.iminished the level ofbasal association 
of Syk and SHP-1 (Fig. 7C). In contrast to un­
differentiated cella, FcyRII crosslinking in­
duccd a significant incrcase in thc amount of 
SHP-1 that coimmunoprccipitates '\Vith Syk and 
a significant decrcasc in thc lcvcl of Syk phos­
phorylation (Fig. 7C,DJ. Takcn togcthcr, thcsc 
obscrvations suggest thnt in VD3 treated mono­
cytic cells, Syk could be negatively regulated 
by SHP-1 mcdiatcd dcphosphorylation after 
FcyRII crosslinking. 

A possiblc mechanism by .... vhich diITercntia­
Lion by VD3 might modify the physical and 

---~-4 Syk 
"Ji~· ·.·l 

--4 SHP-1 

CCoot111ut.•c/J 

functional interaction bct"\vcen Syk and SHP-1 
aftcr FcyRII crosslinking with respect to undif­
ferentiated cells, is that VD3 treatment altera 
the relative expression of FcyRII isoforms, 
inducing an increasc in thc cxprcssion of 
FcyRIIB, thus promoting SHP-1 rccruitmcnt to 
the FcyRII uggrcgatcs by binding to the Fc-rRIIB 
ITIMs. SHP-1 has bccn shown to bind to FcyRIIB 
phosphorylated ITIMs [D'Ambrosio et al., 1996; 
Sato and Ochi, 1998], nnd also to associatc with 
FcyRIIB whcn it is co-aggrcgatcd with the Lype I 
Fc€R in bonc marro-w dcrivcd mast cclls [Fong 
et al., 1996]. \Ve observcd that VD3 induced a 
transient decrcasc in FcyRllb exprcssion~ but 
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aftcr 72 h of VDS treatment expression of 
FcyRIIb1 and FcyRIIb2 returned to the level 
observed in non-differcntiated cells (Fig. SC). 
Although this does not rule out the possibility 
that in VD3-differentiated cclls SHP-l. gains 
access to thevicinity ofSyk dueto its recruitment 
to the 1·eceptor aggregates by intcracting ·with 
FcyRIIB ITIMs, it does indicate that the diffcr­
ences in Syk-SI-IP-1 interactions observed bet­
"veen differcntinted nnd und.ifferentiated cclls 
are regulated by factors othcr than differentia­
tion-induced chang~s in c~:prcssion of FcyRII 
isoforms. Anothcr possibility is that nlthough the 
e""-pression of FcyRIIB does not changc in VD3 
differen'tiatcd cells~ the level ofphosphorylation 
ofits ITIM motifis higher, enhancing its ability 

1 2 

FcyRI 

3 

to recruit SHP-l. [Leosurnc et al., 2001.]. Differ­
entiation-regulatcd changes in SHP-1 activation 
have been previously reported in myeloid cells 
[Uesugi et al., l.999, 2000]. 

Our findings are consistent "vith a scherne in 
which, in undifferentiated resting cells, the 
basal phosphorylation leve! of Syk is regulatcd 
by SHP-1, "vhich is constitutively associated to 
Syk in a phosphorylation independcnt '\.vay. 
FcyRII crosslinking induces dissociution of 
SHP-1-Syk complcxcs, and causes Syk to be 
rccruited to the phosphorylated FcyRII ITAl';Is 
and activatcd. Diffcrentiation by VD3 modifics 
the intcrplay bctween Syk and SHP-1 such thnt 
thc basal phosphorylation leve) of Syk incrca­
scs, nnd FcyRII crosslinking prometes both 

4 

A 
... 439 bp 

'>'"'J•1' ..... \ -·~s-: ;;:- '!. 

B 

FcyR llb1 

FcyR llb2 

13 -actin 

time (h) 

1 

o 24 
Fig. 8. Effect of VD3 treoitment oí THP-1 ct.•I b un the L""flrt..'~;ion 
oí transcripts for FcyR isoforen;. RNA w,v .• 1!>olatccJ íron1 THP-1 
cells lreated for O, 24, 48, and 72 h ..... ith VD3 and wa~ rcvcr;c 
transcribed and PCR amplified "With the FcyRll A, B •• 1nd e 
!>peciíic primer pairs indic.::.1cd in T.::.blt~ l. Aftt:"r the PCR re<Jction. 
the products were analyzed on a 2''/. .. agaro-.e g1.•I containing EtBr. 
A: FcyR 1; (8) FcyR 11 a1. a 2 isoform~; lC) FcyR 11 b 1, b 2 isoform;; 
(0) FcyR 11 C1 isoform; and (E) P-nctin. Specific b.lnds with the 

48 72 

441 bp 

317 bp 

582 bp 
520bp 

... 377bp 

... 250 bp 

e 

D 

E 

C'l\.pccted ~izc~ far e.~ch primer pair were dclccted in each panel. 
PCR product~ wtc"rc quan1ifiecJ by den;itomctric an.1lysis and 1heir 
cxprt>!>!>ion ¡.., pre~t.·ntcd as relative to the data of P-actin mRNA 
dcn;iton1ctric v.1lue~. Tht!' graphs (f) show the rela1ive levclo;, of 
Fc·1R isoform-specifK tran;cripls after o. 24, 48, and 72 h ofVD] 
trea11nen1 obtained íroni four indepcndcnl cxpcrirnenb Cn1ean -
± SEM of four independent experiments; •P<. O.OS cornp . .ucd 
with untreated cells, O hl. 
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SHP-1 activntion and a dccrease in the lcvel of 
Syk phosphorylation nnd activity. Surely. other 
moleculcs n1ight. be participnting in the differ­
entiation rclated changes in regulation of Syk 
activity; further studics are neccssary to disscct 
the mechanisms involved in this effcct. 

Analysis ofthe effect ofVD3 on the expression 
ofFcyRII isoforms sho\•,red a significant decrca­
se in FcyRIIa2 mRNA after 72 h of treatrnent. 
The FcyR!Ia2 is a soluble form of FcyRIIa lack­
ing thc transmembrnne cxon [Rappaport et al., 
1993]. Transcripts encoding this forn1 ofFcyRIIa 
'"'ere idcntified in 111egakariocytc-like human 
cell lincs and platclcts [Rappaport et al., 1993], 
and in Langcrhuns ccll::; [.A.stjer et al., 1994). 
Our rcsults ::;ho'\v that this form of FcyH.IIa is 
also produccd by the monocytic cell line 'rHP-1, 
and that its cxpression is n1odulatcd by diffcr­
entiution with VD3. Although soluble FcyR!Ia~ 
might be important in vivo in modulating 
intcraction of in-imunc complcxcs '\Vith FcyRs, 
its expression in our experimental system could 
not infiuence our results as soluble FcyR forms 

<Cuntinued) 

'\Vould be climinated by '\vashing befare the 
stirnulation. 

Our findings have cstablished that the cffcct of 
FcyRII crosslinking on Syk tyrosine phosphor­
ylation and activation differs bet'\veen un­
differentiatcd and VD3-differentiatcd THP-1 
cells. This effect is not mediated by changes in 
the cJ1..~ression of FcyR isoforms. Other studies 
have sho'\vn a switch in FcyRI signaling path­
'\vays upan monocyte differentiation by IFN-y, 
mediated by a S'\Vitch in thc acccssory molecule 
rccruitcd by FcyRI. '\vhich lacks its own intrinsic 
signaling tnotif[l\'Ielendcz et al., 1998]. Togcthcr. 
thcse findings illustratc that thc biochcrnical 
path'\va.ys rcsulting from crosslinking of a parti­
cular FcyR do not depcnd solely on thc particular 
FcyR isoform that is aggrcguted, ar on the ccll 
typc, but that thcy are also highly dcpendent on 
the diffcrcntiation statc ofthe cell, '\Vhich in vivo 
is s"..lbjccted lo thc action of a variety of stimuli. 
Undcrstanding thc mcchanism by '\Vhich the ccll 
can modulate the transduction path'\vays indu­
ced by the large family of FcyRs could help to 
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understand the biological si!:,.ri'lificance of the 
heterogeneity found in this family of receptors 
that respond to the same ligand, lgG immune 
complexes or IgG opsonized particles. 
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