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Das Sein ist ewig; denn Gesetze
Bewahren die lebend’gen Schétze,

~ Aus welchen sich das All geschmiickt.
Being is eternal; for Iaws there are to conserve the treasures of life on which the
Universe draws for beauty g

GOETHE

Sane sicut lux seipsam et tenebras manifestat,

sic veritas norma sui et falsi est.
Truly, as light manifests itself and darkness, thus truth is the standard of itself
and of error,

SPINOZA, Ethics, Pt Il, Prop 43
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INTRODUCCION

El sistema inmune_ ' __

En la naturaleza ningun ser vivo esta exento del.ataque de paréSitds. En-la

mayoria de los casos, se lucha contra. los paras:tos por Ios recursos y se mtenta

mantener Ia

.lntggrldad;flrsjga. Vper‘o ader

patégenos'. En los vertebrados supenores s

permite al organismo responder eficientemente a Infeccnones posterlores causadas por

el mismo patégeno, reduciendo o incluso eliminando los sintomas de Ia enfermedad

respuesta innata la que monta las primeras defensas enca“minédas_,‘a-‘d'e"tén‘er a

cualquier patdgeno potencial?.

La respuesta innata involucra defensas bioquimicas, fisicas, mecanicas y

celulares. Las defensas bioquimicas estan presentesen las secreciones como el moco,

la secrecion de las .glandulas sebaceas 0 el acido estomacal. Las barreras fisicas y

mecanicas se pueden dbsérva’r en el epitelio queratinizado estratificado de la piel y en
'”__'_,..—-—-—“"b
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la actividad de los cilios traqueales. Las respuestas celulares 'invplu¢rahfrhécahismos
como la fagocitosis y la liberacion de mediadores prQ-ianamatorﬂios,”y;pirc‘ggérrwé, La
mayoria de las respuestas celulares se asocian con el proceso 'inflamatofio, el:rcu'al se
presenta si el agente infeccioso logra pasar las barreras bioquimicas y flSlcaS i

En el proceso inflamatorio trabajan juntos mediadores solubles y celulas para

contenery eliminar-al patogeno Durante el proceso inflamatorio se mcrementa el aporte

sanguineo. y.la permeabx‘hdaq :capllar al area afectada, lo que perm|te

moléculas pro-inflamatofias ‘ mloatrayentes asi. como i de - anticuerpos y

complemento  a través del | endotello Ademas. se éxtfava‘s”an neutrofllos
pohmorfonucleares y monocntos a Ios tejtdos mrcundantes | | .

La migracion de los monocitos de sangre perlferlca a los lejldos extravasculares
lnvolucra su adhesion al endotelio activado, la migracion entre las celulas endotellales y

la subsecuente migracion entre las estructuras subendotellales,S|gwendo Un gradlente

de quimioatrayentes tales como componentes bacterianos (peptldo ’[qu‘e contlenen la

secuencia Nf-met Ieu pro u ollgonucleotldos que contlenen Ios motlvos CpG no

metilados), Ilpopohsacarldo componentes del complemento (eI fragmento 5a del

complemento, C5a) qunmlocmas y fragmentos de colagena

Al arribar a la zona infectada los monocitos se dlferenclan a macrofagos Durante

el proceso de diferenciaciéon se incrementa la capacidadi,fa’goCi,uca‘, nla ’an‘tldad ‘de

lisosomas, la actividad de peroxidasa, vy Ia expresmn de receptores para

inmunoglobulina clase G (IgG)*® (Flg 1). Ademas de los mo‘nomtos macrofagos
tisulares son reclutados al sitio de ;inflamaclén~~ por» el mismo gradiente de

quimioatrayentes.
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Figura 1. El progreso de la diferenciacién hacia el fenotipo de macréfago. En el esquema se muesira el origen y los
precursores celulares en medula de los monocitos de sangre periférica y de macrofagos tisulares. Los gréaficos muestran los
" cambios fenotipicos que presenta este linaje durante su diferenciacion (modificado de Auger'"), En el raton durante el proceso de
diferenciacion los monocitos de sangre periferica no activados no expresan el antigeno de superficie CD14, mientras que los

macréfagos si lo expresan™®.




La principal actividad :del macréfago es internalizar al agente infecciosd (pfoceso

que se conoce como ‘fagocnoss) y destruulo por eso es consujerado un fagocuto

profesnona "La actlwdad de Ios macrofagos es aun mas relevante cuando perslste Ia

|_0  'cronlca C

Las ‘caracteristic' a‘*res'puesta celular de los fagocitos mononucleares

dependen de losf rece toreslque exprese y de las citocinas producidas en el

mlcroamblente tlsular n onde terminara el proceso de dlferenmacuon Los macrofagos

resudentes son actlvados en’ respuesta a cnocnnas promflamatonas como Ia mterleucma—

1 (IL-1), Ia nterleuctna 6 (IL -6), y el factor de necrosns tumoral <o (TNF a) ',En respuesta

a este estim'ul secretan multlples cﬂocnnas Algunas de las cutocmas secretadas son

qunmlocmas ue pueden actuar a mvel sustémlco o local (Tabla1)

A nlvel S|stem|co existen mecanlsmos de retroahmentac:on entre la periferia y la
medula: ésea (que representa el pnncnpal organo hematOpoyetlco durante la vida
adulta) para regular la cantidad de leucocitos que se producen y liberan al torrente

sanguineo. En la vecindad de Ia zona irflamada, las cﬂocmas |nducen la: expresnon y

activacion de moléculas de adhesion en las células deI endotello y e

circulantes, para dirigir su extravasacion y migracion (Tabla 1)3.

selectinas, integrinas y moléculas de: la superfaml'la de\lv

selectinas son lectinas que tlenen Ia capactdad de~un|rse i ;carbohldratos Las L-

selectinas son expresadas en Ios leucomtos mlentras que la P- y E- selectlnas se
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Tabla 1. Quimiocinas secretadas por monocitos y macréfagos durante el proceso inflamatorio y sus efectos (tomado de

Krakauer®')
QUIMIOCINA

Interleucina-8

GRO(a, B, YYMGSA

NAP-2

ENA-78

GCP-2

1P-10

MIG

I-TAC

Fractalquina

MCP-1

ESTIMULO
Lipopolisacarido, mitdgenos,  virus,
bacterias, Interleucina-18, Factor de
necrosis tumoral, Interleucina-3.

Lipopolisacarido, interleucina-18, Factor
de necrosis tumoral.

Activacion de plaquetas.
Lipopolisacarido, Interleucina-1p, Factor

de necrosis tumoral-c.

Interferon -, -B, -y, Factor de necrosis
tumoral-a., lipopolisacarido.

Interferon-y

Interferon-B

Factor de necrosis tumoral-a,
“ Interleucina-1p -

‘Intérleq‘c'i‘na-j[s ;

EFECTO
Movilizar neutrofilos de medula osea,
antibacterial, inflamacién aguda vy
cronica, angiogénesis.

Inflamacién aguda, fibroplasia,
angiogénesis.

Inflamacion aguda, reabsorcion de
coagulos. ‘

inflamacion  aguda, - angiogénesis,
movilizar neutréfilos de medula dsea.
Inflamacién aguda.

Inmunoestimulante, angiostatico,
inmunidad antitumoral.

Angiostatico, reSIStenma a infecciones
bacterianas.

Quimioatrayente para Iinfgcitos T

 Adhesion gendotélio.

lnﬂamacnon - Crénica, actxvacnon de

vmacrofagos promueve la mmumdad



MCP-2
MCP-3
MCP-4
.
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= MIP-1
> =
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Lipopolisacarido, Interferon-y

TH,, induce la liberacion de histamina
en basdfilos.

Inflamacion cronica, activacion de
macréfagos, promueve la inmunidad
TH,, induce la liberacion de histamina
en basdfilos, disminuye la
internalizacion de HIV-1 a través de
CCR5.

Inflamacion crénica, activaciéon de
macréfagos, promueve la inmunidad
THa, induce ia liberacion de histamina

en basofilos, quimioatrayente para
eosindfilos.

Activacion de monocitos, basdfilos y
eosindfilos.

Defensa antiviral, promueve la
inmunidad TH; L

Presente en tejidos ‘
traqueobronquiales durante alergias

. pulmonares

Inflamacion aguda



expresan en células endoteliales 'Las lntegrlnas son receptores de superfncue

heterodiméricos compuestos por cadenas pollpeptldlcas que provuenen de dos famlllas

Mac-1; ICAM-2 e ICAM-3 con LFA JCAMEL con VLA-4 y PECAM 1 esta |nvo|ucrada

en interacciones homofilicas (Fig. 2)3

Al inicio de! proceso inflamatorio, eI contacto entre |os monocntos y las células

endoteliales se facilita por la constriccion. de Ios vasos sangumeos que |rr|gan los sitios

de inflamacion. El primer contacto se da por lnteraccnones medladas por selectinas,

esto le permite al monocito asociarse al ‘end_oy dar.sobre:su upﬂeyrf,lcue (Fig. 2). Al

pasar por las regiones donde ocurrig d ta: la"inflamacion, el




endotelio indicara qué tipo de células seran reclutadas. Por ej,ern'pvld. l,c')'s monocitos

tienen rgcepfo‘r'i__ers;para MIP-1 y MCP-1 que las células polimorfonucleares no

expresan: A través de estas interacciones se inicia la activacion del leucocito.

Una vez que el leucocito esta adherido firmemente al endotelio, ocurre la

migracion transendotelial (Fig.2). Los principales mediadores de este evento son

integrinas (principalmente aquellas que contienen a CD18 o integrinas 32) y miembros

de la superfamilia de las inmunoglobulinas como CD31. Las células endoteliales

producen interleucina-8 (IL-8), que se cree juega un papel importante en este evento.

En la migracion a través de la matriz extracelular estan involucradas integrinas 31, B3 y

B5°.
Los quimioatrayentes dirigen la migracion de los monocitos que se dirigen al sitio

donde se encuentra la mayor concentracion de quimioatrayente, al seguir este

gradiente se dirigen al origen de la inflamacidn En ese sitio las funciones efectoras del

macrdéfago, que habian permanecido latentes. son activadas. Las principales funciones

efectoras de los macréfagos activados son la generacion de metabolitos toxicos de
oxigeno y nitrogeno. la liberacion de proteasis y otras enzimas proteoliticas. la sintesis

de citocinas y quimioatrayentes que amplifiquen la defensa del hospedero y la

fagocitosis.

Funciones de los macréfagos

Mecanismos microbicidas
Los macrofagos generan metabolitos de oxigeno y nitrogeno para eliminar

bacterias que pueden infectar el citoplasma celular’. Con la estimulacion, el macréfago

e
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Figura 2. Proceso de adhesion y migracién de los linfocitos de sangre periférica hacia los sitios de inflamacién.
Se muestra esquematicamente los procesos de migracion a través del endotelio de leucocitos de sangre periférica.
Cada paso involucra la interaccién de distintas moléculas de adhesidén que se muestran en ia parte inferior de cada
figura (modificado de Paul'?)



mmunoglobulln:

de los receptores para

traves

glicoproteinas con residuos terminales de ma, generacuon de estos

intermediarios reactivos de oxigeno lnvolucra la actwacuon’de Ia NADPH oxndasa Esta
enzima usa oxigeno molecular y genera peroxido .de hidrégeno que puede reaccionar
con muchas moléculas orgdnicas y generar a su véz radicales que son metabolizados
para formar agentes oxidantes que actlan sobre el DNA bacteriano, sus lipidos de
membrana y sus proteinas estructurales®,

El 6xido nitrico se genera a partir de la L-arginina a través de una reaccion
catalizada por la forma inducible de la enzima oxido nitrico sintasa (|NOS) Los’
productos de esta reaccion son L-citrulina y dxido nitrico (NO), que por S mlsmo actua‘

como agente oxidante, o bien, al interactuar con radicales de oxigeno puede formar una

molécula muy inestable, el peroxinitritoc (ONOQ). Tanto el NO como‘el ONOO “son.

agentes microbicidas que actuan inactivando enzimas que contlene nu |e‘os flerro-

asufre, S-nitrosilando proteinas, induciendo dafo al DNAy s 'ébr'glgar);doi;;;_,con los

intermediarios reactivos de oxigeno®.

En macréfagos murinos es;rm‘ésiimpor/tahteffla ‘tiwdadv mlcrobiéida‘ de los

i . e

intermediarios reactivos de nltrogeno _Se ha bservado que ratones |NOS muestran,

una listeriosis exacerbada y mayor susceptxbxlida‘d a la tuberculosm .
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it')h" dér révdicales

Existen mecanismos. mlcroblc:ldas que no mvolucran la_gener.

El macrofago sintetiza distintas protemas que actuan sobre;.dlstlntos "patogenos Estas :

proteinas se acumulan en granulos secret‘onosiq‘

:ela"s'ta'sé"' e

macrofago - son

celular. Algunas de las enzimas que produc

lipasas, deoxmbonucleasas polusaca dasa Lf

colagenasas,

hongos y virus’.

Inmunomodulacion: Secrecidn de citocinas.
Los macrofagos secretan multiples citocinas™® (Tabla 2). Estas proteinas estan
divididas en varias familias. Las citocinas tipo | agrupan a muchas de las interleucinas

(IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-11, IL-12, IL-13 y IL-15) asi como a distintos

factores de crecimiento hematopoyético. Las citocinas tipo Il incluyen a los interferones

(INF) y a la IL-10. Otro grupo es el de las moléculas'rélacionadas cor’1~el -‘facto'rde
necrosis tumoral (TNF), que incluyen al TNF y a las lmfotoxmas Tamblen exusten Ios

miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas, que mcluye a Ia IL1[3 Y'

finalmente esta el grupo de las qulmlocmas

Las citocinas participan en la regulacion de la respuesta’]inm'wié; Ellas pueden

d'i'fer’én‘CEaciéh de los

inducir la diferenciacion celular: por ejemplo, la IL-6 partICIpa en I

linfocitos T. Ellas también pueden estimular distintas respuestas celulares por ejemplo,

la IL-2 participa en la activacién del linfocito T. Las cntocmas tamblen pueden regularla

actividad de distintos tipos celulares; por ejemplo, la IL-4, IL-5 y el INF-y participan en el

cambio.‘de clya;sé‘ de in'munoglobulina que se presenta en linfocitos B. Ademas, la

TESIC CON .
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Tabla 2. Principales citocinas secretadas por macrofagos durante el proceso inflamatorio y sus efectos (tomado de

Krakauer'?)

CITOCINA

Interferdn -u

Factor estimulador de
colonias de macroéfagos

Factor estimulador de
colonias de granulocito-
macrofago

Factor estimulador de
colonias de granulocitos

Factor de necrosis tumoral-«.

ESTIMULO

Virus y bacterias

‘Lipopolisacérido, interleucina-1

Lipopolisacarido, interleucina-1,
factor de necrosis tumoral,
infecciones retrovirales.

Lipopolisacarido, interleucina-1

Lipopolisacarido, interleucina-2,
interleucina-1

EFECTO

Antiviral, antimitético, induce la expresién
de moléculas MHC clase I, induce la
actividad de células NK vy linfocitos T,
disminuye la expresion de c-myc

Induce la formacion de colonias de
macrofagos,  antiviral,  induce la
produccion  de  prostaglandina  Es,
activador de plasminogeno, secrecidén de
interleucina-1, Interferon-y, y del factor de
necrosis tumoral-u

Induce la formacion de colonias de
macrofagos, granulocitos y eosinofilos,
protege contra infecciones bacterianas y
contra parasitos, activa a neutrdfilos y
eosinofilos, induce la secrecidn de
protaglandina E;, interleucina-1, factor de
necrosis tumoral.

Induce la formacidn de colonias de
granulocitos y la diferenciacion terminal
de células mieloides, activa a neutréfilos.

Necrosis tumoral, sindrome de shock
endotoxico, caquexia, fiebre, interleucina-
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Interleucina-1

Interleucina-6

Factor de crecimiento
derivado de plaquetas

Productos microbianos, factor de
necrosis tumoral, factor
estimulador de colonias
granuiocito-macroéfago,
interleucina-2, presentacion
antigenica

Interteucina-1, factor de necrosis
tumorat, factor de crecimiento
derivado de plaquelas

Coagulacion, lipopolisacarido,
lectinas, zymosan

1, antiparasitico, induce la expresion de
ICAM-1, Ia secrecion de interleucina-1, el
factor estimulador de colonias de
granulocito, interleucina-6, induce la
expresion de MHC clase | y II.

Inmunoregulacién (induccién de
Interleucinas -2, -4, -6 y factor de necrosis
tumoral); fiebre, hipotension, induccion de
colagenasa y  prostaglandina  E,,
reclutamiento de linfocitos T.

Hematopoyesis, induce la expresion en
linfocitos T del receptor para interleucina-
2 y su diferenciacion, induce la
produccion de Inmunoglobulinas por
linfocitos B, fiebre, reclutamiento de
leucocitos.

Induccion de interleucina-1, de su
receptor y de Inteferon -y y -,
prostaglandina  E;, cmyc,  c-fos,
transporte de aminoacidos, activacion de
neutrofilo, reorganizacion intracelular del
citoesqueleto, incrementa la sintesis de

colagena, quimiotaxis y proliferacion de
células mesenquimales.



actividad'?dé‘,r las citocinas puede afectar directamente a Un patégeno; por ejemplo, el

INF-c interfiere con la replicacion viral'.

~Muchas de las citocinas son secretadas en repuesta a la estimulacion y pueden

regular las respuestas del macrofago. La fagocitosis es estimulada en los sitios de

inflamacién a través de la integrina aMp2. Con la estimulacion celular esta integrina es

activada y media la adherencia celular. En au‘sen’cia de aMB2, los fagocitos circulantes

no pueden activar su potencnal fagocmco 'Varlas mtocmas modulan el estado de

activacion de esta mtegrmai‘:yvcon : s' procesos de adhesnon celular Entre estos se

encuentra el factor estlmulado de: colomas de macrofago granulocuto (GM-CSF) vy el

factor de necrosns tumoral ‘ot TNF a)“

En general Ia manera ‘en que las citocinas regulan Ia respuesta inmune es
modulando la expresion y Ia sintesis de proteinas de secreczon y estructurales en
aquellés células que presentan recepteres para alguna ‘citocina en particular. Por
ejemplo, los factores de crecimiento inducen la expresion de genes que codifican para
proteinas cinasas (como c-fgr y hck), para factores de transcripciéon (como c-fos, c-jun,
c-myc, AP-1 y Ets), para proteinas que participan en el metabolismo celular (como la
ornitina descarboxilasa) y para proteinas de matriz extracelular y citoesqueleto (como
fibronectina y p-actina). Con ello modulan la respuesta que la célula puede dar a

estimulos posteriores y la preparan para procesos de proliferacion y de activacion

celular'"'2,

'Iﬂf'"rf.'
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Fagocitoéis

Los macrofagos tienen la capacidad para internalizar pétégenos a través de un
procesd lamado fagocitosis. La fagocitosis implica la internalizacién de part[cUlas
7 rélétivézme'rlte grandes (>0.5 um) por mecanismos que involucran el rearreglo del
citoesqueleto. La internalizacion inicia con el reconocimiento de moléculas presentes en
_la superficie del microorganismo, a través e receptores de membrana en el macréfago.

La interaccion progresiva entre estos receptores y sus ligandos permite due la
membrana del fagocito envuelva al patogeno hasta cerrarse; es decir, la fagocitosis
procede a manera de cierre. Los principales receptores capaces de mediar fagocitosis
son algunos de los receptores de reconocimiento de patrones (PRR), los receptores

para complemento (CR)" y los receptores para inmunoglobulinas (FcR)''°.

Los PRR reconocen estructuras moleculaies invariantes llamadas patrones

moleculares asociados a patogenos (PAMP) Algunos PRR bien caracterizados

capaces de mediar fagocitosis scn los receptores para lectinas tipo C. receptores
“scavenger”, y los receptores para complemento tipo 1y 2, CR1/CD35 y CR2/CD21'".

Algunos ejemplos de PAMP que activan la fagocilosis son el lipopolisacarido,

lipoproteina bacterial. peptidoglicanos, manosas en levaduras'”.

Los receptores para el complemento tipo 3, CR3 (CD11b/CD18), reconocen
algunas proteinas del sistema de compiemento entre otras. EI CR3 es un heterodimero
que contiene una cadena « (CD11b) de 165 kDa y una cadena [} (CD18) de 95 kDa. La
cadena « posee el sitio de union para la fraccion de complemento iC3b (y con menor
afinidad para C3b y C3dg). La funcion mas importante de CR3 es mediar la union vy

fagocitosis de particulas o microorganismos recubiertos (opsonizados) con iC3b. CR3
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ta interaccion se

receptor sin’ que el comp,emento este mvolucrado A

induce el estallido resplratorlo en neutrofilos y macrofagos

Los receptores para las inmunoglobulinas, FcR,l\reqonoceri”la porcién Fc de las

' moleculas de superfcne

inmlrJnoglobrurlinars.rEs;os receptores constituyen una?Afaﬁ'iil
presentes en la mayoria de las células del siste,m’a'i rhtihe Los réceptores que ‘pueden
mediar fagocitosis son aquellos que reconocen a Ia lymunoglobuhha clase A (el FcaR) y
a la inmunoglobulina G (los FcyR). En los sugu:entes parrafos revisaremos las

caracteristicas de las inmunoglobulinas, de sus receptores y la transduccion de senales

mediada por estos receptores en el proceso de fagocitosis®.

Las inmunoglobulinas
Las inmunoglobulinas son moléculas importantes. del sistema inf’nunOIégico,

pueden inactivar toxinas y virus y relacionar la inmunidad humoral de la respuesta

inmune adaptativa con las células efectoras de la respuesta innata'’. Las
inmunoglobulinas estan compuestas por cuatro cadenas polipeptidicas unidas a través
de multiples interacciones no covalentes y estabilizadas por puentes disulfuro (Fig. 3A).
El tetramero tiene dos cadenas pesadas idénticas entre si y dos cadenas ligeras
igualmente identicas. Cada cadena polipeptidica individual tiene de‘ dos ‘a cinco

dominios de inmunoglobulina. Los residuos de. aminoacidos situados entre cada

dominio estan mas expuestos y son susceptibles a protedlisis; su digestion genera
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distintos fragmentos que conservan actividad biolégica después de:Una profedlisis

controlada'®.

estructural fundamental de las lg son los dominios de inmL:mo'globulina.
Cad; dommlo “de inmunoglobulina tiene aproximadamente 110 residuos de
aminioéc':id‘ors."'Estos dominios forman una estructura compacta, muy resistente a la
acV:tivri’dad‘,’d'e proteasas. Los médulos funcionales en una inmunoglobulina son dimeros
de ersto.é’r dqm‘l‘niqsr.‘La cara'cteristica mas importante en un dominio de inmunoglobulina
es sU‘"trla’k‘st:‘f'gcti_l;l_raf‘jSUpersecundaria. Cada dominio esta formado por dos laminas 3
anti;i):ara"l’elél"s; :duek cdmprenden siete hojas [3. Una lamina 3 contiene cuatro hojas  y la
otra tres. Ehtré cada hoja 3 se encuentran asas de distinta longitud. Las dos laminas 3
estan unidas a través de puentes disutfuro'®. )

Cada cadena ligera contiene dos dominios de inmunoglobulina, mientras que
cada cadena pesada puede contener cuntro o cinco dominios, dependiendo de la clase
de inmunoglobulina. Aunque comparten la astructura comun de los dominios de lg,
cada dominio de inmunoglobulina es diferente y posae caracteristicas particulares y por
o tanto también nombre. El dominio N-terminal de las cadenas pesadas y ligeras es
denominado variable (V), pues la secuencia de esia region difiere entre las distintas
inmunoglobulinas. Los dominios variables son designados Vy y Vi para la cadena
pesada (Heavy) y la cadena ligera (Light) respectivamente. Las regiones V son las

responsables de la especificidad antigénica de la inmunoglobulina, las asas

hipervariables de los dominios V amino-terminales de ambas cadenas forman los sitios

de unioén al antigeno'®. Por otra parte. las secuencias de los dominios carboxilo terminal

(C-terminal) no son tan variables dentro de la misma clase. por ello reciben el nombre

- ._..-‘.«.“.-—__.‘
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Los domlnlos de la reglon constante de la cadena pesada son Ios

(Fig. 3B)

transferencia transplacentar[a

receptor, fijacién de complemento,

multxmerlzarse Y Ia capacndad para ser secretados en las mucosas

Al digerir alas mmunoglobullnas con papaina se pueden generar dos clases de

fragmentos. Un fragmento conserva la capacidad de union al antigeno, este es el
fragmento Fab (de sus siglas en inglés antigen-binding fragment) y el otro fragmento
conserva la capacidad de unidn al receptor, este es el fragmento Fc (de sus siglas en
inglés crystallizable fragment)(Fig. 3A). La regién de la bisagra une a los Fab con el Fc,

en esta zona las dos cadenas pesadas estan unidas entre si a través de un numero

variable de puentes disulfuro°

La region de la bisagra determina muchas {e las propiedades estructurales vy

funcionales de las inmunoglobulinas. Estructuralmernte. la bisagra esta formada por una

elevada proporcion de residuos de prolinas. serinis y treoninas, lo que le confiere

flexibilidad a esa zona y permite que los brazes Fab se flexionen y tuerzan?® (Fig. 3B).
El grado de movimiento se correlaciona con 2l lirgo de la bisagra entre el primer
dominio de inmunoglobulina presente en la porcion Fc y el primer puente disulfuro
intercadena de la zona superior de la bisagra'®.

Existen cinco clases de regiones C para la cadena pesada: clase u, clase 7, clase

5, clase & y clase . Las funciones efectoras que puede realizar una inmunoglobulina

dependeran de la clase de cadena pesada que forme parte de su estructura, por lo que
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Inmunoglobulinas G (IgG) -

Suﬁdléses de lgG y sus caracteristicas moleculares‘

Laclase de mmunoglobulma mas abundante es: la clase G (lgG) representa el
75% del total de inmunoglobulinas en suero. La lgG presenta dos cadenas pesadas de
peso molecular aparente de 50 kDa y dos cadenas llgeras de 25 kDa'® En el humano
se han distinguido cuatro subclases IgG1 lgGZ 1gG3 y 1gG4; mientras que en el raton
se identificaron a las subclases lgG1 lgG2a laG2b. e 1gG3 (Fig. 3C), siendo la IgG1 y
la lgG2a las mas abundantes. Estas subclases difieren entre si en la estructura de Ia
region constante de la cadena pesada, incluyendo diferencias en Iongitud y ﬁurﬁéré de
puentes disulfuro en la region de la bisagra; de esta manera, Ias cadenas pesadas de la
IgG3 murina estan unidas por dos puentes disulfuro mtercadena y las otras subclases
murinas por tres puentes. f .

Gracias al desarrollo de la técnica para producir ahticuerpos monoclonales
pertenecientes a cada subclase se pudo determinar suz.l‘réecuencia y estructura. Al
obtener grandes cantidades de la proteina con un aIto grado de pureza se pudieron

realizar analisis estructurales de resonanma magnetlca nuclear21 y con ello se deflnlo a

la bisagra como la parte mas flexible Advefy_lla .m‘munoglobullna Mediante analisis

posteriores p‘or polarizacién de fluorescéncié’; se .vd,etermlno que la subcIase 1gG1 es la

mas rigida de todas las subclases murmas,. 2’-23'. En estudios de difraccién de rayos X en

cristales del anticuerpo 61.1.3 (lgG1 murma) se determind que exhibe cierto grado de
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Figura 3. Las inmunoglobulinas. A. Las inmunoglobulinas estan formadas por dos cadenas pesadas, y dos ligeras unidas entre si por
puentes disulfuro. Las inmunoglobulinas interaccionan a través de su porcion Fab con el antigeno y a través de su porcidn Fc con receptores de

membrana presentes en las células del sistema inmunologico (modificado de Klein'"). B. Flexibilidad que exhiben cada uno de los segmentos de
las inmunoglobulinas con respecto a la bisagra (modificado Paul ).
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C. Las distintas subclases de inmunoglobulina clase G en e! sistema murino. Las principales diferencias entre ellas se presentan en la zona de

la bisagra y dependen del numero y localizacion de los puentes disulfuro (modificado de Klein, 1997). D. Modelos de la estructura tridimensional
de las subclases IgG1 e IgG2b murinas (tomado de Harris™ ™).

ey
RN



flexibilidadk éntre los segmentos y que presenta Ia forma tlplca en Y .de las

mmunoglobulmas (F:g 3D). También se determlno que el angulo entre Ios Fab es de‘
115° y que el Fc_ e»sta orientado de manera oblicua a”10:7° ,Lcon respeptp al planosrdelos‘
Fab. Ademaslos sitos de union al antigeno estan’ éﬁl'e;p;rékaoé por118 ALas
inmunoglbbulinas de esta subclase presentan la’ 'regiér'ifbi‘s"é‘g'ra—més édrt‘a3 El,fibo de

ammoacudos contlguos a la zona de la blsagra supenor defmen Ia flembnludad de este

segmento ‘En-solucidn esta zona se lnmovullza por Ia wposncnon especmca de los Fab

El centro de la region bisagra también se establllza por contactos mtramoleculares entre
residuos de esta zona con una asa del dominio Cy2%*. Las cylste’ina‘s del centro de la
bisagra del anticuerpo 61.1.3 son las que forman los puentes‘di‘s’ui’furyb intracadena. Por
otra parte. la 1gG2a presenta residuos de aminoacidos qué,:’,:‘a:Unq‘ue genéticamente
forman parte del dominio Cn2 estructuralmente forman part:é‘d:e la region inferior de la
bisagra. Este segmento es claramente la porcidon mas movil dé‘la bisagra. La regién de
la bisagra completa tiene una extension de 50 A y por estudios de ,resonancia

magneética nuclear se determiné que presenta distintas conformaciones, lo que suglere

que la region bisagra en las inmunoglobulinas de esta subclase no se c:omporta como i

tal, sino como una “cadena” que une al Fc con los Fab. Al parecer, en umon este

anticuerpo presenta distintos estados estructurales que varian entre la fo de T y:la

de Y como consecuencia de la movilidad intrinseca de sus domlmos__‘»F|g-. SD) Los

angulos que presentan las inmunoglobulinas de esta subclase s,‘on«;m_l.‘ly d!febren,t,es ‘alos
de las IgG1. El angulo de la region bisagra entre el Fc y el Fab es de 66° yentreel Fcy
el Fab es de 113°. Estas diferencias indican que la conformacion molecular entre las

inmunoglobulinas de estas subclases es muy distinta®®
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Al comparar Ié‘sec'u‘eync"i»a de., las distintas subclases ‘mUrinés y Hun&an'aS" se
determiné que la 5ubc|ase IgG1 ‘murina comparte un ancestro con Ias cuatro subclases
humanas; mlentras que la subclase 1gG2b presenta un ancestro dlstmto Lo antenor'
sugiere que los geynes*ydé las subclases IgG1 e IgG2 divergieron antes :delf’prOCe‘S'ofdei o
especiacion. En huméno,r:\o hay una subclase equivalente a la 1gG2 mu,riné;v,,al-pérecer,

durante la evoluc:on de estas especies, a través de un proceso de contraccuon ‘se

perdio el gen

Recebtofes ihvoldcfados eﬁiel'feCOnocimiento del antigeno

Los receptores para la porcién Fc de la inmunoglobulinas clase G (FcyR) y el
receptor para la porcion Fc de la inmunoglobulinas clase E (Fc:R) se agrupan con los
receptores de membrana involucrados en el reconccimiento del antigeno que incluyen a

los receptores de antigeno de las células B (BCR. por sus siglas en inglés) y los

receptores de antigeno de las células T (TCR. por sus siglas en inglés). Se agruparon

de esa manera porque sus caracteristicas estructurales y mecanismos bioquimicos de

activacion celular son similares. Este conjunto de receptores se denomind como
receptores multicadena de reconocimiento inmune (MIRR, por sus siglas en inglés)®
(Fig. 4).

Los MIRR estan constituides por subunidades que unen al ligando y subunidades

asociadas. Las cadenas involucradas en reconocer al ligando tienen en su region

extracelular dominios de inmunoglobulina® (Fig. 4). Las subunidades asociadas tienen

en su region citoplasmatica estructuras supersecundarias involucradas en la activacion

de respuestas celulares, que estan compuestas por pares de tirosinas y leucinas o
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isoleucinas dentro de la secuencia consenso YxxL/I(x)7 12YXXL/| (donde X representa

residuos. no conservados) Esta secuencia es desugnada como ITAM (por sus snglas en

lngles lmmunoreceptor tyrosine-based activation motlf)28 (Flg 4)

Los Fcle y FcyRIlI son receptores para IgG multlmerlcos presentan ul

que une al ligando y cadenas asociadas |nvolucradasfen la:tr ’nsducc'noh de senales

Los FcyRIl son receptores para 1gG de una sola cadena esta ade a on ,|en'e en su

porcion extracelular los dominios de union a..lg e trUct_Uras

supersecundarias involucradas en la trahSdUchéh

La importancia de las regiones ITAM adlca en que estan mvolucradas en’los

mecanismos de activacién celular. Se ha demostrado en: varlos sustemas que la

capacidad de los receptores para inducir funcnones efectoras se anula cyompl,e:tamen‘t:e si

los ITAM son eliminados de la proteina® o si se cambian (a través da mutamon "dli‘rigida)‘

los residuos de tirosinas de los ITAM por residuos de fenilala’niifnaéo.'yiﬂ':lAdfemés;"Se
observo que las respuestas bioquimicas inducidas por receptor’es:fqu‘imé'ryi‘c‘os 'soh
idénticas a las inducidas por los receptores intactos. Estos receptores qUImerlcos estan
formados por los dominios extracelulares de duversos receptores y los - dommlos

transmembranal y citoplasmatico de las cadenas gama 0. zeta que contlenen mtactos

los residuos que forman al ITAM3'.

Los MIRR no tienen actividad intrinseca de cinasa; L'é 'sola aCUpacién del

receptor por su ligando no induce respuestas ceIuIares Para que estos receptores

jr gados Cuando estos receptores son

induzcan respuestas es necesario que se

agregados inducen la activacién de: .lrosma mtracelulares, las cuales

fosforilan los residuos de tirosinas _de'l‘ ITAM.' Cuando se utilizaron inhibidores de
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Figura 4. Receptores Multicadena de Reconocimiento inmune. Esquema que muestra la estructura de los receptore
multicadena de reconocimiento inmune (MIRR). Aqui son agrupados el Receptor de antigeno de linfocitos T (TCR), el Receptor d

% antigeno de linfocitos B (BCR) el receptor de aita afinidad para el Fc de la IgE (FceRI) y los Receptores para la porcion Fc de la
inmunoglobulnas (Fc Ry (tomado de Turner™)



cinasas de: tlrosma se observo que las cadenas que contlenen a los ITAM no eran

fosforiladas y no se inducian Ias V|as bloqulmlcas de senahzacuon que generan

respuestas celulares™?

Las repuestas generadas por lbé’i\ﬁrli“\’_ﬁRévﬁ:pé,rt‘ic:lpan de modo ceﬁ"ffé'l'éﬁ Una gran
variedad de procesos importantes en el sistema iknmunolégico. Para comprender como
la sola agregacion de receptores induce la activacion de vias bioquimicas intracelulares,
se deben definir las propiedades estructurales y/o cinéticas de los agregados del
receptor, las caracteristicas de los complejos protéicos formados como consecuencia
de esta agregacion y el papel de estos agregados en [a transduccion de sefiales.

En el estudio de las respuestas celulares inducidas por la agregacion de estos
receptores se han empleado anticuerpos monocionales especificos para la porcidn

extracelular de los receptores, los cuales al inducir la agregacion estimulan la respuesta

celular. Esto ha permitido descifrar parte de las cascadas bioguimicas generadas vy los

requerimientos minimos para activar a la celula. También se ha podido confirmar que
cualquier ligando que sea capaz de inducir la agregacion de los receptores genera

respuestas celulares. Sin embargo. no hemos logrado entender como las diferencias en

los agregados (en su estructura. tamano. vida media. etc) afectan el proceso. Una

posible respuesta es que diferencias en la configuracion espacial de los agregados del

receptor se reflejen en su capacidad para inducir la activacion celular®. Algunos

resultados experimentales apoyan esta hipotesis:

Al agregar al BCR usando antigeno. anticuerpos anti-inmunoglobulina (Ig) o

anticuerpos anti-lg unidos a una fase solida se generan repuestas distintas®™ % Lo
mismo ocurre si se agrega al TCR usando anticuerpos que reconocen distintos epitopes

del complejo CD3, que es una de las subunidades del TCR. Sin embargo. estas
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diferencias casi desaparecen al entrecruzar los anticuerpos con’ un segundo anticuerpo

que los reconozca®’

S| la-; estnmulac;on mvolucra al FceRl y se usan antlcuerpos que reconocen

FceRl-anticuerpo que presentaron mayor movnlldad ‘rol cnonal fueron los menos

eficientes para inducir secrecion®’. Estos datos sugleren que las dlferenCIas observadas

en los ensayos de secrecion estan asociadas a la organizacion de los dimeros de FceRl
formados por cada anticuerpo. Las diferencias estructurales entre los dimeros se

reflejan en la forma en que activan vias de sefalizacion involucradas en la sintesis de

inositol 1,4,5- trifosfato, la movilizacion de Ca® y la formacion de puntos de dhesmn

focal. Al analizar las respuestas bioguimicas ih‘du”cndas por:iestos antlcuerpb‘st-_se;

identifico un paso de regulacion en las senales [inducidas. por. el ‘FceRI: desconocido
hasta ese momento que involucra la disociacion de la cinasa Lyn de los complejos de

los receptores agregados*’




Estos resultados apoyan la idea de que no hay uha:‘rfelacjén simple-entre el

nimero de receptores agregados y la respuesta efectora, sino’' que la presencia y/o

agregado contribuyen a

ausencia de factores que afectan la conformacion del

determinar el tipo de respuesta.

Caracteristicas moleculares de los receptores para inmunoglobulinas

Los receptores para irrimu”norglobulinas mejor caracterizados son los receptores
para IgE (FceRI) y para IgG (FcyR). Los FeyRI y Il estan formados por las subunidades
FcRu y FcRy. Los FcyRIl son receptores que presentan solo una cadena. La subunidad
FcRa es una molécula transmembranal que tiene dos o tres dominios extracelulares de
Inmunoglobulina de tipo variable (tipo-V) y es la encargada de unir al ligando*. La
cadena FcRy es una molécula transmembranal con una porcidn citoplasmatica donde
se localiza el ITAM y que se expresa como homodimero. La cadena FcRu y el dimero
de cadenas FcRy se asocian a través de interacciones no covalentes. En el mastocito.
el complejo FcRu/FcRy: del receptor FeuRl se asocia ademas con una subunidad FcR{3.

Los FcR reconocen con alta o baja afinidad a su ligando. Los FcR de alta
afinidad pueden unir inmunoglobulinas monoméricas. como los receptores para IgE.
IgG e IgA. Estos receptores tienen una constante de afinidad de! orden de 10%-10'® M
para el FceRI en mastocito, de 10° M™' para los receptores FcyRI en macréfago y de 5 x
107 M para el FcuR en monaocito. Los FcR de baja afinidad. como son FcvRIl y FeyRIll,

no unen inmunoglobulinas monoméricamente con una afinidad mensurable™?.
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Receptores para lgG

Distintos tipos celulares expresan FcyR como Imfocxtos T actxvados Imfocntos B,

monocitos, macroéfagos, eosmoﬁlos basofllos neutrofllos celulas cebadas y celulas‘

asesinas naturales*?

Los FcyR son un grupo heterogéneo de moléculas. Basandose-en su secuencia

de aminodcidos yensuiaflmdad por el ligando, se han cIasifica;jo»Er:jA tres t"ipos: FoyRI,
Fo/RIl y FoyRIll y dentro de cada tipo existen diversas isoformas'” (Fig. §): Ll
Lochthlenen dominios extracelulares que unen ' al "’,ligahdo y estan
relacibnad‘os erstr‘lr;l'biliJra‘lmenté. Cada miembro de esta familia es una glicoproteina
integral de membrana (Flg5) con excepcion del FcyRIIB expresado en neutrofilos

humanos, el cual esta anclado a la membrana por un enlace a glucosilfosfatidilinositol

(GPH'.

FcyRl (CD64). Receptor de alta afinidad para IgG.
El receptor FcyRl (CDG4) es el unico tipo de receptor para IgG que une IgG

monomeérica. Es codificado por un solo gen. ubicado en el cromosoma 1 (g21-23), y se

han identificado tres distintos transcritos. Se expresa en monocitos y macrofagos y su

expresion se induce en neutrofilos por tratamiento con INF-y *>* El FcyRI expresado
en células humanas tiene seis sitios de glicosilacion; mientras que el FcyRI| expresado
en células de ratdn tiene cinco, los pesos moleculares aparentes de estos receptores
son de 72 y 67 kDa respectivamente. Contiene en su region extracelular tres dominios
de inmunoglobulina; de los cuales los dos primeros son homoélogos a los del FcyRil y

FcyRIIl. El tercer dominio podria estar involucrado en la alta afinidad del receptor. El
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Figura 5. Receptores para la porcion Fc de las inmunoglobulinas clase G, FcyR. Esquema de la
estructura y organizacién entre las subunidades de los FcyR murinos, La porcidn extracelular de la cadena
. de los receptores FcyRI y FcyRlIll y la porcion extracelular de los receptores FcyRI1l reconoce al ligando
(IgG) Las cadenas asociadas de los receptores FcyRI y FeyRIll o bien la porcidn intracitoplasmatica de los
receptores FcyRIl estan involucrados en transducir la sefial de activacion generada tras la agregacién. En
la transduccion de senfales esta involucrada las secuencias consenso ITAM (por sus siglas en inglés.
inmunoreceptor tyrosine activation motif) o bien la secuencia ITIM (por sus siglas en inglés, inmunoreceptor

tyrosine inhibition motif). (modificado de Deo'’) e
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FcyRI se encuentra asociado.a.dimeros-de ' cadena vy que contienen secuencias ITAM*

(Fig. 5).
FcyRII (CD32) Receptor de baja aflnldad para; Vl;qu

A diferencia de otros freceptores ng,'los receptores de este grupo constan de
una sola cadena, que contiene en su region extracelular el sitio de unién de IgG. y en la
parte citoplasmatica secuencias invblucradas en la activacion (Fig. 5). Los receptores
FcyRIl son sialoglicoproteinas de 40 kDa, con dos dominios extracelulares tipo
inmunoglobulina. En el ratén, hay dos genes (A y B) que codifican para los receptores

de este grupo. El gen B produce tres RNAm distintos, denominados b1, b1’y 2%

(Fig. 5). Los tipos b1 y b2 son generados por el procesamiento aiternativo de los exones

que codifican la region citoplasmatica del receptor. En el ratén se presenta una isoforma

adicional al tipo b1, la forma b1' Esta forma se da como resultado del uso de un sitio

criptico de donacion para el procesamiento alternativo de los exones. que se encuentra
en el primer exén intracitoplasmatico La forma b1 se expresa en células del linaje
linfoide, la b2 en células del linaje mieloide y la forma b1’ en ambos linajes. Ambas
formas contienen cuatro sitios de glicosilacion y su peso molecular aproximado es de 40

y 60 kDa respectivamente. Cuando estos receptores son activados por ligandos

multivalentes pueden mediar endocitosis y fagocitosis™?,

El FcyRII (CD32) en humanos esta codificado por tres genes localizados en el
cromosoma 1 designados A, B y C. Se han identificado distintas isoformas derivadas de
los tres genes. Contiene dos o tres sitios de glicosilacion y su peso molecular aparente

es de 40 kDa. Los FcyRlla y FcyRllc se expresan preferentemente en macrofagos,
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monocntos Y- neutrofllos, mlentras que el FcYRIlb se encuentra en linfocitos TyB,

neutrofllos monomtos ymacrofagos

Je la cadena umca de Ios FcyRIla Y FcleIc contiene el

ITAM Los Fclelb tanto en humanos como en raton no contlenen la secuencia ITAM '

sino que contlenen una secuencua que se ha denomlnado domlmo de lnhlblcmn basado

en tlrosma ITIM (de las siglas en mgles de |mmunoreceptor tyrosme mhlbltor motlf)

Esta secuencia esta involucrada en la regulacién negativa del receptor de antige ode

linfocitos B'7*', y de los FcyR que seralizan a través de los ITAM.

FcyRIII (CD16). Receptor de baja afinidad para IgG.

El receptor murino FcyRIll estd codificado por un solo gen, ubicado en el
cromosoma 1, el cual origina un solo transcrifo (Fig; 5). El FcyRIll esta asociado a
homodimeros o ‘hetvarodirﬁerps de las cadenas y 0 £, que son necesarios para que el
receptor se exp‘ré{saVrSe en‘ﬂla membrana

Las fbrhﬁaa"exprésadas en humano son dos y se designan CD16: FcyRllla y
FcyRIllb; productos de dos genes distintos A 'y B. El prlmero COdlflCa para una protema )

transmembranal que esta asociada a homodlmeros o heterodlmeros de Ias cadenas vo-

ala: membrana

Z, mientras que el segundo codifica para una protelna que se: ancl

plasmatica por un gllCOSllfOSfatldIIInOSltOI (G‘

asociadas al FcyRlllb; aunque" ";vse ha observ o

nacrofagos, monocitos

través de otros receptores“6 El Fc/RIIIa es.

activados, células -NK‘, celu‘las:vpreB Ty c‘elul‘as;T. El 'F"'c/Rllrl‘b“ se expﬂrés'a exclusivamente

en neutrofilos*?
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Interaccién entre FcyRs e in'mu'noglobulinas
El mapeo del sitio de unién‘para la igG
La régi()n bisagra contiene una secuencia polipeptidica codificada por el exdn del

dominio Cx2 que ée denomina bisagra baja. Es en esta zona donde se localiza el sitio

de unién para el FcyRl humano®’. Al parecer, es la misma regién la que esta

involucrada en el reconocimiento entre la inmunoglobulina y los receptores FcyRIl y
FcyRII mUrir;o:séa;V'Alijanalizkar por resonancia magnética nuclear (NMR) la interaccion
entre el,fr‘égr‘ﬁg‘njto"lFrc{:'fde‘ una IgG2b y el receptor FcyRIl murino en su forma soluble se
determinéjquer érén los reéiduos Ala231, Leu234, Tyr296 e e300, presentes en la
region baja de la bisagra de la inmunoglobulina, los que mostraban cambios en el
espectro de resonancia. Al calcular el potencial electrostatico de la superficie molecular
del fragmento Fc se determiné que el sitio de unidon era una zona cargada

negativamente. Esto resulta muy trascendente cuando se recuerda que el area putativa

de interaccidn con la inmunoglobulina en el receptor contiene varios residuos de

aminoacido basicos. Cuando se compararon los espectros de resonancia magneética

nuclear de fragmentos Fc marcados con [1-ClLeu se observo que cuando la

inmunoglobulina interacciona con el FcyRIl la resonancia del residuo Leu234 cambia
completamente de su posicion original. y se podia localizar en otras dos posiciones.
Este resultado sugiere que la union entre la inmunoglobulina y el receptor induce
cambios conformacionales en la regicn baja de la bisagra. Es muy posible que la
flexibilidad de la regidn bisagra facilite la interaccion entre la inmunoglobulina y el
49~50.

receptor
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La interaccién entrelasdlstmtas subclases de Gy Ikbs FcyR
El primer equémé de vi'ﬁ_fer-réc::ciéh‘ entre las distintas subclases de IgG murinas y

los distintos tlposdereceptores F&/R sefalaba que las subclases IgG1 e IgG2b

interactuaban preferehtemérﬁtér‘ﬁdéh los receptores FcyRIl y FcyRIIl y que las subclases
IgG3 e 1gG2a lo hacian con el receptor de aita afinidad, el FcyRl. Estos patrones de
interaccion se definieron usando lineas celulares Vtrarnsfectadas‘”, La contribucidon

precisa de cada subclase de IgG y de cada clase derrecéptor en la respuesta in vivo no

puede esclarecerse de esa manera.

Utilizando ratones con deficiencia homociga para los receptores FcR se ha
facilitado la evaluacion del papel de cada subclase en la respuesta inmune. De esta
manera se ha podido definir que el receptor FcyRI murino es el Unico que puede unir
con alta afinidad a las subclases IgG2a e IgG3. Los ratones Fc Rl no pueden eliminar

complejos inmunes formados con IgG3 y disminuye considerablemente la eliminacion

de los complejos inmunes formados con IgGZa. Los estudios realizados en estos
ratones muestran que el receptcr Fc,RIl es mas eficiente que los demas FcRs para
mediar endocitosis de complejos inmunes solubles de IgG. fagocitosis y citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos. En comparacion con los ratones silvestres. en los
ratones FcyRI" disminuye considerablemente el proceso inflamatorio in vivo. En ratones
FcyRI” se da la fagocitosis mediada por la IgG2ab y se presume que este proceso se
da a través del receptor FcyRIll que une complejos de esta subclase de manera casi
idéntica en términos cuantitativos, a como lo hace el receptor FeyRIP!

La IgG1 activa distintas funciones efectoras via FcyRIll. Los macrofagos de

ratones FcuRIII-- no pueden fagocitar particulas opsonizadas con IgG1. Diversas
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funciones é‘feCtofasf como Ia fa'gé'citdsi‘s"ﬁ‘de' p’érticulas opsdniZadés{’t:COh»flgG1;j/‘n'§yftroro‘ in

vivo (anallzando a progresnon de la anemla hemolltlca autonnmune) Ia"éli"rhinébiéh de

complejos lnmunes formados con IgG1 por células dendntlcas y la: anafilaxia: cutanea

pasiva, no se llevaban a Cab éh»,»ryét;o'nes FcyRII--. Estos ffén{éme'n?' se ¢ bsic‘ér\jarOn' )

aun cuando se utilizaban' dis inf os anticuerpos mon'oclo'naile

Macrofagos de ratonéS"’FCQRAllrl'/: pueden fagocutar partlculas opsonizadas con IgG2b

pero la IgG2b no es capaz de ac’uvar anafilaxis cutanea paswa lo-que indica que ,esta :

subclase puede interactuar con diferentes receptores®?

Senales inducidas por la agregacién de los FcyR que cénducen"a la fagocitosis.
Cuando una célula encuentra una particula opsonizada bon 1gG, los FcyR que

expresa reconocen la porcion Fc de las inmunoglobulinas. Esta interaccion agrega a los

receptores en la zona de reconocimiento. La sola agregacion es capaz de - inducir

sefiales bioquimicas que provocan respuestas celulares

La reaccion bioquimica mas temprana y comun tras la agregacion de los FcyR es

la fosforilacion de los residuos de tirosina presentes en las secuencias ITAM?J(Fxg_,G)_.

las cinasas de la familia Src y, en consecuencia, activada.

Se han identificado una serie de eventos b:oquimlcos" ntracelulare \que. snguen a la

activaciéon de las cinasas Src y Syk que solo se conoce ‘parmalmente Se observa la

activacién de la cinasa de. Bruton (Btk) y Emt la cmasa de adhesion focal (FAK), |
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Figura 6. Senales bioquimi

cas iniciadas por el entrecruzamiento de los FcyR. El entrecruzamiento de los FoyR induce la activacion de cinasas de la
farmia Src y de la famiha Syk. Cingsas e la familia Sic fesferlan y se asocian a las uresinas (Y) de los motivos ITAM y activan & Syk. A su vez Syk activa a
distintas enzimas involucradas en cistintas funciones celulares. FciR, Recepteres para IgG: PI3K, Fosfatidilinositol 3-cinasa; Fosfolipasa Cy, PLCy; Fosfolipasa D,
PLD; Fosiolipasa fagocitica, pPLA:, Fosiaticato iosfohicrolasa, PPH, Proteina Cinasa C, PKC; Cinasa activada por mitogeros, MEK; Cinasa regulada por senales
extracelulares, ERK; Cinasa de la cadena ligera de la miosina, MLCK: Diacilglicerol, DAG; Acido fosfatidico, PA; Fosfatidilcolina, PC; Acido araguidenico, AA,
lones ceicio, [Cai']; Fosfaticilinasitol trifisfato, PIP.; Fesiatialinositol bifosfato, PtdinsPy; incsitol tifosfato, IP;; Substrato para PKC rico en residuos de alanina y
minstcilaco, MARK: Proteina del linfoma ce lingje E-casiies, Col: Proteina relacionada al oncogene Crk, CRKL; Proteina fosfatasa con dominios SH2, SHP.
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proteina cinasa C (P'KC)Y.] la,p'rotei'na‘:c'i'nasa A (PKA) ylavia de 's‘érrv"ializ'acién' de la
ERK. También participan la cinasa de 3-
)i

fosfolipasa D (PLD)*® (Fig. 6). Las relaciones causales,temporalesy ’dm‘e'f'fﬁidaurlécién

cinasa activada por mitégenos,

fosfatidilinositol (Pl 3-K) y Ia fosfolipasa A (PLAy), la fosfolipasa Cy1 (PLCy1) y la

reciproca entre estas enzimas, asi- como su relacién-con las’ vias 'éspeciﬁcas de

sefalizacion de los dlstmtos FcR varian dependlendo del receptor que es actlvado del

tipo de célula que es estlmulada asi como del estado de. maduracnon y actwacnon

celular®

Los FcyR generan sefales que estimulan funcnones celulares como

diferenciacion, expresiéon génica y sintesis de proteinas®!, Estos receptores medlan

funciones efectoras como la endocitosis de complejos inmunes : cntotoxncndad medlada
por anticuerpos, la liberacibn de moléculas con actlwdad promflamatona

inmunomoduladora, citotoxica y antimicrobiana y fagocxtosns La fagocntoms esta

involucrada en la destruccién de microorganismos y la eliminacion de complejos
inmunes y células apoptdticas sin que sean dafiadas células aledafias®®. Aunque la
fagocitosis como proceso celular involucrado en la defensa contraf patdgenos se

describio desde principios del siglo XIX**", atn hoy no se conocen todos los detalles

de! mecanismo bioquimico que la dirigen. La complejxda ic de‘ las vias

Jos’ dlStlntOS
,_(e;r)tr'je'f las

vias de sefalizacion que activan'®%8,

Algunas sefiales iniciadas con la agregacion de los receptores conducen al

rearreglo del citoesqueleto®. Durante la fagocitosis se requiere de la polimerizacion de
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actina en el sitio de iﬁgé“s’tién,E,n‘,kcélﬁlas tratadas con citorca’l"as‘ina B (compl;lkesfo que
inhibe 1a polimerivzacién’ de la actina), no se observo fagocitosis® y en macrc')fagos
donde se utilizé faloidina-rodamina para visualizar la actina polimerizada, se obs'ervd' '
que polimerizaba en los pseuddpodos después de 2 min de estar en contacto con
eritrocitos opsonizados con 1gG®'. Los mecanismos por los cuales los FcyR estimulan
la polimerizacion de actina e inducen la formacién del fagosoma no se conocen del
todo; al parecer participan proteinas como la fosfatidilinocsitol 3-cinasa (PI-3 K),
GTPasas de la familia de Rho, la proteina cinasa C (PKC) y proteinas motor como la
miosina | %% Componentes del citoesqueleto que participan en procesos de
adhesion, también lo hacen durante la extensiéon de la membrana en la fagocitosis,

estos incluyen proteinas como paxilina, taiina®', vinculina, «-actinina, proteina cinasa

Cu, MARCKS y MacMARCKS®3%4,

La actividad de cinasas de tirosina en la fagocitosis. Las cinasas de las familia
Src y Syk.

La fosforilacion de los residuos de tirosina de ITAM se relaciona con la
activacion de proteinas con actividad de cinasas de tirosina (PTK), pertenecientes a
distintas familias. Las primeras cinasas activadas pertenecen a la familia Src*, cuyo
aumento en actividad ha sido demostrado tras la agregacion de los Fc R, Los
fagocitos expresan a por lo menos seis miembros de la familia Src: Fgr. Fyn, Hck, Lyn,
Yes y Src”'7? Las enzimas de esta familia permanecen inactivas a través de la

interaccién entre un residuo de tirosina fosforilado localizado hacia la porcion C-

terminal y el dominio SH2 (de las siglas en ingles de Src homology-2), un dominio que
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tiene la ,capacidad: de re'co'ﬁoc;:er y unirse ja residuos deitirésiﬁa,;[vf’os_‘;fbryilédbs_’,,Esta
interaccién causa que 1a enzima sé‘pliegue spbre si misma y bloquee su: sitio catalitico.
Al parecer, la activacion de las enzimas de la férhiiia'SrC involucra la actividad de una
fosfatasa, en el caso de leucocitos podria estar involucrada la fosfatasa CD45. Durante
la activacion de estas enzimas también se . requiere de la autofosforilacion.
Aparentemente una pequefa fraccion de las cinasas de Src esta activa y asociada
constituiivahﬂehtié'a la porcién citoplasmé:tiéa del receptor que contiene el ITAM, de
man'era'.qure lé agregacion del receptor induce la activacion de las cinasas de la
vecindad”®,

AGn no se conoce el pape! que juegan estas cinasas durante la fagocitosis.
Macréfagos de ratones Src”*, no muestran alteraciones en el proceso de fagocitosis.

De igual manera, la fagocitosis en macréfagos Hck™ ™ es normal y solo disminuye en

células Lyn™. Sin embargo. en fagocitos triple deficientes para Hek™, Fgr’™ y Lyn™ la

disminuciéon en la fagocitosis es pronunciada. pero aun asi el proceso no

desaparece’. Después de la estimulacion cen particulas opsonizadas con IgG estas
cinasas son activadas y se redistribuyen a la copa fagocitica. Esto podria sugerir que
existe cierto nivel de redundancia entre estas cmasas y que todas pueden participar
durante la fagocitosis. Sin embargo. recientemente se definio que Fgr. un miembro de
esta familia, esta involucrado en la regulacion negativa de la fagocitosis .

Los residuos de tirosina fosforilados por cinasas de la familia Src, sirven como
sitio de anclaje para las cinasas de la familia Syk/ZAP-70. Esta asociacidon se propone
a partir de la coprecipitacion de Syk con las cadenas del FcR en varios sistemas’® "9

La familia Syk/ZAP-70 se caracteriza por presentar un dominio de cinasa C-terminal y
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dos dominios SH2 contiguos hacia la porcion N-terminal, inteir_g__mpidos por los

40




protelnas Entre el domlnl cinasay los domlnlos

B que cont|ene varlos r\\snduo, .de tlrosma Cuand‘

actian como sitios de unién para dlstlntas protemas _omb?’lé:fOSfOIipasa Cy1 (PLCy1),

Vav y Cbl que podrian ser substratos de la enZ|ma Dentro del domlnlo catalitico se

encuentran residuos de tirosina que al ser mutados por femlalanlna generan mutantes

activas de la enzima. No se conoce el mecanismo’ por el cual estos reSIduos de tlrosma;

regulan la actividad de Syk, pero puede mvoluckrari;;/l‘a ;?,Ct! ‘__ad de alguna fosfatasa que

defosforila estos residuos de tirosina®®

A través de sus dos dominios SH'2'7isykv 'éé é"'soma lrdsi'na,

72, 81 82

fosforilados del ITAM. Para activar a la cinasa se requxere de esta asomacxon y

de su fosforilacion por cinasas de la familia Src. La actwacnon de Syk es un evento
muy importante en la fagocitosis®®. Si se bloquea la actividad de Syk empleando
inhibidores especificos para esta enzima se inhibe la fagocitosis. Tampoco hay
fagocitosis si se impide la expresién de Syk usando. oligonucledtidos antisentido.
Asimismo, macrofagos de ratones Syk™ no pueden fagocitar particulas opsonizadas
con IgG™. Las variaciones en la capacidad fagocitié‘a de los 'distintos FcyR pueden
deberse, en parte, a diferencias en su interaccion ic‘:’orj:},;,Si'yk:du‘rante el inicio de la

cascada de activacion o de la regulacion de la enzima®.

41




La fosfatidilinositol‘3-cinasa (Pi 3;K) y é.u papelenla fagocitosis m‘ed»iada;pbbr los
FcyR.

rLarforsfarfidilinojsitél, 3-cinasa (PI 3-K) esta involucrada en la serr")élri_z‘a_cfiéyﬁ ai ffa_vés
de los FoyR. Esta enzima genera fosfatidilinositol 3,4.s-trifosf;t'&Er'v'nb;{;i"f'faé%o?iiéfé;{'

la posicion D3 al anillo de’ fosfatidilinosito! (Ptdins) y a otras especles fosforlladas de~

Ptdins, como el PtdIns(4)P y del PtdIns(4,5)P2, que tienen un papel lmportante en la

sefializacion®®. La Pl 3-K pertenece a una familia de enzimas homologas en su domlnlo

catalitico, denominado region de homologia 1 (HR1)8®

Las Pl 3-K se agrupan en tres clases basandose en su selectividad por

substratos especificos en ensayos in vitro. LLas Pl 3-K de clase | son heterodimeros de

aproximadamente 200 kDa, compuestos por una subunidad catalitica de

aproximadamente 110-120 kDa y una subunidad adaptadora de entre 50-100 kDa. Las

enzimas pertenecientes a esta clase son capaces de fosforilar in vitro Ptdins,

PtdIns(4)P, y PtdIns(4,5)P: *". Sin embargo. en ensayos in vivo el substrato para las Pl

3-K de clase | es el Ptdins(4.5)P, 8.

Las Pl 3-K de clase Il son proteinas de entre 170 -210 kDa con un dominio C2

hacia la porcion carboxilo terminal que une Ca”" *®. No se han identificado moléculas

adaptadoras y no se conoce la forma de activacion de estas enzimas. Las enzimas

pertenecientes a esta clase fosforilan in vitro Ptdins y Ptdins(4)P %,

Las Pl 3-K de clase Ill son homdlogas a la proteina Vps34p de Saccharomyces

cerevisiae. La proteina Vps34p se asocia a la proteina Vps15 que es una cinasa de

residuos de serina/treonina®®. Vps15 recluta a Vps34p a la membrana y la activa como

cinasa de lipidos. En mamiferos se clond una proteina con 30% de identidad con

e e T R
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Vps15 Esta protema lIamada p150 actua como adaptadora para Ia PI 3 K clase 2,

El COIT]pIEjO PI 3 KIII- p150 exhibe actxvudad de cmas‘:' 'de fosfomositldos y de cnnasa de

resnduos de serma/treonlna Fosforllan /n tdlns en la poszcmn 3

del anillo, por lo que se ha propuesto que remba el nombre de cinasa especmca para

fosfatidilinositol-3 (PtdIins3K)®'. La ‘aq}tiylcjﬁad,;de.’Ia/\Plv‘3-'K_‘cla'se Il depende de que sea

fosforilada en serina/treonina®.

Las Pl 3-K de CIaées y.IIl estan invdluéradas en la fagocitosis. La actividad de

Pl 3-K clase III se- requxere_ durante la: maduracnon del ‘fagosoma®®, mientras que la

actividad de PI 3- K de cla:sevl se‘requiere durante Ia internalizacion de la particula®.
Después de la activacion celular por agonistas, la Pl 3-K de clase I es

translocada a la membrana plasmatica, ganando asi acce‘SCA a su substrato. En este

proceso participan las subunidades adaptadoras que pueden asocnarse a secuencias

de tirosina fosforiladas (clase 1A), o bien mteractuar con Ias subumdades By de las

proteinas G triméricas (clase 1B)%2

Las P! 3-K de clase IA presentan una subunidad adaptadora de 50-85 kDa (p85
es el prototipo) asociada constitutivamente a la s'ubUnidaé‘l rcataliytica', rp110. Hacia la
region amino terminal de p85 se encuentra un dominia de hbmoldgia Sre tipo 3 (SH3),
seguido por un dominio BH (de las suglas en |ngles de breakpomt cluster-reglon
homology region), que interactua especuflcamente con protemas G monomerlcas y que
no presenta actividad de GTPasa. Este dommlo esta flanqueado por dos reglones ricas

en residuos de prolina. Hacna la reglon carboxno terrmnal de p85 hay dos dominios

4~
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treomna que se ublca hacna Ia porcnon carboxnlo termmal97 La acttvndad de cinasa en
re5|du,os,dej syen!na 'y treonina de la Pl 3-K de clase A le ;permlte fosforilar a la

subunidad _;éi:daptadora en la regién iS[—WlV:ZQ}{7c77:o#n_'§lrlo_r_eg;j‘lar.'la éctiVidad de cinasa de

lipido de'la subunidad catalitica %

ie ’tr'asf'que

En mamiferos existen tres isofo'yr'ma"s, de-

existen siete isoformas de la subunidad reguladora. La‘s s b id v [3 estan

ampliamente distribuidas en todo el organismo, mlentras que la bsubumdad p1108 se
encuentra principalmente en leucocitos®' -

Al menos una isoforma de Pl 3-K de clase IA se expresa"eh” fo‘doé los tipos
celulares de mamiferos y esta involucrada en la activacion celular. La cantidad de P! 3-
K activa aumenta con la estimulacién de recepteres que inician cascadas de
fosforilacion en residuos de tirosina®®. Las Pl 3-K de clase IA estan involucradas en la
fagocitosis®®. Las P! 3-K de clase IB son activadas por la estimulacion de receptores
para quimioatrayentes'

La enzima PI-3K esta involucrada en la sefalizacion mediada por los FcyR''.

Durante la fagocitosis, la actividad de Pl 3-K clase IA permite la extension de los

pseuddpodos y la formacion del fagosoma. En neutrofilos y macréfagos tratados con
wortmanina (compuesto que inhibe a la Pl 3-K) se inhibe la fagocitosis mediada por

FcyR®. En estos casos el macréfago es capaz de unir a la particula opsonizada; sin

embargo, no es capaz de internalizarla pues no ocurre la extension de los
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85,94,102-103

wortmanina

PI(3,4,5)P; que ayuda a reclutar proteinas mvolucradas en,reorganlzar el citoesqueleto
de actina. Este producto se acumula en los sitios eh donde se esta formando el

fagosoma. Algunas candidatas son las protelnas Vav y ARNO’O“, la profmna y 1a

gelsolina, PLCy1, la proteina cinasa B/Akt® y la miosina X105,

La cinasa regulada por senales extraceluléres (ERK) y su papel en la fagocitosis

mediada por los FcyR.

La cinasa de tirosina ERK esta involucrada en la sefializacion a través de los
FcyR. Esta cinasa pertenece a la familia de las cinasas activadas por mitégenos o

MAP cinasas (MAPK). Las MAPK son una familia multigénica de cinasas citosolicas de

residuos de serinaltreonina. La actividad de estas cinasas se ha asociado a la

proliferacion celular, la diferenciacién, la apoptosis y otros procesos celulares'®. Las
MAPK son las enzimas terminales de una serie de cinasas que se activan una a la otra

de manera secuencial, a traves de fosforilaciones, para propagar una cascada de

activacion celular. Estas cinasas sirven para amplificar y mantener la fidelidad de la

cascada de activacidn, pues son selectivas en las interacciones con sus activadores y

con sus substratos.

Una caracteristica que permite distinguirlas como MAPK es la presencia de una

estructura de fosforilacién en residuos de serina/treonina: TXY, donde X puede ser un

et voms mrmeen
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resnduos de glutamlna prolma o gllcma Las MAPK son actlvadas a traves de

fosforilaciones en residuos de treonlna y de tirosina, por un grupo especifco de

de proteinas G de bajo peso molecular com ";’R'

propuesto la existencia de vnas alternas para Ia

RaSHO 112
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En ia via clasica rc"ie"é'cti\‘/abcilén dé'ias MAPK, cuando Ras es activada se asocia
a la porcion amino terminal de la cinasa de serina/treonina Raf-1 que la coloca en
proximidad de la membrana plasmatica. Raf-1 es activada por fosforilacion (aun no se
'ha determinado cual es la cinasa responsable), y su actividad es modulada por cinasas
de la familia PKC y PKA. La forma activa de Raf-1 fosforila selectivamente a las tres
isoformas de MEK, que a su vez activan selectivamente a las cinasas ERK-1 y ERK-
2'97 Las cinasas MEK, que éétivan a ERK, constituyen una familia de cinasas de
residuos de serina/treonina muy conservadas, que en mamiferos incluyen a tres
isoformas homodlogas e idénticas en un 85%; MEK-1a (44 kDa), MEK-1b (41 kDa) y
MEK-2 (45 kDa). El mecanismo de activacion de MEK involucra su fosforilacion en
residuos de serina'®. MEK es capaz de ‘osforilar a ERK-1 y ERK-2 en residuos de
treonina y tirosina en una reaccion secuencial en donde la fosforilacion del residuo de
tirosina precede a la del residuos de treonina'™*.

ERK es activada durante la activacion de los FcyR. participa en la fagocitosis en

neutrofilos''>"'® y en la sintesis de TNF«''" Durante la fagocitosis la activacion de

ERK puede ser el resuitado de la activacion de PKC o PI-3K. La via que depende de la
activacion de PKC involucra a Raf-1 y requiere la translocacion de ambas a la

membrana plasmatica. La via que depende de PI-3K no se conoce, pero podria estar

involucrada la cinasa Akt. La inhibicion de ERK empleando al inhibidor PDS8059

abate la fagocitosis en macrofagos. El papel de ERK en la fagocitosis puede estar
asociado a la activacion de la fosfolipasa A2 (PLA2) y la produccion de acido

araquidonico (AA) '8 La produccion de AA por macrofagos requiere de la actividad de

TEeTs COH




ERK'®. Si se inhibe la produccién de AA se impide la fagocitosis que puede

reestablecerse si se agrega AA exdgeno 20121,

ERK también puede estar involucrada en la regulacion del reordenamiento del
citoesqueleto y la morfologia de la CélUIEi'18;122;123::!:6'8‘Sus'trét'os"cbﬁdé’idas;f’ae“;ERK

incluyen proteinas asociadas a citoesqueleto'com‘oyila_ cinasa de la cadena ligera de'la

miosina (MLCK)'%*,

La protema ci 'asa C (PKC) y su papel en la fagocntosns mediada por los FcyR.

La actnvndad de las protemas clnasas C (PKC) es necesaria para que se lleve a
cabo la fagocntosm inducida por los FC{R Estas cmasas se agrupan en una famlha de
cinasas de resnduos de serina/treonina que son actlvadas por dlaCIlgllcerol (DAG)

fosfatidilserina (PS) y en el caso de algunas |soformas por iones Ca
Las cinasas de la familia PKC tienen como estructura genera{l ;cuabtrk'o régiones
conservadas (C1-C4) y cinco variables (V1-V5). Hacia el extremo amino terminal,

precediendo al dominio C1, se encuentra una secuencia pseudosustrato con-actividad

autoinhibitoria (y/S)'?®. El dominio C1 tiene dos dedos de zinc'?; mutaciones en este

dominio han dado evidencia de que éste es el sitio de union del DAG127 El dommlo c2

es contiguo a C1 y tiene la capacidad de unir |ones Ca i
que no responden a Ca®' interactia con protein o
especificas de la membrana; estas proteinés sAon:xlvcéiz
(RACKs)'?*'% Las regiones C3 y C4 junto c

catalitico. El dominio V5 juega un papel lmportante 0 IocahzaCIon subcelular dela

enzima. Se piensa que V5 participa en mteraccnones protema proteina, pues productos
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generados a- partlr del gen PKCB que dlfleren umcamente en la secuencra V5 se

PKCBI‘“» en Ios; ‘mlcrotubu!os

locallzan en dlstmtos compartlmlentos membranales

mlentras que 'PKCB er

dommlos en ﬂla famma de,PKC se dlstmguén 11 lsoformas y depend;en&o de su
regulacron se agrupan ‘en subfamlllas o

La subfamilia de PKC clasicas comprende a las isoformas «, Bl y Bll y v, que
contienen todas las regiones conservadas y son activadas por fosfatidilserina (PS) de

manera dependiente de Ca?*. También unen DAG, que incrementa la especificidad de

la enzima por la PS y modula la afinidad por Ca®" para situarla en el intervalo
fisiolégico'®. La subfamilia de PKC nuevas comprende a las isoformas &, ¢, n y 0, que
presentan la region V1 hacia la porcién amino terminal junto a la region C1 rica en

residuos de prolina, pero carecen de la region de unién a Ca?®". Estas isoformas son

insensibles a Ca**, pero son activadas por DAG en presencia de PS'*%. La subfamilia
de PKC atipicas comprende a las isoformas 1. 2. y I que carecen de la region C2 y de

la mitad de la region C1. Estas isoformas son insensibles a Ca®" y no responden a

DAG"™*,

La actividad de PKC es necesaria para que se lleve a cabo la fagocitosis
inducida por los FcyR, pues al eliminar el contenido de PKC de la célula, incubandola
por tiempos prolongados con esteres de forbol, se inhibe la fagocitosis; y existe una

fuerte correlacion entre la cantidad de PKC eliminada y los valores de inhibicién de la

fagocitosis'**. Ademas, algunos substratos de PKC como MARCKS y MacMARCKS y
la plecstrina se acumulan en el area perifagosomal durante la fagocitosis mediada por

los FcyR®. Y aunque la actividad de cinasa de la familia PKC es necesaria para que se

sy
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lleve a cabo: la fagocuosns todavna no es claro que papel Juega cada isoforma en el

proceso Tanto lsoformas de PKC clésmas (oc y B) como de PKC nuevas (g) s

ranslocan a la membrana:durante la VfagOCltOSlS medlada por los FcyR. Sin embargo,

Ia fagocntosns procede normalmente en ausenma de incrementos sustanciales en las

seﬁales de ‘Ca lntracelular En estos estudlos se determind la concentracion de Ca®
_en 52 nM Esta concentracnon es menor a la que requieren las isoformas clasxcas de
PKC para translocarse a la membrana que requieren una concentracion de Ca?* de 0.8 |
a1 ;;M, o para ser completamente activadas que requieren una concentracién de Ca
de 1.5 a 38 uM'*®. Ademas, cuando las células son tratadas con activadores de PKC,
como los esteres de forbol, la fagocitcsis mediada por los FcyR se incrementa. Esto
sugiere que las distintas isoformas podrian estar involucradas en diferentes eventos de

la fagocitosis o que participan en distintos eventos inducidos con la agregacion de los

FcyR. Algunos estudios sugieren que las isoformas clasicas de PKC participan en el

estallido respiratorio; pues al depletar la célula de Ca™" este proceso se inhibe pero no

la fagocitosis. Y que son las isoformas de PKC nuevas las que participan en la

fagocitosis mediada por los FcyR. pues este proceso es independiente de Ca“” vy

sensible al tratamiento con esteres de forbol'".

La regulacion de las vias involucradas en la fagocitosis. El papel de CBL y SHP
La fosfatasa de tirosina SHP regula la fagocitosis mediada por los FcyR '8, Esta

fosfatasa pertenece a la familia de fosfatasas de residuos de tirosina (PTP). Las

diferencias estructurales entre los miembros de esta familia son grandes pero todos

presentan la secuencia HCX,GX;R y utilizan el mismo mecanismo catalitico. Durante
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general protonando el grupo:’f'enolato del substrato Y despues actua como una base

general activando- una molecula de agua promovnendo la hldrol15|s del lntermedlano

CIstelnll fosfa‘co139

pueden presentar uno o dos dommnos de fosfatasa. Los domlmos "de fosfatasa estan

formados por 240-250 residuos de aminoacidos que contlenen la secuenma-
HCSAGXGRXG. La estructura del sitio activo de las PTP claswas en pamcular la
profundidad del sitio catalitico, le confiere su espec:flmdad por reSIduos de tlrosnna Los

dominios asociados al dominio catalitico regulan la actlwdad de Ia enznma dlrecta o

indirectamente, pues le proveen la forma de mteraqcnonar, con §u yv_sbus‘tratofo con
proteinas reguladoras'®® : £

Las PTP expresadas en mamiferosq’ué ch‘htiénen dominios SH2 (SHP), SHP1
y SHP2, presentan la misma fropo‘log'ié.‘ Losdosdommlos SH2 se localizan hacia la

e
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porcivén '_N-terrhinakkl‘ bl-*'y'resenhta’n un dominio de fosfafasé ‘y~ dos szvi'tio's'de fosforilacion en
residuos de tirosina hacia la porcion C-terminal. En SHP2 éétos sitios de fosforilacién
estan flanqueados por dominios ricos en residuos de prolina. Los dominios SH2 de las
SHP regulan su actividad permitiéndole asociarse a proteinas fosforiladas en residuos
de tirosina o bien regulando la actividad catalitica directamente. El dominio SH2 N-
terminal, en ausencia de un ligando apropiado, se une al dominio de fosfatasa
inactrivr‘éﬁdob. En presencia del ligando esta interaccion se interrumpe vy la enzimarse
activa. Esto evita que las fosfatasas SHP sean activadas si no se localizan en un sitio
especffico; a través de este mecanismo se regula su especificidad'>®.

Después de la agregacion de los FcyR la fosfatasa SHP1 se asocia a los

residuos fosforilados del ITIM y con ello regula negativamente la via'*®. En ratones

FcyRIl” se observé que la via de senalizacion inducida con la agregacion de este

receptor regula negativamente la fagocitosis mediada por los receptores FcyRI vy
FcyRHI'sB. La sobreexpresién de SHP-1, en macrofagos murinos de la linea celular

J774, evita la fagocitosis mediada por los FcyR'*®. Se propuso que SHP-1 regula

negativamente la via asociandose con la proteina adaptadora Cbi y defosforilandola. Al

defosforilarla se evita que Cbl continue la serial de activacion; la cual al perecer, activa

a PI-3K "8
La proteina Cbl (de las siglas en inglés de Casitas B-lineage lymphoma) de

aproximadamente 120 kDa pertenece a una familia de proteinas adaptadoras'*®. Esta
familia contiene a Cbl y a dos proteinas muy relacionadas: Cbl-b y Cbl-c. Las proteinas

Cbl y Cbi-b presentan los mismos dominios y mantienen un aito grado de identidad en

su secuencia, particularmente en la mitad N-terminal (84% de identidad). Ambas,
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presentan. una .regién' ’quel les permite. unirse a residuos ‘de‘:"tirOSih‘a ff'o'sfor'ilados

presentes ,en cnnasas de resnduos de tlrosma actlvadas Esta reglon esta formada por

proteina E2s, que participa en

contengan dominios SH3 y una regién C-term
unirse a proteinas ubiquitinadas. Cbl y Cbl-c’_é_e;;‘e 5 'Iq% tbivpos celulares
de mamiferos, pero los niveles de expresion de Cbl son mayore en;t[myog

Cbl esta involucrada en eventos de seﬁalizaciéﬁ éh’-dbnd pa'rt‘icipa’como‘una

proteina adaptadora multidominio. Algunas de las mteraccnone_ e"tre Cbl y otras

proteinas ocurren en respuesta a la estimulacién celular a traves de d|st|ntos

receptores. A través de las interacciones que puede establecer__Cbl,' es' (e,clutadafjunto
con otras proteinas a los sitios en donde se activaron a lo's f’recep res. Cbl.puede

interaccionar a través del- domlmo “TKB con el receptor de tor de crecimiento

derivado de plaquetas (PDGFR) con el receptor del facto -d e rﬁieﬁtop'epidermal

(EGFR), y con las cmasas:de la famllla Syk/ZAP 70 Esta nteraccwn 'puede regular

negatlvamente Ia act|v1dad de estas enzimas; pues a t :Cbl,v ellas interaccionan

con enzimas que—ublqwtlnan protemas—(EZs).rCon‘la ‘ bi'éiijitfnaicién de estas enzimas

se dlnge su degradacmn a traves del proteosoma o del lisosoma. En consecuenma se
//
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apaga la ser‘iél,_ yvse’g:eneré ‘un periodo refractario en la respuesta pues ahdré séré
necesario:;‘sinyt‘etifirarlas de novo'.

Cbles vsubstrato para cinasas de residuos de tirosina y cinasas de residuos de
seri:'r'ié. ‘Estos sitios de fosforilacién promueven su asociacion con la proteina 14-3-3,
Vav, CrkL y PI-3K; a través los dominios SH2 presentes en estas proteinas. Algunas

asociaciones pueden ser constitutivas, como las que se dan a través de la:region rica

en prolina con el dominio SH3 de Grb2'°,

Cbi participa en la fagocitosis mediada por FcyR y eh la senalizacion inducida
por la agregacién del TCR y BCR. Cuando estos receptores son agregados Cb! es
fosforilado en tirosina. La fosforilacion es resultado de la asociacién de Cbl con cinasas
de reéiduos de tirosina de la familia Syk. A estos sitios se puede asociar la subunidad
reguladora, p85, de cinasa PI-3K; y con ello incrementa su actividad la subunidad
catalitica, p110, y eventualmente la fagocitosis mediada por los FcyR en monocitos
humanos de la linea celuiar U937. Lyn tambien se asocia a Cbl en respuesta a la
agregacion de los FcyR. Sin embargo. su actividad no se incrementa; como si ocurre
en el caso de Syk'*'.

Aun no se sabe con exactitud como Cbl regula los eventos iniciados con la
activacion de las cinasas las familias Src y Syk. Pero se sabe que Cbl es fosforilada en
residuos de serina/treonina cuando las células son estimuladas a través de los FcyR; y
que cuando linfocitos T y neutréfilos son tratados con esteres de forbol, se observa un
incremento en la fosforilacion en residuos de serina/treonina de Cbl'*2. Esto sugiere la
participacion de jsoformas de PKC sensibles a DAG en la cascada de senfalizacidn; y

aungue se ha demostrado que Cbl es substrato de PKC en ensayos de actividad de

e
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cinasa in V|tro Cb! no se asocia flrmemente con PKC Tal vez, otra molecula participa

en este proceso.

DlFééEﬁC’fAsféf}j"LAé; REPUESTAS F'A'GOCiT'iC:A'é;lﬁthDJLfCVZI'DA:S" POR DISTINTOS
ESTIMULOS. | |

Como resultado del trabajo de nuestro laboratorio se obtuvieron anticuerpos
monoclonales de distintas subclases. de IgG especmcos para el 24d|mtrofenol
(anticuerpos anti-DNP). Las distintas subclases de anticuerpos (IgG1, 1gG2a, IgG2b e
IgG3) median con distinta eficiencia la fagocitosis de eritrocitos opsonizados'®. La
capacidad de anticuerpos de la subclase IgG1 para mediar fagocitosis es tres veces
menor que la de anticuerpos de la subclase IgG2b. Esto podria explicarse si las
distintas subclases de IgG unieran con distinta afinidad al antigeno. Pero al probar si

esta hipodtesis era cierta, se determino que la constante de afinidad de los anticuerpos

de ambas subclases para la union del hapteno era muy similar (K, = 4x10° M) y

tampoco se observaron diferencias en la capacidad para opsonizar a la particuta™* '

Otra posible explicacion seria que cada subclase mediara con distinta eficiencia
la interaccion entre la particula opsonizada y el fagocito. Para probar esta hipotesis se
determind la formacion de rosetas. donde se determina la interaccidon entre el eritrocito

opsonizado (lg) y la célula fagocitica (receptor de lg) y no se observaron diferencias,

significativas estadisticamente. en la formacion de rosetas entre los distintos

anticuerpos. Estas diferencias se observaron aun cuando se probaron mas de un

anticuerpo de cada subclase y los ensayos se realizaron en varias lineas murinas
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sobre enzlmas mvolucradas en Ia fagocntosns y se_ bse que ,,xustlan dlferenCIas en

la participacién de dlstlntas enzimas en cada caso Los ' dos estlmulos fagocmcos
dependen de la misma manera de la actividad de las en2|mas PLD/PLA; y MAPK. Sin
embargo, la participacion de la via de MAPK es mas trascendente paraq’ue's"e llevé a

cabo la fagocitosis que la participacion de la via de PLD/PLAQ Las prmc:pales .

diferencias se observaron en la participacion de Pl 3-K y PKC.. La agoc1t05|s de

particulas opsonizadas’ con anticuerpos de la subclase Ig@2

medida de la activiara‘dﬁ'l‘déPl 3-K, pero esta dependencia es.me

de particulas opsénrifga;dés"con anticuerpos de la subcl_age IQG
se observa por Ia dependencia de la actividad de PKC, pe

drastica'®.

Cuando las células son tratadas con el mhlbldor Ro 31 8220 que lnhlbe Ia

actividad de las cinasas de la familia PKC, se mhxbe tanto la fagomtos‘ls L dka por Ia,

subclase IgG1 como la mediada por la subclase IgG2b Esto concuerda 'on datos
publicados donde se reporta que la fagocntos;s mediada por los - FcyR’ qwere de la

actividad de las cinasas de la familia PKC. Sin embargo. cUando las célUlas son
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tratadas con el inhibidor 6#109203X, que inhibe a thcentféCibnés distintas a las
isoformas clasicas y a las isoformas nuévas de las cin‘aSésﬂ ‘de lak familia PKC, la
fagoéitosis de particulas opsonizadas con I1gG1 no dkismi:nﬁye a las concentraciones
que afectan a las isoformas clasicas; mientras que la fagocitosis de particulas
opsonizadas con 1gG2b es abatida'®. Esto sugiere que lé diferente eficiencia para
fagocitar particulas opsonizadas con anticuerpos de la subclase 1gG1 o con
anticuerrposj de law subdaéé lgG2bse drebe;l a ;:iﬂl;férrrenrcias en su capacidad parér

estimular las vias de activacion celular. Este trabajo se enfoca a analizar esta

hipotesis.
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JUSTIFICACION

Por los antecédentes del trabajo, se sabe que anticuerpos de las subclases
IlgG1 e IgG2b tienen la misma capacidad para opsonizar y que éstas particulas
interaccionan en un nﬂmero igual con-la célula fagocitica;. sin embargo, las particulas

opsonizadas con cada subclase no son fagocntadas con Ia mlsma eflcxenma Estos

eventos presentan dtstlnta SUSCeptlbllldad a tnhlbldores especnﬁcos para cmasas de las

familias PKC y PI-3K.. Esto nos: suglere que las dlferenmas observadas en la

fagocitosis que inducen ambas subclases se deben a dlferencnas;e su ( apacldad para

estimular las vias de activacion celular mediadas por los FcyR;.' Sn
logra comprender como es que se activan y reguian estas Séﬁale‘s

Estos receptores no han sido tan estudiados cbrho otros MIR:Rs'fdébida a la
complejidad del sistema. Debemos considerar que una sbla célula puede expresar al
mismo tiempo varios tipos de receptores FcyR. Si eso no es suficiente, cada receptor
reconoce con distinta afinidad al mismo ligando (agregados de IgG o padiculas
opsonizadas con IgG) y los mecanismos de transduccion de sefales involucran, en la
mayoria de los casos, a los mismos mediadores. Esto dificulta el analisis de las v:as de
activacion inducidas por cada isoforma, en sistemas que no sean mampulados

genéticamente. Si bien se reconoce desde hace muchos anos que la agregacnon es el

evento necesario y suficiente para iniciar las cascadas intraéelulares;- no es clara la

manera en como el sistema puede generar dlstlntas respuesta Hy SI estas diferencias

estan asociadas al tamario del agregado su conformamon o si estan formados por

distintas subclases de IgG.
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medlar la senal j

FComo las respuestas mediadas por los FC/R estan mvolucradas en mantener el
estado de‘homeostasis en el organismo y participan en procesos involucrados tantp en
la respuesta innata, como en la respuesta inmune adaptativa, es importante determinar
los mecanismos moleculares de activacidn inducida a través de estos receptores.y asi

entender mejor la funcion del receptor y las posibles vias de regulacion celular.
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HIPOTESIS

La diferente eficiencia entre la fagocitosis- de particulas opsonizadas con
anticuerpos de la subclase IgG1 (2C5) y de la subclase 1gG2b (4F8) se debeh a

diferencias en su capacidad para estimular las vias de activacién celular.

OBJETIVOS
Objetivo general v
Examinar comparativamente la participacion de distintas e,nzimVa:s en las vias. de

or la fagocitosis de eritrocitos  opsonizados: con un anticuerpo

sefalizacion inducida:

monoclonal ‘d'e’r‘lé su laS‘e'glg(éj' (2C5) y con u,ri‘o dela subclase lgGZb(4F8) :

Objetivos particulares

Determinar si existen diferencias en la fagocitosis de eritrocitos opsonizados

*
con ambas subclases en células tratadas con PMA.

. Definir el estado de fosforilacion de la proteina Syk en células estimuladas
con eritrocitos opsonizados con ambas subclases.

* Determinar si el estado de fosforilacion se relaciona con el estado de
activacion de Syk en células estimuladas con eritrocitos: opsonizados con
ambas subclases.

* Determinar el papel de fosfatasas sobre la ‘fagqicitosis inducida por

eritrocitos opsonizados con ambas subclases;, usando el inhibidor

pervanadato.
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Deflmr si eXIste una asomacnon dlrecta entre la cmasa Syk y la fosfatasa
SHP en respuesta a la estlmulacxon con erntrocntos opsonlzados con ambas

subclases.
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MATERIALES Y METODOS

Cultivo celular. Células (macréfagos) de la linea celular J774 se cultivaron en

medio D-MEM (Gibco BRL, Grand Island, NY), en una atmoésfera humeda con 6% de

CO; a 37°C. El medio D-MEM se prepard seguln las instrucciones del fabricante

146

Para 1 litro de medio se disuelve el contenido de un sobre de medlo en polvo en un

litro de agua desionizada, agregando 3.7 gramos de blcarbonato de sodio (NaHCO3).

Se ajusta el pH a 7.1, se esteriliza por filtracion y se guarda a temperatura ambiente y

cubierto de la luz. Este medio se adiciond con dlstlntos componentes segun los

reguerimientos:

Medio-de cultivo D-MEM semicomplementado: el medio D-MEM estéril se
complementé con L-glutamina (concentracion final 2 mM), estreptomicina
(0.01 mg/ml), penicilina-G (1 000 unidades/ml), aminoacidos no esenciales a
una concentracion final de 100 nM (Gibco BRL. Grand Island. NY) y piruvato
de sodio a una concentracion final de 0.1104 mg/ml (Gibco BRL, Grand
Island, NY).

Medio de cultivo D-MEM complementado: al medio de cultivo
semicomplementado se le agregd 10% de suero fetal bovino (Gibco BRL,
Grand Island. NY), previamente inactivado por calor a 60°C por 1 h.

Medio para los ensayos de viabilidad: En D-MEM sin rojo de fenol
semicomplementado, se diluyd bromuro de 3,(4,5-dimetiltiazol-2-i)2,5-

difeniltretazolio (MTT) (Sigma, St. Louis, MO), a una concentracion de 5

mg/mi.
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Sensibilizacién de eritrocitos de carnero con triniterenql (TNP). Para estudiar

la fagocitosis mediada por los FcyR, se utilizé un sfs"te'rnéfdih'it'rafeﬁol (DNP) -antiDNP.

Las células fagocitaron eritrocitos de carnero recub r o§ de TNP que estaban

opsonizados por lgG que reconocen comoantlgenqal' NP?(el anticuerpo monoclonal

2C5 de la subclase IgG1 vy el anticuerpo‘mOhd‘CIOH?

anticuerpos anti-DNP y presentan reactlwdad cruzada parai T’AYP)

Los eritrocitos se sensibilizaron. con 2 4 6 trlmtrofenol TNP‘(Eastman Kodak Co.

Rochester, NY). Para marcar las protemas de membrana de los: erltrocuos con el
hapteno TNP, se hacen reaccionar los grupos amino libres de‘las proteinas con el
acido 2, 4, 6- trinitrobencensulfénico en condiciones ligeramente alcalinas. Despuées de
la reaccion se libera un grupo sulfénico quedando. él "Ifi\a‘;)tenov TNP unido

covalentemente a las proteinas de membrana del‘erit‘rocito":”;('FiQ'. 7). El procedimiento

es el siguiente:

» Setoman 10 ml de entrocxtos dffjcarnero olucxon-de;AIsevers (100 mM

dextrosa, 10 mM NaCl, 27 mM- CItrato Na 2H27_‘ ':'M,fagldo,,cnnc’o H20;
pH 6-6.2, esterilizar por filtracion). e - '
Se lavan por centrifugacion con la solu'cién “a‘mortiguadora de dextrosa

(DGVB?*: 0.05% gelatina, 2.5 mM acxdo barb|tur|co 2.5% dextrosa, 75 mM

NaCl, 0.15 mM CaCl,, 0.5 mM MgCIz, pH esterlhzar por fi fltracnon) para

eliminar los restos de eritrocitos: Ilﬁs‘a ‘ada;lavado se centrlfuga la

suspension de eritrocitos ‘a2 200 . fpgri:10:!rh‘i‘n.>’,'sé elimina el

sobrenadante y se resuspende en la solucién que se indique.

4F8 de Ia subclase lgG2b son
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Figura 7. Reaccion de trinitrofenilacion de proteinas. El acido 2, 4, 6- trinilrobencensulfonico

reacciona con el grupo z-amino de los residuos de lisina de la proteina, liberandose acido
sulfénico, y quedando unido a las proteinas el grupo trinitrofeno! (TNP). Eisen™.
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y se elimina el sobrenadante

_Se lava el paquete celular con. solucuon amortlguadora de boratos (200 mM

4cido bdrico, 150 mM NaCI pH 8 5) y: DGVB"’+ 1 misma proporcxon (\/N),

La suspension de entroc1tos se cubre de Ia qu y se mcuba po 10 min a

temperatura amblente en. agltac:on constante.

Se lava el paquete celular con solucion amortlguadora de boratos y se. ellmma

el sobrenadante. Para eliminar completamente el TNBS restante y Ios

eritrocitos lisados se lavan con DGVB?*.

Se mantienen a 4 °C en DGVB-". A esta temp’yera'tura se pureden'méntener

hasta por una semana.

Titulacion -de los anticuerpos anti-DNP (Hemaglutinacion). El metodo de

hemaglutinacion consiste en hacer diluciones seriadas del anticuerpo en pozos de

fondo en V para microtitulacion y luego agregar gidbulos rojos sensibilizados para

observar la dilucion maxima a la cual todavia hay aglutinacion. El procedimiento a

seguir es el siguiente:

Se realizan diluciones senadas (1 14) de los antlcuerpos en DGVB“‘ en.-D-
MEM. La concentracion’ |n|cxal de los anticuerpos es de 60 pg/ml

Se agrega un volumen igual al de la dilucion del anticuerpo, de la suspension

al 1% de eritrocitos sensibilizados, se mezcla cuidadosamente. Al realizar

este procedimiento la concentracion inicial del anticuerpo sera de 30 ug/ml.
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.~ Se incuba a temperatura ambiente por 1 h en una camara humeda. -

La aglutlnacnon de Ios entrocnos “sensibilizados indica Ia presencna de una

concentracnon de antlcuerpo Io sufcuentemente aita para permitir Ia formacnon'de una
malla y cuando la concentracnon es menor se formara un boton en el fondo"del pozo. El

titulo de hemaglutmacnon corresponde a la ultlma dllucmn en Ia que aun se forma la

malla.

Opso’nizéciénﬂ:dé eri"trdci‘t'os sensibilizados con TNP. El procedimiento es el
siguiente: | |
‘xSe“‘ lava !’or‘s' vefitfocitos sensibilizados por centrifugacion c,ong D-MEM. no
complerhentado y"'se suspenden al 2% en D-MEM.
Se diluye el anticuerpo en D-MEM no complemen’fadq, lial @idqyble‘de la

concentracion hemaglutinante (usualmente 1.875 ug/ml). 8

Se mezcla la dilucién del anticuerpo con los. eritrocitos: sensibilizados,

obteniendo una suspension al 1 % de eritrocitosfy:_sefin't;‘uba‘nfen agitacion
constante a temperatura ambiente por 30 min:

Se lava tres veces con D-MEM no complementado y se resuspenden en la

misma solucidn obteniendo una suspensidon al 1 % de eritrocitos

opsonizados.

Fagocitosis por la técnica de Diaminobencidina. En el laboratorio se estandarizé

una técnica colorimétrica para cuantlflcar la fagocitosis, basada en el método de
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Jungi'®. Esta técnica se basa en la actividad de pseudop‘efroxidaysa[au’e‘;-poéee la

hemoglobma la cual desarro!la ‘un. compuesto colorido en p:resehcia de 3,3-

diaminobencidina, DAB (Slgma St Lows MO) y peréxido de hidrégeno (HzOz) (Merck.
Darmstadt, Alemama). : Esta B reaccnon colorida puede " ser  cuantificada
espectrofotométricamente;' El procedimiento a seguir es el siguiente:

. Se siembran ‘47x 10* células J774 por pozo en una placa de cultivo de 96
pozos en D-MEM complementado y se incﬁban Vénr atmosfera humeda con
6% de COz a 37 °C por 24 h. Pasado este tiempo las células se duplican de
manera que a las 24 h hay aproximadamente 8 x 10* células por pozo.

Las monocapas de células se lavan 2 veces con medio semicomplementado

y se agregan 100 pl de medio complementado.

Por cada pozo se agregan 30 pl de la suspehsiézn ‘éll :‘1’% de eritrocitos
opsonizados (como ya se describid) y se incuban du‘ranktyév 5’0,r,hin a 37°C con
6 % de CO,. | |

Para eliminar los eritrocitos que no fueron internalizadgs,»pas’védp el' tiempo
de incubacion, las ceélulas se lavan con agua destilada}t‘p‘o’r"20,‘,seg en
Iavados con’:‘ solucnon

agitacion suave. Después se realizan tres

amortiguadora de fosfatos (PBS: 2.6 mM NaH2P04 HZO 7 74 mM NaaHPO4

anhidro, 0.16 mM NaCl; pH 7.5).

Las células J774 se lisan con 100 ulfpozo del detergente SDS (Bio-Rad.

Richmond, CA) al 0.3% en PBS.

N sotasae oo,
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En los experim tal se realizo por

trlpllcado y Ios datos de cada ‘xperlmento se: expresan com ?medié +/- Ia desviacion

estandar

Tratamientos con pervanadato y forbol 13-miristatko 12-é§éfaf0 (PMA). Las
células se sembraron siguiendo el protocolo de fagocitosis .y se Iévaron en la misma
forma, pero se mantuvieron en medio semicomplementado, para la incubacion con cada
compuesto. Al final del tiempo de incubacidn se continud con el protocolo de fagocitosis
o bien de viabilidad por el método de MTT (ver mas adelante).

Los intervalos de concentraciones y los tiempos de in‘C‘Uba‘ci’c'Jrn Qsé»do_s‘pararcada

compuesto se propusieron a partir de datos reportados por.otfo’s’ngpéS ‘d"e*t[abajo'.-i Las

diluciones de cada compuesto se realizaron en medio semicomplementado; cada

onseconaare.

compuesto se incubo con las células en una atmésfera'?hd' e Aa»con
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concentracnon hemaglutlnante de los antlcuerpos 2C5 y. 4F8. Las concentracrones que

se usaron para cada compuesto y el tlempo de incubacion, fueron los siguientes:

Para el ester de orb

'mnnstato acetato (PMA) (Calbiochem-Novabiochem

CO La Jolla CA) se probaron las concentraciones 10, 25, 50, 150 y 500 nM,

luego de‘aq_lkczlgnayr el PMA se continuo inmediatamente con el protocolo ‘de

fagocitosis.

Para el pérvanadato se probaron las concentraciones 10, 50 y 100 uM. Las

células se incubaron con el pervanadato por 5 min. Pasado ese tiempo se

decanté el medio y las células se resuspendieron en medio

semicomplementado para coentinuar el protocolo de fagocitosis

Para obtener el pervanadato se mezcla 1 ml de ortovanadato de sodio,
Na3zVOs(New England Biolabs, Inc. Beverly, MA), con 330 ul de H;O5 (New
England Biolabs, Inc. Beverly, MA) y se incuba por 5 min a temperatura

ambiente'*®. Con este procedimiento se obtiene una solucion 6 mM de

pervanadato.

Ensayo de viabilidad por el método de bromuro de 3,(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5-

difeniltretazolio (MTT). Después de tratar a las células con cada uno de los inhibidores

por los tiempos de incubacion indicados, se determind la viabilidad. Para determinar la

viabilidad celular se utilizo la técnica descrita por Mosmann en 1983'%%. Esta técnica se

basa en la capacidad de las enzimas mitocondriales de células viables para transformar

el bromuro de 3.(4.5-dimetiltiazol-2-i1)2,5-difeniltretazolio, MTT; en un compuesto

colorido.

La cantidad de MTT reducido es proporcional al numero de células

s
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viables'3%5". E| producto colorido puede medirse espectrofotométricamente. La técnica

original ha ,,s_,ufr'idc')i"alé‘”Uriésmodifiéaciones con el objeto de solubilizar las sales'de MTT

reducido’®®'%, Enn

Sirp trabajo el procedimiento empleado fue el siguiente:

Después de la incubacion por el tiempo indicado para cada inhibidor, el
‘medio “'se retird6 y las células - se lavaron dos veces: con. medio

'semicomplementado.

Se ‘agregaron alicuotas de 50 'pl por pozo del medio para ensayos de
viabilidad y se incubaron por 2 horas en una atmésfera humeda con 6% de

CO; a 37°C.

Se retird el medio por aspiracion.

Se dejd evaporar a temperatura ambiente por 30 min, en una campana de
extraccion de gases (los gases de MTT son toxicos).

Se agregaron 100 ul por pozo de la solucion de extraccion (20% SDS, 50%
dimetilformamida; pH 7.4 agregando solucion 80% acido acético, 1N HCI)

Se sell6 la placa y se incubo toda la noche a 37°C en una camara humeda
Se determind la absorbancia a 570 nm en un lector de ELISA (modelo 3530

Bio-Rad Microplate Reader: BIO-RAD Richmond, CA).

Estimulacion de los FcyR con eritrocitos opsonizados con I1gG. Después de

mantener a las células por 2 h en medio semicomplemetado en una atmdsfera himeda

con 6% de CO; a 37°C, se estimulan las celulas utilizando eritrocitos opsonizados. En

nuestro trabajo el procedimiento empleado fue el siguiente:

Para cada condicion experimental se utilizaron 1x107 células.
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. Se despegaron por plpeteo a Ias celulas de cajas petrl de GUltIVO en

[ ]
suspens;on (ca “43059 ‘Cormng lncorporated Co"‘nmg, NY) y: se mcubaron
en medlo semucomplementado por 10:min a 4°C a

. Se recuperan Ias celulas' tomand ' sobrenadante

r.p.m. por 3 min a 4° C 'y se mcub’a con un‘a ‘su p‘ensn‘ovn fné (4°C) de
eritrocitos sensnblllzados u opsonlzados (relacnon de 15 p.l de suspensmn al
4% por cada 1x 10° células), por 15 min en argl‘t‘acqon constante a 4°C.

Se elimina el exceso de eritrocitos Iavaynd‘o por gentrifugacién (12 seg a 7 000
r.p.m.) con PBS frio (4°C) que contiene 1 mM NazVQO4, 10 mM NaF, 2 mM
PMSF, 2 mM EDTA, 10 p.xg/myl de a’pr“o,t‘,irji"né;: 10 pg/mi pepstatina 'y 10 ;vlyg'//m'l‘
leupeptina. F sy Tt ’ ! L

Las células se resuspendenenmedlosemlCompIementadoysenncuban a
37°C, en agitacién suave. ‘ R o

A distintos tiempos de estimulacion se aefiéhe lg‘fegtihﬁiynkafqiéjhl a;grégandbr,Una
soluciéon hemolizante a 4°C. o e

Se recupera la pastilla celular y se lisan para procesar el contenido celular. -

Lisis celular e inmunoprecipitacic’m. Después de estimular a las células J774
utilizando eritrocitos sensnbmzados u opsonlzados se lisan y se recupera la fraccion

soluble en detergente Esta f'accmn se anallza en su totalidad para determinar el patron

de fosforilacion general tras‘la: activacio cel/u_lar o bien se usa para mmunoprempntar

enzimas espeleICaS EI proced i "pleadO'esiel siguiente:
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aprotmma ‘,‘1'

pg/'ml pep‘statlna y 10 gg/ml leupeptma

El Ilsado celu lar. se; ln'cuba por 15 min a 4°C. Pasado ese tiempo se
‘,,centrlfuga a 13 000 r.p.m. por 5 min a 4°C.

"Se re‘cupera el sobrenadante (la fraccion soluble en detergente) y se
determina la concentracion de proteina usando el ensayo comercial para
determinacion de proteina (cat 500-0116 Bio-Rad. Richmond, CA). A partir
de esta fraccion se pueden analizar las caracterlstlcas ‘generales en lisados
totales o bien las caracteristicas de una protema en -particular--en

inmunoprecipitados.

Lisados totales: se toman 100 ug de proteina del sobrenadante. Se

complementan con 20 ul de solucion 8X-Laemmili reductora y se hierven por

5 min; para ser analizados por inmunobiot (ver mas adelante).

Inmunoprecipitados: se recupera el sobrenadante de la lisis de 1x107

células y se incuba con 2ug de anticuerpo anti-Syk N19 k"(,s,am,a Cruz

Biotechnology, Santa Cruz, CA), durante toda la noche a 4?C,7Jeniagita'ci‘én

constante.

Se inmunoprecipita incubando el sobrenadante con 40. ul d'e perlas de
proteina A-agarosa (Bio-Rad, Ric‘:hmond.vC‘A) por 2 h a 4°C en agitacion

constante. .
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aprotmnna :

0.1% de Tnton X X 00 ; mM Na3VO4, 10 mM NaF 2 mM'vp MSF 10 pg/ml de

O pg/ml pepstatma vy 10 pg/ml Ieupeptlna Se ehmma el

sobrenadante . se agregan 40-pl de solucxon 4X Laemmh reductora Se

' hlerven por 5 min los mmunOpreclpltados para ser anallzados por inmunoblot

(ver mas adelante).

Analisis por inmunoblot.

Los lisados totales o los inmunoprecipitados se someten a electroforesis en
geles de acrilamida al 10%'** y se transﬁeren a ,mertjibfanas | dé
nitrocelulosa'®® i

La membrana de nitrocelulosa se bloquea toda la nocAh‘e;av 4\";CL;,Pafa‘éllo,se
usa .una soluciéon de TBS (10 mM Tris-HCI, 150'mM NaCI pH75) que
contiene 0.05% del detergente Tween 20, 3% de Iéche :‘gn"»bo.lxr/o sin grasa

(Carnation, Nestlé) y 1% de albumina sérica bovina (BSA, Sigma, St. Louis,

MO). Tras el blogueo se elimina el exceso de proteina lavando tres veces la

membrana de nitrocelulosa con TBS que contenga 0.05% de Tween 20
(TBS-0.05% tween).
La“.mem’br’raha dek',nit‘rocelrulosa se incuba por 1.5 h con una dilucién 1:1000

del anticuerpo ‘p'rimario‘ en TBS-0.05% Tween, 3% leche y 1% BSA, en

AIAITA "'r'\..
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. agitacién constate a-temperatura’ ambiente. Los siguientes anticuéfﬁos se

usaron: como antlcuerpos primarios: el anticuerpo monOcy:lo’h‘aI*' antl PY

(generado en raton) los anticuerpos policlonales anti-Syk N":19 antl PTP

(generados en conejo)(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz CA)

Se'lava Ia membrana con TBS-0.05% Tween. Cuatro cambtos de 5. min cada

uno.
La membrana de nitrocelulosa se incuba por 30 mmconu;a dllumon 15000
del anticuerpo secundario en TBS-0.05% Tween, 3% Ieché y 1% VBSA, en
agitacion constate a temperatura ambiente. Los siguientes anticuerpos
(acoplados a HRP, de sus siglas en inglés HorseRadish Peroxidase) se

usaron como anticuerpos secundarios: el anticuerpo anti-ratén (generado en

conejo) o el anticuerpo anti-conejo (generados en cabra)(Zymed; San

Francisco, CA), segun convenga.

Se.lava la membrana con TBS-0.05% Tween. Cuatro cambios de 5 min cada

uno.

Se’ visualizan las bandas inmunoreactivas usando . el substrato

quimioluminiscente SuperSignal (Pierce, Rockford, IL).
Las imagenes quimioluminiscentes se capturan utilizando el aparato Gel-Doc

2000 (Bio-Rad, Hercules, CA) y se analizaron con el software QuantityOne

(Bio-Rad. Hercules, CA).
Si se desea probar otro anticuerpo primario, se eliminan los anticuerpos
unidos a la membrana tratandola con una solucidn "stripping” de glicina/SDS
(100 mM Glicina, 0.5% SDS; 2.5 pH) a 70°C por 1 h. Se lava la membrana
| mec ooy
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Ensayo de actividad de cinasa ln ;

. con TBS'—0.0S% tween. Cuétro cambics de 5 min cada uno y se continva el

protocolo de inmunoblot.

vitro. Después de estimular a las células J774

utilizando eritrocitos sensibilizados u opsonizados, se lisan y se recupera la fraccion

soluble en detergente. Esta fraccion se usa para inmunoprecipitar- la cinasa Syk y

determinar la actividad de la enzima analizando su capacidad para fijar [y->*PJATP a

proteinas. El procedimiento empleado es el siguiente:

Se estimulan 1x107 de células siguiendo el protocolo de estimulacion de los

FcyR con eritrocitos opsonizados con IgG.

Se lisan en una solucién amortiguadora Tris (50 mM Tris-HCI; ’150 rﬁMfNaCI;
pH 7.5), que contiene 1% del detergente Brij 96, 1 mM NasVVOs, 2 mM EDTA,
10 mM NaF, 2 mM PMSF. 10 ng/ml de aprotinina, 10 pg/ml ;Sep'sk_téialtiih:alyﬁyo
ng/mi leupeptina. - o
El lisado ceiular se incuba por 15 min a 4°C. F?kasado ’ese “tiempo se
centrifuga a 13 000 r.p.m. por 5 mina 4°C. |

Se recupera el sobrenadante y se incuba corj 2pgdeantlcuerpo anti-Syk N19
(Santa Cruz Biotechnology. Santa Cruz, CA) durantetodala ﬁdche a4°C, en

agitaciéon constante.

Se inmunoprecipita incubando el ksfb(b‘ré‘nbédaﬁte; con 40 ul de perlas de
proteina A-agarosa por 2 h a 4°C é;'n a“gi‘téci‘éhc‘,oriié;tar'\te.
Se recupera el inmunoprecipitado : cﬁent;rifu,g’ando las muestras por 1 min a

7 000 r.p.m. y se retira el sobrenadante.



- Se lava una vez con una solucnon amortlguadora de‘ Hepes (25 m:M‘Hepes

96 'oo "M Na3VO4, 1 mM

Se Iava dos v ces on una solumon am rtlguadora de Hepesfsm‘ etergente '

y que conuene 100 pM N'a3vo.,, 1 mM NaF 2 mM PMSF y 10 pg/ml de

,,,,,aprotmlna

Al lnmunopreC|p|tadone agregan 500 pl de solucién amortiguadora de
reaccion.de cmasa (25 mM Hepes, pH 7.5; 10 mM -MnCl), que contiene 100
| uM N33VO4, 1. mM NaF, 2 mM PMSF y 10 ng/mi de aprotinina. Se incuba por
‘ 5 mm a4 C.

Se recupera el inmunoprecipitado centrlfugando Ias muestras por 1 min a
7 000 rpm y se retira el sobrenadante. Se agregan 20 ul de solucion

amortlguadora de reaccion de cmasaque contlenen‘sv pCl‘ [y-*?P]JATP con o

sin substrato exdgeno. Si se agrega substra eno se adiciona a los 20

'pl que contlenen 5 ;,lCl [/-”P]ATP 1~;Lg/m de ot Hé'Lés’iba';:de:"mi;élina
(PBM) R e :

Se lncubapor10m1n ? 37°CPasadoeset|empo se tfarfifs;fiéierii"léy;»rﬁiuévstras
a hielo. | f : T

Si el ensayo se realiza en presencia de PBM, se agkréga»n‘ 20 ;‘xl 'dge solucién
8X-Laemmli redQctora vSeﬁ‘hierv‘en"por‘ 5 miny sé s‘omert.e'n' é\iéléctroforesis
para despues transferlr Ias protelnas auna membrana de nltrocelulosa |

~Si el ensayo no se reallza en presencxa de PBM, se agregan 500 pl de

solucion amorttguadora de reaccxon de cinasa fria (4°C).
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_ Se récupera elbiy, "fﬁ}ﬁujﬁbpred:p‘itvado y sek lava seis veces con. solucion
amorfigq’ékdota‘%rde‘"régc';cién de cinasa fria.

Sé eij}nfi‘r{afél:fé;ot;réﬁédante y se agregan 30 ul de solucién 8X-Laemmili
reductoraSe hferven por 5 min y se someten a electroforesis para despueés
trahs'feri’r las proteinas a una membrana de nitrocélulosa.

En ambos casos la membrana se expone y se revelle‘:‘por autoradiografia.
Después de revelar se analiza por inmunoblot la cantidad de proteina Syk
cargada por carril. Se visualizan las bandas inmunoreactivas usando el
substrato quimioluminiscente SuperSignal (Pierce, Rockford, IL).

Las imagenes luminiscentes se capturan utilizando el aparato Gel-Doc 2000

(Bio-Rad, Hercules, CA) y se analizaron con el software QuantityOne (Bio-

Rad, Hercules, CA).
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RESULTADOS

La actuvacnon de PKC mcrementa la fagocitosis mediada por el anticuerpo

de la subclase IgG1 (205) hasta asemejar la fagocitosis mediada por el anticuerpo

de la subclase lgG2b (4F8) en condlcuones normales. Datos previos mostraron que

antlcuerpos monoclon I"' -DNP de la subclase IgG2b eran mas eficientes que

anticuerpos de la subclas lgG1 para medlar fagocitosis'*. Una explicacion simple de

esta observamon es qu eX|s,a" dlferenmas en Ia aflmdad por el hapteno entre cada

subclase; estas dlferencxas se traducnrlan en una capamdad distinta para opsonlzar a la

particula que, en consecuencna, no interaccionarian de la misma manera con |z

fagocitica. Cuando se probd esta hipotesis experimentalmente no. séf observaron

diferencias en afinidad que explicaran la contrastante capacidad de estos "ntlcue‘rpos

para mediar fagocitosis' “ Al analizar la via de sefalizacion mducxda ‘por cada

subclase, se observo que los dos estimulos fagociticos dependen de la m'sv manera

de la actividad de las enzimas PLD/PLA; y MAPK. Sin. embargo la part|C|paC|on de la
via de MAPK es mas trascendente para que se IIeve a cab > la que Iz

participacion de la via de PLD/PLA,".

Se observaron diferencias |mportantes en el

células son tratadas con el |nh|b|dor Ro 31 8220 que |nh|be la actividad de las cinasas
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de la familia~P‘KC—155".‘§°, se. mhlbe tanto la fagomtosus medlada por la subclase lgG1

como’ Ia medlada por Ia subclase IgG2b. Esto concuerda con datos publucados donde ‘

cuando l celulasf son tratadas con el inhibidor GF109203X que mhlbe ‘a

concentraclones dlstlntas isoformas clasicas e lsoformas nuevas de cmasas de la '

familia- PKC 163166, Ia fagocitosis de particulas opsonlzadas con’ IgG1 no dlsmlnuye alas

concentraciones que afectan a las isoformas clasicas; mientras que la f_agocntosls de

particulas opsonizadas con 1gG2b es eliminada'®. Esto sugiere que la- diferente

eficiencia para fagocitar particulas opsonizadas con anticuerpos de la subclase 1gG1 o

con anticuerpos de la subclase 1gG2b se deben a diferencias en su capacidad para

estimular las vias de activacion celular.
Para confirmar el efecto de los inhibidores de PKC y determinar si al estimular
exogenamente a las isoformas de PKC sensibles a DAG se observa un incremento en

la fagocitosis mediada por la subclase 1gG1, realizamos la fagocitosis en presencia de

PMA. El PMA se une a un dominio rico en cisteinas que induce la translocacion de la

cinasa PKC a la membrana'®’. La translocacion a la membrana activa a las |soformas

dependientes de DAG, sin la necesidad de involucrar a otra enzima.
Las células J774 fueron tratadas con distintas concentraciones de PMA (10, 25,

50, 150 y 500 nM), o bien solo con el vehiculo DMSO durante el tiempo que se

realizaba la fagocitosis de eritrocitos opscnizados con anticuerpos de ambas subclases

a la concentracion hemaglutinante (1.875 ug/ml) o bien solo con eritrocitos

sensibilizados. La fagocitosis mediada por anticuerpos de ambas subclases se
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incrementa_cuando las célilas son tratadas con PMA, pero no asi la fagocitosis de

.7 ¥

eritrocitos s’rénVSibigliifZa'do’s“f(Fig 8

'Lal‘fagocitosis se incrementa de manera proporcional

al aumento ,n on de PMA entre las concentramones de 10 y 100 nM; por

arrlba de esta concentramon el mcremento es ‘minimo: Para comparar los- valores de .

fagocntosm de entrocxtos opsomzados con.cada. subclase en celulas tratada co PMA y :

no tratadas Ias celulas J774 se trataron con Ia concentracwn de PMA ala cual se

50 nM o b|en solo- con e vehlculo MSO durante' el ™

observa el 50% de actlvacxo

tiempo que se reallzaba Ia fagocntos:s de eritrocitos opsonlzados o bien solo con
eritrocitos sensublllzados Las concentracnones de anticuerpos empleadas para cada
subclase fueron de 30, 7‘.5, 1.875, 0.47, 0.12, 0.03 y 0.007 pg/ml. Se observa que el
aumento en la fagocitosié mediada por la subclase igG1 es mayor que el aumento en la
fagocitosis mediada por la subclase IgG2b. El incremento en la fagocitosis mediada por
la subclase IgG1 en células tratadas con PMA es tal que casi iguala la fagocitosis
mediada por la subclase IgG2b en condiciones normales (Fig. 9).

Para poder afirmar que las células se encontraban en perfecto estado tras ser
tratadas con PMA se realizaron ensayos de viabilidad; midiéndose la cantidad de
producto colorido formado a partir de la reduccion de MTT. Esta técnica permite
cuantificar la actividad mitocondrial'®®. El tratamiento con PMA o bien la sola presencia

del vehiculo (DMSO) no disminuye la actividad mitocondrial y por lo tanto tampoco la

viabilidad celular (Fig. 10).
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Figura 8. Efecto del PMA sobre la fagocitosis de particulas opsonizadas con
anticuerpos de distinta subclase. Macréfagos de la linea celular J774 fueron tratados con
concentraciones crecientes de PMA durante el tiempo que trascurria la fagocitosis de
eritrocitos opsonizados con la concentracion hemaglutinante (1.875 ng/ml) del anticuerpo de la
subclase IgG1 (2C5) y del anticuerpo de la subclase |gG2b (4F8). Se muestra el promedio y
desviacion estandar de 3 experimentos.
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Figura 9. Efecto del PMA sobre la fagocitosis de particulas opsonizadas con anticuerpos de distinta subclase. Macréfagos de Ia linea
celular J774 fueron tratados con 50 nM de PMA durante el ensayo de fagocitosis. Los eritrocitos fueron opsonizados con distintas

concentraciones de anticuerpo de la subclase 1gG1 (2C5) e IgG2b (4F8). Se muestra el promedio y desviacion estandar de 3 experimentos
independientes.
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Figura 10. El tratamiento con PMA o bien con el vehiculo (DMSQ) no tiene efecto
sobre la viabilidad celular. Las células fueron tratadas con las distintas concentraciones de
PMA o la mayor concentracion de vehiculo, para después determinar por la cantidad de MTT
reducido la viabilidad celular. Se muestra el promedio y la desviacion estandar de tres

experimentos independientes.
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El grado de fosforilacion de la cinasa Syk inducido por la estimuiacién
mediada por la subclase IgG1 no es diferente al inducido por la estimulacion
" mediada por la subclase IgG2b. La cinasa Syk participa en la fagocitosis mediada por

los FcyR'88'%° Sy activacion es un evento muy importante en la fagocitosis, ya qUe si

se inhibe su actividad empleando mhlbldores especn”cos para esta enznma -se bloquea

: sando macrofagos

impide la expresuon de Syk usando ollgonucleotldos antls ntido.

de ratones Syk’ 73 . lo que no ocurre en el caso’ de Ias |nasas’»de la fam:lla Src donde

es necesario usar trlple deficientes para Hck"' Fgr y‘rLyn para observar una

disminucién-en la fagocnosns mas pronunciada, aunque:aun asi el proceso no se abate
completamente. Ademas, celulas no hematopoyéticas (que no expresan Syk) son
capaces de fagocitar eficientemente si se coexpresa Syk y el receptor apropiado®:'7°,

Algunos reportes indican que Syk participa en la formacion del esqueleto de actina que

se forma bajo la copa fagocitica'’"; y otros que se requiere durante la internalizacién de

ta particula'”?.

Por el papel tan importante de Syk en la activacion de los receptores FcyR, por
ser una enzima esencial para gue se lieve a cabo la fagocitosis y por-que su activacion
es uno de los primeros eventos en la cascada de sefalizacion, degid{mos analizar su
estado de fosforilacion en respuesta a estimulos fagoq‘iyticyp"s.:'_i’,,Sg“_é,} Sabe que Syk es
fosforilada cuando se agregan los receptores FcyR'® y,qu"’e,l‘;;fif)'éféfilacién en residuos

de las tirosinas Y317, Y342y Y346 son dependiehteé‘de la.ac'tividad de la cinasa Lyn®
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Por ello se acepta que el estado de fbsforilacién de Syk, asi como el de. muchas
cinasas, indica su estado de actlwdad

Para analizar el estado de fosfonlacxon ‘de” Syk ‘en’ respuesta aI estlmulor

fagocmco generado por cada subclase de 1gG, estlmulamos a: celulasﬁde ’_a Ilnea J774§ ,

con eritrocitos opsomzados con cada subclase, o solo sen5|blllzados Recuperamos el

contemdo celular de 1x107 células y analizamos el estado de fosfonlacnon: de Syk por

western blot antl—fosfotlrosma (antl -PY). La banda que corresponq > entlﬁco' -

por peso moleculary anallzando la membrana por western blot anti-Syk.ﬁ

Primero establecimos que nuestras condiciones de estimulacion fderén: Iés'
optimas y para ello estandarizamos el protocolo de estimulacion. Nuestropfqt_oColO se
basa en el trabajo de Sobota en 2002%°. Las condiciones de estimulacionpermiten
definir el estado de fosforilacién en residuos de tirosina tras la sola union de la particula
(4°C), y con ello de la agregacion de los receptores; o bien, el estado de fosforilacion en
residuos de tirosina cuando se inicia el proceso de fagocitosis (37°C), en este caso se
permite que-la célula continue con la cascada de senalizacion que conduce a la
internalizacion de la particula. Nuestros resultados muestran que existen diferencias en
los patrones de fosforilacion entre células estimuladas y no estimuladas (Fig. 11).
Cuando las particulas interactian con los FcyR se da la fosforilacién en residuos de
tirosina, rapida y transitoria, de muchas proteinas, de distintos pesos moleculares: 110-
120, 90, 60, 40 y 30 kDa. Después, durante el proceso involucrado en la internalizacion
de la partit:ula la: cantidad de proteinas fosforiladas disminuye, pero se incrementa el
estado de‘-»“fdisf‘é“ﬁl'aicién de otras, como proteinas de un peso molecular aparente

aproximado a 70 kDa. Esta banda no se observa en células no estimuladas; no cuando
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Figura 11. Diferencias en el estado de fosforilacion en tirosina de proteinas entre células
estimuladas y no estimuladas. Las células se mantuvieron en 10 mi de D-MEM sin suero fetal
bovino (SFB) por 2 h a 37°C y 6.5% CO, Se resuspenden a la densidad de 1 x 107 células/ml en D-
MEM fresco sin SFB y se incuban por 10 min en frio. Pasado ese tiempo se agregan 1.5 ml de una
suspension al 4% de eritrocitos opsonizados, con la concentracion hemaglutinante (1.875 ng/ml), para
cada subclase de IgG y se mantienen en agitacion constante a 4°C. Se incubaron 1 min a 37°C para
permitir la sefializacion involucrada en ia internalizaciéon de la particula o bien se mantuvieron a 4 °C
para definir la sefal asociada a la sola interaccidn entre 1a particula y el receptor. Las células se lisan
y se recupera la fraccion soluble en detergente. Del sobrenadante se toman 100 ng de proteina totaly
se someten a electroforesis en condiciones desnaturalizantes. Se realiza una trasferencia a
nitrocelulosa para detectar proteinas fosforiladas. Claves: M, macrofagos sin estimular; gr,
macrofagos incubados con ernitrocitos sensibilizados; 2C5, macréfagos estimulados con erntrocitos
opsonizados con anticuerpo de la subclase IgG1 (2C5); 4F8, maci6fagos-estimuladas.cQn eritrocitos

opsonizados con anticuerpo de la subclase IgG2b (4F8). ; TESIS ("ON
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se mcubaron a 4°C m cuando se mcubaron ‘a 37°C (carrlles 1 de unlon e mternaluzacnon

Fig. 11) Pero SI se observa un camblo cuando las celulas sezlncuban con entrocntos no

opsonlzados sin embargo el grado de fosforllacmn es menor al observado cuando Ias

celulas se lncuban con eritrocitos opsomzados (carrqlesf2 de umon e lnternallzamon Fig.

11)
Cuando se anahzo el estado de fosforllacmn de la cmasa Syk en respuesta ala

estimulacién con eritrocitos opsonlzados con antlcuerpos de ambas subclases no se

observaron diferencias entre Ios‘patrones de fosfonlacuon en I'ESIdUOS de tlrosma

inducidos por cada estlmul' }f‘(Flg 12 y 13). En respuesta aI estimulo se-da-un

incremento en el esta 'de,fosforllacxon en residuos de tlrosma de la enzima Syk que

depende del tlemp‘ de estlmulacxon Desde los 30 seg de estimulacién (ver carril 5 en

las flguras 12 oy 13) se observa un incremento en el estado de fosforilacion en resuduos

de tlrosma de Syk, sobre el estado de fosfonlacnon basal en- celulas no es’umuladas

incubadas a 37°C (ver carril 3 en figuras 12 y 13) o s ""'e eI estado de fosfonla" on de

carriles 6-8 en las fguras 12 y 13). El maximo de fosforulac:on en reSIduos de tlrosma en

respuesta a los dos estimulos (eritrocitos opsomzados con :lg‘G -0:.con lgGZlb) se

observa a los 3 min. Este patron de fosforilacidn en Ia cunasa Syk asomado al tlempo de

estimulacion ha sido. reportado en otros 5|stemas Sln embargo ‘a: los 10 mln de

estnmulac;on la fosforilacién de Syk dlsmlnuye caS| a nlveles basales (carnl 9{en Ias

figuras. 12 y 13) Al parecer el curso-’tem ora d‘ la ‘fosforllaCIon de Syk es dxferente

dependlendo de la subclase de lgG con Ia que se reallce la estimulacién. Aunque el

valor maxumo de fosforllacnon se. da a Ios 3 mln en ambos casos; al estimular con el
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Figura 12. Estado de fosforilacidon de la proteina cinasa Syk en respuesta a la estimulacién con
eritrocitos opsonizados con anticuerpo de la subclase IgG1. Las células se mantienen en cajas
petri de cultivo en suspension, con 10 m! de D-MEM sin suero fetal bovino (SFB) por al menos 2 h a
37°C y 6.5% CQ., Pasado ese tiempo, se resuspenden a una densidad de 1 x 107 células/ml en D-MEM
fresco sin SFB y se incuban por 10 min en frio. Pasado ese tiempo se agregan 1.5 m| de una
suspension al 4% de eritrocitos opsonizados, con la concentracién hemaglutinante (1.875 pug/ml), con
cada uno de los subclases de IgG. Se realizaron incubaciones a distintos tiempos, a 37°C o bien 4 °C.
Las células se lisan y se recupera la fraccion insoluble mediante centrifugacion. Del sobrenadante se
cuantifica proteina y se someten a electroforesis 100 nug/ml! por condicion experimental, para después
transferir a una membrana de nitrocelulosa y realizar un blot anti-fosfotirosina. La membrana se
desnuda utilizando el buffer de stripping y se incuba con el anticuerpo anti-Syk de manera que se
pueda obtener la relacién entre proteina total y proteina fosforilada. Experimento representativo de 4
ensayos. Claves: M, macroéfagos sin estimular; gr, macréfagos incubados con eritrocitos sensibilizados;
2C5, macréfagos estimulados con eritrocitos opsonizados con anticuerpo de la subclase IgG1 (2C5).
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Figura 13. Estado de fosforilacién de la proteina cinasa Syk en respuesta a la estimulaciéon con
eritrocitos opsonizados con anticuerpo de la subclase IgG2b. Las células se mantienen en cajas
petr de cultivo en suspension, con 10 ml de D-MEM sin suero fetal bovino (SFB) por al menos 2 h a
37°C y 6.5% CO, Pasado ese tiempo, se resuspenden a una densidad de 1 x 107 células/mi en D-
MEM fresco sin SFB y se incuban por 10 min en frio. Pasado ese tiempo se agregan 1.5 ml de una
suspension al 4% de eritrocitos opsonizados, con la concentracion hemaglutinante (1.875 ug/ml), con
cada uno de los subclases de IgG. Se realizaron incubaciones a distintos tiempos, a 37°C o bien 4 °C.
Las células se lisan y se recupera la fraccion insoluble mediante centrifugacion. Del sobrenadante se
cuantifica proteina y se someten a electroforesis 100 pg/mi por condicion experimental, para después
transferir a una membrana de nitrocelulosa y realizar un blot anti-fosfotirosina. La membrana se
desnuda utilizando el buffer de stripping y se incuba con el anticuerpo anti-Syk de manera que se
pueda obtener la relacion entre proteina total y proteina fosforilada. Experimento representativo de 4
ensayos. Claves: M, macrofagos sin estimular, gr, macrofagos incubados con eritrocitos
sensibilizados; 4F8, macrofagos estimulados con eritrocitos opsonizados con anticuerpo de la

subclase I1gG2b (4F8).
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,’»g 3 con eritrocitos opsonizados con la subciase IgG1 muestra un desplazamiento temporal menos abrupto que el observado en células
{) 220 | estimuladas con eritrocitos opsonizados con la subclase 1gG2b. En la grafica se muestra la normalizacion entre ia cantidad de Syk
e total y la cantidad de Syk fosforilada. Claves: m4, macrofagos sin estimular a 4°C; m37, macrofagos sin estimular a 37°C durante 5
=

min; g4, macréfagos incubados con eritrocitos sensibilizados a 4°C; g37, macrofagos incubados con eritrocitos sensibilizados a 37°C
durante 5 min; €30, estimulacion durante 30 seg a 37 °C con eritrocitos opsonizados; e1, estimulacion durante 1 min a 37 °C con
erilrocitos opsonizados; €3, estimulacion durante 3 min a 37 °C con eritrocitos opsonizados; e5, estimulacién durante 5 min a 37 °C
con eritrocitos opsonizados; e10, estimulacion durante 10 min a 37 °C con eritrocitos opsonizados.



anticuerpo "de la subclase IgG2b (4F8) el maximo de fos:fo‘rilacién Q;A‘se». aicanza ‘
abruptaménté. mientras que, al estimular con el anticuerpo de |la subqlas’é; Ig‘Gj'(ZCS) el
maximo dé",fc;s'forilacién se alcanza paulatinamente.

Las diferencias observadas en el patrén de fosforilac'iéﬁ"é"ri'

de Syk en respuesta a la estimulacién no se explican por dlferencxas en el;cargado de

protema por carnl en todos los carriles hay aproxlmadamente la mlsma cantndad de Syk

estlmulo,i se obtuvo la relacion entre la absorbancia obtenida

en cada‘ b’tand d mu’nob“lotfanti-PY con respecto a la absorbancia obtenida en la

banda corres el 'i‘nmt’moblot anti-Syk después de realizar densitometria. De
esa manera se puede observar claramente la relacion entre la cantidad total de Syk y la
cantidad de Syk fosforilada en residuos de tirosina. para cada condicion experimental.

Los datos se presentan como la relacion entre proteina fosforilada y proteina total

(ProteinaP/ProteinaTotal) y se muestra el promedio y la desviacion estéandar de tres
experimentos (Fig. 14). El analisis de varianza indica que existen diferencias
estadisticamente significativas entre células no estimuladas y células estimuladas,
particularmente a los 3 minutos de estimulacion. Por desgracia la variacion entre cada
experimento genera una desviacion estandar muy amplia, lo que no permite confirmar si
existen las diferencias observadas entre los cursos temporales en la fosforilacidon de
Syk inducida por cada subclase (Fig. 14). En cualquier caso parece evidente que la

estimulacién mediada por la subclase IgG1 induce un aumento en la fosforilacién de

Syk de casi la'misma magnitud que la estimulacion mediada por la subclase IgG2b.
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Syk se actlva mas rapldo en respuesta a la estumulacnon medlada por la

subclase lgG2b"AI anallzar el estado de fosfonlacnon de Syk en respuesta a la

est:myulacnon con cada sub

pobre eficiencia -

confirmar si los cu'rsosi témporales en la fosforilacién de Syk 'inducidos;,,p'ojr cada

subclase eran sugmflcatlvamente dlferentes al analizar cada expenmento era muy claro

que el patron se mantema y que Ias dlfeI’EHCIaS temporales exustian

Se sabe que la fosforilacién en en residuos de tirosinaresté asociada con la

activacion de muchas enzimas, pero también es claro que “fosforilacion” no es

necesariamente sinénimo de “activacion”. Las cinasas de la familia Syk/ZAP-70 son

susceptibles a fosforilacion en tirosina en muchos sitios®, y si bien la fosforilacion de
alguno de ellos activa a la enzima'™, la fosforilacidn en otros sitios le permite a Syk

asociarse a cinasas o a proteinas multidominio'>""%; o regulan negativamente su

funcion’®. Por esto decidimos analizar la actividad de la enzima Syk inmunoprecipitada
en lisados de células estimuladas o no estimuladas con eritrocitos opsonizados con
cada subclase. Con la enzima Syk inmunoprecipitada se realizan ensayos de actividad

de cinasa in vitro. En este ensayo se determina la capacidad de la enzima para unir

covalentemente; sobre un substrato. fosforo marcado radiactivamente utilizando [y-

2pIATP, fse; analizé la autofosforilacion de Syk (transfosforilacion) (Fig. 15) y la

fosforila‘cién de un substrato exdégeno. ia proteina basica de mielina (PBM) (Fig. 16).
Nuestros resultados muestran que la actividad de la cinasa Syk inducida por la

estimulacion con eritrocitos opsonizados con cada subclase, es diferente (Fig. 15y 16).
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Cuando las células son estimuladas con eritrocitos ?opébni"zados con el

anticuerpo de la subclase IgG1 (2C5) se observa un lncremento en la actlwdad de la

cinasa a los tres minutos hasta alcanzar el maxmo de actmdad a’los 5 min de

estimulacion. Este curso temporal se observo tanto en'lq_ 2nsayos de autofosforilacion

(carriles 3-6 de la figura 15), como en los ensayos devactiVidad,de ‘cihasa sobre la PBM
(carriles 3-6 de la flgura 16) En los ensayos de actlvndad de cinasa sobre PBM, es mas
evidente que, al minuto de actlvaCIon Ia cinasa: Syk ésta |nact|va la senal del v-P no
es muy diferente a la observada en células no estnmuladas mcu‘ba:das a 37°C (ver carril
2 en figuras 15y 16) o sobre el estado de fosforilacion de f:‘élu,l‘as; estimL’:lada"s con
eritrocitos no opsonizados (ver carril 3 en figuras 15y 16). ’ &)

En cambio, cuando las células son estimuladas con eritrbc,itbsfkfjg’);ési?r\i‘i;za'dos'cbn
el anticuerpo de la subclase IgG2b (4F8) se observa un incremento en la actividad de la
cinasa desde el primer minuto de estimulacion. La actividad a los 3 min de estimulacion
es menor. A los 10 min disminuye aun por debajo de los niveles basales de actividad.
Este curso temporal se observo tanto en los ensayos de autofosforilacion (carriles 7-9
de la figura 15), cbmo en los ensayos de actividad de cinasa sobre la PBM (carriles 7-9
de la figura 16). En los ensayos de actiidad de cinasa sobre PBM, es mas evidente
que, al minuto de estimulacion se da la actividad maxima de la cinasa Syk y que a los
10 min se apaga completamente. de tal manera que no es posible detectar la sefial.

Las diferencias observadas en la actividad de Syk en respuesta a la estimulacion
no se explican por diferencias en el cargado de proteina por carril; en todos los carriles

hay aproximadamente la misma cantidad de Syk total, como se puede observar en el

inmunoblot anti Syk (Fig. 15y 16).
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Syk fosforilada

A

Carriles 2 3 4 5 6 7 8 9
M .

gr ’

2C5 * ’ *

4F8 * * *
4 .

37C . . . . . . . .
tiempo (min) - 5 5 1 3 5 1 3 5

Figura 15. Ensayo de actividad de cinasa /n vitro de inmunoprecipitados anti-Syk de células
estimuladas y no estimuladas. Existen diferencias en la actividad de cinasa de Syk en
inmunoprecipitados obtenidos de células estimuiadas con eritrocitos opsonizados con anticuerpo de la
subclase 1gG1 (2C5) y la actividad de cinasa de Syk en inmunoprecipitados obtenidos de células
estimuladas con eritrocitos opsonizados con anticuerpo de la subclase IgG2b (4F8). Las células se
mantienen en cajas petri de cultivo en suspension, con 10 ml de D-MEM sin suero fetal bovino (SFB) por al
menos 2 h a 37°C y 6.5% CO, Pasado ese tiempo, se resuspenden a una densidad de 1 x 10’ células/m!
en D-MEM fresco sin SFB y se incuban por 10 min en frio. Pasado ese tiempo se agregan 1.5 mi de upa
suspension al 4% de eritrocitos opsonizados, con la concentracion hemaglutinante (1.875 ng/ml), con cada
uno de los subclases de IgG. Se realizaron incubaciones a distintos tiempos, a 37°C o bien 4 "C. Las
células se lisan y se recupera la fraccion insoluble mediante centrifugacién. Del sobrenadante se
inmunoprecipita Syk y se realiza el ensayo de cinasa in vitro. Se agrega el buffer Laemmli y se hierven las
muestras. El sobrenadante se recupera y se somete a electroforesis, para despuées transferir a una
membrana de nitrocelulosa y revelar por autoradiografia. Para después realizar un blot anti-Syk.
Experimento representativo de 3 ensayos. Claves: M, macrofagos sin estimular; gr, macrofagos incubados
con eritrocitos sensibilizados; 2C5, macrofagos estimulados con eritrocitos opsonizados con anticuerpo de
la subclase IgG1 (2C5); 4F8, macrofagos estimulados con eritrocitos opsonizados con anticuerpo de la

subclase 1gG2b (4F8).
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PBM fosforilada

Blot anti-Syk

Carriles 1 2 3 4 5 6 7 8 9
M ’ ]

gr ’

2C5 . . .

4F8 . . .
4°C .

570(: »  d * * - »  J »
tiempo (min) - 5 5 1 3 5 1 3 5

Figura 16. Ensayo de actividad de cinasa in vitro sobre PBM de inmunoprecipitados anti-Syk
de células estimuladas y no estimuladas. Existen diferencias en la actlividad de cinasa de Syk en
inmunoprecipitados obtenidos de células estimuladas con eritrocitos opsonizados con anticuerpo de
la subclase IgG1 (2C5) y la actividad de cinasa de Syk en inmunoprecipitados obtenidos de células
estimuladas con eritrocitos opsonizados con anticuerpo de la subclase igG2b (4F8). Las células se
mantienen en cajas petri de cultivo en suspensién, con 10 ml de D-MEM sin suero fetal bovino
(SFB) por almenos 2 h a 37°C y 6.5% CO: Pasado ese tiempo, se resuspenden a una densidad de
1 x 10" células/mi en D-MEM fresco sin SFB y se incuban por 10 min en frio. Pasado ese tiempo se
agregan 1.5 ml de una suspension al 4% de eritrocitos opsonizados, con la concentracion
hemaglutinante (1.875 pg/ml), con cada uno de los subclases de IgG. Se realizaron incubaciones a
distintos tiempos, a 37°C o bien 4 °C. Las células se lisan y se recupera la fraccion insoluble
mediante centrifugacion. Del sobrenadante se inmunoprecipita Syk y se realiza el ensayo de cinasa
in vitro sobre PBM. Se agrega el buffer Laemmli y se hierven las muestras. El sobrenadante se
recupera y se somete a electroforesis, para después transferir a una membrana de nitroceluiosa y
revelar por autoradiografia. Para después realizar un blot anti-Syk. Claves: M, macréfagos sin
estimular; gr, macrofagos incubados con eritrocitos sensibilizados; 2C5, macrofagos estimulados
con eritrocitos opsonizados con anticuerpo de la subclase [gG1 (2C5); 4F8, macrofagos
estimulados con eritrocitos opsonizados con anticuerpo de la subclase IgG2b (4F8).
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' Ctéf sobré la

La mh:bnc:on de la actnvndad de fosfatasa tlene dlstmto e

fagocitosis mducnda por cada antucuerpo Ademas de la: fosfonlacnon de protemas

por cinasas, la defosfonlacnon esta involucrada ‘en regular Ia actwudad«enznmatlca de

Syk®y se sabe que la capamdad para mediar funciones efectoras del Fc,'R mvolucra la~ -

actividad de fosfatasas Algunas fosfatasas citosdlicas pueden asociarse a la

magquinaria- enzimatica involucrada en la sefalizacion mediada por los ITAMs e

ITIMs'7®177" Por lo anterior, se planted que la actividad de fosfatasa podria'é:s'térr

involucrad' "én:?;la regulacion de la fagocitosis; por lo que decidimos inhibir la aétividad

de estas enztmas para determinar el efecto sobre la fagocitosis mducuda por. los
antlcuerpos de cada subclase.

Para ello utilizamos el compuesto pervanadato, ,"’quev iﬁbibe i‘»‘jk,a""’:‘-a"(:'t,ividad de
fosfatasa con una especificidad diferente a la del vanadato y éuyo e'fecto sé observa en
células'intacvtas178

Las céluias "J7.74 fueron tratadas con distintas concentraciones del inhibidor

50 y 100 uM), o con el vehiculo DMSO (Fig. 17). Las células tratadas

fueron estlrﬁuladas con eritrocitos opsonizados con cada anticuerpo. usando para
ambos la concentracion hemaglutinante de 1.875ug/m! o con eritrocitos sensibilizados.
La fagocitosis dereritrocitos opsonizados con el anticuerpo de la subclase IgG1 (2C5), al
igual que con €l anticuerpo de la subclase IgG2b (4F8), fue inhibida de manera dosis
dependiente (Fig. 17), pero los valores maximos de inhibicidn para cada anticuerpo
fueron distintos. El valor maximo de inhibicion para el anticuerpo de la subclase IgG1

fue de 60%, mientras que para el anticuerpo 4F8 fue del 85%. A la concentraciéon de
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Figura 17. Efecto del inhibidor general de fosfatasas, el pervanadato, sobre la fagocitosis
mediada por los FcyR. La fagocitosis mediada por la subclase IgG1 (2C5) es menos sensible al
efecto del pervanadato. Se utilizaron las concentraciones de 10, 50 y 100 uM de pervanadato,
incubando por 5§ min previos al estimulo fagocitico, a 37°C y 6.5% de CO.. Como control de
vehiculo se empled la concentracion maxima de DMSO y se incubo en las mismas condiciones.
Los datos representan la fagocitosis mediada por los Fcy/R, para ello se elimind el valor de la
fagocitosis oblenida en células tratadas con DMSO que se incubaron con eritrocitos
sensibilizados. Los datos estan normalizados tomando como 100% la fagocitosis obtenida en
células no tratadas con pervanadato y que se incubaron con eritrocitos opsonizados con cada
subclase. Se muestra el promedio y la desviacion estandar de 3 experimentos independientes.
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inhibidoir mas baja, 10 uM se alcanza el 50% de inhibickiéyn de lafavgocitosis (ICs0) para

ambas subclases.

SHP-1 pe;maneée as

ociada 3 Ia cinasa Syk por mas tempo cuando Ia
esﬁrriul‘é:cié'_nvés 'r\i‘1e'diada’upo',r la subclase IgG1 Una de lask fobsfyatéééél”jqu,erprarticipa
enlaseﬁalnzacnon mediada por los FcyR es la fosfatasa SHP-1"4' SHP-1 s"é ‘a"socia al
ITIM y se'hé propuesto que participa en la regulacion negativa de la vuaEn ;éc;;éfagos
knOquut'para FcyRIl se observé que la cascada de sefiales generada con la activacion
de este receptor regula negativamente la fagocitosis mediada por los receptores FcyRl y
FcyRII'™, La sobreexpresion de SHP-1 en macréfagos murinos de la linea celular J774,
evita la fagocitosis mediada por los FcyR'*®. SHP-1 se puede asociar a Syk y por ello se
propone como candidato para regular el patron de fosforilacion de Syk y con ello su
actividad'®. Por ello nos propusimos determinar si la via de sefalizacion activada con

la agregacion de receptores, mediada por las particulas opsonizadas con cada

subclase, involucraba a SHP-1 y si podiamos observar su interaccidon fisica con la

cinasa Syk. Para observar la asociacion de SHP-1 con Syk y analizar su

comportamiento cuando las células eran estimuladas con eritrocitos opsonizados con
ambas subclases, inmunoprecipitamos a Syk y realizamos un inmunoblot anti-PTP. Con
este procedimiento capturamos a Syk y a todas aquellas moléculas que se le asocien
firmemente. Nuestros resultados sugieren que la fosfatasa SHP-1 se encuentra
asociada a Syk de manera constitutiva, como lo muestran los inmunoprecipitados de
Syk de células en reposo (carriles 1-3 de la figura 18). Tras la estimulacion la

asociacion de SHP-1 se modifica. Cuando las células son estimuladas con eritrocitos
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Blot anti-PTP

TN R D ) Ciow
Blot anti-Syk
i S e wEpr-
Carriles 1 2 3 4 5 6 7 8 9
M * »
gr ’
2C5 » » »
4F8 * ’ *
4°C *
37uC » L 4 * * » » * *
tiempo (min) - 5 5 1 3 5 1 3 5

Figura 18. Asociacién de la fosfatasa SHP con la cinasa Syk en inmunoprecipitados anti-Syk
de células estimuladas con eritrocitos opsonizados con cada subclase. El tiempo asociacion si
se modifica cuando las células son estimuladas con eritrocitos opsonizados. Se observa que la
cantidad y el tiempo por el cual se mantiene asociada SHP a Syk en células estimuladas con IgG1
(2C5) es mayor que cuando las células son estimuladas con IgG2b (4F8). Las células se lisan con
una solucion de Tris 50 mM pH 7.2, 1% de tritdon X-100 y 0.1 de SDS; y los inhibidores enzimaticos
a 4°C. Se recupera la fraccion soluble en detergente por centrifugacion. Ei sobrenadante que se
recupera se incuba toda la noche con 2 ug/ml del anticuerpo anti-Syk (N19, este anticuerpo
reconoce la region amino terminal de la cinasa Syk). Para después incubar con proteina A-sefarosa.
El inmunoprecipitado se somete a electroforesis y después se trasfiere a nitrocelulosa, para incubar
con anticuerpo anti-PTP y revelar por quimioluminiscencia. La banda corresénde al peso molecular
reportado para SHP-1. Claves: M, macrdéfagos sin estimular, gr, macrofagos incubados con
erntrocitos sensibilizados; 2C5, macrofagos estimulados con eritrocitos opsonizados con anticuerpo
de la subclase 1gG1 (2C5); 4F8, macréfagos estimulados con eritrocitos opsonizados con
anticuerpo de la subclase IgG2b (4F8).
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opsonizadoé con el 'antiCuérpo dye la suybclase'lgGT (265) eSta asociaéiéﬁse' méntiene
durante el pnmer minuto de estimulacioén, y dlsmmuye a los 3 min de estlmulacxon para ‘

casi desaparecer a los 5 min de estimulacion (carriles 4 6 de la flgura 18)

"En cambio tras la estimulacion con erltroc1tos opsonizados con’ eI antlcuerpo de
la subclase IgG2b (4F8) estad asociaciéon disminuye desde eI p'r,lm_er ,rmlnuto de
estlmulac:lon y la senal de SHP no se detecta posterlormente (carrlles 7 9 de la figura
18). Las dnferenc:as observadas en la asociacion entre Syk y SHP en respuesta ala

estlmulacmn no se. expllcan por dn‘erencnas en el cargado de protelna por carril; en

todos los carnles y proxmadamente la misma cantldad de Syk total como se puede

observar en»el inm noblotrantl Syk (Fig. 18).

Esto correlamona con las observaciones de los ensayos de actividad de cinasa in
vitro. En Ias ceIuIas que fueron estimuladas con eritrocitos opsonizados con I1gG1, el
aumento en la actividad de Syk es inversamente proporcional al grado de asociacion
entre la fosfatasa SHP-1 y Syk. A su vez. cuando las células que fueron estimuladas
con eritrocitos opsonizados con IgG2b, el aumento en la actividad de Syk se dio desde

el primer minuto de estimulacion cuando la cantidad de SHP-1 asociada a Syk es

minima (Fig. 16 y 18).
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DISCUSION

Los macrofagos son elementos esenciales del sistema inmunologico. Forman

parte de las pnmeras defensas y estan involucrados en la activacion y regulacion de

mecamsmos de la respuesta inmune adaptativa, al secretar mediadores

proinflamatorios y citocinas?.
La capacidad fagocitica de los macréfagos esta relacionada con la expresion de
receptores especializados, como los FcyR, y la maquinaria enzimatica que participa en

la sefalizacion mediada por ellos’ Los FcyR unen la porcion Fc de las

inmunoglobulinas clase G, IgG'®. Los FcyR pertenecen a una superfamilia de

receptores involucrados en el reconocimiento del antigeno?’. Tanto el humano como el
raton expresan distintos tipos de receptores. El receptor FcyRI, es el receptor de alta
afinidad para IgG y puede unirla monoméricamente con una constante de afinidad de
10® M. Los receptores FcyRIHl y FcyRIIlL, son receptores de baja afinidad para IgG y no
la unen monomeéricamente con una afinidad mensurable. Estos receptores pueden unir

complejos de IgG. Muchas células expresan mas de un tipo de receptor FcyR, capaces

de mediar fagocitosis“. Si esto no fuera suficiente para complicar el esquema, cada

receptor une con distinta preferencia a las distintas subclases de IgG®'"*2. En el sistema
murino el FcyRI une preferentemente a la subclase |gG3. La subclase IgG1 sefaliza

preferentemente a través del receptor FcyRIll. La subclase 1gG2 (IgG2a e 1gG2b)

sefaliza preferentemente a través del FcyRIl, pero tambien puede hacerlo a través del

receptor FcyRI; ademas la IgG2a puede sefalizar a través del receptor FcyRIII%'52,
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Los primeros eventos inducidos por la ‘agregacion de los receptores FcyR
involucran el reclutamiento de cinasas citoplasmicas que inician una cascada de

fosfori]acién en tirosina. Esta cascada de senalizacion regula una amplia gama de

enrz”irr;r')'asrr Vdde' régulan muchas de las repuestas celulares que puede dar el
macrofago’?’3. Durante el estudio de las respuestas celulares inducidas por la
agregacion de estos receptores se emplearon anticuerpos monaoclonales especificos
para estimular a cada receptor. Esto permitio descifrar pérfe dé las cascadas
bioquimicas generadas y los requerimientos minimos para activar a la célula. Con esto
también se confirmd que cualquier ligando capaz de inducir la agregacidén de los
receptores genera respuestas celulares’. Sin embargo, no hemos logrado entender
como las diferencias en los agregados (en su estructura, tamario, vida media, etc)

afectan el proceso. Algunos datos experimentales sugieren que las propiedades

estructurales del agregado influyen en la respuesta que se genere’. Se observo que

dimeros estructuralmente diferentes del receptor FceR generaban, con distinta

eficiencia, diversas respuestas celulares®®*® Al analizar la cascada de sefalizacion
inducidas por estos anticuerpos se encontrd un nuevo paso de regulacion en la
sefializacion inducidas por la activacion del receptor FceRIl. Este paso de regulacion
involucra la disociacion de la cinasa Lyn de los complejos de receptores agregados™’.
Estos resultados apoyan la idea de que no hay una relacién simple entre el
numero de receptores agregados y la respuesta efectora, sino que otros factores
(diferencias de conformacion del agregado y/o de orientacion de las subunidades de los
receptores entre si, asi como dindmicos) pueden determinar la respuesta. Bajo esta

premisa, para estudiar la activacion a través de receptores para 1gG. se generaron
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anticuerpos monoclonales especificos para el 2,4-dinitrofenol'*®, Se encontré que

anticuerpos de la subclase IgG1 eran menos eficientes que anti‘c'iu"evrpt;sfde‘",la£§ubCIase

'%ab’s;taﬁiéﬁ%q'ue -

presentaban la misma constante de unién por el hapten psomzaban en-la misma

proporcion a la particula y en consecuencia mteracc:onabanfdefla misma manera con
células fagocntlcas (m acrofagos)"‘“ Estos eventos presentan distinta susceptibilidad a
inhibidores especmcos para cinasas de las famlllas PKC y Pl 3K"5. sCual es la razon
de por' qué antlcuerpos de distintas subclases medien con distinta eficiencia
fagocitosis? |

Dado- que distintos anticuerpos de la misma subclase presentan las mismas
caracteristicas; es decir, no es un fendmeno particular a los anticuerpos 2C5 (IgG1) vy
4F8 (IgG2b), una posible explicacion seria que las diferencias estructurales entre las
subclases de IgG que les confieren distinto grado de flexibilidad, también les permitan
interaccionar de distinta manera con los receptores y que esto se traduzca en la
formacion de homo o heteroagregados de los receptores con distintas caracteristicas
estructurales y distinta capacidad para transducir senales.

Esto sugiere que existen diferencias en las vias de activacion celular inducidas
por la agregacion de las particulas opsonizadas con anticuerpos de cada subclase y por
eso median con diferente eficiencia la fagocitosis mediada por los FcyR. Para probar
esta hipotesis se analizé comparativamente la participacion de distintas enzimas en las
vias de sedalizacién inducidas por la fagocitosis de eritrocitos opsonizados con un

anticuerpo monoclonal de la subclase IgG1 (2C5) y con uno de la subclase IgG2b

(4F8).
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Existen reportes que la actividad de PKC es necesaria para que se ;;,Ikllev'_':e a cabo

la fagocitosis inducida por los FcyR'*, La fagocitosis 'p‘ro‘ced'evn'c‘,‘)‘rrp‘al‘rfnehté:jén ausencia

- del “linaje -

isoformas de la familia PKC son reclutadas durante la dlferenmau

monocmco y se asocian con la eficiente fagocitosis reallzada por los macrofagos

Datos previos sugieren que la pobre fagocnt03|s medlada por Ia subclase lgG1 se
debe a que este estimulo fagocitico no es capaz de actlvar eficientemente a PKC.
Cuando las células se trataron con el inhibidof R0 318220 (que inhibe la actividad de las
cinasas de la familia PKC, sin discriminar entre las isoformas'®>'®%), la fagocitosis
inducida por anticuerpos de las subclases IgG1 e IgG2b fue inhibida en mismo grado y
de manera dependiente de la dosis. Cuando las células fueron tratadas con el inhibidor
GF109203X (que inhibe la actividad de PKC, pero afecta a distintas concentraciones a

las subfamilas'®®'%%) |a fagocitosis inducida por cada anticuerpo se inhibio de modo
diferente. La fagocitosis inducida por el anticuerpo de la subclase IgG1 (2C5) fue
inhibida a concentraciones que inhiben a las isoformas nuevas de PKC, mientras que la
fagocitosis inducida por el anticuerpo de la subclase 1gG2b (4F8) fue inhibida a

concentraciones que solo afectan a las isoformas clasicas de PKC'**. Esto sugirio que

las distintas isoformas participaban de distinta manera en la fagocitosis de particulas

opsonizadas con anticuerpos de las subclases IgG1 e IgG2b; resulta interesante el

hecho de que los anticuerpos de la subclase IgG1 no median fagocitosis eficientemente

y la conclusion es que este fenomeno se asocia a la falta de activacion de las isoformas

nuevas de PKC.
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Para determinar el efecto que tenia la eficieﬁte activacion de I‘aé";iét)formas
nuevas de PKC en la fagocitosis mediada por los anticuerpos de Ia sub:c;,lés:e IgGi, sé
ided un sistema de complementacion farmacologica. En e‘zstcrer sistébm_a‘f se éctiQaria
exogenamente a las isoformas de PKC dependientes de DAG usandb ré’MrA@,r y se
observaria el efecto sobre la fagocitosis en respuesta a la activacién de los FcyR.
Nuestros resultados muestran que la fagocitosis mediada .por anticuerpos;_dé la
subclase 1gG1 se incrementa con el tratamiento con PMA y que este incremento es
mayor que el observado en la fagocitosis mediada por la subclase IgG2b. El incremento
en la fagocitosis mediada por la subclase IgG1 en células tratadas con PMA es tal que
casi iguala la fagocitosis mediada por la subclase 1gG2b en condiciones normales,
aunque no llega a fa saturacion (Fig. 9). Esto sugiere que las células no han perdido I’a
capacidad para responder a un estimulo cuando interaccionan con los keritrocitos
opsonizados con el anticuerpo de la subclase IgG1. Ademas, confirma el,hec'hcj de que .

el estimulo dado con el anticuerpo de la subclase IgG1 no activa eficientemente a las -

cinasas de la familia PKC involucradas en la fagocitosis.

Se sabe que cuando las células son tratadas con PMA se:f acion

de complejos macromoleculares involucrados en la fagocitosis medxad ; IosFCyR 142
y en la senalizacién del TCR'®, que involucran a la protefna?édé‘ptado’ra CbI y ala
cinasa Syk. En condiciones normales la estimulacién de los: FcyR conduce a tia
activacion de la cinasa Syk'®®. Este es un evento muy importante en la fagocitosis pues

si se bloquea la actividad de Syk yempleando inhibidores especificos para esta enzima

se abate la fagocitdsis.Térﬁ_pc’)c‘:oése;‘ll‘eva a.cabo la fagbcitosis si se impide la expresion

je Syk usando olibgdr“iuyc:‘“lééntiydbrs ‘antisentido 6 en macréfagos de ratones Syk™ 2. Se
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han observado variaciones en la capacidad fagocitica de los distintos FcyR debidas a

diferencias en su interaccion con Syk o debidas a la regulacién de la enzima®. Por eso,

en este trabajb,sé,ahaliiéiel esfado de. fosforilacién de Syk y su actividad. Se. sﬁébgrqge

Syk es fosforllada en. respuesta ala agregamon Ios receptores FcyR"58169 por la

actividad de la cmasa Lyn Para 'a‘nallzar el: estado de fosfonlamon de Syk se

estlmularon celulas de Ia Ilnea J itr CItos opsonlzados con ca
solo sen5|blllzados y se anallzo el estado de fdsfonlamon de Syk por Western blot antl-
PY. Nuestros resultados no muestran dlferenc:as entre los patrones de fosfonlacnon'
inducidos por cada estimulo (Flg 12 y -13); aunque al parecer el curso temporal de Ia
fosforilacion de Skyk es diferente dependiendo de la subclase de IgG con. la que se
realice la estimulacion. | -

Para analizar Iakactnividad de Syk, se estimularon células de la linea J774 con
eritrocitos opsonlzados con cada subciase, o solo sensibilizados y se anallzo Ia -
capacidad de Syk para unir fésforo marcado radiactivamente utilizando [y- 32P]ATP
Como substrato se empleo a la propia Syk (transfosfonlacuon) oala protelna basuca de
mielina. Nuestros resultados muestran que la acttvndad de la cinasa Syk mdumda por Ia :

estimulacion con eritrocitos opsonizados con cad‘a subclase, tiene una cinética ,dlferente

(Fig. 15 y 16). Cuando el estimulo se da co'r)',éjlj-a_ntlcu'eir”pq de la subclase 1gG2b, Ia

e e et s et ..
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inducida por la subclase IgG2b e indicar la razon del porque median con distinta

eficiencia,Ia,fagbcitosis de particulas.
La: relevancna de la diferente actwudad&de Syk enla fagomtosus de particulas
opsomzadas con antlcuerpos de Ia sub lase lgG1 radlca en que Syk por si: mlsma es

capaz de medlar fagocxtosus 196187 Esto no ocurre en el caso de los mlembros de la

acumulia enlazo Vgeykn\c‘i’_(‘j‘nde se dio el reconocimiento primario. Esta interaccidén se da
aun cuanc"ib:l,a'é‘»'Cévl'Ulésfléon~incubadas a 4°C. En cambio, Syk se asocia a la zona
perifagosomél cvu‘ando se da la internalizacion de la particula (20°C)%%%2, La agregacion
de Lyn parece ser independiente de la respuesta celular y podria ser explicada a través
de su asociacion con los microdominios de membrana y el papel que estos juegan en la

sefializacién mediada por los receptores para antigeno'®®. En cambio Syk necesita

asociarse a las tiros‘;in'a’s' deforiladas de IOs ITAM8°

regulando la- actlwdad de Syk al estimular a las células con

particulas opson“lza cc n el ant'u"{p:'de Ia subclase IgG1? Algunos datos indican:

cmasa Syk partlc:lpan los propios receptores

que en la regulacno 'de Ia‘ actw:dad de‘l; v

Es a través de Ias tlrosmas "ve la secuenma ITAM que el receptor puede modular la

respuesta. Esto lo- sugleren expenmentos en donde la mutacmn de resuduos de tlrosma

de la secuencia: ITAM presentes en Ios recep ores FcyR_’ Fclell murmvos abate la

fagocitosis. Adema S que lndlcan que las caracterlstlcas

en la secuencia ITAM p odificar la ;fc’jrn{aén'como interacciona con ellos la cinasa
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Syk. Cuando se muto la primer tirosina en el ITAM del FcyRIIA, se reduce la fagoéitosis.

pero no es. eliminada®. Muchos datos sugieren que los dominios SH2 presentes en

moléculas: eféctdras tienen distinta afinidad por la_secuencia de la region ITA
Y no solo eso, se ha observado que |as reglones contlguas al ITAM tamblen pueden

regular la asomacton entre el receptor y moleculas efectoras (por eJempIo Syk). asj

como la~ respu‘ sta del receptoraf‘«,fv Se sabe que Lyn ‘se debe disociar- de los ITAM-

fosforllados para permmr que Syk se: ancle a estos sitios. La eficiencia en la dlsomacmn
de Lyn del receptor depende del grado de fosforilacion del ITAM*'. La forma en como
Syk se asocie a las secuencias ITAM podria explicar el hecho que Syk no sea activada
de la misma manera en respuesta a la estimulacion mediada por los anticuerpos de la
subclase lgG1 pero esto no dice quién la esta regulando. Al parecer en este proceso

también estan mvolucrados los receptores y la estructura de la cinasa Syk

ia ‘rse Syk a la secuencia ITAM es fosforllada en residuos de

tirosina por cinasas de:la familia Src'®'®®. En estos sitios fosforilados, distintas

proteinas ,s:‘e' fas, yk a“través de sus dominios SH2°%C. Syk se asocia fisicamente

y es substrato de Ia oéfatésa"""SbHP-1'5°. La accesibilidad de Syk a SHP-1 también esta

regulada por los yR’y,z'las'*éeCuencias ITIM. En ensayos in vitro se observé -

gue la asociacio ec ,ptor FclelB depende del grado de fosfonlacuon de
las secuencias [TI ensudad del recep'cor149 Todavia no es claro ‘como

funciona la via:

>bly que SHP-1 la defosforila, La fosforilacion de Cbl induce el reclutamiento de CRKL
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a la maquinaria en2|ma'uca138 Esto permite Ia asomamon de PI 3K a los complejos del
receptor y su actlvacmn193 Cuando Cbl es defosfonlada por SHP 1'% |a via se detiene.

La defosfarilacion de Cbl suprlme Ia actlvamon de Rac y en consecuencia se detiene el
la estimulacion medxada por los anticuerpos de la subclase 1gG1 también fallan en la:

activacion de PI :3K"‘5 EI que la sefial no llegue a PIl-3K sugiere que 'SHP-1. esta

mvolucrada en la regulac:on de Ia via generada por la estimulacion con el antlcuerpo de 7

la subclase IgG1 .

Por todo lo anterior se determind si en nuestro sistemé Syk.y SHP-1 estaban
asociadas y si correlacionaba su asociacion con la actividad de Syk. Para: ello
estimulamos a células de la linea J774 con eritrocitos opsonizados con ambas'
subclases o soélo sensibilizados; inmunoprecipitamos a Syk y realizamos un inmunoblot
anti-PTP. Nuestros resultados sugieren que |a fosfatasa SHP-1 se encuentra asociada
a Syk de manera constitutiva (carriles 1-3 de la figura 18), y que tras la estimulacién la
asociacion se modifica. Cuando las células son estimuladas con eritrocitos opsonizados
con el anticuerpo de la subclase 1gG1 (2C5) esta asociacion se mantiene durante mas
tiempo que cuando se estimula usando eritrocitos opscnizados con el anticuerpo de la
subclase 1gG2b (4F8) (carriles 4-9 de la figura 18). Estos resultados apoyan nuestra
hipotesis. La estimulacion con cada anticuerpo, activa de distinta manera las vias de
sefalizacion. Las principales diferencias se dan en el transcurso temporal de los
eventos generados por cada estimulo.

Pero, hay otros datos que deben ser considerados para entender el curso
temporal de estos eventos, que involucran tanto a Ios‘receptores como a la maquinaria

enzimatica. Cuando se da la interaccion entre los FcyR y la particula opsonizada se

RUTYIp
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observa la fosforllacwn en re3|duos de tlrosma de muchas protemas Despues, durante

la mternallzacxon el nlvel de protemas fosforiladas en re5|duos de tlrosma dlsmlnuye

(F:g 11) Este enomeno ya ha sido reportado. Durante la estnmulacnon de Ios FcyR se

pueden dxs ,,g r,dos eventos el entrecruzamiento de los receptores y Ia agregacmn de

los receptores ‘nrla'zona de reconocimiento. El entrecruzamlento se da a 4°C La

agregacxon‘reqwere la movnhzacton de Ios parches de receptores hacua una reglon

partlcular en Ia celula lo que involucra Ia movullzacuon del cntoesqueleto e actma y

195-1%6 | 5 estlmulacmn d eceptor FcyRII

polarlza a Ia celula
correlacxona con eventos de fosfonlacno en eslduos de t|rosma' mie tras que
agregamon esta acompanada por eventos de defosfonlacxon"". La mhubncton de la

actuvudad de protelnas fosfatasas causa una hlperfosfonlaC|on en I”ESldUOS de t|rosma

que comc‘lde con un lmpedlmento de la movilizaciéon de los receptores estlmulados,
hacia los agregados197 Nuestros resultados muestran que la fagocntosm mducuoa por la
estlmulamon con el anticuerpo de la subclase IgG1 es menos susceptible al tratamlento
con pervanadato (inhibidor general de la actividad de fosfatasas), que ,la fagQC|t9515
inducida por la estimulacién con el anticuerpo de la subclase IgGZb_(Fig.J'?); Esto
sugiere que la estimulacién inducida por los eritrocitos opsonizados éon la subclase
IgG1 no induce con eficiencia la formacion de agregados del 'receptfbr y la polarizacion

de la célula. Este evento podria involucrar a SHP-1 y su papel en la regulacion del

rearregio del citoesqueleto'.

Nuestros resultados muestran que durante la activacion inducida por el

anticuerpo de la subclase IgG1, el complejoSyik/SHP se mantiene por mas tiempo; tal

vez esto regula la activacion de la fosfatasa.de tal manera que le permite actuar sobre
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Syk modnflcando su patron de fosfornlacnon su actlvudad el tlpO de moleculas que se

asocuen a eHa y/o Ia preferencxa de Syk sobre un substrato en part|cular En otros

se ha ‘observado que al tratar a las células” con pervanadato,zla ;yprotema

5|stemas

SHP 1 se mantlene unlda al receptor FcyRIlB bajo tales conducnone | fosfatasa se'

mantiene inactiva y se detiene la senal del receptor e

Los procesos de regulacron negatuva no estan solo mvolucrados es apagar" la

respuesta, también controlan su magnltud o podrlan dlrlglr I .f en

de otra respuesta. La dlferenCIamon del monocnto gener ] al macrofago una celula con

tal capacidad fagocntlca y CItOtOcha que es nec’ arlo modular la“ magmtud de su

respuesta para que solo represente un beneflmo al: hospedero Muchos datos indican

que la respuesta es regulada a traves de los receptores FcyR. Los macrofagos de la

linea celularrJ774 expresan todos los tipos_ de receptor FcyR; todos ellos son capaces

de medlar fagocntosus Como ellos se pueden encontrar muchos tipos celulares en

cualquner orgamsmo multlcelular Esto implica que la sefial generada durante la

fagoc:tosns ’puede varlar en consecuencia a la coestimulacion de estos receptores,

modlflcando el estado de activacion del fagocito y la respuesta que se genere

El que la fagocitosis mediada por la subclase IgG1 sea ppbre no-implica un

desperdicio para el organismo. Tal vez otros tipos celulares son capaces de fagocitar

particulas opsonizadas con inmunoglobulinas de la SUblé', S gG1 eficientemente; o

bien, pueden existir condiciones que nosotros no analizamos en donde la fagocitosis

mediada por la subclase IgG1 sea tan eficiente cérrhbr‘la e uaquuier otra subclase. Ofra

opcién puede ser que esa sea la respuesta norm‘al. e sabe que la'produccion de: cada

subclase esta asociada a un tipo de respuesta de !os lmfomtos T ayudadores (linfocitos
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Th) que se. genera en respuesta al ataque de un patogeno‘ en partlculalr2 ConSIderamos

que el macrofago tiene la capacndad para dlstlngwr entre dlstlntos patogenos y con ello

partlcular ‘La forma en

se dirige la respuesta hacia la destruccion de un patoge"

como distingue al patégeno se da a través del tipo de receptor FcyR que es agregado y

la forma en como mteracmona con las vias generadas por‘otros tlpos de receptores,‘

FcyR Las caracterlstlcas de estos agregados regularan la respuesta Por esto laj
actnvac:on del macrofago a través de la estlmulamonv_de Ios FcyR por S dvlstlntas

producudas durante Ia respu Asta 'nmune adaptatlva no 'oI mejora Ia’

capacudad fagocltlca' y bactencuda de !a‘celula 'smo que dmge la respuesta ala

generacnon de mecamsmos |nmunes partlculares
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CONCLUSIONES

7opsonlzados con IgGZb Ei vehiculo nq t' n

El tratamiento con PMA incrementa la fagocitosis de eritrocitos opsonizados con

ambos anticuerpos El tratamiento con PMA incremeht‘a la férgréci'tdsis de eritrocitos

opsonlzados con IgG1 a valores S|m|lares a" los “obtenidos con eritrocitos

e e fcto sobre la fagocitosis de
erltrocx_tosr q‘psonlzad“os con ambos antlcuerpos;‘:; ni- modifica la fagocitosis de
eritroc'ito:s': é’c‘an’si‘bilbizados} El-tratamiyéh'fo* ‘co;yn‘P"MA o bien con vehiculo no
disminuye la'viabilidad ‘Célular '

No se observan diferencias en el estado de fosforilacion de Syk en respuesta a los

distintos estimulos. El maximo de fosforilacion se observa a Ios 3 mln de

activacién. Sin embargo, el estado de fosforilacion de Syk en.gelulaS‘_eStlmu_lgdas

con eritrocitos. opsonizados con la subclase 1gG1 muest,ra‘;;p
temporal menos abrupto que el observado en células estlmuladas con 'r'i’c‘rqc‘:fiﬁps ;
opsonizac"i‘gs*go‘n la subclase IgG2b. | |
La aétiVidéd maxima de la cinasa Syk se observa a los 5§ min cuando las células
son estimuladas con eritrocitos opsonizados con el anticuerpo de la subclase IgG1,
mientras que la actividad maxima de cinasa se observa al minuto de estimulacion
cuando este se da con eritrocitos opscnizados con el anticuerpo de la subclase
IgG2b.

La fagocitosis mediada por el anticuerpo de la subclase |gG1 es menos sensible al

efecto del peryanad_ato qué la mediada por la subclase 1gG2b.
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cantldad y el tiempo  por-el cual se mantlene asocnadaé HP 'a'.‘Syk Len celulas

estxmuladas con lgG1 es mayor que cuando Ias celulas son estlmuladas con

lgG2b
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