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RES MEN 

Los mecanismos ir1"olucrados en la inducción e.le la activac ión de intcgrinas 

secundarios a la estimulación de otros receptores aún no están bien definidos. osotros 

hemos investigado el papel de los receptores para la fracción Fe de las inmunoglobulinas 

G (receptores rey) en la acti vac ión de integrinas en el neutrófilo humano. El 

entrecruzamiento del receptor FcyRITA produjo un incremento de intcgrinas p2 sobre Ja 

superficie celular. mientras que no tuvo ningún efecto sobre las integrinas p 1. De manera 

contrastante. d entrecruzamiento del receptor FcyRlllB. no sólo aumentó las integrinas 

p2 en la superficie celular. sino que también produjo acti vación de integrinas p 1. Dicha 

ac ti vac ión se hizo e,·idente por un aumento de unión a fibroncctina y por la aparición de 

un epítopo de activación reconoc ido por el anticuerpo monoclonal 15/7. El aumento de 

intcgrinas P2 inducido por el entrecruzamiento del receptor f-cyRllll3 requirió de las 

cinasas de Ja fom ilin Src. de la cinasa Syk y de la enzima fosfot idilinosi tol 3-cinasa. dado 

que los inhibidores específicos correspondientes PP2. Piccatannol y L Y 294002 

bloquearon este aumento por completo. Por el contrario, la acti vac ión de integrinns p1 

secundaria a la cstimulación del receptor FcyRllIB no fue bloqueada por PP2 ni por L Y 

294002. Sin embargo. la acti vación de integrinas p 1 secundaria a la estimulación del 

f-cyRl ll B fue aumentada por Piceatannol. Posterior al entrecruzamiento del receptor 

FcyRlllB. el receptor FcyRl ll B y las integrinas ~ 1 activas colocalizan en la membrana 

del neutrófi lo. Estos datos muestran por primera vez. que el entrecruzamiento del 

receptor FcyRlllB induce activación de integrinas p 1. Esta acti vación es indcpcndiente de 

las cinasas de la fami lia de Src. fosfotidilinositol 3-cinasa. ) puede estar dada en parte por 

la interacc ión del receptor FcyRlllB con las integrinas ~ 1. 
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ABSTRACT 

The mechanisms involved in receptor-induced integrin activation are still poorly 

defined. We have investigated the role of receptors for the Fe portien of immunoglobulin 

G molecules, FcyR, on activation of integrins in human neutrophils. Cross- linking or 

FcyRIIA induced an increase in surface expression of P2 integrins but had no effect on p 1 

integrins. Jn contrast, cross-linking of FcyRlIIB not only increased P2 integrins on the 

cell surface. but also induced Pl integrin activation. as indicated by an increase in 

binding to fibronectin and the appearance of an activation epitope detected by the 

monoclonal ar1tibody 15/7. The FcyRlllB-induced increase of P2 integrins required Src-

family tyrosine kinases. Syk kinase and phosphatidylinositol 3-kinase. since the 

corresponding specific inhibitors PP2. Piceatannol and L Y294002 completely blockecl it. 

Contrary to this, FcyRIHB-incluced p 1 integrin activation was not blocked by PP2 or 

L Y294002. lt was however cnhanced by Piceatannol. Atter FcyRII IB cross-linking. 

colocalization of FqRllIB and active p 1 integrins was detected on the neutrophil 

membrane. These data show. for the first time. that cross-linking of FcyR ll lB induces P 1 

integrin activation. This activation is independent of Src-family kinases, Pf 3-K, and may 

be incluced in part by interaction of FcyRlllB with ~ 1 integrins. 
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I NT l~OOUCCIÓN 

l :n un universo de cosas extrañas, el sistema inmunológico está encargado de 

defender al organismo de lo "no propio". de lo ajeno [IJ. Para ello utiliza una plétora de 

mecanismos. tanto para el reconocimiento de lo "propio" y lo "no propio". como para la 

eliminación de lo "no propio". Entre los mecanismos que utili za el sistema inmunológico 

para reconocer y eliminar lo no propio. ex isten los mecanismos específicos y los 

mecanismos no específicos. Los mecanismos no específicos reconocen y eliminan 

patógenos de manera general. mientras los mecanismos especí fi cos lo hacen de manera 

particular l 1 ]. Los mecanismos no específicos del sistema inmunológico incluyen a los 

péptidos antibactcrianos de las secreciones mucosas. el sistema del complemento y los 

recientemente descritos receptores de patrones moleculares aso<.:iados a patógenos. 

encargados de reconocer patrones moleculares ausentes en el organismo. pero comunes a 

famil ias o grupo de patógenos. Existen además. mecanismos no específicos de defensa 

del organismo. como las barreras físicas de la piel y las mucosas, y las barreras químicas 

como el pH del ácido gástrico. que no se consideran parte del sistema inmunológico. Por 

su parte. los mecanismos específicos del sistema inmunológico reconocen un solo 

elemento "no propio". contra el cual se monta una respuesta que se encarga no sólo de 

proteger al organismo. sino también de evitar que dicho elemento "no propio" vuelva a 

atacar en ocasiones subsecuentes r 1]. 

Los mecanismos de la respuesta inmunológica están compuestos por tres fases. 

Una primera de reconocimiento. una segunda de acti vac ión > una tercera de respuesta [ 11. 

Durante la primera fase. el sistema inmunológico reconoce que existe un elemento "no 

propio" en el organismo. Durante la fase de acti vación. se ponen en marcha los 
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mecanismos encargados de dirigir y amplificar la respuesta contra el elemento "no 

propio" que será eliminado durante la fase de respuesta. Durante la fase de respuesta. 

también llamada ctcctora. el sistema inmunológico se encarga de eliminar el elemento 

previamente reconocido como "no propio". Una \ 'CZ que el elemento "no propio" ha sido 

reconocido y eliminado. el organismo se encuentra protegido contra ataques subsecuentes 

por el mismo elemento "no propio'' . Se dice entonces que el organismo es inmune a dicho 

elemento "no propio". 

Dentro de los mecanismos de la respuesta efectora específica existen una 

respuesta humoral y una respuesta celular. La respuesta celular se denominó de esta 

manera dado que era posible transferir el efecto protector a un animal no inmune 

utilizando las células de un animal previamente inmunizado. Las células encargadas de 

transferir una respuesta celular protectora se reconocieron posteriormente como 

linfocitos. La respuesta humoral se denominó de esta forma dado que era posible 

transferir el efecto protector a un animal no inmune utilizando suero de un animal 

previamente innwnc. Los elementos del suero encargados de la respuesta humoral fueron 

denominados anticuerpos, y posteriormente caracterizados como proteínas. 

Los anticuerpos (l\b) cont ienen en su estructura dos fracciones con funciones 

distintas. La fracc ión vari ab le (Fab) y la fracción crista lizable (Fe) l I] (Fig. l). La 

fracción variable. o de unión al antígeno. cambia de ant icuerpo a an ticuerpo y es la 

responsable de la especi ficidad de dicho anticuerpo. La fracción cristalizable es común a 

una clase de inmunoglobulinas. y es responsable de la interacción del anticuerpo con 

receptores celulares específicos. Existen cinco clases de anticuerpos según la fracción 

cristalizable que presentan. JgG. IgA. IgD. lgE e IgM l 11. 
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Sitio de unión al l\J N 

antigeno 

~~? 
Sitio de unión al receptor FcR s-s -Elance disulfuro 

Carbohidrato 
Cadena pesada 
Cadena ligera o Dominio lg -

Figura l. Representación esquemática de una inmunoglobulina. Se observan las regiones variables de 
unión al antígeno o Fab y la región constante, sitio de unión a receptores FcR. Adaptado de Abbas, A.K. y 
A.H. Lichtman, Cellular and molecular immunology. 5th ed. 2003, Philadelphia: Saunders. 562. 
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Receptores Fe 

Cada clase de inmunoglobulina (lg) es reconocida por un receptor ce lular 

específico (FcR) (Fig. 2). Los FcRs son denominados de acuerdo al tipo de 

inmunoglobulina que unen [2]. Por ejemplo. el receptor para IgA se ll ama Fca.R y el 

receptor para lgM. que además es capaz de unir lgA. se ll ama Fca./µR . Hasta la fecha se 

han identificado tres tipos de receptores para lgG í31. dos tipos de receptores para lgE 

[4]. uno para IgA (5], uno para lgM [6] y uno para lgD [7l Se han descrito otros dos 

tipos de receptores Fe no clásicos. el receptor polylg [8] y el receptor FcnR [9] (Fig. 2). 

Cada tipo de receptor presenta una estructura característica. Los receptores Fca.R, 

FcyRI y FcyRTIIA tienen una estructura muy similar [2, 5]. Están conformados por una 

cadena a. transmembranal con dominios lg en la porción extracelular y por dos cadenas y 

asociadas de manera no covalente con la cadena a. La cadena a. está encargada de la 

interacción con la porción Fe de las inmunoglobulinas. mientras las cadenas y son 

responsables de las capacidades de señalizac ión de dichos receptores. Esta capac idad de 

señalización se debe a la presencia en las cadenas y de una secuencia de aminoácidos 

llamada moti vo de activación de inmunoreceptor basado en tiros inas (lTAM por sus 

siglas en inglés) (10, 11] . El receptor Fcc.RI contiene además de las cadenas a. y"{ una 

cadena p que también ti ene moti vos IT AM f2] . El receptor Fcc.RII es una lec tina del tipo 

C. sin cadenas asociadas [1 2]. Los receptores FcyRll A y FcyRJIC contienen una sola 

cadena a. en la cual se encuentran embebidas las secuencias JT AM f2J. El receptor 

f cyRIIB también cuenta únicamente con una cadena a.. pero en lugar de contener 

ITAMs. contiene ITIMs. moti vos inhibidores [ 131. El receptor FcyRlllB está unido a la 

membrana a través de un enlace glicofosfatidilinositol l2]. Dicho receptor no 
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Fc'VRJ í-'c'VRJIB FeyRIIIB 

FcaR fc'YR IIA.C Fc~tR lllA 

a 

plgR 

FccRll 

fccRI FcaJuR FcRn 

t. Dominio Ig 
1 ITAM 
f ITIM 
• Anclaje 

GPI 

Figura 2. Representación esquemática de los receptores para la porc10n Fe de las 
inmunoglobulinas (lg). La mayoría de los receptores Fe (FcR) contienen dominios lg en la porción 

extrace lular de su cadena a. Por ello. pertenecen a la superfamil ia lg. con la excepc ión de FceRI 1 and 

FcRn. FcaR. FcyRI. FcyRllA.C. FcyRlllA y FccRI. sei'\alizan al interior de la célula a través de un motivo 
de activación de inmunoreceptor basado en tirosinas (ITAM). FcyRllB cont iene un motivo de inhibición de 

inmunoreceptor basado en tirosinas ( ITIM). FcyRII IB se expresa sólo en neutróli los y está anclado a la 
membrana por un enlace g licosidilfosfatidilinositol (GPI). El mecanismo de act ivación de los receptores 

FcyRlllB. FceR l l. Fca/µR. plgR y FcRn no está c laro hasta la fecha. 

cont iene cadenas asociadas. El receptor FcaJµR es una proteína transmembranal que 

carece de IT AMs o ITIMs y no tiene cadenas asociadas [6]. El receptor FcnR es 

estructuralmente parecido a las moléculas de histocompatibilidacl de clase 1 y requiere a 

la P2-microglobulina para su función 19l Hasta la fecha la estructura del receptor para 

IgO se desconoce y aún existe cierta controversia acerca de su existencia fT]. 

La gran mayoría de estos receptores son de baja afinidad y únicamente reconocen 

a los anticuerpos con los que interactt.'.!an cuando estos se encuentran agregados. como es 

el caso de los complejos inmunes. o durante e] recubrimiento con anticuerpos de bacterias 
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y virus. Los anticuerpos. al interactuar con sus receptores. los entrecruzan y generan 

señales que viajan al interior de la célula produciendo una gran 'aricdad de respuestas 

celulares encaminadas a la eliminación del agente "no propio". La naturaleza de las 

respuestas depende de l tipo celular, de su estado de maduración y del medio ambiente en 

que se generan. Entre estas respuestas se encuentran la activación de integrinas, la 

síntesis de mediadores inflamatorios. la respuesta oxidati va. la fagoci tosis. la 

citotox icidad mediada por ant icuerpos. y la degranu lac ión. 

Los mecanismos de seiia li zación mediante los cuales los receptores Fe acti van 

estas respuestas celulares no están del todo claros aún. Los receptores Fco:R. FqRI. 

FqRll , l'c-yRlllA y FceRI. utilizan un mecanismo de seña li zación similar. Al interactuar 

con sus ligandos. los receptores Fe son entrecruzados y las cadenas a o 'Y asociadas son 

fosforiladas por cinasas de la fam ilia Src en tirosinas específicas dentro de las secuencias 

IT AM. Tras la fosforilación de dichas tirosinas. el receptor puede interactuar con 

proteínas que contienen dominios SH2 que propagan la señal al interior de la célula [ 1 O. 

11 J. Para el receptor FcyRl lB. la diferencia radica en que las tirosinas se encuentran 

dentro de un ITIM, que recluta fosfatasas que regulan negati vamente la señali zac ión que 

surge de los receptores con ITAMs [ 1 ·fl. La señalización del receptor FcyRll lB se 

desconoce, pero se ha postulado que pudiera servirse de otros receptores en la membrana 

del neutróli lo para l lcvar a cabo sus funciones [ 15-1 7 J. Los mecanismos de señalización 

de los demás receptores Fe se desconocen por el momento. 

Aunque los mecanismos de señal ización de los receptores Fe parecen muy 

similares. cada uno es capaz de generar respuestas celulares distintas. Esto se debe a que 

las !:>Ccuencias IT AM de los distintos receptores son diferentes. por lo que pueden reclutar 
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proteínas con dominios SH2 distintos. Además. cada célula ti ene un juego de proteínas 

dewrminadas distinto. que pertenecen a distintas cascadas cit.: señalización en un momento 

dndo. 

Es importante recalcar. que los componentes celulares del sistema inmunológico 

son móviles. requieren migrar a través de órganos lin foides y estar disponibles para 

responder prácticamente en cualquier parte del orga nismo. Esto significa que el 

rcclutninicnto de células de la sangre y la migración a tnn és del espacio ex travascular 

deben ser procesos finamente regulados. Las moléculas cncmgadns de permitir el arresto 

celular y la migración en el espacio extracelular son las intcgrínas 118. 19). 
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lntegrinas 

Las integrinas son una familia de receptores celulares cuya principal función es la 

adhesión celular. A la fecha se han descrito 24 miembros de dicha familia de receptores 

[ 18]. Cada integrina es un heterodímero formado por una cadena a. y una cadena ~· Las 

integrinas se nombran de acuerdo a las cadenas que contienen. a.1 ~l. a.2~ l. etc., y se 

agrupan por subfamilias de acuerdo a la cadena p particular que presentan. Conforme se 

ha avanzado en el estudio de las integrinas, ha quedado claro que además de actuar como 

mediadores de la adhesión celular, son capaces de señalizar al interior de la célula. Dicha 

señalización regula procesos que controlan el crecimiento celular. la diferenciación y la 

sobrevivencia celular (20-22] (fig. 3A). 

/\demás de su capacidad para señali zar al interior de la célula. las integrinas 

tienen la capacidad de modular la afinidad por su ligando. de tal modo que únicamente se 

unen al ligando con alta afinidad cuando están "acti vas" [23). Esta capacidad de las 

integrinas de estar "inactivas" o "activas" le permite a la célula modular su adhesividad y 

su capacidad migratori a en respuesta a estímulos celulares especílicos [ 19]. La activac ión 

de las integrinas parece depender de Ja interacc ión de las porciones intraci toplasmáticas 

de las integrinas con proteínas intracelulares. Dichas interacciones n10difican la unión 

entre las porciones intracelulares de las cadenas a y P [24]. con lo que la cara extracelular 

de la integrina parece cambiar de conformación. exponiendo el sitio de unión al ligando 

[25](Fig. 38). 

Uno de los estímulos que produce activación de integrinas es la estimulación a 

través de receptores Fe. Sin embargo, las interacciones entre los receptores para 
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A 

Intracelular 

lntegri na 
Acti va 

B 

Integri na 
Acti va 

Figura 3. Señalización de lntegrinas. A) Las integrinas activadas interactuan con su ligando. 
Una vez que interac1uan con el ligando. generan señales que viajan al interior de la célula (flecha gruesa). 
regulando funciones como el crecimiento celular. la diferenciación ) la supervivencia. Las integrinas 
1ambién sin en de puntos de anclaje al citoesqueleto. B) Las intcgrinas en su estado inacti\ o se ac1ivan en 
respuesta a señales proveniente!> del interior de la célula (flecha gruesa). El mecanismo final de esta 
activación parece involucrar la separación de las porciones intracelulares y el dcscnrollamiento de la 
porción extracelular de la integrina. De esta manera. la integrina se vuelve competente para in1eractuar con 
su ligando. 

anticuerpos y las intcgrinas parecen ser más complejas. /\1 parecer. tanto los receptores 

Fe como las intcgrinas pueden modular las respuestas uno del otro. en lo que se ha 

caracteri zado como "cross-talk" o "plática-cruzada"[26l. 
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1 nteracciones entre receptores Fe e integrinas 

A la techa se han descrito tres mecanismos por los cuales los receptores Fe y las 

integrinas se relacionan. La primera es la interacción física sobre la membrana celular. la 

segunda es la acti vac ión de integrinas secundari a a la estimulac ión de receptores Fe. y la 

tercera es la modulac ión de las respuestas generadas por receptores Fe debidas a la 

estimulación de integrinas. 

Se sabe que al menos tres receptores Fe, y se sospecha que un cuarto receptor Fe. 

son capaces de interactuar con integrinas en la superficie celular (27-30] (Fig. 4). Con la 

utilización de estudios de transferencia energética fluorescente. una técnica capaz de 

definir si dos moléculas se encuentran a menos de 7 nm de distancia. se encontró que el 

receptor FcyRll I B y la integrina aM~2 son capaces de interactuar en la superfi cie de l 

ncutrófil o humano [27l Además. una fo rma soluble del receptor FcyRil lB también 

interacciona con la integrina aMP2 en la superficie del neutrótilo humano[3 1 J. Se piensa 

que esta interacción es responsable. al menos en parte. de la señalizac ión del receptor 

FcyRlJIB [32-34]. aunque la ev idencia a favor de este hecho no es del todo concluyente. 

dado que las respuestas generadas por la estimulación del receptor FcyRll IB no son 

idénticas a las generadas por la estimulación de integrinas p2 [35. 36]. Otro receptor 

capaz de interactuar con las integrinas p2 es el receptor FqRllA (37]. Este hecho está 

apoyado tanto en estudios de transferencia energética fluorescente como en estudios de 

complementación runcional l28, 38J. El tercer receptor que interactúa con integrinas en la 

superficie celular. es el receptor de b~ja afinidad para lgE. FceRll. Dicho receptor 

produce acti vac ión celular cuando interactúa con ciertos miembros de la 
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Figura .t. Interacciones entre los receptores Fe y las integrinas sobre la membrana 
celular. Las in1egrinas ~2 se sabe interactuan con receptores Fe en la superlicie de la célula. Tamo 
FcyR llA como FcyR ll 1 B interactuan con aMP2. pero su modo de interacción es ditereme. El FcyRll 1 B 
interactua mediante uniones tipo lectina. mientras el FcyR llA no. La naturaleta de la interacción del 
FcyRllA con aM~2 se desconoce. Se ha demostrado que el fcERll puede interactuar con aMP2 y con 
axp2. Aím cuando la interacción entre el FcaR ) aMP2 no ha sido dircc1amcn1c evaluada. evidencia 
indirecta sugiere que esla in1eracción ex iste. 

subfamilia de las inlegrinas f32 129). Finalmente. se sospecha que el receptor FccxR 

también es capaz de interactuar con la integrina cxMP2. aun cuando dicha interacción no 

se ha comprobado completamente [30]. 

Se desconoce por el momento si integrinas de otras subfamilias que no sean p2 

son capaces de interactuar con receptores Fe. pero existe el antecedente de integri nas de 

la familia P 1 que interactúan con otros receptores en la superficie celular [39). Por lo 

tanto. teóricamente es fac ti ble que las interacciones físicas entre receptores Fe e 

integrinas sean mas frecuentes que las actualmente descri tas. 
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b1 cuanto a la activación de integrinas secundaria a la cstimulación de receptores 

Fe. se sabe que la estimulación de algunos receptores para Jg(i y para lgE es capaz de 

producir activación de integrinas (Fig. 5). Esta actiH1ción de integrinas secundaria a la 

cstimulación de receptores Fe parece ser básica para ciertas respuestas mediadas por 

inmunoglobulinas como son la adhesión a complejos inmunes. la ci totoxicidad mediada 

por anticuerpos y la producción de ciertas ci toci nas l 40): otras respuestas, como la 

generación de flujos de calcio y Ja producción de superóxido. parecen ser independientes 

de dicha activación (41]. La estirnulación de receptores fcyR parece acti var integrinas de 

la subfamilia ~2. mientras que la estimulac ión de receptores FceR parece activar 

intcgrinas de la subfamilia P 1 [42. 43]. 

A Neutrófilo 
Fc-vRllA Fc-vRlll8 

B 

e 

+~. 
Mastocito 

FccRI 

J.,r 
13asólilo 

FcFRI 

J.n= '• 

aM p2 

.. 
lntegrina 
Inactiva 

.. 
lntegrina 
lnacti\·a 

a4 PI 

.. 
lntegrina 
Inactiva 

l.igando 

lntegrina 
/\<.: tiva 

1 ÍP::indn 

lntegrina 
Activa 

Ligando 

lntcorina o 

/\cti\'a 

Figura S. Vías de 
activación 
secundarias a la 
estimulación de 
receptores Fe. 
A) En el neutrófilo 
humano la 
estimu lación del 
FcyRllA o el FcyRlllB 
lleva a la activación de 
aM~2 a través una vía 
que requ iere de 
Fosfatidilinositol 3-
Cinasa (P13-K). 
B) En mastocitos, 
FceRI activa a la 

integrina a5P 1 y esta 
vía de activación 
requiere Pl3-K. 
C) En el basófilo 
humano. FceRI acti va 
a4~ 1 a través de una 
vía dependiente de 
Pl3-K . 
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Las respuestas secundarias a la estimulación de receptores FcyR que requieren de 

la activación de integrinas parecen consistir de dos fases. Una primera. independiente de 

la activación de integrinas, y una segunda, dependiente de dicha activación [44]. Por 

ejemplo, la adhesión temprana. durante los primeros diez minutos. a complejos inmunes 

es independiente de integrinas. Sin embargo, la adhesión que se da después de los diez 

minutos requiere de la activación de integrinas p2 [ 41]. 

Todas las vías de activación de integrinas p2. secundaria a la estimulación de 

receptores FcyR, descritas hasta el momento involucran la participación de la enzima 

fosfa tidilinositol 3-cinasa (PI 3-K) [43, 44l La inactivación ele dicha enzima evita la 

activación de integrinas p2 secundaria a la estimulación de receptores FcyR. Al igual que 

la act ivación de integrinas p2 secundaria a la estimulación de receptores FcyR. la 

activación de integrinas p 1 secundaria a la estimulación de receptores FctR también 

depende de la enzima PI 3-K. Por lo anterior, esta enzima parece ser central a los 

procesos de activación de integrinas secundarios a la estimulación de receptores Fe [43. 

44]. 

En cuanto a la modulación de las respuestas generadas por receptores Fe 

secundarias a la estimulac ión de integrinas. se han descrito dos fenómenos. El primero es 

que la est imulación de integrinas P2 previo a la estimulación de receptores FcyR produce 

un aumento en la fagocitosis [ 45]. En contraste. el segundo fenómeno descrito es que la 

estimulación de integrinas p 1 parece inhibir ciertas respuestas de receptores FcyRIJ1A en 

células K (46]. 

Al menos tres tipos de receptores Fe, FcyR. l'ctR y FcaR. parecen interactuar de 

alguna manera con integrinas de las subfami lias B 1 y B2. Queda clara, además. la 

22 



importancia de dichas interacciones para el adecuado runcionamiento de las respuestas 

efectoras del organismo encaminadas a la eliminación de lo "no-propio". Dada la amplia 

variedad de receptores f-c y de integrinas. el potencial para otras interacciones es enorme. 

/\sí, conforme se 'ayan detallando la naturaleza de estas y otras interacciones. seremos 

capaces de entender cómo la célula responde a su entorno integrando la información que 

recibe a tnwés de sus distintos receptores y cómo modula sus respuestas de acuerdo a 

dichn información. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Tras conocer todas las posibilidades de interacción que existen entre los 

receptores Fe y las integrinas. es importante examinar estas posibilidades. a fin de 

comp1:ender de manera más clara la regulación que ejercen los receptores Fe sobre 

dife rentes integrinas en distintos tipos celulares. 

El neutrófil o humano es una de las principales líneas de defensa de l organismo. 

Las enfe rmedades que alectan las funciones normales del neutrófilo [47]. en parti cular las 

disfunciones de las integrinas ~2 [48]. son letales en los primeros años de la vida. lo que 

resa lta la importancia de estas células y de las integrinas en sus respuestas celulares. 

Un estímulo importante para la activación del neutrófilo es la interacción con 

complejos inmunes [11 l. El reconocimiento de los complejos inmunes por parte de l 

neutrófil o se da a través de dos receptores Fe para la lgG. el receptor FqRll y el receptor 

FcyRfIIB (2]. Como se mencionó en el capítulo anterior, dichos receptores tienen una 

estructura dife rente. y el mecanismo mediante el cual generan respuestas ce lulares no es 

claro. 

La estimulac ión de cualquiera de los receptores Fcy del neutrófilo. produce un 

incremento en el número de moléculas de integrinas de la familia ~2 en la superficie de Ja 

célula. además de promover un cambio de afinidad en estas mismas integrinas [49]. En 

ambos casos, el aumento de integrinas en la superficie de la célula y su acti vac ión 

requieren de la parti cipac ión de la enzima PI 3-K [49]. Se ha observado que esta 

acti vación de integrinas 132 le permite al neutrófüo el arresto celular y la migración fuera 

del to1Tente sanguíneo en respuesta a complejos inmunes [SO]. Sin embargo. el neutróti lo 

humano posee integrinas de otras familias. principalmente de la familia ~ 1 [S 1 I y de la 
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familia pJ. Dentro ele las imegrinas de la familia p 1 que son expresadas por el neutrófi lo 

humano están ci2PI [52J. a4PI [53j. a5PI f53] y a9P1[54]. que sirven como receptores 

para proteínas de matriz extracel ular como colágena. VCAM- 1. fibronectina y fib rina. La 

regulac ión de la ac ti vación de dichas integrinas secundaria a la cstimulación de 

receptores Fe en neutrólilos humanos es completamente desconocida. Es interesante 

especular entonces. que la estimulacíón de receptores FcyR en el ncutrófilo también tenga 

un efecto activndor sobre las integrinas P l y facilite de esta manera la migración en el 

espacio cxtracelular. 

Las preguntas concretas que busca contestar este trabajo son: 

¿Es la cst imulac ion de los distintos FcyR capaz de promover la ac ti vación de las 

integrinas p 1 en el neutró fil o humano? 

¿Cuál es mecanismo mediante el que se da la acti vac ión de las integrinas p 1? 

¿Es igual al mecanismo de acti vac ión de las integrinas P2? 

Para responder estas preguntas. estudié las respuestas de las integrinas p 1 y p2 en 

respuesta a la estimulac ión selectiva de los receptores FcyR ll y FcyRl ll B en el neutrófilo 

humano. 

HIPOTESIS 

Las integrinas P 1 se acti van en respuesta a la cstimulac ión de receptores Fcy en 

neutró filos humanos y el mecanismo por el cual se lleva a cabo dicha actirnción es 

idéntico al mecanismo de acti \·ac ión de integrinas p2. 
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RESULTADOS Y DI SCUSIÓN 

Modificación de anticuerpos monoclonales 

Los receptores FqRII y FcyRll IB reconocen el mismo ligando. complejos 

rnmunes compuestos por lgG, por lo que la utilizac ión de complejos mmunes para 

estimular a los neutrófilos no permite diferenciar los efectos de estimulación celular que 

producen cada uno de estos receptores. Por este motivo es necesaria la utilizac ión de 

anticuerpos monoclonales (mAb) que reconocen a cada uno de estos receptores. El mAb 

IV.3 reconoce a los receptores FcyRJ I, tipos A. B y C. pero el neutrófilo humano 

únicamente expresa el receptor tipo A. El anticuerpo 3G8 reconoce a los receptores 

FcyRUJ. tipos A y B. pero el neutróftlo humano únicamente expresa el tipo B. 

La utilización de mAb para estimular célul.as que tienen receptores Fe es delicada. 

puesto que aun cuando los receptores no unen estos ligandos monovalentes, las células 

recubiertas de anticuerpos pueden estimular indiscriminadamente cualquiera de estos 

receptores. Para evitar este problema. es necesario eliminar la fracción cristalizable ele 

dichos mAb. 

Para eliminar la fracción cristalizable de los mAb, se realizaron digestiones con 

pepsina de dichos anticuerpos. Es necesario ajustar los tiempos de digestión para cada 

anticuerpo dado que se sabe que la digestión con pepsina es diferente para distintos 

isotipos de IgG. El rnAb !V.3 es extremadamente sensible a la digestión con pepsina, y 

únicamente se obtienen fragmentos Fab de dicho anticuerpo con tiempos de digestión 

cortos. ente 30 y 45 minutos [55] (Fig. 6). J\I contrario de esto, Ja digestión del anticuerpo 

3G8 requiere en tre 4 y 5 hrs. (Fig. 6). Se rea lizaron además digestiones del 
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Figura 6. Digestión de los mAb 3G8 y IV.3 con pepsina. 2 mg/ml de cada anticuerpo 
monoclonal fueron incubados a 37 "C durante los tiempos indicados con 25 pg mi de pepsina. En el caso 
del a111icucrpo 3G8 se observa la desaparición progresiva del a111icucrpo compleco. ) la aparición de los 
fragme111os F(ab' h En el caso del ancicuerpo IV.3 se obser\'a la desaparición canco de los anticuerpos 
completos como de los F(ab' h dada la susceptibilidad del anticuerpo a la digesción con pepsina. por lo que 
sólo quedan fragmentos Fab. 

m1\ b W6/32 que reconoce moléculas de histocompalibilidad de clase 1 para util izarse 

como control de especificidad. 

Es importante cerciorarse que la digestión de los anticuerpos no afecte su 

capacidad de estimular a las células [56J. Para dicho electo rea licé dos pruebas 

runcionalcs distintas. La primera fue detectar la estimulac ión celular evaluando 

fosforilación de ERK, una enzima que se fosforila en respuesta a la estimulación de los 

dos tipos de receptores Fcy del neutróftlo [57]. Tanto el entrecruzamiento del receptor 

FcyRll /\ con los Fab del mAb IV.3. como el en trecruzamiento del receptor FcyRllIB con 

los F(ab'h del mAb 3G8 produjeron una fuerte fosl'ór ilacíón de ERK . Contrario a esto. los 

F(ab'h del m/\b W6/32 no produjeron fosforilación de 1:RK. (rig. 7). La segunda prueba 

funcional fue la liberación de calcio intracelular secundaria a la estimulación de los 
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receptores Fcy del neutrófilo. Al igual que la fosforilación de l ~ RK. se ha reportado que el 

entrccru:tamiento de cualquiera de los receptores Fcy del ncutrófilo es capaz de producir 

li beración de calcio intracelular [16. 17. 58]. Tanto el entrecruzamiento de los receptores 

FcyRllJ\ con Fab del mAb IY.3 y de los receptores FcyRlllB con los F(ab'h del mAb 

3G8 produce un rápido y corto aumento de los nive les de calcio intracelular (Fig. 8 y 9). 

Estos resultndos, al igual que los resultados de la fosforilación de ERK. indican que los 

fragmentos obtenidos después de la digestión con pepsina de los 111 Ab IY.3 y 3G8 son 

funcionales. /\demás que demuestran que ambos receptores son capaces de generar 

respuestas celulares cuando son entrecruzados de manera individual. 

\\'ó/J2 I\ .J J( ;8 

- WF 
pl~RK 

Figura 7. El entrecruzamiento de cualquiera de los dos FcyR del neutrófilo humano 
activa ERK. Cinco millones de neutrófilos en PBS fueron estirnulmJos con el entrecruzamiento de 
moléculas MI IC clase 1 con fragmentos F(ab'h del mAb W6/32. el i:ntrecruzamicnto del FcyR II con 
fragmento~ Fab del m/\b IV.3 o el entrecruzamiento del FcyRlllB con fragmentos F(ab'h del mAb 3G8. 
Los lisados cclulare~ fueron separados en geles SOS. )' transferidos n membranas PVDF. Se realizaron 
\ cs1crn blots para detectar la forma fosforilada activa de ERK (p-l:RK). El panel inferior es un Western 
blot de ERK que muestra cantidades equivalentes de proteína en cada carril. Datos representativos de tres 
c)>.pcrimcntos dis1in1os. 
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Figura 8. El entrecruzamiento del FcyRJI del neutrófilo humano genera flujo de 
calcio. Neutrófi los cargados con Fura-2 fueron incubados con fragmentos Fab del mAb IV.3 a 4°C. Los 

FcyRll fueron entrecruzados con la adición de fragmen1os F(ab')2 de lgG de cabra anti-ratón (flecha). Los 
cambios de la fluorescencia de Fura-2 fueron monitoreados y convertidos a la concentración de 
intracelu lar de calcio ( [Ca- ' ]). Datos representativos de tres experimentos indepencl ien1es. 

,-... 
~ r. ,.. -._, 

-1 
T 
t"'l ,.. ..... 
u 

D) 

~ 

200 

15) 

100 

5:> -

o 
o 40 80 120 160 200 240 280 320 360 400 

Tiempo (segundos) 

Figura 9. El entrecruzamiento del FcyRIIIB del neutrófilo humano estimula flujo 
de calcio. Neutrófi los cargados con Fura-2 fueron incubados con fragmentos F(ab'h del mAb 3G8 a 

4"C. Los FqR 1118 fueron entrecruzados con la adición de fragmentos F(ab · h de lgG ele cabra ant i-ratón 
( flecha). Los cambios de la fluorescencia de Fura-2 fueron monitoreados y convertidos a la concentración 
de intracelular de calcio ([Ca'']). Datos representativos de tres experimentos independientes. 
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Para poder detectar cambios en el comportamiento de las integrinas sobre la 

superficie ce lular. es necesario poder discriminar la presencia ele los mAb utili zados para 

la estimulación celular de los mAb utili zados para caracteri zar los cambios en las 

integrinas utilizando citometría de flujo. Para dicho efecto, los mAb utili zados para la 

detección de l comportamiento de las integrinas (184 para integrinas p2 totales. CBRM 1/5 

para integrinas P2 acti vadas y 15/7 para integrinas p 1 activadas) en la superfi cie celu lar 

fueron biotinilados. y su detección se llevó a cabo con cstreptavidina Cy-chrome (el 

anticuerpo MAR4 para integrinas p 1 totales esta directamente marcado con Cy-chrome). 

Únicamente los anticuerpos biotinilados fueron detectados por la estreptavidina Cy

chrome (Fig. 1 O) . Adicionalmente la estimulación celular no provocó ningún cambio en 

la unión de la estreptav idina al neutrófil o humano (Fig. J 1 ), por lo que los cambios de 

fluorescencia detectados en el citómetro de flujo, sólo pueden ser atribuidos a la unión de 

los mAb biotinilados. 

Finalmente, para detectar dos fluorescencias diferentes por microscopía confocaL 

fue necesario fluoresceinar los anticuerpos con los que se estimularon las células. Para 

ello los Fab del mAb IV.3 y los F(ab')2 del mAb 308 fueron fluoresceinados, y su 

capacidad funcional fue evaluada utilizando citometría de flujo. Tanto la estimulación 

con los Fab del mAb IV.3 como con los F(ab')2 del mAb 308, resultaron en aumento del 

número total de integrinas p2 en la superficie del neutrófilo humano (Figs. 12 y J 3). Este 

resultado indica que fluoresceinar los Fab del mAb IV.3 y los F(ab')2 del mAb 3G8 no 

afectó su capacidad para estimular neutrófilos humanos. 

Los resultados anteriores. demuestran que las modificaciones rea lizadas a los 

distintos mAb no afr~c tan su capacidad funcional. y permiten un sistema limpio de 
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detección del comportamiento de las integrinas en la superficie celular. ya sea utilizando 

citonietría de llujo o microscopía confocal. 
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Figura 1 O. Sólo los a nticuerpos biotinilados son detectados por la unión de la 
estr eptavidina Cy-chromc. Un millón de neutrófilos humanos fueron incubados durante 45 
minmos a -1 "C con 5 mglml del mAb IB-1 sin biotinilar (A) o biotinilado (B). Posteriormente se lavaron 
las célul<1s para eliminar d excedente de anticuerpo y se incubaron con cstrcpta\ idina C)-Chrome (Stv 
C)-Chrome) durante 30 minutos a 4 ''C. Se lavaron las células nue,amentc ) se fijaron con 1 % 
parafonnaldehiclo en PB . Se analizó la fluorescencia de las células por citometri<1 de llujo. Dmos 
represcntati\'OS de al menos -1 mAb distimos. 
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Figura 11. La cstimulación celular no afecta la unión de la cstreptavidina Cy
chrome. Un millón ele ncutrófilos humanos estimulados previamente durante 1 O minutos a 37 "C con 
100 ng mi de PMA fueron incubados durante 45 minutos a 4 ''C con 5 mg mi del mAb IB-1 sin biotinilar 
(A) o biotinilado (13). Posteriormente se lavaron las células para eliminar el cxccckntc de anticuerpo~ se 
incubaron con cstrcptavidina Cy-chrome (Stv C)-chromc) durante 30 minutos a -1 "C. e lavaron las 
células nuc,amcntc) se lijaron con l º o paraforma ldehido en PB . Se ana li1..ó la fluorescencia de las 
células oor citomctria de fluio. Datos rcoresentativos de al menos -1 mAb distintos. 
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Figura 12. Fluoresceinar los Fab del mAb IV.3 no afecta su capacidad para 
estimula r a los neutrófilos humanos. Un millón de células fueron incubadas durame una hora a 
-t ''C con FITC-Fab del mAb IV.3 (A. B. C y 0) y estimuladas por la adición de fragmentos F(ab" h de un 
anticuerpo de cabra anti-ratón durante 1 O minutos a 37 ''C (C } 0). Lns células fueron incubadas durante 
45 minutos a 4 ºC con el mAb 184 biotinilado (8 ~ 0) o sin anticuerpo (A y C). Posterior a los lavados las 
células flicron teñidns con St\ Cy-chrome durante 30 minutos a -t "C} la\adas nucrnmente. Las células 
fueron tijadns en 1 ~o pnrnformaldehido en PBS) analizadas por citometría de ílujo. Datos representativos 
de al menos tres experimentos. MFCy = Fluorescencia promedio en el cnnal de Cy-chrome. 
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Figura 13. Fluoresceinar los F(ab')2 del mAb 3G8 no afecta su capacidad para 
estimular a los neutrófilos humanos. Un millón de células li1eron incubadas durante una hora a 4 

oC con l· 11 C-F(ab · )2 del mAb 3G8 (A. B. C y D) y estimuladas por la adición de fragmentos F(ab ')2 de 

un anticuerpo de cabra anti-ratón durante 1 O minutos a 37 oc (C y 1)). Las cc.!lu las liieron incubadas 

dura111e 45 minuto él .¡ oC con el mAb 1 B4 biotinilado (B ) D) o ~in a111icuerpo (/\) C). Posterior a los 

la,ados las cc.!lu lns fueron teñidas con Stv Cy-chrome durante 30 minutos a.¡ oc) la,adas nuevamente. 
La:-. cc.!lu las fueron lijndas en 1 % paraformaldehido en PBS) anali1ndac.; por citometría de ílujo. Dntos 
representativos de ni menos tres experimentos. MFCy Fluorescencia promedio en el canal de C) 
chrome. 
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Efecto de la cstimulación de receptores Fcy sobre 1 ntcgrinas p2 

Una ,·ez qt11.: me cercioré que los Fnb del mAb IV.J ) los F(ab'h del mAb 3G8 

retenían sus capacidades funcionales. me di a la tarea de estudiar los efectos de la 

estimulación selec ti,·a de los receptores FcyllA y FcyRlllB del ncutrólilo humano sobre 

el comportamiento de las integrinas p2. 

Se ha reportado que el entrecruzamiento selectivo de los n:ccptores FcyRllA y 

FcyRllil3 produce aumento en el número de integrinas ~2 en la superlicic del ncutrófilo 

humano [ 491. así como promueve la aparición de epítopos de nctivación de las mismas 

integrinas 132 j-l9j. Para comprobar estos resultados. utilicé el 111/\b 1134. que reconoce la 

cadena P2 de las integrinas p2. y el mAb CBRM 1/5 que reconoce a la integrina aMP2 

cuando se encuentra en estado activado. Tanto el entrecruzamiento del receptor FcyRllA. 

como el cntrecru7amiento del receptor FcyRlllB promovieron un aumento en la 

expresión de intcgrinas P2 en la superficie celular (Figs. 14 y 15). 1:1 aumento de las 

integrinas p2 en la superficie celular secundario al entrecruzamiento del receptor 

FcyRlllB es evidente desde los cinco minutos posteriores al entn.:cruzamiento y se 

mantiene mús allá de 30 minutos después de la estimulación (Fig. 16). 

Estos resultados sugieren que el aumento de integrinas P2 secundario a la 

estimulación. tanto del receptor Fc1RII como del receptor FqRlllB. se deben a la 

degranulación de 'esículas preformadas que contienen en su interior imegrinas ~2. 

debido n que la síntesis proteica a tiempos tan cortos es prácticamente imposible. 

Adicionalmente. la presencia de integrinas ~2 en \'Csículas preformadas en el neutrófilo 

humano ya ha sido descrita con an terioridad [59]. 
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Figura 1 -'· El entrecruzar el FcyRJI en la superficie del ncutrófilo produce un 
a umento en la expresión de intcgri nas p2. Neutrófilos humano-. fueron estimulados 10 minutos 
por l'I entrecruzamiento de FcyR I l. Posteriom1e111e. 1x1 o<• células fueron marcadas con el mAb anti
integrina '> P2 104 y fueron analizadas por citometría ele flujo. La línea punteada es d control negativo. El 
área gris cs la expresión de integrinas P2 en las células no estimu lada-.. ~ la líncn gruesa la expresión de 
las intcgrinas P2 después del entrecruzamiento de los receptorcs l·c. Datos representativos de tres 
c:-.pcrimentos independientes. 

N 
o 
o 

o 

¡j 

10º 101 

Ent rccrut a míen to 
FcyRll lB 

- No cstimu latlas 

Fluorescencia 1 R4 

I04 

Figura 15. El ent recruzar el FeyRll lB en la superfi cie del ncutrófilo prod uce un 
a umento en la expresión de integrinas p2. Ncutrófilo:- humanos fueron estimulados 10 minutos 
por d cntrecru1amiento de FcyRll IO. Posteriormente. 1x106 célu la\ fueron nwrcadas con el mAb anti
i111cgrinas 132 104 y fueron analizadas por citometría de llujo. l.a linl'a punteada es el control negativo. El 
área gri ~ es la cxprc!.> ión de integrinas P2 en las células no estimulada<;. ~ la linea gn1\.'sa la expresión de 
lns intcgrinas P2 después del entrecruzamiento de los rcccplúrc-. Fe. Dato'> representativos de tres 
experimentos independientes. 
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Figu ra 16. C inética del a umento d e integrinas p2 sobre la superficie celula r 
secundar io al entrec ruzamiento del receptor FcyR UIB. Neutrófi los humanos fueron 

estimulados a través del receptor FcyRlllB durante los t iempos indicados en cada panel y posteriormente 

ana lizados para la expres ión de integrinas ~2 por citometría de flujo. La línea del~ada representa a las 

células no estimuladas. La línea gruesa representa a las células estimuladas a trnvés de l FcyR 111 B. Datos 
representati vos de tres experimentos independientes. 

/\I evaluar la activación de integrinas p2 se observó que el entrecruzamiento de 

cualqu iera de los dos receptores Fcy del neutrófil o humano produjo un aumento en la 

presencia del epítopo de acti vac ión detectado por el mAb CBRM 1/5 (Figs. 17 y 18). 

Nuestros resultados apoyan otros resultados previos [44. 49] , y refuerzan la noción de 

que la cstimulac ión selectiva de los receptores FcyRlJ A y los receptores FcyRlll B 

produce tanto el aumento en el número de integrinas ~2 totales sobre la superlicie del 

neutrófi lo humano como la ac ti vación de las mismas. 
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Figura 17. El entrecruzar el Fc-yRII en la superficie del neutrófilo produce 
activación de in tegrinas ~2. Neutró filos humanos fueron estimulados 1 O minutos por el 

entrecruzamiemo de FcyR 11. Posterionnente, 1x 106 células fueron marcadas con el mAb anti-integrinas 

~2 act ivas CBRM 1/5 y fueron arrn l izadas por c itometría de fluj o. La l ínea pumeada es el control negat ivo. 

El área gris es la activación d..: integrinas ~2 en las células no estimuladas. y la linea gruesa la act ivac ión 

de las integrinas ~2 después de l entrecruzamiento de los receptores Fe. Datos representmivos de tres 
experimentos indepcnd ientes. 
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Figura 18. El cntrecruz~1r el FeyRIHB en la superficie del neutrófilo produce 
acti\1ación de integrirrns ~2 . Neutró lilos humanos füeron estimu lados 1 O minutos por el 

entrecruzamiento de FcyRI 11 1:3 . Posteriormente. 1x 106 célu las fueron marcadas con el mAb anti-integr inas 

f32 act ivas CBRM 1/5 y fueron anal izadas por citometría de fhüo. La linea punteada es el control negat ivo. 

El <1rea gris es la activac ión de integrinas ~2 en las células no est imuladas. ) la línea gruesa la activación 

de las integrinas P2 después del entrecruzam iento de los receptores Fe. Datos representat ivos de tres 
experimentos independien1es. 
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Se ha reportado que tanto el aumento de integrinas ~2 sobre la superlicie del 

neutrófil o humano. como la activación de integrinas P2 secundari a a la estimulac ión de 

receptores Fcy. dependen de la partic ipación de la enzima PI 3-K [44. 49l Con el 

propósito de corroborar dichos resultados. estudié el papel de dicha enzima en el aumento 

de integrinas ~2 totales secundari o a la estimulación del receptor FqRl llB. El aumento 

de integrinas ~2 sobre la superficie del neutrófi lo humano secundario a la estimulac ión 

del receptor FcyRIIIB desapareció en presencia del inhibidor selecti vo ele la enzima PI 3-

K. L Y294002 (Fig. 19). Los mismos resu ltados se obtuvieron utilizando otro inhibidor de 

PI 3-K. wortmanina. 
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Figura 19. E l aumento de in tegrinas ~2 secunda rio al entrecruzamiento de 
Fc'YRll I B depende de PI 3-K. Neutrófi los humanos fueron estimu lados 1 O minutos medinnte el 

entrecruzamiento de FcyR IIIB. en presencia de dirnetil sulfóxido (DMSO: línea gruesa) o en presencia de 
50 µM L Y294002 (línea delgada) o no estimu ladas (área gris). 1x106 células fueron marcados con el mAb 
184 para aná lisis por citornetría de !lujo. La línea punteada es el control negat ivo. Dmos representativos 
de tres experimentos independientes. 
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El resto de la vía bioquímica que lleva al aumento de integrinas p2 en respuesta a 

la estimulación del receptor fryRlllB se desconoce. Uno de los mecanismos postulados 

para la señali zación del receptor FcyRIJIB es In utilización de la maquinaria del receptor 

FcyRllA [1 7]. Dicha maquinaria de señalizac ión está basada en la fosforilación de las 

secuencias ITAM de la cadena a del receptor FcyRllA por cinasas de la familia Src. y el 

posterior reclutamiento de la cinasa Syk. Dado que tanto la estimulación del receptor 

FcyRIIA como el receptor FcyRIIIB producen un aumento en el número de integrinas B2 

sobre la superficie celular, era posible que compartieran una misma vía ele acti vación. 

Para probar esta hipótes is. utilicé inhibidores farmacológicos de las cinasas de la fomili a 

Src. el inhibiclor PP2. y de la cinasa Syk. el inhibidor Piceatannol. para evaluar su efec to 

en el aumento de integrinas p2 secundario a la estimulación del receptor FcyRll IB. El 

aumento de integrinas B2 secundario a la estimulación del receptor FcyRlllB disminuyó 

de manera progres iva ante dosis cada vez mayores de los inhibidores PP2 y Piceatannol 

(Fig. 20). 

Estos resultados sugieren que además de la parti cipación de la enzima PI 3-K. la 

vía de señalización que produce un aumento en el número de integrinas B2 en la 

superficie celular secundario a la estimulación del receptor FcyRlIIB requiere la 

parti cipación de cinasas de la familia de Src y de Syk. Estos resultados apoyan el hecho 

que el receptor FcyRI 11 B pudiera uti 1 izar la maq uinaria del receptor FcyRIIJ\ para ciertos 

eventos de sei'ialización intracelular. 
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Figura 20. El aumento de in tcgrinas ~2 secundario a l entrecruzamiento de 
Fc-yRJIJB depende de PI 3-K, de cinasas de la familia de Src y de Syk. Neutrótilos 
humanos fueron pretratados con dimeti l sulfóxido (DMSO). o con concentraciones crec ientes de 
L Y294002. PP2. Piceatannol o Citoca lasina, antes de ser estimulados 1 O minutos mediante el 
entrecruzamiento de FcyRlllB. Las células se tiñeron con el mAb 184 . El cálculo del incremento 
normalizado se describe en la metodología. Los datos son el promedio ± error estandar de tres 
experimentos independientes. 

Además de la pa11icipación de estas enzimas. investigué la pos ible participación 

de otros mediadores en la señalizac ión que produce aumento de integrinas p2 secundario 

a la estimulación del receptor FcyRlllB. Los inhi bidores de proteína cinasa C (PKC). 

staurosporina, y de proteína cinasa A (PKA). 1189. produjeron una disminución cercana 

al 50% en el aumento de intcgrinas p2 posterior a Ja estimulac ión del receptor FcyRllIB 

(Fig. 2 1 ). Por el contrario. la inhibición de Ja MEK. con el inhibidor PD98059. no tuvo 
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ningún efCc to sobre el aumento de integrinas p2 (Fig. 21 ). l ~ s tos datos sugieren que la 

señalización a partir de la estimulación del receptor FcyRI IIB se diversifica al interior de 

la célula. generando distintas respuestas ce lulares. Por ejemplo, aún cuando el receptor 

FcyRllIB es capaz de señalizar la acti vac ión de ERK (Fig. 7). un evento regulado por 

M EK. el inhibidor PD98059 no tiene ningún efecto sobre el aumento de integrinas ~2 en 

la superfic ie celular. 
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Figura 2 1. El aumento de in tegrinas ~2 secundario al entrecruzamiento de 
FqRlllB depende parcialmente de PKA y PKC, y es independiente de ERK. 
Neutróti los humanos fueron pretratados con 30 pM PD98059 (PO). 1 O nM Staurosporine (Stau), 1 O ~tM 

H89 y luego estimulados 10 minutos mediante el entrecruzamiento de FcyRlll B. El cálculo del 

incrc1rn:n10 normalizado se describe en la metodología. Los datos son el promedio± error estandar de tres 
experimentos independientes. 
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Se ha reportado además. que los receptores FcyllA y FcyRll lB de l neutróti lo 

humano son capaces de interactuar con las integrinas ~2 en la membrana celular [37. 60l 

Los estudios que sugieren dicha interncción. utilizaron transferencia energética para 

determinar que ambos tipos de receptores Fcy podían locali zarse a menos de 7 nm de 

distancia de las integrinas ~2, cuando ambos eran transfectados en fibroblastos. Hasta qué 

punto estos hallazgos reflejan lo que sucede en la membrana del ncutróti lo no es claro 

ciado que ningún estudio se había reali zado hasta ahora que observara directamente la 

interacción ele dichos receptores sobre la membrana del neu trófi lo humano. Para estudiar 

la distribución ele los receptores Fcy sobre la superficie del neutrófilo. los Fab del mAb 

IV.3 y los F(ab'h del mAb 3G8 fueron marcados con fluoresceina y las células 

estimuladas con estos fragmentos fueron examinadas por microscopía confocal. En las 

células no estimuladas. tanto el receptor FcyRllA como el receptor FcyRi llB se 

encuentran distribuidos uniformemente sobre la membrana celular (Figs. 22 y 24). 

Posterior al entrec ruzamiento de los receptores. agregados de receptores aparecen sobre 

la superficie ce lular (Figs. 23 y 25). 

La intcgri nas f.32. al igual que los receptores Fcy. se cncuc:ntran uní fo rmemente 

distribuidas sobre la superficie celular en las células no estimuladas (Figs. 22 y 24). 

Adicionalmente las integrinas p2 no colocalizan con ninguno de los dos receptores Fcyen 

las células no est imuladas (Figs. 22 y 24). El en trecruzamiento del receptor FcyRllA 

produjo agregación de las integrinas P2 sobre la superficie del neutrófilo humano, sin 

embargo. en ningún momento se observó colocali zac ión del FcyRll y las integrinas ~2 

(Fig. 23 ). Por el contrario, la estimulación del receptor FcyRillB rrodujo no só lo la 

agregac ión de integrinas ~2 . sino que también se observó In coloca li zación del receptor 

' 
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FcyRlIIB con las integrinas P2 (Fig. 25). Estos resultados confinnan la capacidad del 

receptor FcyRlllB para interactuar con las integrinas P2 en la superficie del neutrófilo 

humano, pero únicamente después de la estimulación del receptor FcyRIIIB. 

Todos estos resultados en su conjunto indican que, aún cuando bioquímicamente 

las vías de señalización que producen un aumento en la expresión de integrinas P2 sobre 

la superficie del neutrófilo humano secundario a la estimulación del receptor FcyRIIIB 

son muy parecidas a la vía clásica de activación por ITAMs del receptor FcyRIIA, los 

receptores FcyRII y FcyRIIIB son capaces de interactuar de maneras diferentes sobre la 

superficie celular con las integrinas p2. Esto sugiere que el receptor FcyRIIIB puede tener 

capacidades de señalización distintas a las del receptor FcyRlIA. Como se verá más 

adelante, este parece ser el caso, dado que sólo el receptor FcyRIIIB es capaz de activar 

integrinas p 1. 

Receptores FcyRII Integrinas 132 Imagen Compuesta 

Figura 22. FcyRII no colocal.iza con integrinas P2 en neutrófilos no estimulados. 
Neutrófilos humanos incubados con fragmentos FITC-Fab del mAb IV.3. Las células se tiñeron 
posterionnente con el mAb 184 biotinilado y estreptavidina Cy-chrome para detectar integrinas f32. Los 
recuadros muestran el detalle a nivel celular. Las imágenes sobrepuestas se encuentran el la columna 
derecha. Más de 100 células fueron analizadas para cada condición en al menos dos experimentos 
independientes. La barra de escala representa 10 µm. Se muestran imágenes representativas. 
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Receptores FcyRII Integrinas B2 Imagen compuesta 

Figura 23. FcyRII no colocaliza con integrinas P2 en neutrófilos estimulados. 
Neutrófilos humanos incubados con fragmentos FITC-Fab del mAb IV.3 y estimulados 10 minutos a 37 
ºC con la adición de un anticuerpo secundario de cabra anti-lgG de ratón. Las células se tiñeron 
posteriormente con el mAb IB4 biotinilado y estreptavidina Cy-chrome para detectar integrinas ¡32. Los 
recuadros muestran el detalle a nivel celular. Las imágenes sobrepuestas se encuentran el la columna 
derecha. Más de 100 células fueron analizadas para cada condición en al menos dos experimentos 
indeoendientes. La barra de escala reoresenta 1 O um. Se muestran imáeenes reoresentativas. 

Receptores FcyRIIIB Integrinas '32 Imagen compuesta 

Figura 24. FcyRIIIB no colocaliza con integrinas P2 en neutrófüos no estimulados. 
Neutrófilos humanos incubados con fragmentos FITC-F(ab')2 del mAb 3G8. Las células se tiñeron con el 
mAb IB4 biotinilado y estreptavidina Cy-chrome para detectar integrinas f32. Las imágenes sobrepuestas 
se encuentran el la columna derecha. Los recuadros muestran el detalle a nivel celular. Más de 100 células 
fueron analizadas para cada condición en al menos dos experimentos independientes. La barra de escala 
representa 1 O µm. Se muestran imágenes representativas. 
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Receptores FcyRIIIB Integrinas 132 Imagen compuesta 

Figura 25. FcyRIIIB colocaliza con integrinas ~2 después de su entrecruzamiento. 
Neutrófilos humanos incubados con fragmentos FITC-F(ab')2 del mAb 308. Las células fueron 
estimuladas 10 minutos con la adicion de fragmentos F(ab')2 IgG de cabra anti-ratón. Las células se 
tiñeron con el mAb 184 biotinilado y estreptavidina Cy-chrome para detectar integrinas ¡32. Las imágenes 
sobrepuestas se encuentran el la columna derecha. Las puntas de flecha muestran colocalización de 
FcyRIIlB con integrinas j32 después del entrecruzamiento. Los recuadros muestran el detalle a nivel 
celular. Más de 100 células fueron analizadas para cada condición en al menos dos experimentos 
independientes. La barra de escala representa 1 O µm. Se muestran imágenes representativas. 
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Efecto de la estimulación de recepto res Fcy sobre lntcgrinas p 1 

! lasta el presente estudio no se había reali;1ado ningún trabajo que detallara los 

efectos de la estimulación de los receptores Fq del neutrófilo sobre el comportamiento 

de las integrinas P 1. Para el estudio de las integrinas ~ 1 en el neutróftlo humano seguí la 

misma estrategia que para el estudio de las respuestas de las intcgrinas p2 secundario a la 

cstimulación de receptores FcyR. utili zando el m/\b MAR 4 para detectar intcgrinas p 1 

totales. y el mAb 15/7 para detecta r un epítopo de activación de integrinas p J. 

/\1 estimular selecti vamente los receptores FqRll/\ y r:cyRll ll3. contrario a lo que 

sucede con las integrinas p2. ningún cambio en la expresión de las integrinas p 1 pudo ser 

detectado en la superficie celular (Figs. 26 y 27). Esto sugiere que las \'Csículas 

preformadas que contienen a las integrinas P2 l 59 J ~ que aparecen en la superficie de 

manera secundaria a la degranulación mediada por receptores Fcy. no contienen 

integrinas P 1. 

Era posible sin embargo. que aún cuando la estimulae ión de los receptores FcyR 

del ncutrófilo no produjera cambios en el número de integrinas p 1. pudiera provocar 

activación ele las mismas. Para identificar integrinas activas, utilicé el mAb 15/7 que 

detecta un epítopo de activación de integrinas p 1 1611. La estimulación del receptor 

FcyRll /\ no produjo ningún cambio en la expresión del cpítopo de acti,·ación detectado 

por el mAb 15/7 (Fig. 28). in embargo. la estimulación del receptor FcyRlll B produjo 

un claro aumento en la expresión del epítopo que detecta el m/\b 15/7 (rig. 29). La 

acti,·ación de las integrinas p 1 secundaria a la cstimulación del receptor FcyRlllB. es 
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Figura 26. El entrecruzar FcyRll en la superficie del ncutrófilo no produce un 
aumento en la expresión de integrinas ~l. Neutrófilos humanos fueron estimulados 10 
minutos por el entrecruzamiento de FcyRI l. Posteriormente. 1 :-.1 o<· célula~ fueron marcadas con d mAb 

anti-integrinas p 1 M/\R4 ) fueron analizadas por citometría de !lujo. La línea punteada es el control 

negati\ o. El úrea gris es la expresión de integrinas P 1 en las <.:élulas no c~timula<fas. y la línea gruesa la 

expresión de las integrinas p 1 después del entrecruzamiento de los receptores re. Datos representativos de 
tres e:-.pcrirncnto independientes. 
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Figunt 27. El entrecruza r FcyRill B en la superficie del neutrófilo no produce un 
aumento en la expresión de integrinas ~l. Neutrólilos humanos litcron estimulados 1 O 
minutos por el entrccru.wmiento de FcyRI 1 IB. Posteriormente. 1x10

1
• células fueron marcadas con el mAb 

anti-integrinas P 1 MAR4 y fueron analizadas por citometría de flujo. La línea punteada es el control 

negmi,o. U área gris es la expresión de integrinas PI en las célula~ no estimuladas.) la línea gruesa la 

e:-.prc!>icin de las intcgrinas p 1 después del entrecruzamiento de los rcccptorc!> Fe. Omos representativos de 
tri . .:-; c:-.pL·rimentos independientes. 
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Figura 28. El entrecruzamiento del receptor FcyRII en el ncutrófilo humano no 
prod ucc acti\' ación de integrinas ~l. Neutrófilos humanos fueron cst imulados 1 O minutos por el 
cmrccnw1111 icnto de FcyR 11 . Posteriormente, 1x106 células fueron marcadas con d mAb ant i-integrinas 
activadas 15'7 ~ fueron analizadas por citometría de flujo. La lírll·a p1rn11:nda c~ el control negativo. El 
área gris es la .:xprcsión de integrinas p 1 activas en las células no estimuladm •. ~ Ja línea gruesa el de las 
i111cgrinas r~ 1 ncti\ as después del Clllrecruzamiento de los rcccplOrC~ Fe. Dato<, representativos de tres 
experimentos independientes. 
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Figura 29. El entrecruzamiento del receptor FcyRlllB en el ncut rófilo humano 
produce acti\'ación de integrinas ~ 1. Neutrófilos humanos fucron c~timu lados 1 O minutos por el 
c111r.:cru1amicnto de Fc¡R 11 m . Posteriormente. 1X1 o" células fueron marcadas con d mAb anti-integrinas 
activadas 15 7 ) fueron ana lizadas por citometria de flujo. La linea punteada es el control negativo. El 
área gris es la expresión de integrinas P 1 activas en las células no estimuladas. ~ la línea gruesa el de las 
intcgrinas P 1 acrivas después del entrecruzamiento de los receptores Fe. Datos representativos de tres 
cxpcrimcmos indepcncl ienles. 
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evidente después de 3 minutos de activación. pero decae a partir de los 30 minutos 

posteriores a la estirnulaeión (Fig. 30). 
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Figura 30. Cinética de la activación de integrinas ~ 1 sobre la superficie celular 
secundario al entrecruzamiento del receptor FcyRIHB. Neutrófílos humanos fueron 
estimu lados a través del receptor FcyRlllB durante los tiempos indicados en cada pane l y posteriormente 
anal izados para la expresión de integrinas ~ 1 act ivadas por citometria de flujo . La linea delgada representa 
a las células no estimuladas. La línea gruesa representa a las cé lulas estimuladas a través de l FcyRllIB. 
Datos representativos de tres experimentos independientes. 

Para confirmar de otra manera Ja activación de las integrinas ~ 1, evalué 

funcionalmente la activación de integrinas secundaria a la estimulación de receptores 

FqRillB. Para e llo utilicé el fragmento de fibronec tina recombinante acoplada a GST, 

GSTFn9-l l. uno de los ligandos naturales de las integrinas p 1 [62]. Este fragmento de 

fíbronectina se une a las integrinas ~ 1 sólo cuando estas se encuentran activadas. 

La cst imulac ión del receptor FcyRII no produjo ningún cambio en la adhesión del 

fragmento de fibronec tina GSTFn9- l I (f-ig. 31 ). confirmando que dicha estimulacíón no 
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tiene ningún efecto sobre la activación de integrinas p 1. Por el contrario. la cstimulación 

a través del receptor FcyRlllB produjo un aumento en la unión del fragmento de 

fibronectina GSTFn9-J J (Fig. 32). La magnitud de la unión de fibronectina a las 

integrinas p 1 activadas por Ja estimulación del receptor FqRIIIB es semejante en 

magnitud al aumento que se da cuando se estimulan las células con PMA (Fig. 33). Esta 

unión del fragmento ele fibronectina GSTFn9- 1 J, depende de la presencia de Ca2
+ y 

Mg2 ~ . dado que la ausencia de estos cationes evita la unión del fragmento (Fig. 34). Tanto 

la aparición del epítopo de activación de integrinas p 1 que es reconocido por el mAb 

1517. como el aumento en la unión del fragmento de fribroncctina GSTFn9-J J indican 

que la estimulación del receptor FqRlllB es capaz de ac ti var integrinas p 1. 
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- En trcc ruza 111 icnto 
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Fluorescencia GST Fn9-l l 

10~ 

Figura 31. El entrecruzamiento del receptor FcyRH en el neutrófilo humano no 
produce activación de integrinas ~l. Neutróli los humanos fueron est imulados 1 O minutos por 

el entrecruzamiento de FcyRI l. Posteriormente, 1X101
' células fueron marcadas con el fragmento de 

fibronectina GST Fn9- l I y fueron analizadas por ci tornetría de !luj o. La linea punteada el el contro l 
negativo. El área gris es la unión de GST Fn9- l I en las células no estimuladas, y la l ínea gruesa es la 
unión después del entrecruzamiento de los receptores Fe. Datos representativos de tres exper imentos 
independientes. 
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Figura 32. El entrecruzamiento del receptor FC"'(Rlll B en el neutrófilo humano 
produce activación de integrinas p l. Neutrófilos humanos fueron estimulados 1 O minutos por el 
entrecrui'amiento de FcyRI 11 B. Posteriom1ente. 1x101

' células li1eron marcadas con el fragmento de 
fibronectina GS r Fn9- I 1 ~ fi.tcron analizadas por citometría de llujo. l .a linea punteada el el control 
negmi\o. El ñrea gris es In unión de GSTFn9-l I en las células no estimuladas. y la línea gruesa es la 
unión desprn!s dd entrecn11amicnto de los receptores Fe. Datos represcntnli\OS de tres c:-.perimentos 
independientes. 
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Figura 33. El entrecruzamiento del receptor FC"'(l~ ll lB en el neutrófilo humano 
produce activación de intcgrinas pt equiva lente a la prod ucida por la cstimulación 
con PMA. Neutrólilos humanos fueron estimulados 10 minutos por el entrecrutamicnto del FcyRll lB 
(línea gruesa) o PMA 100 ng mi (línea delgada). Posterionm:n1c. 1x1 Oh células fueron marcadas con el 
fragmcn10 de fibroncc1ina GS r Fn9- I 1 y fueron analizadas por citometria de flujo. l .a linea punteada el el 
co111rol ncga1ivo. Dmo!) n.:prcsen1ativo de tres experimentos independientes. 
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Figura 34. Ca y Mg se necesitan para la umon del GST Fn9- l I secundario a la 
estimulación del FcyRll I B. Neu1rófilos humanos fueron incubados con fragmentos F(ab')~ del 
mAb 3G8 en presencia (línea gruesa) o en ausencia (área gris clara) de 2 m 1 Ca ) 2 mM Mg ·. Los 

FcyRI 11 13 fueron emrecruzaclos con la adición de fragmen1os F(ab · h de lgG de cabra ami-ratón. 
Posteriormeme las células fueron incubadas con el fragmento de fibronectina GST Fn9-1 I para ser 
analizadas por ci tomelria de flujo. l.n linea pu111eacla son las células no teiiiclas. el círea gris obscura es la 
unión del fragmclllO en células no cs1imuladas. el área gris clara es la unión del fragmento en células 
estimuladas en ausencia de Ca · ) M g' la línea gruesa es la unión del fragmemo en cé lulas es1imuladas 
en presencia de Ca ) Mg . Resultados representativos de 1res experimc111os indcpcndicmes. 

Aún cuando la ev idencia que aportan los datos anteriores es muy sugerence de una 

activación de las integrinas ~ 1. era importante descartar dos posibilidades alternas. La 

primera era que la unión del fragmento GSTFn9-l 1 no se debiera a la presencia de l 

dominio central de unión a libronectina presente en dicha construcción. sino que se 

debiera a la unión por parte del componente GST. La segunda posibilidad a descartar era 

que la unión del fragmento GSTFn9-l l se debiera a la acti\·ación de integrinas ~2 y no de 

las integrinas p l. 

Para descartar la primera opción. purifiqué la proteína rccombinante GST y la 

biot inilé siguiendo el mismo protocolo utilizado para la proteína GSTFn9-l l. 
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Posteriormente e,·alué la unión de estas dos proteínas a perlas de sefarosa acopladas a 

Glutation. Esias perlas unen a ambas proteínas por su porción G 'T. Tanto la proteína 

GST. como la construcción GSTFn9- l 1 se unen de igual manera a la sefarosa acoplada a 

Glutation (Fig. 35), lo que sugiere que la cantidad de fluorescencia en ambas proteínas es 

equivalente. Posteriormente evalué la unión de la proteína G T biotinilada a neutrófílos 

humanos estimulados a través del FcyRIIIB. La estimulación del receptor FcyRllIB no 

produjo ningún aumento en la unión ele la proteína recombinnnte GST (Fig. 36). lo cual 

indica que la unión de la proteína GSTFn9-1 l al neutrófilo estimulado se debe al dominio 

central de unión de la libronectina. 

Para descarlar el hecho de que la unión de la proteína GSTFn9- l l se debiern a la 

activación de las integrinas p2 ~ no las integrinas P 1 rea licé experimentos de bloqueo de 

cada una de dichas intcgrinas. Los neutrófilos estimulados a través del receptor FcyRlllB 

fueron incubados con cantidades cxccsiYas (20µg/ml) de anticuerpos anti-integrinas p2 o 

anticuerpos anti-intcgrinas P 1 antes de e"aluar la unión del fragmento de libronectina 

GSTFn9- l I. El bloqueo de las integrinas p2 no tuvo ningún erecto en la unión del 

fragmento GSTfn9-J I (fig. 37). mientras que el bloqueo de las integrinas P 1 

completamente abo lió la unión de dicho fragmento (Fig. 38). Estos experimentos 

conlirman que la unión del fragmento GSTFn9-1 I a los ncutróftlos estimulados a tra,·és 

de su FcyRlll B se debe a acti,·ación de las integrinas PI y a la interacción de estas con el 

dominio central de unión de la libroncctina. 
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Figura 35. El nivel de biotinilación es comparable entre GST Fn9-l l y GST sola. 
Perlas de Glutm ion sepharosa fueron incubadas con 5 µg/ml de GST Fn9- I 1 biotinilada (línea negra 
gruesa) o GST sola biotini lada ( l ínea gruesa gris). lavadas e incubadas con estreptavid ina Cy-chrome 
1/500. Las perlas fueron lavadas nuevamente y analizadas por citometría de flujo. La línea delgad;i 
representa a las perlas expuestas directamente ;i la estreptavidina y fueron usadas como el contro l de 

pegado inespec ífico. Datos representat ivos de tres exper imentos independientes. 
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Figura 36. No hay unión de GST sola secundario a la estimulación del FcyRlllB. 
Neutrófilos humanos fueron incubados con fragmentos F(ab ')2 del mAb 3G 8 (área gris clara) o no 

estimulados (área gr is obscura). Los FcyRll I B fueron entrecruzados con Ja adición ele fragmentos F(ab ")! 
ele lgG de cabra anti-ratón. Poster iormente las célu las fueron incubadas con la proteína recombinante GST 
sola para ser analizadas por c itometría de flujo. La línea punteada son células no teñ idas. Resultados 

representativos de tres experimentos independientes. 
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Figura 37. La unión de GST Fn9-1 l secundario a la estimulación del FcyRllIB no 
depende de intcgrinas p2. Neutrófilos humanos fueron incubados con fragmentos F(ab·)~ del mAb 
JG8 ( línea negra) o no estimulados (área gris obscura). Lo~ FcyRlllB fue ron entrecruzados con la adición 
de fragmentos F(ab"h de lgG de cabra anti-ratón. Posteriormente las células fueron incubadas con un 
exceso (20 µg/ml) del anticuerpo monoclonal 184 dirigido contra integrinas P2 antes de ser analizadas por 
citometría de flujo para evaluar la unión del fragmento GST Fn9-l l. La línea punteada son células no 
teñidas. Resultados representativos de tres experimentos independientes. 
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Figura 38. La umon de GST Fn9- l I secunda rio a la cstimulación del FcyRlllB 
depende de integrinas p l. Neutrófilos humanos fueron incubados con fragmentos F(ab·h del mAb 
JG8 (línea negra) o no estimulados (área gris obscura). Los FcyRlll B fueron entrecruzados con la adición 
de fragmentos F(ab·h de lgG de cabra anti-ratón. Posteriormente las células fueron incubadas con un 
exceso (20 µg/ml) del anticuerpo monoclonal TS2, 16 dirigido contra integrinas P 1 antes ele ser analizadas 
por citomctría de flujo para evaluar la unión del fragmento GST Fn9- l I. La línen puntencla son células no 
teñ idas. Resultados representativos de tres experimentos independientes. 
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Para tratar de identificar posible mediadores de la vía de señali zación que produce 

acti vac ión de integrinas P 1 en respuesta a la estimulación del receptor FqRIIIB. traté a 

las células con inhibidores fa rmacológicos de moléculas implicadas en la señali zac ión 

por receptores Fe. Todos los fenómenos de act ivación de integrinas secundarios a la 

estimulación de receptores Fe. incluyendo el aumento de integrinas P2 en respuesta a Ja 

estimulac ión del receptor FcyRlllB requieren la participación de la enzima PI 3-K [ 42-

44J. Sorpresivamente la inhibición farmacológica de esta enzima. con L Y294002. no 

produjo ningún cambio en la activación de integrinas P 1 secundaria a la estimulación del 

receptor FcyRll lB (Figs. 39 y 40). mientras que el aumento de integrinas P2 secundario a 

este mismo estímulo fue completamente abol ido (F ig. 19). 
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Figura 39. La activación de integrinas p 1 secundario al entrecruzamiento de 
FcyRillB es independiente de PI 3-K. Neutrófi los humanos fueron es1imulados 10 minutos 

med iante el entrecruzamiento de FcyRII IB. en presenc ia de solo dime1i l sulfóxido (DM SO: línea gruesa) o 
en presencia de 50 µM L Y294002 ( linea delgada) o no estimuladas (área gris). Poster iormente. 1x1 O" 
cé lulas fueron marcados con el mAb 1517 y analizados por citometría de flujo. La linea punteadn es el 
con1rol negativo. Datos representat ivos de tres experimentos independientes. 
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Figura ..io. La activación de integrinas ~ t secundario a l entrecruzamiento de 
F cyll 111 B es independiente de PI 3-K. Neu1rólilos humano~ fueron es1imulados 1 O minutos 
mediante el entrecruzamiento de FcyRlllB. en presencia de solo dirnetil ~ulfóxido (DMSO: línea gruesa) o 
en presencia de 50 µM L Y294002 (línea delgada). o no estirnulad:is (área gris). Posteriormen1e. 1x101

' 

células fueron marcados con el fragmento de tibroncctina GSl Fn9- l I para análisis por citometría de 
flujo. La línea punteada es el control negati\O. Datos representativos de tres experimenlos independientes. 

Debido a que la inhi bición farmacológica de PI 3-K no produjo cambios en la 

activación de integrinas ~ 1. buscamos determinar si otras moléculas implicadas en la 

seña li zación por receptores Fe estaban implicadas en este fenómeno. La inhibición 

fa rmacologíca de las cinasas de Src con PP2. tampoco produjo ningún cambio en la 

acti vación de integrinas ~ 1 secundaria a la estimulación del receptor FcyRlllB (Fig. 41 ). 

/\dicionalmente, la inhibición fa rmacológica de las enzimas PK/\, PKC. y ERK. no tuvo 

ninglln electo en esta acti,·ación de integrinas ~ 1 (Fig. 42). Estos resultados sugieren 

fuertemente que el mecanismo de acti \'ación de las intcgrinas p 1 secundario a la 

cstimulación del FcyRI 11 B. es distinlo al mecanismo que promueve el aumento de 

intcgrinas ~2 en la superficie del neutrólilo humano secundario a la estimulación del 

mismo receptor. 
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Figura .t I. La activación de integrinas ~1 secundario a l en t recruzamiento de 
FcyRI 11 B es independiente d e PI 3-K y de cinasas de lil familia de Src, pero parece 
nega tivamente regulada por Syk. Neutrófilos humanos fueron prctrntados con dimetil sulfóxido 
(DMSO). o con concentraciones crecientes de LY294002. PP2. Piccatn1111ol o Citocalasina. antes de ser 

estimulados 1 O minutos med iante el entrecruzamiento de FcyRllll3. Las cdulas se tiñeron con el mAb 

1517. El cá lculo de la activación norma lizada se describe en la metodología. l.os datos son el promedio± 
error cstand¡¡r de tres experimentos independientes. 

Sorprendentemente, el inhibidor de la cmnsa Syk, l'iceatannol, produjo una 

potenciación del efecto activador de integrinas ~ 1 dependiente de la cstimulación del 

receptor FcyRll lB (Fig. 41 ). Llegando a ser este efecto potenciador casi cinco veces 

mayor que el observado en ausencia del inhibidor cuando se utilizaron las dosis máximas 

de Piceatannol (Fig. 41 ). Para determinar que el efecto potem:iador observado al utili zar 

Piceatannol se debe a su efecto sobre Syk y no a un electo inespecífico. repetimos los 

experimentos en presencia de Resveratrol. un análogo de Piccatannol pero sin actividad 
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sobre Syk f63]. El tratamiento de los neutrólilos con Rcsvcratrol no produjo un efecto 

potem:iador como el observado con Piceatannol (Fig. 43), lo que sugiere fuertemente que 

Syk es responsab.le de la regulación negativa de la activación ele las integrinas ~ 1 

secundaria a la estinrn lación del receptor FqRIIIB. 
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Figura 42. La activación de integrinas ~ l secundario a l entrecruzamiento de 
FcyRllIB es independiente de la activación de PKC, de PKA y de ERK. Neutrófilos 
humanos fueron pretratados con 30 pM PD98059 (PD), 1 O nM Staurosporine (Stnu). 1 O pM 1-189 y luego 
estimulados 1 O minutos med iante el entrecruzamiento de FcyRI 118. Posteriormente. las células se tiñeron 
con el rnAb 15/7. El cálculo de la activación nonna liz.ada se describe en la metodología. Los datos son el 
promedio ± error estandar de tres experimentos independientes. 
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Figura 43. La activación de integr inas ~ 1 secundario al entrecruzamiento de 
FcyRIIJB parece negativamente regulada por Syk. Neutró filos humanos fueron pretratados 
con Piceatannol o con un Resveratrol, un análogo sin activ idad sobre Syk, antes ele ser estimulados 1 O 

minutos mediante el entrecruzamiento de FcyRlllB . Las células se ti ñeron con el mAb 1517 . El cálculo de 

la activac ión normalizada se describe en la metodo logía. Los datos son el promed io± error estandar de 
tres experimentos independientes. 
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Debido a que la ac ti vación de las integrinas P 1 secundario a la cstimulación del 

receptor FcyRlllB no parecía depender de una cascada bioquímica clúsica. y con el 

antecedente que el receptor FcyRlllB es capaz de interactuar con otros receptores sobre la 

superfi cie celular posterior a su estimulación. incluyendo la interacción con las integrinas 

~2 reportada en este estudio (Fig. 25), decidí evaluar la posibilidad de que la ac tivac ión 

e.le integrinns ~ 1 que observé se debiera a una interacción sobre la supcrlicic celular. 

De manera análoga al estudio del comportamiento de las integrinas ~2 secundario 

a la estirnulnc ión de los receptores Fcy. las células fueron estimuladas con los F(ab')2 del 

mAb 3Ci8 marcados con íluoresceína. y busqué la local izac ión de l epítopo de acti vación 

que es detectado por el mAb 1517. 

En las células no estimuladas no hay unión del anticuerpo 1517. reflejando que no 

ha) integri nas ~ 1 acti vadas (Fig. 44). Sin embargo. d cntrecrunim icnto del receptor 

FcyRllll3 produce la aparición de pequeñas zonas de fluorescencia debidas a la presencia 

del cpítopo de acti vacion de las integrinas ~ 1 (Fig. 45). Todos los sitios de unión del 

111 /\ b 15/7 coloca lizan con sitios de unión de los F(ab')2 del m/\b 3G8 marcados con 

lluoresccina (Fig. 45). Esto sugiere que un posible mecanismo de acti vacion de las 

integrinas ~ 1 secundario a la estimulación del receptor FcyRll 18 sea la interacción de 

estos receptores sobre la membrana del neutrólilo humano. 

Da<lo que el Piccatannol produce una potenciac ión de Ja acti n1c ión de integrinas 

p 1 secundario a la cstimulac ión del receptor FcyRllll3 . observamos en el microscopio 

con foca l el comportamiento de intcgrinas p 1 en células tratadas con Piceatannol. El 

tratamiento con Piceatannol de células no estimuladas no produce ninguna unión del 

111 /\b 15/7 (Fig. 46). Sin embargo. y de manera análoga a lo <lcmostrado en el citómetro 
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de flujo, el tratamiento de las células con Piceatannol produjo un claro aumento de la 

unión del mAb 1517 (Fig. 47). 

Receptores FcyRIIJB Inte2rinas JH Activas Ima2en compuesta 

Figura 44. No hay integrinas JH activadas detectables en neutrófilos no 
estimulados. Neutrófilos humanos fueron incubados con fragmentos con FITC-F(ab')z del mAb 3G8. 
Las células fueron teftidas con el mAb 1517 biotinilado y estreptavidina Cy-chrome. La columna de la 
derecha muestra las imágenes sobrepuestas. Los recuadros muestran el detalle a nivel celular. Más de l 00 
células fueron analizadas para cada condición en al menos dos experimentos independientes. La barra de 
escala representa 1 O µm. Se muestran imágenes representativas. 

Receptores FcyRIIIB Inte2rinas B 1 Activas Ima~en compuesta 

Figura 45. Las integrinas ~1 activadas colocalizan con el receptor Fc-yRIIIB 
después de su estimulación. Neutrófilos humanos fueron incubados con fragmentos con FITC
F(ab'h del mAb 3G8. Las células fueron estimuladas 10 minutos con la adición de fragmentos F(ab')i lgG 
de cabra anti-ratón. Posterionnente, las células fueron teñidas con el mAb 15/7 biotinilado y 
estreptavidina Cy-chrome. La columna de la derecha muestra las imágenes sobrepuestas. Las flechas 
denotan zonas amarillas de colocalización. Los recuadros muestran el detalle a nivel celular. Más de 100 
células fueron analizadas para cada condición en al menos dos experimentos independientes. La barra de 
escala representa 1 O µm. Se muestran imágenes representativas. 
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Receptores FcyRllIB 
Piceatannol 

Integrinas J31 Activas Imagen compuesta 

Figura 46. No hay integrinas J31 activadas detectables en neutrófilos no estimulados 
tratados con Piceatannol. Neutrófilos humanos fueron incubados con fragmentos con FITC-F(ab')i 
del mAb 3G8 y tratados con 40µM Piceatannol. Las células fueron teñidas con el mAb 15/7 biorinilado y 
estreptavidina Cy-chrome La columna de la derecha muestra las imágenes sobrepuestas. Los recuadros 
muestran el detalle a nivel celular. Más de 100 células fueron analizadas para cada condición en al menos 
dos experimentos independientes. La barra de escala representa 1 O µm . Se muestran imágenes 
representativas. 

Receptores FcyRIIIB 
Piceatannol 

Integrinas J31 Activas Imagen compuesta 

Figura 47. La colocalización de integrinas J31 activadas con el receptor FcyRIIIB 
después de su estimulación aumenta en presencia de PiceatannoL Neutrófilos humanos 
fueron incubados con fragmentos con FITC-F(ab')i del mAb 3G8 y tratados con 40µM Piceatannol. Las 
células fueron estimuladas 1 O minutos con la adición de fragmentos F(ab')i IgG de cabra anti-ratón. 
Posteriormente, las células fueron teñidas con el mAb 1517 biotinilado y estreptavidina Cy-chrome. La 
columna de la derecha muestra las imágenes sobrepuestas. Los recuadros muestran el detalle a nivel 
celular. Más de 100 células fueron analizadas para cada condición en al menos dos experimentos 
independientes. La barra de escala representa 10 µm. Se muestran imágenes representativas. 

63 



Todos estos datos sugieren que la acti,·ación de las intcgrinas p 1 secundaria a la 

estimulación del receptor FcyRlllB es independiente de una cascada bioquímica clásica. 

y depende de la interacción de los receptores en la membrana ce lular. Los resultados 

también sugieren que esta interacción pudiera ser negativamente regulada por la cinasa 

Syk. 
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Dado que las integrinas ~ 1 y el receptor FcyRillB <.:olocalizan sobre la membrana 

del neutrólilo. era posible imaginar que si dicha interacción fuese lo sulicienternente 

fuerte y el receptor FcyR 111 B era internalizado. entonces ambos receptores serían 

internalizados. Para e\·aluar esta posibilidad realicé experimentos que permiten observar 

el grado <le internalización de los receptores FcyR del neutrófilo en condiciones basales o 

de manera secundaria al entrecruzamiento de los mismos. Para ello el receptor FcyRll rue 

marcado con FITC-Fab del mAb IV.3 y el receptor FcyRI II B con FITC-F(ab'h del mAb 

3G8 y se estudió la resistencia de la fluorescencia a ser extinguida con Azul tk Tri pano. 

un colorante incapaz de penetrar al interior de las cé lulas vi\"C1S 164 1. Cuando las células 

son puestns a 37''C pero no son estimuladas. el porcentaje de fluorescencia que es 

protegido de la acción dd /\zul de Tri pano es el mismo que en células que nunca fueron 

puestas a J7°C (Fig. -+8). lo cual indica que el nivel de intcrnalización de los receptores 

no se alteró por la simple tinción con los anticuerpos. 'in cmbargo. cuando las células 

son est imulndas mediant~ la adic ión de F(ab')2 de ant icuerpos de cabra anti-ratón. existe 

una clara internalización del receptor FqRll. fenómeno que no se observa para el 

receptor FcyRlll B. 

Para corroborar estos resultados utilicé un sistema de est imulación alternativo 

para evaluar si el receptor FqRJllB era sujeto de cualquier tipo de intcrnalización. Para 

ello las células fueron estimuladas con fragmentos F(ab'h biotinilados del mAb JG8 y 

estimuladas mediante el entrecruzamiento con streptavidina Cy-chromc. Una vez 

estimuladas las células. fueron teñidas con la subunidad 13 de la toxina del cólera 

acoplada a FITC para revelar las zonas ricas en enlaces GPI sobre la superficie de la 

célula y los PMN fueron ana lizados por microscopía conlOcal. En ninguna célula se 
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evidenció intemalización del receptor, el cual se observó siempre sobre la superficie 

celular y en colocalización con la subunidad B de la toxina del cólera (Fig. 49). Estos 

resultados sugieren que no hay intemalización del receptor FcyRJIIB secundario a su 

estimulación y, por ende, la interacción con integrinas p l sólo puede ser evidenciada en 

la superficie celular. 

.. 

IYJ 

CTBFITC 

IYJ + GAll 3Gh GMI 

Figura 48. El receptor FcyRII es 
internalizado posterior a su 
entrecruzamiento mientras el 
FcyRIIIB no. Neutrófilos humanos fueron 
teñidos con fragmentos Fab del mAb IV.3 o 
F(ab')2 del mAb 308 marcados con FITC. 
Las células fueron puestas a 4°C durante 45 
minutos, al término de este tiempo, la mitad 
de las células fueron incubadas a 37°C 
(barras grises) con o sin la adición de F(ab'h 
de un anticuerpo entrecruzador (OAM). Al 
final de este tiempo la fluorescencia de la 
mitad de cada una de las condiciones fue 
apagada con Azul de Tripano. La cantidad de 
fluorescencia protegida del Azul de Tripano 
fue calculada en función de la fracción a la 
que no se le agregó Azul de Tripano. Los 
datos son el promedio ± error estandar de tres 
experimentos independientes. 

Cy-chrome FcyRIIIB Imagen compuesta 

Figura 49. El receptor FcyRIIIB colocaliza con la Toxina B del cólera después de su 
estimulación. Neutrófilos humanos fueron incubados con fragmentos biotinilados F(ab')i del mAb 
308. Las células fueron estimuladas 1 O minutos con la adición de estraptavidina Cy-chrome. 
Posteriormente, las células fueron teñidas con la Toxina B del cólera acoplada a FITC. La columna de la 
derecha muestra las imágenes sobrepuestas. Más de 100 células fueron analiz.adas para cada condición en 
al menos dos experimentos independientes. La barra de escala representa 1 O µm . Se muestran imágenes 
representativas. 
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En los últimos años se ha especulado que la organización de la capa externa de la 

membrana celular tiene propiedades particulares que son relevantes para la señalización 

intracelular. Una de estas propiedades en particular es la de formar zonas discretas ricas 

en colesterol y proteínas ancladas por enlaces G PI. Estas regiones de la membrana se 

conocen como balsas lipídicas. Dichas balsas li pídicas parecen ser fundamentales para 

procesos de señalizac ión como los mediados por el TCR y otros receptores l 65 j. Debido 

a que el receptor FcyRllIB está anclado por un enlace GPI a la membrana y además 

colocaliza con la subunidad B de la tox ina del cólera, un marcador cl é1sico de las balsas 

lipídicas, es posible especular que las balsas lipídicas pudieran jugar un papel importante 

en la activación de las integrinas ~ 1 secundario a la est imulac ión del FcyRIJ 1 B. 

Para evaluar dicha posibilidad. los neutrófilos fueron tratados con Metil-P

ciclodextrina. un agente capaz de ex traer colesterol de la membrana. interfiriendo así con 

la funcionalidad de las balsas lipídicas. Se ha reportado que el uso de Metil-~

ciclodextrina produce desprendimiento de las moléculas ancladas por enlaces GPI de la 

superficie celular [66]. Debido a que el FcyRlllB es una molécula anclada por un enlace 

GPI decidí evaluar la magnitud del desprendimiento del FcyRIIIB posterior al tratamiento 

con MetiJ-~-ciclodextrina . Al igual que ha sido reportado para otros receptores anc lados 

por enlaces GPI [66]. el FcyRJJll3 disminuyó 30% en las cé lulas tratadas (Fig. 50). 

Sin embargo el tratamiento con Mcti l-P-ciclodextrina no tuvo ningún efecto sobre 

la capacidad del receptor FcyRI IIB para act ivar a las integrinas ~ 1 (Fig. 51 ). 

í-inalmente decidí evaluar si la coloca li zación del receptor FcyRlll B y las 

integrinas activadas se veía afectada por el tratamiento con Met il -~-Ciclodcxtrina. El 

tratamiento ele Jos PMN con Mctil-P-ciclodextrina no afectó la coloca lización del 
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FcyR llIB con las integrinas PI (Fig. 52). sin embargo la di stribución de ambas moléculas 

sobre la superficie de la célula sí se vio alterada por el tratamiento. Mientras las cé lulas 

no tratadas presentan una distribución en parches tanto del receptor FcyRillB 

entrecruzado (Fig. 45) como de los sitios de colocali zación con las integrinas P 1, la 

di stribución en las células depletadas de colesterol es mucho más difusa y no se encuentra 

localizada en parches discretos (F ig. 52). 

Estos resultados sugieren que las balsas lipídicas no son indispensables para la 

activación de integrinas p 1 secundario a la estimulación del receptor FcyRillB. sin 

embargo estos datos pueden ser difíciles de interpretar de manera simplista, dado que la 

depleción de colesterol con Meti l-P-ciclodextrina produce degranulación. polimerización 

de actina [66] y activación de distintas cinasas intracelulares en PMNs [67]. 

100 

80 

60 

40 

20 

o 
PBS Ciclodextrina 1 O mM 

Figura 50. El tratamiento de los neutrófilos con metil-~-ciclodextrina produce 
desprendimiento del FC"(RllIB de la superficie de la membrana celular. Neutrófilos 
humanos fueron tefiidos con fragmentos F(ab· h del mAb 3G8 marcados con FITC en presencia o en 

ausencia ele 10 mM me1 i l -~ -c ic lodex1rina y analizados por ciwmelría ele flujo. Los datos son el promedio 
±error estandar de tres experimentos indcpendiemes. 
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Figura 51. El tratamiento de los neutrófilos con metil-J3-ciclodextrina no afecta la 
activación de integrinas J31 secundaria a la estimulación del FcyRIIIB. Neutrófilos 
humanos fueron pretratados con 1 O mM metil-13-ciclodextrina y luego estimulados 1 O minutos mediante el 
entrecruzamiento de FcyRIIIB. Posteriormente, las células se tifteron con el mAb 1517. El cálculo de la 
activación normaliz.ada se describe en la metodología. Los datos son el promedio ± error estandar de tres 
experimentos independientes. 

Receptores FcyRlllB lotegrinas Pl Activas Imagen compuesta 

Figura 52. El tratamiento de los neutrófilos con metil-J3-ciclodextrina no afecta la 
colocalización de integrinas J31 activadas con el FcyRIIIB posterior a la estimulación. 
Neutrófilos humanos fueron pretratados con 1 O mM metil-¡3-ciclodextrina y luego estimulados 1 O minutos 
mediante el entrecruz.amiento de FcyRIIIB. Posteriormente, las células se tiñeron con el mAb 1517. La 
columna de la derecha muestra las imágenes sobrepuestas. Más de 100 células fueron analizadas para cada 
condición en al menos dos experimentos independientes. La barra de escala representa l O µm. Se muestran 
imágenes representativas. 
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De acuerdo con los resultados expuestos en esta tesis es posible imaginar que 

después del entrecruzamiento del FcyRIIIB. este se asocia con las integrinas p l 

promoviendo su activación. Esta activac ión sería regulada por la interaccion de Syk con 

la integrina. Cuando Piceatannol bloquea la actividad de Syk. las interacc iones entre el 

receptor FcyRIIIB y las integrinas P 1 ya no son reguladas, lo que permite una mayor 

activación de las integrinas p 1. La actividad de Syk requerida para mantener a las 

integrinas p 1 reguladas sería mínima, dado que sólo grandes dosis de Piceatannol 

promueven la dereguJación de la activatión de las integrinas P 1. Aunque altamente 

especulativo. este modelo provee una hipótesis de trabajo para la acti vac ión de las 

integrinas p 1 secundaria a la estimulación del receptor FqRlllB. Una demostración clara 

de este modelo se dará cuando seamos capaces de inmunopreci pitar al receptor FcyRIJIB 

para poder estudiar si este está directamente asoc iado con las integrinas P 1. Sin embargo. 

este experimento no se ha podido reali zar. debido a la dificultad de recuperar el FcyRll lB 

de los lisados celulares utili zando los reacti vos de los que actualmente disponemos en el 

laborato rio. 
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

Los receptores Fcy del neutrófil o humano son capaces de generar respuestas 

celulares distintas de manera independiente cuando son estimulados selectivamente. 

Tanto el receptor FcyRIIA como el receptor FcyRI11 8 son capaces de generar flujos de 

calcio. fos forilac ión de ERK y aumento y activación de integri nas p2. Sin embargo, 

únicamente el receptor FcyRillB es capaz de ac ti var a las integrinas p 1. Esta acti vación 

no depende de un aumento de integrinas ~l sobre la superficie celular. 

El receptor FcyRJlIB es capaz de acti var dos vías de señali zac ión distintas . La 

primera aumenta el número de integrinas ~2 sobre Ja superfi cie celular y depende de la 

participación del las cinasas de la familia Src, de PI 3-K. de la cinasa Syk. y parcialmente 

de PKC y de PKA. La segunda promueve la activación de integrinas p 1 de manera 

independiente de la acti vidad enzimática de las cinasas de Ja fam ilia de Src. de PI 3-K, de 

PKC y de PKA . Esta ac ti vación parece deberse a la interacción entre el receptor FcyRfllB 

y las integrinas p 1 en la membrana celular. y pudiera estar regulada negativamente por 

Syk. 

Será importante en el futuro detallar la naturaleza bioqu ímica de la interacción 

entre el receptor FcyRfllB y las integrinas p 1. así como la fo nna en la que Syk pudiera 

regular negati vamente esta interacción. 
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APÉN DI CES 

MATERIALES Y METODOLOGÍA 

Materiales 

Se utilizaron los siguientes anticuerpos: anti-ERK lgG policlonal de coneJO 

(Catálogo no. sc-94) y anti -fosfo ERK (pERK) lgG policlonal de conejo (Catálogo no. 

sc-7383) de Santa Cruz Biotech (Santa Cruz, CA). !\nti-integrina ~2 (m/\b 1B4) fue 

clonado por el Dr. Eric J. Brown (University of California. San Francisco. CA). Anti

FcyRII (mAb IV.3), anti-FqRlll (mAb 3G8). y anti-MHC clase I (mAb W6/32) se 

obtuvieron del ATCC (Manassas. VA). Anti-integrina ~ 1 (mAb MAR4) acoplado a Cy

chrome se obtuvo de BD Pharmingen (Ton ey Pines, CA). El anti-integrina ~ 1 acti rnda 

(mAb 1517) fue un regalo del Dr. Ted Yednock; Elan Pharmaceuticals. lnc. (San 

Francisco. CA). Los inhibidores específicos de PI 3-K, wortmannin and L Y294002. y el 

inhibidor específico de Syk. Piceatannol. se obtuvieron de Calbiochem (San Diego. CA). 

El inhibidor de las cinasas de la familia de Src. PP2. se obtuvo de Upstate Biotech 

(Charlottesville, VA). La proteína de fusión GST-Fn9- l I clonada en el plásmido pGEX. 

fue un regalo del Dr. Mark Ginsberg, Scripps Research Institute (La .lolla. CA). La 

Proteína G Sefarosa y la columna de Glutation Sefarosa se obtuvieron de Amersham

Pharmacia {Uppsala. Svveden). Los fragmentos F(ab')2 cabra anti-ratón lgG fueron de 

ICN/Cappel (Costa Mesa. CA). el Fura-2/AM se obtuvo de Calbiochem (San Diego. 

CA), la Sulfo-NHS-biotina y la estreptavidina Cy-chrome se obtuvieron ele Pierce 

(Rockford. IL). Todos los demás reactivos se obtuvieron de Sigma Chemical Company 

(St. Louis. MO). 
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Buffers 

PBS 

9 g NaCI. 

795 mg Na2HPO~. 

144 mg KH2PO~. 

Disueltos en un litro de agua pH 7.2-7.4. 

Esterili zar en autoclave 12 1 ºC 15 minutos. 

Flow Buffer 

0.5 % Albúmina. 

1 % Suerosa. 

en PBS. 

Esterilizar por filt rac ión. 

Dextrán al 6% 

6 % Dextrán T500. 

en PBS. 

Esterilizar por filtración. 
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Solución hipotónica para lisar eritrocitos 

0.2 % NaCI. 

1 % Albúmina. 

20 mM Hepes. 

pH 7.4. 

Esteri 1 izar por filtración. 

Solución hipertónica (para equilibrar la osmolaridad después del choque 

hipotónico) 

1.6 % NaCl. 

1 % Albúmina. 

20 mM Hepes. 

pH 7.4. 

Esterilizar por filtración. 

Buffer Ripa Modificado 

150 mM NaCI. 

l % NP-40. 

0.5 % DOC (Deoxycolato. sal de sodio). 

5 mM EDTA. 

50 mM 1-lepes. 

pH 7.5. 
ESTA TESIS NO SALl!, 
DE LA BIBIJOTECA 
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Esterilizar por filtración. 

Bradford 

O.O 1 % Coomasie, 100 mg Coomasie brill iant blue G-250 disueltos en 50 mi 95 % etanol 

(4.7 % etanol final). 

100 mi 85 % (v/v) ácido fosfórico (8.5 % ácido fosfórico final). 

Diluir hasta un litro con agua dest ilada. 

Buffer electrodo 

3 g Tris base. 

14.4 g Glicina. 

10 mi 10 % SOS. 

Completar a un li tro con agua desti lada. 

Resolving Buffer 

4.78 mi 37.25% HCI. 

36.3 g Tris base. 

pH 8.9. 

Completar 100 mi con agua destilada. 

Spacer Buffer 

5.98 g Tris base. 

pH 6.7. 

Completar 100 mi con agua destilada. 
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Samplc Buflcr 

5 mi Spaccr buffer. 

IOml 10 % OS. 

4 mi glicerol. 

0.4 mi 0.5% azul bromofcnol. 

0.6 mi agua. 

Para geles reductores añadir ~-mercaptoetanol para 5 % o 1/5 vo lumen 1 M DTT. 

Acril amida (37.5: 1) Stock 

40%: 

38.96 g Acrilamida. 

1.04 g bis-Acrilamida. 

Completar a 100 mi con agua destilada. 

Filtrar. 

Buffer de transterencia 

3.94 g Tris l ICI. 

14.-D g Glicina. 

200 mi metanol. 

pH 8.3. 

Completar un litro con agua destilada. 

Se puede ex traer el gas o dejar semi-abierto ovcrnight. 
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1lamencr frío. 

Buffer de desnudamiento 

1 %SDS. 

62.5 mM Tris. 

100 mM ~-mercaptoetanol. 

Coomasie 

1.25 g Coomasie brilliant bluc R-250. 

250 mi metano!. 

50 mi fü.:ido acético glacial. 

200 mi agua destilada. 

Desteñidor de Coomasie 

-WO mi metano!. 

100 mi ác ido acético glacial. 

500 mi agua destilada. 
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Soluciones para teñir con plata 

A) 150 mi metano!. 

150 mi agua destilada. 

300 µI HCI 10 (37%). 

B) 2.5 mg DTT. 

500 ml agua destilada. 

C) 0.2 g nit rato de plata . 

200 mi agua destilada. 

D) 12 g carbonato de sodio. 

400 mi agua destil ada. 

180 µ I HCI 10 . 

E) 44.18 g ác ido cítrico. 

100 mi agua. 
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Buffer de fijación para microscopía confocal 

50 % glicero l. 

10 % DABCO. 

en PBS. 

Buffer de fijación F ACS 

1 % Paraformaldehido. 

en PBS. 

Rojo Ponceau S 

Preparar un stock de 2 mg/ml de Ponceau diluidos en una solución de 30 % ácido 

tricloroacético (wt/v). 

Diluir el stock 1 O veces en 1 % ácido acético. 

Buffrr de Bloqueo 1 

5 % Leche. 

1 % Albúmina. 

0.5 % Twcen. 

en PBS. 
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Buffer de Bloqueo 11 

3 % Albúmina. 

0.5 % Tween. 

en PBS. 

SOB 

950 mi Agua destilada. 

20 g Triptona. 

5 g Extracto de levadura. 

0.5 g de NaCl. 

Disolver. 

Añadi r 1 O mi de una solución 250 mM de KCI. 

Esterilizar en autoclave. 

Añadir 5 mi de una solución 2 M de MgC'2 previamente esterilizada. 

LB 

20 g Medio LB. 

Diluir en un litro de agua. 

Esterilizar por autoc lave. 
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Buffer de Glutation reducido 

50 mM Tris 1-ICI. 

1 O mM Glutation reducido. 

pi 1 8.0. 
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Purificación mAb 

A) Precipitación de rgG con ácido octanóico 

Medir la cantidad de plasma, suero o ascitis que se va a utilizar (valor de x). 

Llevar la muestra a un pH de 4.8 utili zando úc ido acético 2M. 

Calcular la cantidad de ácido octanóico necesario utilizando la siguiente fórmula: 

Cantidad por añadi r = 7.56x / 100 

Añadir ácido octanóico gota a gota. 

Agitar 30 minutos a temperatura ambiente (la solución se torna turbia). 

Centrifugar a 15 000 rpm 20 minutos a temperatura ambiente. 

Filtrar a través de 2 hojas de papel Whatman # J (se puede realizar dos veces). 

Filtrar con jeringa a través de un filtro de 45 ~trn . 

Dializar contra el buffer requerido para remover el ácido acético (PBS va rios cambios). 
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B) Purilicación de lgG con proteína G sefarosa 

Tener el anticuerpo en PBS. 

Centrifugar a 4000 rpm 20 minutos. 

Filtrar con jeringa a través de un filtro 0.22 µm. 

Colocar la proteína G seforosa en una columna y lavarla con P13S. 

Pasar la so lución del anticuerpo a través de la columna n 0.7 ml/min. 

Lavar la columna hasta que desaparezca toda la proteína (checar con Bradford los 

lm·ados). 

l]uir la columna con una solución de Glicina 0.1 M pi 1 2.9. 

Colectar las fracciones sobre Tris base 1 M . 

.l untar las fracc iones positivas y dializar contra PBS. 

Lavar la columna con suficiente PBS y preservar con PBS /\zida de Sodio 0. 1 %. 
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Digestión mAb 

Digestión con pepsina para preparar fragmentos F(ab')2 

lgG en PBS de..: preferencia en una concentración superior u 2 mg/ml. 

/\i1aclir 1/ 1 O del vo lumen de una solución 1 M de Citrato de Sodio pi 1 3.5. 

Checar que el pi 1 sea 3.5 de ser necesario ajustar con HC I. 

Añadir pepsina para obtener una concentración final de 25 µg/ml. a partir de una solución 

de 1 mg/ml c..:11 0.1 M Ci trato de Sodio pH 3.5. 

Incubar a 3 7 ''C el tiempo necesario (cambia para cada an ti cuerpo ~ puc<lc variar desde 

45 min hasta 6 u 8 tus). 

Añadi r 1/ 10 de l vo lumen de 3 M Tris pH 8.6. 

Dializar contra P13S. 
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Biotini lación mAb 

Utilizando Biotina Sueeimida 

Disolver proteína n 1 mg/ml. 

Dializar toda la noche contra 0. 1 M NaHC03 pH 8.2-8.6. 

Disolver la 13iotina Succimida en DMSO justo antes de usnr a una concentración de 

mg/ml. 

Ar1adir 60 µI de Biotina en DMSO por cada mi de proteína. 

Mezclar y mantener en una rueda giratoria 4 horas a temperatura ambiente. 

Dializa r contra PBS. 

Utilizando NI IS-Su lfo-13iotina 

De una so lución de 1 O mg/ml de NHS-Sulfo-Biotina. 

Añadir suficiente NI IS-Sulfo-B iotina para conseguir un exceso molar de (20: 1. 

biotina:protcína) de acuerdo con la siguiente formula: 

mg de biotina por añadir = rnmoles de proteína* 20 * 556 

Incubar a temperatura ambiente 30 minutos. 

Dializar contra PBS. 
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Marcado mAb con if ITC 

A la proteína disuelta en PB . aiiadir 111 O del volumen de una solución de NaHCO:; pH 

9. 

Añadir de una so lución de iFITC de 1 O mg/ml en DMSO la cantidad necesaria de 

acuerdo con Ja siguiente formula: 

µI de la so lución = ((mg/ml de protcina * \'O lumen en ml)/Pcso molecular ele la proteína) 

* 389 * 100 * 40 

Agi tar la reacción a temperatura ambiente protegida de la luz. 

Dializar contra PBS. 
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Purificación PMN 

Añadir 2 mi de Dcxtrán 6% y 25 ~ti de heparina ( 1000 unidades/mi) a 1 O mi sangre 

peri te rica. 

Mezclar invirtiendo vanas veces. eliminar burbujas y dejar reposando 45 mm a 

temperatura ambiente. 

Tomar la capa superior (plasma rico en leucoc itos) y colocar sobre 5 mi de Ficoll-Paque 

fo rmando una capa superior. 

Centrifugar J 600 rpm 20 minutos a 4 ºC. 

Descartar el sobrenadan te y rcsuspencler la past ill a en 1 O mi de PBS frío. 

Centrifugar a 1200 rpm 5 minutos a 4 ºC. 

Lisar los eritrocitos (opcional). 

Resuspender la pastilla en 5 mi de so lución hipotónica para lisar eritrocitos fría. 

Mezclar un minuto. 

Equilibrar con 5 mi de solución hipertónica y mezclar. 

Contar y resuspender los PMN a la concentración deseada en PBS o PBS con 2 mM Ca2
+ 

y 2mM Mg2
+. 
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Estimulación PMN 

Resuspender PMN a 1 O millones por mi en PBS con Ca2
+ y Mg2

+. 

Añadir los fragmentos F(ab')2 o Fab de los distintos anticuerpos monoclonales a una 

concentración final de 5 µg/ml y dejar incubando una hora en hielo agi tando las células 

cada 15 o 20 minutos. Añadir inhi bidores durante esta incubación. 

Centrifugar un minuto a 6000 rpm y retirar el sobrenadantc. 

Resuspender en PBS con el anticuerpo secundari o ( F(ab')2 Goat anti-mouse lgG) a la 

concentrac ión deseada (las concentraciones pueden variar desde 1 O hasta 40 µg/ml). 

Colocar a 37 1'C el tiempo deseado. 

Detener la estimulación con PBS frío. 
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Citomctría de Flujo 

Un millón de neutrófilos estimulados se resuspenden en 100 µI de Flow Buffer. que 

contiene 5 ~tg/ml del ant icuerpo primario (puede estar biotinilado, no marcado o 

directamente.: conjugado al fluoróforo). 

Colocar 45 minutos en hielo. 

l ,avar 3 veces con Flow Buffer. 

Rcsuspcndcr en 20 µI de Flow Buffer que contiene una dilución 1/500 de cstrcptavidina 

Cychromc o 1/ 1 O de anticuerpo secundario fluorescente en caso d~ usar ant icuerpos 

primarios no marcados. 

Colocar 30 minutos en hielo. 

Larnr 3 \'eces con Flow Buffer. 

Fijar con 300 µI de 1 % paraformaldehido en PBS. 
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Indices de Actirnción 

Para los experimentos con inhibidores enzimáticos. el incremento normalizado de 

intcgrinas p2 y la ac ti,·ación normalizada de integrinas p 1 fueron calculndos de acuerdo 

con la siguiente fó rmula: 

Vnlor normalizado = (MFSI-MFl)/(MFS-MF). donde 

MfSI es el promedio de lluorescencia de las células estimuladas tratadas con el inhibidor. 

MFI es el promedio de lluorescencia de las células no estimuladas tratadas con el 

inhibidor. MíS es el promedio de fluorescencia de células estimuladas tratadas con 

DMSO ) MF es el promedio de fluorescencia de células no estimuladas tratadas con 

DMSO. Las mismas células íueron marcadas para la unión del m/\b IB4 o del rll!\b 15/7 

en cada experimento. 
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Celes SOS 

Gel espaciador 

1.25 mi Spaccr Buffer. 

0.75 mi 40 % /\crilamida. 

100µ11 0%S DS. 

7.8 mi Agua destilada. 

100 µI 10 % Pcrsulfoto de Amonio. 

10 µI TEMED. 

Gel de corrida 7.5 % 

1.25 mi Rcsolving Buffer. 

1.875 mi 40 % /\crilamida. 

100 µI 10 % SOS. 

6.67 mi Agua destilada. 

l 00 µl 1 O% Persul foto de Amonio. 

10 µI TEMED. 
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Gel de corrida 1 O% 

1.25 mi Resolving Buffer. 

2.5 mi 40 % Acrilamida. 

100 µI 10 % SOS. 

6.04 mi Agua destilada. 

100 µI 1 O % Persul fato de Amonio. 

10 µI TEMED. 

Colocar 4 mi de gel de corrida para un ge l pequeño o 30 mi para un gel grande. 

Cubrir el gel de corrida con butano! durante la polimerización. 

Retirar el butano!, colocar el peine y completar con gel de separación. 

Tinción con Coomasie 

Colocar el gel en Coomasie de 30 a 60 minutos (30 a 60 segundos para teñir membranas). 

Retirar el Coomasie. 

Lavar con agua. 

Colocar en desteñidor de Coomasie. 

Añadir un papel que absorba el colorante. 

Lavar nuevamente con agua y secar. 
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Tim:ión con plata 

Fijar de 30 minutos a toda la noche en solución A. 

Rehidrntar 30 minutos en solución B. 

Tei'iir 30 minutos en solución C. 

Lavar 2 veces rápidamente con agua destilada. 

Aiiadir la mitad de la solución reve ladora D. 

Descartar cuando se ponga amarilla. 

J\r"iadir la mitad restante de la solución reveladora D. 

Esperar a que las bandas aparezcan en el gel. 

Detener la reacción con 1 O m 1 de la solución E. 

Secar. 

Secado de ge les 

Colocar el gel sobre papel filtro previamente humedecido o. 

Colocar gel entre dos capas ele celofan para secado de geles preYiamcntc humedecidas. 

Colocar en el aparato entre el papel filtro y la cubierta de 1) lar. 

Para geles secados sobre papel filtro colocar una cubierta extra con cualquier plástico 

(cgapack). 

Temperatura 80 grados 30 minutos. 

Vacío 40 minutos. 
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Retírnr el gel) apagar el aparato. 

Western blotting 

Tnmslerencía de proteínas 

Preparar la membrana de PVDF colocándola un mínuto en mctanol. 

Retirar el metano!. 

Rehidratar con agua clesti lada. 

Retírnr el agua y colocar la membrana en Buffer de transfcrern:in. 

Ensamblar d aparato de transferencia de la siguiente manera: 

En un recipiente con suficiente Buffer de transferencia. 

Colocar la cara negra del sandwich ele sostén en la parte interior. 

Colocar esponja y verificar que no queden burbujas. 

Colocar dos hojas de papel filtro y verificar que no queden burbujas. 

Colocar el gel. 

Colocar la membrana de PVDF y verificar que no queden burbujas. 

Colocar 2 hojas de papel filtro. 

Colocar esponja y verificar que no queden burbujas. 

Cerrar el sandwhich evitando lé.I presencia de burbujas. 

Colocar el sandwich en la cámara de transíerencia ,·eri ti cando que la cara negra del 

sandwich este del lado de la cara negra de la cámara. 

Transferir a 500 m/\mp 1 hora 30 minutos cambiando el hielo cada 45 minutos. 
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Checar la translcrencia con rojo Ponceau S 

Incubar la membrana 2 minutos en rojo Ponceau S. 

Lavar con agua suficiente. 

Continuar con el protocolo de detección 

Bloquear la membrana con Buffer de bloqueo 1 (o 11 para detectar fosfotirosinas) dos 

horas a temperatura ambiente o toda la noche a 4 ºC. 

Lavar una ,·ez con 0.5 % Tween en PBS. 

* Incubar una hora a temperatura ambiente con una dilución de 1 µg/ml de anticuerpo 

primario en buffer de bloqueo JI. 

Lavar 5 \CCcs con 100 mi de 0.5 % Tween en PBS. 

* Incubar 45 minutos a temperatura ambiente con una dilución de 1 /5000 del anticuerpo 

secundario en buffer de bloqueo 11. 

La,·ar 5 \'eccs con 100 mi de 0.5 % Tween en PBS. 

Incubar con 4 o 6 mi del sustrato quimioluminiscente 5 minutos. 

Retirar el exceso del sustrato secando sobre un papel absorbente. 

Colocar en el plástico protector. 

* Colocar la placa fotográfica sobre la membrana y exponer un minuto. 

Rc\'elar. 
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Los puntos marcados con * deben ser determinados empíricamente para los distintos 

anticuerpos utili zados con el fin de optimizar la sefrnl quimioluminisccnte. 
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Microscopía Confoca l 

Un millón de neutrólilos estimulados con fragmentos de anticuerpos lluoresceinados. se 

resuspenden en 100 µI de Flow Buffer. que contiene 5 µg/ml del anticuerpo primario 

biotinilado. 

Colocar 45 minutos en hielo. 

Lavar 3 veces con Flow Buffer. 

Resuspcnder en 20 ~ti de Flow Buffer que contiene una di lución l /500 de cstrcptavidina 

Cy-chromc. 

Colocar 30 minutos en hielo. 

La,·ar 3 \'ccc con Flo" Buffer. 

Fijar con 300 µI de 1 % paraformaldehido en PBS. 

Dejar asentar toda la noche. 

Remover d sobrcnadante. 

Resuspcnder en 1 O µI de Buffer de fijación para microscopia con focal. 

Montar en portaobjetos y cubrir. 

Fijar el cubreobjeto con barniz de ul'ias. 
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Flujo de ca ldo 

Cargar a las células con Fura-2 

Resuspendcr los PMN a 100 millones/mi en PBS con 1.5 mM Ca2
+ y 1.5 nM Mg2

+. 

Calentar 37 11C 5 minutos. 

Añadir Fura-2 1 O µ M. 

Incubar 5 minutos a 37 ºC. 

Diluir 1 O veces con Pl3S Ca2+ Mg2
+ a 37 "C. 

Incubar 20 minutos a 37 1'C. 

Lavar las células con PI3S Ca2
' Mg2

+ a 37 1'C. 

Resuspender en el mismo \·olumen con PBS Ca2
+ Mg2

' a 37 ºC. 

Incubar 15 minutos mas a 37 "C. 

La\'ar nuevamente y resuspcnder a 2.5 millones por mi. 

Mantener en hielo. 

Leer llujo de calcio 

Colocar 5 millones de PM (2 mi de la suspensión celular) en una cubeta con mosca 

magnética para agitación. 

Iniciar la recolección de datos y ajustar la escala de la grá fica. 

Añadir el estímulo. 

Permitir que las células recuperen el ni\·el basal de calcio. 
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Lisar con 1 % Tritón 1 OOx. 

Esperar a que el ni vel de calcio se equili bre. 

Que lar el calcio con EDT A 0.25 M. 

Convertir a Ca2+ utilizando el software adecuado. 
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Purificación GST Fn9-l 1 

Transformación de bacteri as 

Tomar 20 µI de bacterias E. Coli competentes de la cepa DI 15cx descongeladas en hielo. 

Agregar 1 µI del plásmido que contiene la construcción GSTFn9- l I. 

Incubar 30 minutos a 4 ºC. 

Dar un choque térmico 60 segundos a 42 ºC. 

Poner en hielo 2 minutos. 

Completar a un mililitro con medio S013 20 mM Glucosa. 

Agitar 1 hora a 37 ºC en un agitador. 

Plaquear 100 µI de la transformación en media placa. 

Centril'ugar los 900 µJ restantes, descartar el sobrenadante y plaquear la otra mitad ele la 

placa. 

Incubar toda la noche a 37 ºC. 

Checar el plásmido de vanas colonias positivas hac iendo m1111preps y digestiones 

pertinentes. 
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Purilicación de la proteína rccombinante 

Para determinar las mejores condiciones de culti,·o 

Tomar una colonia positiva e incubar en 5 mi de medio de culti,·o 1.13 toda la noche a 37 

ºC. 

Crecer 2 rnl del cultivo en 200 pi hasta que la /\600 sea entre 0.5 y 1. 

Inducir la expresión de la proteína añadiendo 1 mM f PTG durante 2 o 4 hrs. 

Centrifugar las bacterias 1 O min 8000 rpm y resuspender en 1.25 mi de PBS. 

Lisar por ultrasonido 1 minuto, 6 pulsos de 40 Amp. 

Centrifugar 5 minutos a 14 000 rpm recuperar el sobrenadan te ~ congelar a -80 ºC así 

como la pastilla. 

Tomar 10 pg de proteína de cada muestra y correr en un gel acri lamida al 1 O%. 

Repetir d protocolo y precipitar la misma cantidad de protdna de distintas condiciones 

de crecimiento y cstimulación con Sefarosa glutat ion 1 O minutos la\'ando la precipitación 

3 veces con PBS. 
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Prcparaciún a gran escala 

Crecer 500 mi de bacterias hasta 0.5 A <>oo. 

Inducir 2 hrs con 1 mM IPTG. 

Resuspcndcr en 5 mi de PBS. 

Lisar por ultrasonido 1 minuto, 6 pulsos de 40 Amp. 

Recuperar d sobrcnadante y filtrar con un filtro de 0.22 µm . 

Pasar dos veces por una columna de Sefarosa Glutationc. 

Lanlr la columna hasta que no haya mas proteína. 

Eluir con Burlcr ck Glutation reducido y recuperar las fracci ones positi' as. 

Checar la purc.1.a de la proteina en un gel de acril amida. 

Dializar contra PBS. 

107 



Fc)'RlllB stimulation promotes í31 integrin activation in 
human neutrophils 

Alejandro Ortiz-Stern and Carlos Rosales 1 

lm11111nology Departlll<'nf, lnsti11110 de Investigaciones Biomédicas. 
Universidad Nacional Autónoma de México, Mexico Cit.v 

AL tra C't: Thc molecular stimuli involved in re
ceplor-induccd i.ntegrin ac tivation are sti.11 poorly 
defi.ned . Wc have investigated tl1e role of receptors 
for th ' Fe porlion of immunoglobulin G molecu.les 
(FcyR) on activation of integrins in human neutro
plrils. Cross-linking of Ff·yRllA induced an in
c 1·case in surface exprcssion of j32 intcgrins but 
luul no c fft' CI on J31 ir1Lcgrins. In conlrast, c ross
linking of F<'yRIIIB not onJy incr<'ascd J32 inle
g1·i11s 011 the ccll surfacc bul a lso induced J31 inle
grin activation, as indicatcd by tui inc rcasc in bind
in~ to fihroneclin a11d thc nppcarance of an 
ac livntion c pilopc de tected by the monoclo na1 an
tihod y 1517. The FcyRIIIB-inducccl inc rease of 132 
intcgrins rcquircd Sr c-family ty1·osinc kinases, Syk 
kiuase, and phosphatidylinositol-3 ki,nasc (Pl-3K), 
as the corr~sponding, spcciJic inhibito rs, PP2, 
P icentannol, a nd LY294002, complctcly blocked 
it. Contra r y to this, F cyRllIB-indncecl 131 integri.n 
uctivation wm; nol blocked by PP2 or LY294002. 
lt was, howcvcr, e nhanced by Piccatannol. Afte t• 
f <'yRJllB <'ross-linking, colocalization of FcyRIIIB 
a nd active 131 integrins wa · dc tc ••te<I on th e neu
trophil mcmbranc . Thcsc data show, for thc firsl 
lime, 1ha1 <'ross-linking of FcyRllIB induces an 
insi.d e-oul sigualing pathway that lc iHls Lo 131 inte
gdn acti.vation. This activa tion is indc peudent of 
Sr c-fa111ily kinases, and Pl-3K a nd may be induce cl 
i11 parl by the inte racti.on of' FcylHllB witb J31 
inte¡::rins. J. Leukoc. Biol. 77: 787- 799; 2005. 

K ey Words: Fe receptors · inside-0111 sig11ali11g · Pl-31\ · ERK · S)k 
· culcium 

INTRODUCTION 

Human Mulroph ils (PMN) represen! one of lht> fi rst lines o( 

dt"fense ugainsl invading pathogens [ 11. PMN are recruited 
early to siles of i11Jec1ion. and their numbers inc· rease nolori
ously during syslemic inflammatory rt-sponse!'. One powerful 
stimulu~ for aclivation of PM is inunune tomplexes [2]. which 
are rt"cognizeJ by PM • through their receplors for the Fe 
portion of immunoglobulin G (IgG) moleeules, Fq receptors 
(Fc·-yR) j:3. 4]. lluman neutrophils present two lypes of Fc-yR. 
Fc-ylW A and Fc-yRTII B [5]. Both receptors ha ve low af.finity for 
monomeriC' lgG bul recognize immune C'Omplexes efficiently. 
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Fc-yRllA ronsists of a single O'. chai11. whic·h lransverses the 
membrane. Fc--yRlIA has, within iti< cytoplasmir region. an 

im111u11orecep1or tyrosine-based activalion motif (ITA,I) [6]. 
The tyrosine:; within this ITAM gel phosphorylated upon re
ceplor cros:;-linking und serv1~ as doc·king siles for re homol
ogy 2 donwin-containing proteins. which further propagale 1he 
signal inside 1he cell [2J. Fc-yHLll B. conversely. is a glyco
phospha1idyl inositol (CPI)-linked prolein. whi<: h does not 
cross 1he membrane [5]. The signali11g medwnism of Fc-yHlllB 
is not clear 10 date. but il has been propo:-H' d that interactions 
11i1h tire 0".)1¡32 integrin or the fe-y RIJA may be respons ible for 
its signuling capacities [7-13]. onethPless, there are re
sponses cliC' ited by fqHlllB, which are not replicated by the 
stimulalion of O'. l\1132 or fc-yRllA l 14-l 7], suggesting that 
Fc-yRlllB is C'apable of signaling on its own or requires another 
yet-unchararlerized signaling partner. 

Other important mediators of PM responses are integrins 
[18). whil'h are heterodimeric trnnsmembrane proteins capable 
of aheri ng lheir ligan<l-binding capucily in response to signals 
ari~ing from inside the cell [19, 201. This process of integrin 
modulution has been 1em1ed insicle-out signuling [21]. which 
allow1- the cPll to rapidly modulate it:; adhesi1·e state in re
sponse lo e~lracellular input. ºevernl integrins have been 
sho11 n 10 he !>ubjects of this inside-out signaling regulation (20, 
22J. In Pi\I . the affinity of 132 and 131 integrins is tightly 
regu la1ed 123-30]. 

011e importan! consequence of Fc-yll stimu lation in PMN is 
lht' activation and up-regulation of 132 intPgri ns [24, 31-33]. 
This activalion of 132 integrins is importunt for adhesion to 
immune l'omplexe::, enhanced F<"-yH-metliated phagorytosis. 
ant ibo<ly-dt>pendent cell-mediated cytotoxicity. and Lhe pro
duclion of certain in.flammatory mediatori; ( lO, 24. 34]. lt has 
been demonstrated that FqRll A and F'qRl11B. when cross
linked imlependenlly with monodonal antibodies (mAb). are 
eapable of induci ng activation [32] ancl ulso up-regulation of 
132 integrins [32]. This response is dependent on 1he aclivily oí 
phosphatidylinositol-3 kinase (Pl-3K), as pharmacologicaJ in
hibition ofthis enzyme prevents up-regulation ami aclivation of 
132 inlegrins in response to Fc-y ll stimu lution [24). In other cell 
type,;, stimulation of FcR for IgE (Fl'EIU) has lieen shown to 

1 Com·•p<>ndt'11C"t': Dcpartment of lnnnunolo¡:y. ln•titnto de lrn·.-,,1i¡;aciont» 

Uio1116li1:a~-U \AM . Ap<lo. Postal i0-228. C1I. Lnin·n.i taria, \l éxico D.f'.
(~1510. \le~Í<'O. E-mail : 1·arosal@servidor.u11mn.mx 

lket·iH•d Ma) 2i. 2001: re"i>e<l Del·emlwr 15. 2<X~1-: aeceptetl Deeember 

l CJ. 2(104: doi: I0.1189/jlh.05043l0. 
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affect the affinity of 131 integ rins but not the expression levels 

of 131 integrins on the cell s u1fa('e [35. :36J. FcEBI s timulation 

inclue<>cl 11rt irntion of a413 l in tegrins in h uman basophils (36] 
a nd of a513 1 in mas t cells (.35]. Both re~pon»<'S required the 

atti,·ity of Pl-3K (35. 36). To da te . the rf' a re no repo1ts de

:<cribing t lw effec·ts of fc-yR. s tin1ulatio n in PMN 011 the a c ti

vation and up-regu!a t ion of 13 1 integrins . W f' set lo explore 

whethc r Fe"'(R s timulat ion uf PMN nffects J3.L i11tegri 11 act iva

tion hy St'lective ly c ross- lin k ing each Fqfl with mAh a nd 

analyzing the ac·tiva tion s tate of int<'grin~. 
W1• found that c ro.s-l ink ing of FqH llJB in addi tion to 

inducing up-regulation of 132 integrin expressio n also induced 

131 inte~rin artirntion. The FqRlll B-induceci signuling path

way to 131 integrin actirntion was independt>nl of Pl-3K and 

rc-fomily tyro!-ine kinases but muy be <"auseJ liy interaC'lion of 

rqRlllB with 131integrins1>11 tlw PM ' m e mbrane . 

MATERIALS ANO METHODS 

Antibodies and reagents 

Th .. follo"·i11g 11111iliodit's W<'re U$e1l: at11i·<'~lr3<'•·llulur .;i¡;11ul-n·gul:11ed ki11asc 
(anli-EllK) ral1l1i1 llUl~··lonal lgG a11J anti-pho,¡iho-El!K (11111i-pEHK) rablii1 
polyd•mal l¡:C Ímn1 Sa11tu Cruz Bioteduwlo¡:y tSant« Cn11. CA). Dr. Eri<• J. 
llm\\11 (l nÍH·r-.ily oí California. San Fr.int:is~'O) donult·cl u1111-inlcgrin 132 (mAb 
llJ.1 ). ·\nli-Ft-ylOI (mAb 1\ .3). anti-F1-ylllll (m \ h 3G8l. and :mti-major 
hi.10t.'l•t11putil.ilil) t·ompl"x (a11ti-\IHq d:L•s 1 (mAh \\'ú/32) werc from ;\ mcr
iru11 ' l\p1.· Cuhurc Collc..-ctim1 (Manu.~u:;. \ ,\ ). \111i-Jll i111t·¡:rin (111 \1, MAH4) 
coupl .. J tt• Cy-dnomt· "'ª' írom llD l'harMin¡:c11 f l'orr1.·y ri1ws. CA): Dr Marti11 
l l<'111ll'r (D1111:1 Furlicr C:mccr l\t:scard1 l11-;1i1u1t-. Jlo,lun. ~l 1\ ) pro"iclcd 
m11 i·l31 i111q;ri n (1111\b ' 1 ~2116). Anli-activalcd 131 i111q;1i n (mA l.i 1517) w:is u 
kind ¡:ifl fn1111 lk Tt>d Y 1.•dnoá (Elan l'lwm1uccul iculs. Sm1 Fnn1cisco. CA). 
Th1.· •l"'<· ific· 1'1-:IK inliihilurs wortman11in und l .Y29 J002. lht• proll'Íll kinas" <\ 
(PI\/\) inhihilor Hll9. 1111: l' l\C inhibilor Stuuro;po1·i 111.:. ui11.J ti"' •1Jecifü· Syk 
inhi l1i1or l'in-.1IJ1111t1l w .. n· from Calhiod1cm (San l>i1.·go. C.\ ). Thc rc-family 
1yn1,i11c kinaic i11lnbitor PP'2 was from l p>lltl(• Hi1•l1.·d111olo¡:y (Charlottest•ille, 
\ .\ ). '11w n1i1og•·ll·Jt'lin1k'tl protein ki11ase kinu:.e 1 (\1Ef..)- l -.1x'<·ific inhibi1or 
Pl><»l05'1 """ from e11 EnglanJ Biolah. (Llett·rl! . \J \ ). ·11.., glututhiorw 
S-lrun•Íl'r • .-.· (C. "l1-Fn9-1 I íusion prolt'in dont·tl in lhc pGEX plasmiJ was a 
kind gifl Ín>m Dr. \larl. Cinsherg \SclÍpJh l(e•t·11n·l1 111, lilule. l.a folla, CA) 
and has L.•t•11 tll'it'rilx:d prt:»ious ly 1371. GST alo11t' "ll>l purifil'd fro111 plasmid 
pCEX-4'1'- 1, 11 ki11J gifr fro111 Dr. Pan•I l.;11 (ln,1i111ll> dt' 13iorecnologia. Lni
" ""idad l\11cio1111I A ut6no11 w de Méxic•l, ~!t:xi1.,1). Ali othcr d1cmin1ls Wt'rt' 

fro111 Si¡;111:1 Cll<'mital Co. ( ' 1. Loui~. ~10). 

Purification of neutrophils 

i'«11lropl1ils w1·n• obtuinecl from h .. pari11i1•·tl t·c11ou; lilciod fni111 heahhy adnh 
clu11on. 111111 purifit•cl hy ~1a11dard tt:chniqut"i ª' .r .. s('ribcd pn•t•iously (38, :191. 

Preparation of Fab and F(ab'h fragments 
1'c¡,,,i11 di~··,1io11 oí mAb IV.:3. 3C8. und \\'6f..12 "'ª' l'arTieJ out e,;scntially as 
tbl'ril><:<.1121. Uridly. dnliliodics were dilulctl al 2 111¡:/1111 in 0.1 M sodium 
t•i ln<I ... pll = ;¡_;;, ami pepsin wus aJJ,·d 111 25 µ¡;/mi. Thc 111ixlur.- was 
inculitllt•d 111 :r;•c for 45 111 i11for111,\I, 1V.J.4 h for· mi\b JCll. and 4 h íor 1111\I, 
\\'6/:12. l1w11hu1iu11 wus olupped liy a<ldi11¡; 11 10 \'OI :1 ~I Tris. pll = 3.6. Fab 
mul F(11h')2 í1·11w11•·111s wc:1·1· dialyzed a¡:;ai11,1 phosphutl'·liuff1·rcd salint· (l'BS), 
a11<I 11ndi¡;1»1t·d l1-1G wa~ rem•w«d wi th pror.-in C sqoloaro~" (Amerslon111-
Plumn11<·i11. l.p1hala. Swedc11). l'urity of Fal1 1md F(ub')2 f'rusme11ls was co11· 
lin11 .. cl hy .odi11111 d0tlPl')'I sulía1c-1w•lyacrylumicl .. ¡;c·I ..¡,,r·trophore;;is ( DS
PACE) ant i ,iher-.1ai11ing of lhe gds. 

Fluorescein isothocyanate {FITC) labeling of Fab 
and F(ab'}2 antibody fragments 
l\allC0.1 ( 1110 t ol: 1 \l. pM =9.0) wa~ ml<letl to Fah or F(ub').1 untibo<ly 
f"1¡:111enh in PI!·. l ~muer 1 oí FITC (iFITC¡. dil111t-tl 11t 10 m&fml i11 dimethyl 
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su lfoxi<lc (D\1 ' 0). was addeJ 111 a mulur ralio of 40: 1 (iFITC:protein) ami 
•hakt·n t·o111i1mou.ly for 1 h :11 room h'mpemlurc. ~:wess iFITC was rcmot·ed 
liy tliuly•is a¡:ainsl PBS. FITC lubcli11g of a11tibody ÍrJgme11ls wa~ as.e.«cd f,y 
Ro" <'} lonwll'). ~ ITC-labele<l íragmenli r..ruirwd tht· pru1>ertic.' oí unlahelccl 
a111iliod) íragmc111,, 

Fc)'R stimulation 

l'M\ ( IX 107 cdl/ml ) in PHS (150 m\1 l\uCI. :'>.5 111 \1 i\a211P0.1• 1.2 mM 
1\112 1'0.1). contai11in¡; 2 mM Cu2

' 111111 2 mM \1¡;2•, wcrc i11cubutt:cl wi1 h 5 
µJl/ 1111 ~·.,i. fra¡;mcnl> of mAb IV.3 or wi1h .) µ g/1111 F(t1 l1')2 fra¡;ments of 111Al1 
:IC8 ul lº C duri11¡; 1 h. for somt' cxpcrimc 11t ~. PMI\ wcrt• concomi1an1ly 
i1wuhu1cd wi lh cnzymc inhibi1ors. l' \11\ \\'t•rt• 111<'11 wu,lwd and n:imspended in 
1lw <a1111· ,·olume of l'B co11tai11i11g 40 µ glml F(ah')z goal a111i-mouse lgG 
(CA \1) (ICi\/Ca¡ipd. Costa \le~. C \ ) anti im111cdiu1dy pllll:ed a1 :.HºC for 
'Jriou- 1icriU'b oí lime. Limulalion was tcnninatc<l by the ad<litioo oí ice-<'old 
PB . 

Western blot 

1-:HK cor 111·1it•a1ccl p~; l{K was dt•l,·cled hy imm1111Ql,Io11i11g wilh lhc corre~prn 1d
i11g 11111 il1ody ul ¡;., 11g/ml. as dcs1·1i lwd (401. 

Fluorescent calcium measurements 

l'\1\ t• cre lo;.ukd "i th Fura-2//\M (Calhioc:hcm). m1d in lracdlular culcium 
r<111ct•ntr111io11• twr<.' d<:lcm1i11cd anJ c11lculu1cd " i1h an 1 -55 spcctrofluorim· 
t:tt·r (l' .. rl.in-Elmer. \\'dl~ly. MA). as <lt:ot·rilicd prct iouoly 141. 421. 

Biotinylation 

mAh 1111. mAli 1517. CST. 1111.J 1ht> C T -Fn9- l 1 r.-combirm11t protein wen· 
liiutinyla lt'd uoi 11~ /\--loydroxysulfo,11ct·ini 111 idn liiolin (i\ H ·-bioti 11) (Pien·c. 
Hoc·kfonl. 11.). <Wcordi oog to 11,., rn<1nufo..rurcr'• i 11~1n1clio11s. llrieAy. µroll'Ín 
Wll$ dilukd 11111 ('<1nccnlr111io11 of l mg/rnl i11 PBS. ' ulfo·N 115-bit.>ti n was uddcd 
at 11 molnr 1·atio ,,f 20: 1 (sulfo-1\ MS-hioti11:¡in>1ci11). Tlw rruction took place for 
1 h al room 1t•111perature. facess sulfo-i\ 11. -l1in1 in w11• rcmu\'ed by dialys i• 
11¡:.1ins1 PB . 

Flow cytometry [fluorescein-activated cell sorter 
(FACS}] 

S1imula1t:J l'\J i\ (1 X Jo'') \\ere diluted i11 100 µI c:oltl flow butTer ( l 'k sul'rose, 
0.S<µ b.wim: s1.·n1111 albumin. in PUS) und rou:uhJ!<'ll wilh 5 µ.g/rnl uf 1he 
<'<1rrcspontli11¡;. l.iiolinylated mAI, al 4ºC rluring 115 mi oo. PM.'I werc 1he11 washecl 
1hrct' 1i111t:• with t·old liow buffer, resllSJ>c 11décl ioo 20 µl flow buffer containing 
11 11.>00 dil 11tio11 of Cy-doromc slreplavidi n (l'it·rt:<:). 1111d i11wh111cd at 4ºC for 
:30 111i11. PM 1\ wcrt' lhcn waslied lhrrc mor" tino"' " i1 h .-old llow buffer and 
finall)', fh,·d in :100 µI 1% pnr:iforoo1u ldd1yclu in PI! ". 

Purification of GST and GST-Fn9-11 

The Ct'rllral t•t:ll-1.iindin¡.: Jomuin of fibronel'lin (Fn9- l l ). contuining tht' inte
¡;ri11 ¡\ rg·Gfy- " p-uinding •ite f4:3] <'OUJ>lrd to G ~I'. wa, purified a;; a n:eom
!Jinunl pmtcin (C "T-Fn9-11) uo JescriheJ 1u.:1•iou,ly (4:jj. Briefly. Escl1erid1ia 
mli. c>1rryin¡; u plar,rnid conlaining (.; T-Fn9-1 l unJcr lhr tac promoter. were 
11ro1>n lu 111.ii<orkmce al 600 n111 = 0.5, 1 111 \1 i~opropylthio¡;alaclusi<lt: wa-l 
1ul1lcd. 111111 lifü•lcria wert: iucubatt:d for 2 h 111111·c. llaeleria ínim ¡¡ 400-ml 
<·ulrur" Wl't·c l'ollecl1.•d by centriíu~alion u11d lyscJ by souicutiun in :20 mi cold 
l'llS. llu(·h'riu l lys«tc:< 1vert• r larificd by C!<'ll l rif11¡;i 11¡; 1 O 111i11 al 10,0UO rpm i11 
11 J ·\ -20 mlor i11 a J2-MC c.-111rift1gt: (ll1•1·kmnn Couh..r. Mia mi . FI.). 'up<tnla· 
111111 "ª~ 1hen pu.st>d 1wer a glu1u1hio1w ~ephurvse column (A111t:l':'ham-l'har-
11111cia). i.hid1 wa;; washcd wiLh l'llS un1i l no ¡orotein <'ould L.: recu,·creJ. 'l'he 
C - r-Fn9-l 1 r..combinant protein was duted t•ilh l () 111 \l ín:e rCJtluced ¡,:luta-
1l1io1w. G T-F119- 1 l -cuntainin¡; ímctio11s wc<n· pool.-d ami dialyzed against 
l'll . Puril) oí lhe ret·ombina11t protein was co11fimied by SDS-PAGE. Purified 
prolci11 wa~ fi11ally storeJ al -70ºC un1il ll>e. 'l11e oumc procedure was used lo 
purify CST ulmw. 11lhci1 bacteria wert' ln111sfon111:cl wilh a pla~mid codin¡: onl~ 
for rccoml.ii 1111111 CST. 
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Binding of GST-Fn9-11 to neutrophils 

fo'Yll-s1i111u lu1ed PM1\' (l X 106) i11 100 µI told flow buffer plus Cu2 + and Mg"
werc in,·ubatcd wi lh 5 µ,g/ml bio1inyl u1ed GST-Fn9-l l rc<:o111Li11u111 protein al 
4º C fnr 45 min. l'M wcrc lht'n 1<11>hcd 1hrc·e times wilh cold flow lmffer 1.md 
n<su<pen•.l~d in 20 µ,I llow buffer contai 11i11¡; a l /500 dilution oí Cy-chmme 
sh'<'Pla1·iclin (l'i crc•:). Cells were wasl1ed 1lm~e more limes wi1h cold ílow buffer 
ami linally fixed in ;füO µI l % paraformaldehydc in PBS for FACS analysis. 
f'or G. T ""nlll~ CST-F119-l 1 fluort'sCence. glululhion" scpharose beads were 
i11e11ba1ecl wi1h the bioti11vlated protein for 10 min, wushed lhrce lime:: wi1h 
rnld ílow buffer, slainctl wilh Cy-c:hmnw slreplavidin. waslwcl 1hree more 
lime,, fi , cd in 1 % pan1fon11aldehi•de in PUS, mul ana lyz .. d by lluw cytomell')'. 

Confocal microscopy 

l'Mi\ Wl'l'C slimulated as dcscriLed under Fc'Y ll s1i111ula1ion (scc abovc). b111 
FITC-lalreled Fab and F(:1b')2 ¡nltibodr frugrncnls "'ere· USt!d i11s1<:ad of unln
bd etl antibody fragmenl$. 1imula1ed 1''1 w('rt· slain.:d a $ <l<:scribetl undt:r 
tiow •:ylolllt!lry ($ee above). Ü nGe labclccl, P~l j\ wen· allowcd lo scttl e over· 
nighl. und exc~;s liq11id was tlisca rdcd. Tl1c ed l pellt:I wa~ resuspernfod in l O 
µ,I n1<11rn1i ng buffer l 10% l A-diazabicyclo(2.2.2)<><'1 ane. 50% gly1;crol. in 
PBSJ, mid cdlo; wer .. mounled <•n s lidt:s for microo;copil'a l analysis. t\11 i rnagc~ 
\\'ere •1<·(1uired wi1h un 1.SM S PASCAi. confocal microscope (Carl Zciss, .lenna, 
Gemiany). usi11g a Zciss l.SM imagt: l'Xamincr. Exci lalion UI 80.6% of' lhe 488 
nm .. li:mnd und 100% oí lhl' ()'.¡:\ nm wa!' nsetl. f' ihers for FITC emis~ion w~re 

sel lo 505-5:.SO 11111, and fiht·rs for Cy·d1ronw t'l\\ission wert: sd to 650 11111. 

Up-regulation/activation indexes 

For experimenls wi lh t~nzyme inhil.iitors, lhe up-regula1ion ami acti1·a1 ion 
indexes w1!rc l'<1lrnlated áct·•mling lO lhe nexl fonnula: lndt:x = (M FSl- M FI)/ 
( \'IFS-~lF). wlwr!l M FSI i< the nu~n fluore>"<;en<·f' oí i11hihi1or-tr·,·atcd. stimu
t.ie.I cells; M FI is 1he nwun Auorescencc oí i11hihi1or·ln~ated, unstimulukd 
c .. lls: M FS is 1hc 111e~11 flu(lrescenct' .,r DMS0-1 r.-111cd. s1ímulu1cd cdls: anu 
MF is 1hc mean fluorest·•·1we oí DMS0-1rea1ed. unsli111u lukd cclls. Th .. ~ame 
<· .. lb ,,.,.,.., unalyi•,d for 1114 an.I l 517 bi11tli11g in c:a(:h cxpcrim~nt. 

lnternalization of Fc-yRllA and Fc-yRlllB 

Human nculrophil s wcrc inculnth:J fo1· 1 h 111 ..J º C witli the FITC-labelc<l Fub 
'"' F(ab'h unlilmdy fnigmcnls oí rnAI. IV.:l :uuJ 111Ab :1cu. res¡><:<·lirdy. Af1 .. r 
this lime. c<'ll s wcrc lc.:ft 11n~1 imu la1ed or WC1'' •I Ímulatcd as ubove by cross
link ing "·i1h goal anli-rnouse ant iuodie,s for 10 min '" :11°c. Al 1he end oí this 
periu<I. cells werc ,,·a~hed lhrce limes wilh c:old flow buffer ami fixed with l % 
parafommldehyc.le in PBS. Sarnples were di vided in h<o. anti aÍl<:r :.SO min. 
Trypan L>lue was added 10 01w oí 1he samplt•s to a finul concen1ra1ion oí 0.2%. 
<llld t•t lls wert' anulyzccl b~· lluw c:y10111c1ry. Fluoresccnce was normalizcd lo the 
M FI uf the unquend1cd su111ple. 

Statistical analysis 

For e>i.p<#rirncnts with enzyme inhi!Jilors, dula Wt!n-" nn<tlyzt:d ,,rüh ~' .. 1 udcn1·~ 

1-1.:s l. u~i ng Simpl .. lntcrnc·ti1••: S1a1is1ical Anal)'sis (hnp://home.clara.nel/sisa/ 
1-tcst.ht111). Differcnccs "'"'" 1·nnsid~1wJ st:Jli~lil'ally signilic:ml whc11 P :s O.O 1. 

RESULTS 

Fc-yR cross-linking activates ERK and generates 
calcium fluxes 

ll has been reported previously that fqH engagement in 
neulrophils leads lo aclivation of EHK (14] and s1imula1ion of 
calc: ium fluxes [12, 17, 411- (1 seems that FqRII or Fc-yHIIT 
causes this e[ ec1 IJ4]. We decided Lo conlirm these resuhs by 
seledively cross-linking each Fc-yR with speci.fic mAb. To 
avoid binding of these mAb through their Fe portions. we 
prep<u·ed Fab fragments of anl i-FC')'Rll mAb IV.3 and F(ab')z 
fragmenls of anli-FcyB.fll mAb 3G8. The mAb IV.3 is :;ensi-

tive to pepsin digeslion. so only Fab fra.gmenls can be obtained 
[44]. Cross-linking of FC')'Rll or fqHillB cause<l a slrong 
ac1iva1ion of ERK, as indicated by the appearam:e of 1he 
phosphorylated form of this enzyme (data not shown). As with 
ERK phosphorylation, cross-l inking of FqRIL or Fc-yfUllB 
inducec.I a rapid and lransient raise in intracellular C<llcium 
[39] (data not shown). Unlike stimulation of Fc-yRll and 
Fc'YHUIB. cross-linking ofM HC class ] 1110.lecules did nol have 
an effecl on EHK phosphorylation (data not shown) or 011 
intracellular calcium levels (data 1101 shown). These results 
inclicated tha1 F'c'YRIT and FqRlllB were capable of s ignaling 
in<lependently of each other when they were cross-linked with 
Fah fragment!\ of mAb IV.3 and f (ab'h fragmenls of mAb 3G8. 

Fc-yR cross-linking prometes ¡32 integrin 
up-regulation 

As FC')'llll anti FqR1JtB have been shown lo promote uµ
regulation and ac1iva1ion of ¡32 integrins [24, 32], we sludiecl 
lhe behavior of ¡32 and also ¡31 inlegrins afler FqR slimulation 
hy Aow cytomelry. Neulrophils that had been stimulated pre
viously by Fc-yRII or FqRllIB cross-linking were slained with 
u biolinylated anli-¡32 inlegrin mAb TB4 followed by Cy
chrome streptavidin or wilh a Cy-chrome-conjugate<l anti-¡31 
integrin mAb MAR4. Membrane expression of 1)2 integrins 
increased on the surface of FqRll-slimulated neulrophils 
(Fig. lA). This up-regu lation became evidenl 5 min after 
slimulation and did not decline for up lo 30 min (dala not 
shown). Surface expression of ¡32 integrins on lhe surface of 
neutrophils also increased after Fc'YlUIIB s1i111u la1ion (Fig. 
lB). Thjs up-regulation also became evident 5 min after stim-
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ulation and did nol decline for up lo 30 min (dala nol shown). 
Cnli ke 132 integrins, membrane expression of 131 integrins 011 

the surface of neutrophils did nol change after cross- linking of 
FqHIL or FqRIIIB (Fig. l. C and D). These data indicated 
thal Fc-yRII and fc-ylUllB can up-regulate 132 inlegrins but nol 
131 inlegrins on PMJ\. 

Fc-yRlllB cross-linking prometes 131 integrin 
activation 

Ahhough there was no change in membrane expression of 131 
integrins on the s111face of Fc-yR-st imulated neutrophils (Fig. l. 
C and D). it was still possible lhat integrins could be activated 
to increase their ligand-binding capacily in response to Fc-yR 
slimulat ion, as hus been shown to occur after Fct::R slimulation 
[35. 36]. This inr rease in the binding rapacities of inlegrins is 
lhought lo occur through a confonnational change in the mol
ecule [ 19. 30. 45). Cerlain anti-inlegrin antibodies ha ve 1he 
capacily lo recognize these c,mformalional changes. These 
ant ibodies are thus useful in identifying activated integri ns. 
One antibocly that rec:ognize:> activated 131 integrins is the mAb 
LS/7 [30]. Cross-linking of fqRII produced no change in the 
biru.l ing () f mAb 1517 (Fig. 2A), i11dicaling that Fc-yRJT :>tin1-
ulation does 110 1 induce 131 integrin acti valion. In contras!. we 
found that cro:;s-linking FqRI!lB produced a clear increase in 
the binding of mAb 1517 (Fig. 2B). This resull showed for lhe 
fin;l time that cross-linki ng FqRillB induces 131 integrin 
activat ion. To confirm that this conformationa] c.:hange is in
deed responsible for an increase i11 131 integrin ligand-hinding 
capacity, we looked al di rec:l bind ing of a natural integrin 
ligand. We used the recombi nan! protein GST-Fn9-1L whiC'h 
contains the central-binding doma in of íibronectin (37). Cross-
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linking of FqRII had no effect on GST-Fn9-ll binding lo 
PM (Fig. 2C), indicating sirnilarly to mAb 15/7, that 131 
integrins are not activated hy Fc)'RH stimu lation. In contras!, 
FqRIIIB cross-linking produced a clear increase in the bind
ing of CST-Fn9-ll (Fig. 20). This binding depends on the 
Fn9-ll po11ion of the GST-Fn9-ll recombinanl protein. as no 
increase in the binding of CST alone could be detected after 
FqRJllB stirnulalion (Fig. 3A). lt is importan! to notice lhat 
binding of GST and GST-Fn9-ll could be Jetected with equal 
inlensity bound to glulathione sepharose beads (Fig. 3B). To 
further strengthen lhe fact that Jibronectin binding after 
Fc-yRTlll3 is dependent on the activation of 131 integrins, a 
blockade of 132 vr 131 integrins with mAb was perfo rmed after 
P'Yl l\ stimulation but before CST-Fn9-1J l1inding. The 
blockade of 132 in tegrins had no eCfecl on GST-Fn9-ll 
bind ing (Fig. 3C); nonetheless, the blockade of 131 integrins 
dearly abolished the fibronec tin binding (Fig. 3D). The 
increased binding of the GST-Fn9-ll in response to 
F'c-yRllIB stimulation required Ca2 + and Mg2+ . as perform
ing the same experiment in the absence of these ions d id not 
augment bimling of the fibronectin fragment (dala nol shown). 
Activation of 131 integrins secondary to fqRIIIB !';limulatiun 
is evident 3 min after F)'RlIIB cross-linking and declines after 
30 min (dala nol shown). These data confinned lhat Fc-yHlllB 
cross-linking on Pl\llN induces 131 integrin acli valion and that 
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this acti vation results in a beller binding of fibronectin to 131 
integrins. 

Fc-yRlllB-mediated activation of (31 integrins is 
independent of Pl-3K 

Previous reports of F("R-dependent integrin act iva tion, ind ud
ing th t' up-regulation of 132 integrins in human neutrophils. 
:;uggested the participation of PI-3K in this activation [24, 35, 
36]. To determine whether Pl-3K was also used for 131 integrin 
acti vatiun secontlary to FqRlllB stimulat ion, we used the 
Pl-3K-specific inhibilors LY294002 and wortmannin. lnhibit
ing Pl-3K aclivity greatly di rninished the FqRl ll B-mediated 
132 intei9·in up-regulation (Figs. 4A and SA). This result is 
sim ilar to resulls in previous reports [24, 32) and confirmed the 
partieipation of Pl-3K in the up-regulation of 132 integrins in 
response to FqRirJB cross-l inking on human neutrophils. In 
contras!, Lreatment of P.\1 N wi th LY294002 did nol prevent the 
augmented hind ing of mAb 15/7 (f'igs. 48 and SB) or the 
binding of the CST-Fn9-ll protein (Fig. 4C). Same results 
were ohtained when Pl-3K activity was blocked with 11•ti rtman
nin (data nol shown). These data clearly showed that 
Fc-yRTIIB-mediated 13 I integrin activation is independent of 
Pl-3K attivity. 

(31 integrin activation secondary to Fc-yRll I B 
stimulation is independent of Src kinases, PKC, 
PKA, and ERK and is negatively regulated by the 
cytoskeleton and Syk 

As Pf-3K was not involved in the activation of 131 integrins 
serondary to Fc-yRflIB cross-linking. we wanted to identify 
other µossible can<l idates known to modulate Fc-yR -mediated 
responses (2, 4. 28, 42]. For this purpose. we usecl pharmaco
Jogical inhi bitors or Sre-f'nmil y tyrosine kinases. PKC, PKA, 
ERK, the actin cytoskele1on. all(J of Syk kinase to evaluate the 
>< ignaling pathway from Fc-yRIUB to integrins. Blocking Src
famil y tyrosine kinase aetivi ty with the inhibitor PP2 elimi-

o o 

nated F'c-yRIJ IB-mediate<J f32 integrin up-regulation in adose
dependent manner (Fig. SA). This response is similar to the 
one seen after the pharmacological inhibition of PI-3K (Fig. 
SA). In addition, inhibition ofSyk with Piceatannol resulted in 
impaired 132 integrin up-regulution in a dose-dependent man
ner (Fig. SA). The .\'IEK inhibitor PD98059 and the PKC 
inhibitor Staurosporine each aholished - 30% of the 
Fc-yR!IIB-mediated f32 integrin up-regulation al their rnaxi
mum doses, but this effect was not slatistically significan! (Fig. 
SB). The PKA inhibitor 1-189 abolished 132 up-regulation 
- 50% when used al its maximum tlose (Fig. SU). Contrary to 
these results, abolishing actin polymerizalion with Cytochala
sin D did nol abolish the F'qRHl.B-dependent f32 integrin 
up-reguJation which was actually enhanced mildly (Fig. SA). 
These results suggest that FqRlllB ini tiates a signaling trans
duclion pathway leading to f32 up-regulation. which requires 
Src-fam ily tyrosine kinases, Syk. and Pl-3K and is part ially 
dependen! on the activation of PKA. Although Fq RITIB stim
ulation is capable of activating ERK, a kinuse known tti be 
activatecl by MEK-l, this activation is not required for 132 
integrin up-regulation. 

Contrary lo these results, inhibition ofSrc-family kinases or 
PI-3K was incapable of preventing 13J integrin activation sec
ondmy to Fr-yRIUB stimulation, even al doses that completely 
inhibited 132 integrin up-regulation (Fig. 5C). ll is snrprising 
that inhibition of Syk enhanced FqRIIIB-mediated 131 inte
grin activation in a <lose-dependen! rnanner. Low doses of 
Piceatannol did not affect 131 integrin acti vation even when 132 
up-regulation wus inhibited by as muchas 60% (compare Fig. 
5, A and C), but higher doses of Piceatannol, which cómpletely 
inh ibited 132 integru1 up-regulation, increased 131 integrin ac
tivation as much as fivefold (Fig. SC). Disiuption of the actin 
cytoskeleton also promoted a slight (twofold) increase in 131 
integrin activation after Fc-yRJllB stimulation (fi g. 5C), but 
this effect was seen only when high concentrations of Cytocha
lasin D were used. lnhibition of .\'IEK, PKC. or PKA had no 
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GST-Fn9-l l protci n (C) for flow cylomelr) ' a nalysis of (31 inte¡;rin 

acti,•ation. Dolted linc is lhc isolypc -rn;llc hed , 111:¡;ut ivl' control: 

shuded arco is the binding of' uns lirnula1ed cdls. Da1:i ;ll'c rc p1·t:· 

~·~ntat iv<: of thl'cc st:parate cxpcrime nls. 
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Fig . 5. J)I in lt:grin aclivalion ~ecomlary to FqlllllB cro.;s-l inking Í$ 

independcnt oí Pl-3K, Src tyrosine kirmscs, PKC, PKA. anJ ~:HK and 
is ncgati\'dy rcgulated by Syk and the actin cytoskclclon. Human 
neutrc1phi ls werc pretrea1cd wi lh DMSO or wilh increas ing doses of 
l.Y294002. PP2. Cy1oclrnlasi11 D, or Pict:ala1111ol or maximal doses uf 
PU98059, Staurosporine. or H89 bcfon• being slimulaled for 10 mi n liy 
1;ross-l i11ki ng of Fc-yH ll lll. Cells wert· 1hc11 slained wilh 111Ab lll4 or 
mAI, 15/7 as in Figwe 4 . l.Jp-regulalion and aclivalion indexes wen.: 
1:ulculatcd as dcsl'rihed in expe1imenla l procedures. (A} Changcs in 132 
inlcgrin ccll-surface eiqm:ssion intli<·a1ed by anti-132 ink¡;rin mr\li 1134 
f111urcst·e11ce in 1he pn:sence uf increasing do:;es oí l.Y294002. l'P'2. 
Cyto«l1alasin D. or PitcalannoL (B) Changcs in 1h1: 132 up-regulat ion 
index in the presenn: oí 30 µ.M l'D98059 (PD), JO nM Staurosporine 
(S11111), or 10 µ.M H89. (CJ Chunges in 131 inte¡,'l'in aclivalion indicatcd 
by anti-active 131 inlegrin mAb 15/7 Huorescencc in the pre~c1we of 
increasing doses oí L Y294002, PP2, Cy1ochalasin D, or Picc:ilannol. 
(D) Changes in thc 131 activalion index in the prescmce of 30 µ.M 
1'098059. 10 nM Stat11'1Jspo1inc, or 10 µ.M H89. (E) Changcs in 131 
init:grin n1;1iva1io11 indicatetl by unt i-uclive 13l i11te¡,'l'in m.'\h 1517 
fluorcsee11ce in 1he presence of increu$ing doses of Piccalannol •)r 
Hcsvcra11.,¡l. Data lll'C mean ::!: St:ll of lhree indc¡Jt·ndcnt .:xpcrime11 1~. 

effect 011 the activati o11 of (3 1 integrins secondary to FqlU!lR 
:>timulation (Fig. 5D). To further support the fact that Syk is 
responsible Cor the observed inrrease in (31 integrin attivation 
when PMN are lreated with Picealannol. we treated the cells 

with Hesveratrol, an analog oí Piceatannol. which has no effect 
on Syk activily (46). Treating the cells with up to 100 µ M 
Resveratrol previous to FqlUIIB stimulatíon <lid 11ot promote 
an increase in (31 inlegri n activation equivalen! to that pro-
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dueed when cells were treated with Piceatannol (Fig. SE). 
These data suggested that FqRllfB induces 131 integrin acti
vation by a sig11uling pathway, which is independent of Src
family tyrosine kinases, PT-3K, MEK. PKC, and PKA but that 
may be negatively regulated by Syk. 

Fc-yRlllB, but not Fc-yRll, colocalizes with f32 
integrins after cross-linking 

As F'qRIJTB seemed to induce 131 i11tegrin activation inde
pendently of a biochemical cascade, it was possihle that an
other mechanism was used by this FcR to activate integrins. lt 
has been repot1ed that fqRilTB has the capacity to interact on 
lhe cell surface with other receptors, a11d it is also thought that 
this interaction may be responsible for its s ignaling capacities. 
Thus. un interesting possibility was then that fqRIIIB and 131 
integrins interact 0 11 the cel l surface ancl that this interaction is 
re:>ponsible for the activation of 131 integrins. We explored the 
interaction of Fc-yRII and FqRTIIB with 131 and 132 i11tegrins 
on PM N hy co11focal microscopy. 

We fo und that Fqllll was uniformly distributed on the cell 
surface of unstimulated PMN (Fig. 6A). 132 integrins were also 
distributed uniformly 0 11 the cell su1face of unstirnulated cells 
(Fig. 6, 13 and H). In u11stimulated cells, FqRll and 132 
intet,'l·ins did not colocal ize (Fig. 6C). Upo11 FqRII cross-

FqRll 

FcylUI 
Stimulated 

Fc-yRt 118 

FcyRlllll 
Stirnul:ited 

f't· Receptors 132 integrins Merge 

Fig. 6. Fc"(lllllB. bul 1101 Fqllll. coloealizes wi1h 132 i111egri11s ufl~r cms,;
linkiug. Human llt.'Ulrophils werc incubatcu wilh FITC-labelc<l FuL fragmenls 
of mAli IV.3 (A ¡mu D) or FITC~l 11belcu F(ab')2 frngmenls of mAli :~C8 (G and 
J). Ccll• werc s1imula1c<l for 10 min by the addi1ion of F(ab'h fra¡,:meul8 of goal 
¡111ti-1110u:;e 1¡_.C (D. E. J. and K). Cdb werc 1hen slaincd nsing bio1inylu1t:d 
mAb 1134 ami slreplavicli n Cy-l'hrome lo deleél 132 inlehrrins (B. E. H, anti K). 
~ lerµc i111agt:s are shown in rhc lasl c::ol unm. (1.) A rrowhcatls show l'Oloc·aliza-
1i o11 of Fq H l ti ll with f32 intcgrins aflc·r cross-linking. lnsets show detail al th" 
singl•··«ell len :I. On:r 100 cells were analyzed for each concli1ion in al least 
two S<"parate experinwnls. Original sc:ale bar is 10 µm. Repn:sl'nlati vr ima¡;e, 
aw· !'>hown. 

li nk ing. patches of the receptor appeared on the cell surface. 
reflecling receptor cluslering (Fig. 60). ln fc-yRil-stimulated 
cells. patches of 132 integrins a lso appe¡ued 011 the cell surface 
(Fig. 6E); however, FqRfl all(l 132 integrins did not colocalize 
(F'ig. 6F). 

Simi lar to Fc-yRTJ, FqRIIIB was uniformly distributed 
across the cell surface in unstimulated cells (Fig. 6G). Also. 
FqRfflB and 132 integrins did not colocalize in unstimulated 
cells (Fig. 61). After Fc-yRITIB cross-linking, patches of the 
receptor appeared, refl ecting receptor clustering (fig. 6J), and 
132 integrin up-regulation occurred. as evide11ce<l by the ap
pearance of 132 integri n patches (Fig. 6K). Contrary to Fc-y.Rll , 
FqRJIIB ancl 132 integrins did colocalize in small patches 
after cross-linking (Fig. 6L). It is impor1ant to notice that even 
after Fc-yRif!B stirnulation, the bulk of 132 integrins does nol 
colocalize with FqRllIB. These results showed that FqRTIIB 
anda small fraction of 132 integrins indeed colocalize, but tlrey 
do so only 1ifter FqRUIB stimulation. 

Fc-yRlllB colocalizes with active ~1 integrins, 
and this interaction is enhanced after the 
inhibition of Syk 

In the case of 131 inlegrins, we firl't looked at total 131 integrins 
on the cell surface before ancl after Fc-yRIIIB cross-linking 
using confocal microscopy. No changes in the distribution of 
total 131 integrins were eviclenl after FcyRlllB cross-linking 
(elata not shown). As no changes in total 131 integrins could be 
detected. we looked at the distribution of active integ1i11s, 
eviclenced by the binding of mAb 1517. after FqRTJIB cross
linking. As shown before, fC')'RIIIB was uniformly distributed 
011 the membrane of u11stimulated cells (Fig. 7 A), andas it had 
been shown by flow cytometry, there was no bi11di11g of mAb 
1517 to unstimulated cells (Fig. 7B), indicating that 131 inte
grins were not activated 011 these cells. Upon FqRl.IIB cross
linking, the receptor was aggregated in patches (Fig. 7D), and 
small patches of mAb 15/7 staining also appeared on the cell 
surface (F'ig. 7E). Ali of these patches of active 131 integrins 
colocallzed with FqRIIlB (Fig. 7F). This resul.t suggested that 
131 integrin activation, secondary to Fc-yRll lB stirnulation, 
might be the result of i11teractions between Fc-yRITIB and 131 
integrins on the PMN membra11e. As Piceatannol treatmenl 
augmented the binding of mAb 15/7 to Fql{II!B-stimulated 
cells (Fig. 513), we looked at Piceatannol-treated cells 10 detect 
the increased binding of mAb 15/7. Piceatannol treatment of 
unstimulated PMN did not elicit any mAb 1517 l>indíng (Fig. 
7H). However, as shown before, mAb 1517 bínding to PM 
after fc-yRTllB stimulation was clearly enhanced by Piceatan
nol Lreatmenl (Fig. 7K). In these conditions. the colocatizalion 
of acti1'e 131 integrins and fqRlllB was more evident (Fig. 
7L). Ali th<~se data suggested that FC)'RITIB might be able to 
interact wi th 131 integrins and in this way, activate them. 

Fc-yRll is internalized after cross-linking, but 
Fc-yRlllB is not, and clusters of Fc-yRlllB after 
stimulation only appear on the cell surface 

To beller understand the nature of the possible interaction 
between of FqRIIIB and 131 integrins, we hypothesized that if 
fc-yR IUB were internalized followi11g cross-linking. then a 
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Fig. 7. ~°<;"(H 11 1 B colocalizes with activ1: (31 integrin$. Human neutrophils 
w~re stirnulatcd usin¡; FITC-labele<l F'(ab')2 fragmenls of mAb :IC!l (A, D, C. 
u11cl J) and (;ro>s-l ink"cl with F(al/)2 fn1g111en1s of goal anti-mom•e lgG (O, E. 
.1 , and K). Stimulatc<l ct>lls were stained with hiotinylated mAh 15/i :111c.l 
strcptuvidi11 Cy-chrome (B. E. H. and K) . . \1erge in111ges are shown 0 11 the right. 
Active (31 inl<'!,'l'ins ami Fq ltl 11ll coloc11lizu1ion1trc seen us yellow (~}. Dctail 
is shown 0 11 thc inset. Fc"(Hll lB-l11bel1•<l, u11stimulale1I Cl.! 11$ (C) or sti111u lute1I 
cclls (J) wert· also trcaled wi lh 40 µ M Piceatannol. Staining wi1h mAb 1517 (11 
and K) showi; lhut Piceatam1ol on ly enha11ccs mAb 15/7 binc.ling of stimulaled 
(·ell;, (K). Thi,; mAb 1517 bindi ng also colocal izes with FqlllllB. as sl11Mn liy 
thc ycllow a reas oí tht: mt!rged image (l.). Ovcr 100 ccll s ,,·ere an:1lyzccl for cacli 
rnndi tion in al fe¡¡st two separale experime11ls. Original scale bar is 10 µm. 
Hc¡m:scnluti,·e i111uges are shown. 

portion of the active 131 integrins could also be internalized if 
the inleraction between both molecules were strong enough . To 
study tite internalization of FcHs. PMN were stained with 
f'ITC-labeled Fab fragments of mAb IV.3 or FlTC-labeled 
F(ab'h fragments of mAb 3G8. Receptor internalization was 
evaluated using T1ypan blue to quench the extracellular FITC 
signa! in unstimulated and stimulated cells. Our resu lts show 
that in 1he sleady-slate. the amount of Fc-yfUT and Fc-yRllI B 
that is inaccessible to the quencher remains the same in 
w1sti111ulated cells after ] O min at 37°C (Fig. 8A). When 
receptors are stimu lated by the addition of F(ab')z fragments of 
goal anti-mouse IgG, receptor internalization is evidenl fo r 
f'c-yRll as a clear inerease in the amount of fluorescence that 
is protected from Trypan blue quenching. ln contras!, 
Fc-yfUfIB does nol seem to become internalize<l after stimula
tion. as the percentage of Auorescence that is protected from 
Trypan blue quenching remains the same as before stimulation 
(Fig. 8A). As no net change is seen in the amount of FqRllIB 
thut is internalized after stimu latíon. il is safe to assume thal 
131 integrins. which may associate witlt this receptor after 
stimulation. will not undergo inlernalizal ion either. To furt her 
suppo11 th is notion, we unde11ook 1he analysis of Fc-yRil113 
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cluster formalion after stimulation, using a di.fferenl cross
linking approach. J\eutrophils were incubated wilh biotinyl
ated F(ab'h fragments of mAb 3G8 and then cross-linked with 
Cy-chrome streplavidin (Fig. 8B); when cells are stimulated 
1his way. dusters appear on the cell surface and do not seem 
to become intemalized, as in ali confocal planes, they colocal
ized wíth lipid rafü:; on 1he cell membrane. a~ evidenced hy 1he 
colocalization with cholera toxin B (Fig. 813). As fqRUIB does 
not seem to be internalized after stímulation, these data sup
po11 the hypothesis that interaction between FqRfIIB ami 131 
integrins muy only occur al the cell surface. 

¡31 integrin activation after Fc-yRlllB stimulation 
seems to be independent of lipid rafts 

As Fc-yRJ ll B is a GPl-l inked protein. its pr:lmary localization 
seems to be the choleslerol-enriche<l lipid rafls of the ouler 
leaflet of 1 he cell memhrane (Fig. 8B). W e also detected 15/7 
mAb slaining in lipid rafts after Fc-yRllIB s1im11 la1ion. as 
evidenced by colocalization wilh cholera loxin 13 (data not 
shown). We set to examine whether lipid rafts ancl cholesterol 
play any pm1 <m the aclivation of 131 integrins secondary to 
Fc-')'RllIB slimulation. For th is, we evaluated the effect of 
choleslerol-deplel ing agenl methyl-13-cyclodextrin [47, 48]. 11 
has been reportee! previously that methyl-13-cyclodextrín pro
duced sheclding of GPl-linked proteins (47]. In our case, 
FqRIJIB was reduced by 30% on the membrane surface after 
lrealment with methyl-13-cyclodextri n. also suggesting shed
ding of this receptor (Fig. 9A). lt is surpris ing l.hal 131 inlegrin 
urt ivalion after Fc-yRillB slimulation was nol affecled by the 
lreatment wí th me1hyl-l3-cyclodextri11 (Fig. 98). We then de
cided 10 study whether methyl-13-cyclodextrin affected the 
l'Olocalization of active 131 integrins and FqRII 1 B afler slim
ulation. When PMN were treated with methyl-13-cyclodexlrin, 
Lhey hecame exlremely round. and Fc-yRlllB distribution was 
altered. F'c')'RIHB clusters were not seen as such but as a more 
diffuse membrane distribution (Fig. 9C). Still , the colocal iza
tion between Fc-yR11113 and active integrins was nol disturbed 
by the lreatment wilh methyl-13-cyclodexlrin (Fig. 9C). These 
resuhs suggesl that the mechanism responsible for the act iva
tion and the colocalization of 131 integrins wi th FqRrlTB 
secondary to FqR11lB cross-linking is independent of lipid 
raft integrity. 

DISCUSSION 

In thís report, we have found that Fq RIIIB cross-linking in 
1he human neulroph il activates 131 integrins. This activation 
does not depend 0 11 an increase in expression o[ 131 integrins 
on the cell membrane but involves an increase in ligand
hind ing affinity. The F'qRJIIB-induced aetivation of 131 inle
grins is iJlClependent of a signaling pathway involving PI-3K 
and Src-family 1yrosine kinases but might be negati vely regu
lated by Syk. We also show that Fc-yRIIIB and acti valed 131 
integri ns colocalize on the cell surface. suggesling thal the 
interaclion between these molecules may be responsible for 
activation of 131 integrins. 
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Fig. 8. Fc)'Hl l l.><·comt:" inlcrnal izctl ¡¡fin cross-li11king. bul Fc)'Hlllll does nol nn<l cluslers 011 lhe <·cll surfa<·e. (:\) Human nculrophils wcre i11cuba.tcd with 
FITC-lalieled Fati fra.gn11:111s of mA h 1\1.:3 •Jr FITC-lubelc<l F(ab')2 fragrncnls of m1\b 3G8. A111ibo<ly-l11b<•lc<l cells (IV.3, 3C8) ami acli valcd cdls (IV.:J+ GAM, 
:3G8+GA M) were ana.lyzed for FITC lluoresce11cc 11Íler Trypan blue c¡ucnchin¡; before (open bars) or nflc r (shadc<l bars) 1hey ltad bec11 placed al 37ºC for 10 111i11. 
Dala are nw1111 :!: St:\ I nf 1wo indcpt•ndenl experirncnls. (ll} PMN wen; incuba1ed with biolinyla1e<l F(ab')2 fragmcnls r¡f mAb :JC8 anti cross-linkttd for 10 mifl wilh 
S1rcp1<1vi<.lin (S1v) Cy-cl ll'ome. a11d cdls were washed. labd ed wilh cl1olera loxin B (CrB)-FITC, und li xed. Over 100 cells were ima.lyzed for ea..!1 comlilion i11 al 

leasl lwo sepantk cxperimc111s. Original sc<1le bar is l(l µ111. Hcpresenl alive imagcs are shown. 

The rnle of integrins in the hematopoieti t system is an area 
of active research (26. 49-55). Tn1egrins have emerged as 
importan! regulators of leukocyte adhesion, homing, und re
cru itment of leukocytes to lymphoid organs f 49], platelet func
tions (56), phagocytocis, and degranulalion (34]. In addilion, in 
humans, varíous diseases are caused by integrin deficiencies or 
malfonctions. For example, 132 integrin defici ency is a deadly 
disease characterized by leukocyte maJfunction and defective 
migration [57]. Also, the absence of o:IIb¡33. the platelet inte
grin. promotes a hleeding disorder known as Clanzmann's 
1hrombas1henia (56). Thus, underslanding the uiology of inte
grins has relevance in lhe w1derstanding of lhe normal func
lions of 1he hematopoietit• syslem as well as in human disease. 

lnlegri ns exisl in two different conformations. inactive and 
active. The inactive integrin is not capable of interacting with 
its ligand, ami the active integrin can bind lo it. lnlegrins bave 

the capacity to alter their activation stale in response lo cel
lular stimulation, thus modulaling their adhesive phenolype 
[21]. This integrin activation is essentiaJ for the proper function 
of integrins, as 011ly the active integrin binds its ligand. This 
essential function of integrins is further underscored by the facl 
that deficiencies in the ahi lity to activale 131. 132, and ¡33 
integrins result in a disease that mirnics 132 and 133 absence 
[55). In addition to integrin activat ion, it has been appreciated 
that integrins can up-regulate their numbers on the cell su1face 
and cluster upon slimulation, fmther adding lo thei r funclional 
capacities (32]. 

The mecharusms of integrin at:tivation ancl their regulation 
are nol yel clearly defined. lntegrin activation seems to involve 
a confomiational change [20. 45. 58]. This conformational 
change can he el icited from lhe inside of the cell or from the 
outside of the cell wit h mAb [59]. The inlracellular events that 

A B 
u 

IH Actlvallon 

lOO 

to 
C) " = .2 
i{ : 6C) 

" .. ... a. 
'O :: - .. '° " " • .¡; 
~ " :zt a. .. 

PBS CyclOdoxtrln 10 m M 

e 
FeyRlllB Activo lntogrlns Mergo 

1.0 

:; o.a ... 
Ji 
~o.a .. 
> 
~ O.A 

" < 
0.) 

00 
PBS Cyctoduttln 10 mM 

Fig. 9. 131 iniegrin aclivation sccondary lo fo)' IWllJ 
s1imulu1io11 st:ems in<.lependcnt of lipi<I raft intcgrity. 
(A) Hunllm 111;utroplt ils 1<Prc inl'11ba1etl will1 FITC
laheled F(ab'h fmgments of mAh :lC!l. uncl FqHlllB 
expre:;,ion on 1he cdl ~urfuc~ wus analyzed by llow 
cytometry in the t1b~ence or presence of 1 O mM melhyl
¡3-cycl1xlexlri11. (ll) Activalion of [31 i11tcgri ns was as

scssed as in Figure 5 in lhe abscnce or prcscnce oí 10 
mM mcthyl-¡3-cyclo<lextrin. Data art: mean ::!: Sf:M of 
1hree indepe11denl expcrimenl~ . (C) Hun11111 nculro
phil$ wen: lrcated un<.l slnined as in i"igm·(: 7, bul 1he 
experimenl was pc1fom111d in 1he prcscnce of l O 111M 
meth )'l-¡3-cyc:lod.:xl rin. Over 100 cdls were analyzcd 
for euch condili<ln in al leas! two ~eparale t:xperime111s. 
Original scale bar is 10 µm. lkprescnlali\'c irnagcs are 
shown. 
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lead to Lhis conformatiunal change are nol clear yet. liut severa! 
stimuli have l>een shown to promote integrin activation in 
different cellular syslems. lntegrins are known to become ac
tivated in response to T cel l receptor signaling, chemokine~ . 

seleclins. phorbol esters, and Fc-yH stimulation [22). 
f cR stimulation has been identilied as an important acti va

tor of integrins in neutrophils and other cell types. í24, 33-36]. 
In neutrophils, 132 integrin up-regulation and aclivation have 
been shown lo occur after fc-yRII and Fc-yRIIIB stimulation 
í24. 32]. fc-yRJ 1- and Fc-yRlll B-mediated 132 integrin up
regulation occnrred through a biochemical cascade thal in
volves Pl-3K [32]. Our results described here show thal in the 
case of fqRllJB stimu lation, Src-fomil y tyrosine kinases and 
Syk kinase, in ad<l ition to PJ-3K. are involved in the up
regulation of 132 integrins. This liiochemical pathway. emerging 
from Fc-yRIJTl3, is similar to the traditionaJ ITAM-based sig
na! ing off c-yH ll [2]. This signaJ ing mechanism for rqRJllB
med iated 132 integrin up-regulation makes it attrac ti ve to spec
ulate that indeed, Fc-yRIIIB recru its Fc-yRJI 10 mediate intra
cellular signaling, as has been suggested by other authors [12]. 
However, the fact that Fc-yRllIB but not Fc-yRIT promoted 131 
integrin actlvution points to the idea that other signaling mech
anisms for Fc-yRJIJB musl ex ist. 

13.1 integrin responses, after Fc-yR stimulation, were different 
from those (i r 132 integrins . When PMN were stimulated by 
Fc-yH II or Fc-yRTJIB t:ross-linking, 131 integrin expression 011 

the cell surface remained intact. It had heen reported previ
ouslv that 132 inlegrins ex i ~l prefom1ed in the secretory gran
ule::; oí human neutrophils [60]. The clegmnulation that occurs 
secondary to Fc-yR stimulation seerns to be responsi ble for the 
observed increase in the number o( 132 inlegri ns on the cell 
surface. As f3l integrin numbers on the cell s urface did nol 
increase after Fc-yHTI or Fc-yRIIIB stimulation. it t:an be 
arguecl thal these prefonned vesicles do not contain 131 inlegrins. 

Although no 131 integrin up-regulation was observed after 
FqR stimulation. Fc-yRIIIB prornoted f31 integrin acti vation 
that led to increasecl fibronectin binding. Contrnry to 
Fc-yRll l.B-mediated 132 integrin up-regulation, Fc-yRillB-me
diated f31 act iva tion wus independent of the enzymatic activity 
of Pl<~K and Src-fam ily kinases. This suggests that fc-yRllll:l 
is capable oí activaling at least two differenl signaling path
ways in human neutrophils: one that could use a signaling 
pathway simi lar to the ITAM signaling machi nery of Fc-yRfl Lo 
promole up-regulation of 132 integrins and another inclependent 
pathway to actívate 131 integrins. 

As FqR"ll lB attivates f31 integrins indepenJently of a 
classicaL biochemical pathway. we thought that another pos
sibility for this aclivation was the interaction of the receptors 
on the <:ell smface. This idea is supported by the fact that 
Fc-yR.TllB has been shown to interact wilh al least Fc-yR!f and 
f32 integrins (7. 11, 33]. lL is generally perceived that 
Fc-yRlllI3 and 132 integrins inleracl almost permanently on the 
ceU surface of the human neulrophil , as has been interpreted 
by some authors (61]. This perception aroused from studies 
using flu orescence resonance energy transfer (FH.ET), which 
showed that Fc-yRJlIB ancl f32 integrins were capable of inler
acting on the eell surface after transfection on fibroblasts [9. 
62]. However, these studies did nol show that this interaction 
is permanent. Our colocalization studies show tha1 contrary to 
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this perception, Fc-yRIIIB and 132 integrins are nol together on 
the cell surface ali the time but only colocalize after Fc-yRJIIB 
c: ross-linking. A finding that is in accordance with FRET 
studies but restricts the inleractions of Fc-yRlllB and 132 
integrins Lo the Fc-yR11113-activated neulrophil. 

Based on the exislence of inleractions between Fc-yRIIIB 
ancl 132 inlegrins after Fc-yRlHB stimulation, we examined the 
location of active 131 integrins on the cell membrane of P.\1N. 
We found that Fe-yRIJIB and active f31 integrins colocalize on 
the PM I\ membrane. This finding suggests that interactions 
between the Lwo receptors may be responsible for the activation 
of 131 integrins. Additionally. it was recently fou nd that u 

urokinase-type plasminogen activalor receptor. a GPI-linked 
receptor, is capable of associating laterally wi th 13 l integrins 
on the cell surface í63]. As Fc-yRIIIB is also a GPl-linked 
receptor, this find ing further supports the idea that 131 integrins 
have the capacily of engaging Fc-yRIIJB in lateral as:>ocialions 
on the cell surface. 

/\ lthough our lindings support the notion that Fc-yRllIB 
acti vates 131 integrins by interactions 0 11 the cell sudare. other 
possibilit ies exist. SmaU GTPases of severa! families ha1•e been 
implicated in 131 integrin activation in several cell types [64-
69]. So, it is possible that some of them may be responsible for 
the regulation of the signaling to 131 integrins after Fc-yRlIIB 
cross-linking. 

We found that when cross-linking of Fc-yRlllB was per
formed in the presence of Piceatannol. the colocal ization be
tween F'c-yRlllB and the active f31 integrins was enhanced, 
suggesting that Syk might negatively regulate this phenome
non. Syk is considered a key mediator of FqR signaling [70) 
and has also been shown recently to be critica! for severa! 
integrin functions in the human neutrophil (7 1 ]. Also, Syk has 
been shown Lo interact directl y with the cytoplasmic tai ls of 133 
and l31A integrins (72- 74]. Syk has also been fo und to regulate 
the binding t:ycle of 132 integrins (75]. So. precedents exist 
where Syk regulales integrin events by interacling directly with 
the integri n cytoplasmic tails. As with ull pharmacological 
inhibi tors. Piceatannol is nol comple.tely specific for Syk. and 
high doses have been shown to interfere with other enzymes 
(76]. Nonetheless. the use of Res1•eratrol, a Piceata11 11ol analog 
without act ivi ty toward Syk, supporls the notion that Syk is 
actively invt1lved in the regulation of 131 integrin actlvation 
secondary to Fc-yRllIB stimulation. Although Resveratrol clid 
nol affect 131 integrin activation as much as Piceatannol, high 
doses also stimu lated an increase in f) l integrin activation. 
wh ich suggests that olher proteins may also regu lare f31 inte
grin activation. Unfortunutely, it is not known if Hesveratrol 
has any specillc targets 0 11 Pl\<I . Whether blocking Syk affects 
13 L integrins directly or interferes indirectly with other ele
ments that modulate integrin activation, such as the cytoskel
eton, is an interesting question. Our results suggest that a 
direct effect seems more possible, as disrupling the acti n 
cytoskeleton did not produce an increase in 131 activation of 
the same magnitude as that of the treatment with Piceatannol, 
albeit there was a minor increase in 131 integrin activation aüer 
treatment wi th high doses of cytochatasin. Although al these 
doses. Lhe effects of cytochalasin may be somewhat unspecific, 
this finding is in ag1·eement with previous reports showing that 
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disruption of the cytoskeleton frees the integrin intracytoplas
mic tails und thus focilitates aclivation. 

FqHillB is a CPl-linked receptor and is presumed to Aoat 
L) ll the outer leaflet o.f the cell membrane in cholesterol-en
riched lipid rafts. As a result of this fact, the use of cholesterol
depleting agents could tell us whether lipid rafls play any 
significa n! role in the aclivation of 131 integrins secondary lo 
FqRHID. Our results suggest that !31 integrin ac:tivation and 
colocalizalion with F'qHIIJB, in this cuse, are independent of 
lipid raft function. This resuh. however, shoulcl be examined 
carefully in light of the fact that cholesterol depletion of PMN 
has been shown lo promole degranulation L77J, shedding of 
GPf-linked proteins f47l. activation of small GTPases [78], ancl 
polymerization of actin [78]; so establishing a elear role for 
lipids mfts muy not be possible using this approach. Still , our 
results are in agreement with those of Pierini and collaborators 
[79]. This group showed that C044 (u lipid raft marker) wus 
localized lo lhe uropod of fonnyl-.Met-Leu-Phe-stimulated 
PMI\ ami that th is redistribut ion upon ::; timulation wa5 lost 
when cells were treated with methyl-13-cyxlodextrin. Our re
sults show that alt11ough FqRlllB stimulatio11 in untreated 
PM!\ results in the formation of clusters on the cell membrane. 
these clusters are 110 longer seen in methyl-13-cyclodexlrin
lreated c:ells, thus reflecting the importance of lipid raft integ
rity for the adequate distribution of nút-associated protei ns. 

lt is possible to imagine that ufter FqRTlll3 cross-linking, 
Fc-yRI l IB may undergo a "co1úºormational change", which muy 
ex pose ce11ain areas of t he molecu le so that i nteract ions with 
13.1 in tegrins beconie possible. This association will in Lurn 
promote 131 integrin activation, wh ich woul<l be tightly regu
latecl by the interaction between Syk and the [31 integrin 
cytoplasmic tail. When Picealarmol blocks the activity of Syk, 
the inteructions between Fc-yRIIIB and 13J integrins are no 
longer regul ated, which permits a IHoader activation of 131 
integrins. The activily of Syk required to maintain the 131 
integrins tightly regulate<l would be minimaL as only large 
doses of Picealannol promote 131 integrin uctivution deregula
tion. Although highl y specu laLive. Lhis model provides a work
ing hypothesis for the activation of 131 integrins secondary lo 
Fc-yRfIIB cross-linking. A clear demonslrntion of this hypoth
esis would come from immunoprecipitation studies ifFc-yRIIIB 
could be i:;olated and shown lo associate with 13J integrins after 
stimulation. These immunoprecipitation sludies would also 
show if ínteractions hetween fqHIIIB and f3l integrins ex ist 
even before stimu lation, a fact that would explain the apparenl 
absenee of a signaling intermediate belween FqRIJlB stimu
lalion and 131 inlegrin aclivatio11. It was not possible, however. 
lo perfonn this experi menl, as the recove•)' of F'c-yRllIB after 
cellular lysis was 11ot feas ible using the reagents availuble to us 
toda y. 

In the humarl neutroph il. Fc-yRllIB expression is 10 times 
higher than that of Fc-yH'l lA [BOJ. This suggests that FqRlllB 
is tbe frrst Fc-yR thal Lhe neulrophil uses lo recognize immune 
complexes. lndeed. evidence for a major role of FqRUJB in 
immune complex recognition in rolli11g neutrophils has bee11 
reportee! recently llG]. After fc-yR stimulation, inlegrins gel 
activated ([24) and th is report), generaling a more adhesive 
phenotype for 1he PMN. lt is clear that !32 integrins are 
important for transendothel ial migration, yel the role for acti-

vated 131 integrins is not as clear. 131 integrins have been 
shown to be imporlant for the migrntion of PMN through the 
exlracelluJar malrix (51. 81-83). Also, in patients and mice 
wi lh !32 integrin deliciency. recruitmenl o.f PMN l<> the lung 
remains intuct [57. 84]. suggesting that 131 integrins could be 
responsible for Lhis migration. Thus, 13.l integrin activation 
eould be an importan! mechunism to recruit PMN from the 
cireulation to certain tissues in response lo immune complexes. 

Tn conclusion, this report shows for the first time that human 
neulrophils are capable of activaling 131 integrins in response 
lo FqRJIIB stimulation. This fqR IJIB-mediated 131 integrin 
activation is inc.lependent of the enzymatic acti vily of Pl-3K 
anci Src-family tyrosine kinases and may be mediated through 
interaclions between FqRllfB and 13J integrins. 
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Abstract 

Fe receptors (FcRs) and integrins are both key players of immune responses. These receptors are capable of independent signaling that 
leads to various cell functions. Rccently, it is bccoming clcar that thcse rcceptors are also capable of modulating each other's responses. This 
modulation is achieved by direct physical interactions ofthe receptors on lhe cell surface, or by one receptor modifying the signaling pathway 
of the other receptor. Receptor co-localization and rcsonance energy transfer studies ha ve shown that Fe receptors and integrins interact on the 
cell surface. Biochemical and functiona l studies ha ve shown that signaling frorn Fe receptors modulates integrin adhesiveness through a process 
called "inside-out signaling". Other studies also show that the signaling from integrins modulates Fe receptor responses such as adhesion to 
immune complexcs and cell mediated antibody-dcpendent cytotoxicity. This bi-directional cross-talk between Fe receptors and integrins is 
very importan! for the final cell function. Here, we review the latest infonnation about interactions between Fe receptors and integrins. 
© 2003 Elsevier B.V. All rights reserved. 

Keywords: Fe reccptors; lntegrins; lnside-out signaling 

l. 1 ntroduction 

Cells receive a multitude of stimuli from their environ
ment and respond accordingly. Some of these responses 
take a long time, involving signaling to the nucleus and 
synthesis of new proteins. Other responses involve already 
synthesized proteins, and modulate cell functions on the 
short-tem1. Some stimuli promote both long- and short-term 
responses. Fe receptors (FcRs) and integrins are not only 
capable of promoting both long- and short-term responses, 
but they are also capable of modulating each other. This 
cross-talk adds a major complexity to the signaling capa
bilities of these two groups of receptors. [n this review, we 
examine the evidence for this cross-talk and some of the 
cellular mechanisms involved in modulating it. 

2. Fe receptors 

Fe receptors comprise a family of membrane proteins ca
pable of interacting with the constant region of immunoglob-
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ulins (Ig). Fe receptors are important mediators of immune 
responses. These responses range from effector functions 
such as phagocytosis, antibody-dependent cell-mediated 
cytotoxicity (ADCC), cell degranulation, production, and 
secretion of chemokines, to immunomodulatory functions 
such as regulation of lymphocyte proliferation, antibody 
secretion, and antigen presentation. 

Fe receptors are named according to the immunoglobulin 
heavy chain isotype they bind [ 1 ]. For example, the receptor 
for IgA is called FcaR, but the receptor for IgM, which 
is also capable of binding IgA, is called FcwµR . To date, 
three types ofreceptors for IgG have been identified [2], two 
types of receptors for IgE [3], and one type for each lgA 
[4), IgD [5], and IgM [6]. There are two other types of Fe 
receptors, the polyigG receptor [7] and the FcnR [8]. The 
poJylgG receptor transports TgM and TgA across epithelium, 
while tbe FcnR binds and transports IgG across cells, and 
also regulates serum lgG levels. Ofthese receptors, the most 
studied to date have been lhose for lgG and lgE. Although 
studies on the responses generated by the other Ig receptors 
are slowly emerging. 

Fco:R, Fc-yRl, and Fc-yRJIIA share a common struc
ture [ 1,4] (Fig. 1 ). They ha ve an ex cha in which is a 
trans-membrane protein with extracellular Ig-like domains. 
These Ig-like domains are responsible for the interaction 
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Fig. l. Fe reccp1ors. Schcmaiic dcpic1ion of rcccpiors for lhe Fe ponion of immunoglobulins (lg). Mosl Fe receplors (FcRs) contain immunoglobulin-like 
(lg-like) domains in the extracel lular ponion of their cr chain. Thus, they belong to the lg-superfamily. Exception 10 this are Fct RII and FcRn. FccrR, 
Fc"(RI, FC"(RIIA,C, FC"(RlllA, and Fct RI, ali signa! to 1hc insidc of 1hc cell trough an immunorcceptor tyrosine-based activation motif (ITAM). Fc"(RllB 
conlains an immunoreceplor tyrosine-based inhibitory motif ( ITIM). Fc"(RlllB is expressed only on neuirophils and is anchorcd to Lhe cell mcmbrane by 
a glycosidylphosphatidylinositol (GPI) linkage. The signaling mechanism of Fc"(RUIB, Fct Rll, Fccr/µR, plgR, and FcRn is nol clcar 10 date. 

with the Fe portions of immunoglobulins. They also have 
two associated -y chains which interact non-covalently with 
the a chain. These -y chains are responsible for the s ignaling 
capacities of the receptors. The -y chains contain an amino 
acid sequence named immunoreceptor tyrosine-based acti
vation motif (ITAM) (Fig. l). Tyrosines residues within the 
ITAM are essential for FcRs signaling [9]. 

FceRI has an associated 13 chain in addition to the ex and -y 
chains. This j3 cha in al so contains JTAMs [ 1]. Fc€RII is a low 
affinity IgE receptor, that belongs to the C-type lectin family 
[I O]. Fc-yRJIA and Fc-yRJIC receptors are s ingle transmem
brane proteins, in which the ITAMs are embedded in the 
same ex chain. These receptors, thus, do not need an associ
ated -y chain for signaling [ 1]. Fc-yRIIB is an inhibitory re
ceptor with a single chain. lnstead of an lTAM, Fc-yRIJB has 
an ITIM , for immunoreceptor tyrosine-based inhibitory mo
tif [ 11]. Fc-yRlIIB is a glycosyl phosphatidylinositol (GPI) 
linked form of the Fc-yRlll receptor [ 1]. Fc-yR1IIB does not 
have associated chains and consequently no ITAMs. Fccx/ µR 
is a single trans-membrane protein that lacks either ITAMs 
or IT!Ms, and does not have associated subunits (6). The 
polylg receptor is also a single trans-membrane protein, with 
no associated units, ITAMs or ITIMs [7). The FcnR is struc
turally related to major histocompatibility complex class 1 
proteins, and requires 132-microglobulin for its full function 
[8). To date the structure of the IgD receptor is not known, 
and there is still sorne controversy regarding its existance 
[5). 

Most of the Fe receptors studied to date (FcaR, Fc-yRJ, 
Fc-yRII, Fc-yRHIA, and FceRI) share a similar signaling 
mechanism. Upon interacting with its ligand the recep
tor is cross-linked, and its a chain or its associated -y 
chains get phosphorylated by Src family kinases on spe
cific tyrosines embedded in the ITAM. Upon phosphory
lation of such tyrosines, the receptor becomes a docking 
site for SH2-domain containing proteins which propagate 
the signa! inside the cell, generating a variety of cellu-

lar responses [9, 12). Fc-yRIIB signaling differs from the 
model depicted above, in that its tyrosines are embed
ded in an ITIM. This ITIM, in contrast to ITAMs, serves 
to recruit phosphatases that down-modulate s ignals that 
emerge from activated receptors containing ITAMs [1 3). 
Fc-yRJIIB signaling mechanism remains the subject of ac
tive investigation, since it is a GPI-linked protein without 
a defined intracellular signal ing partner [ 14--16). The sig
naling mechanism of Fca/µR is not known at the moment 
(6). 

Despite the similar mechanisms ofsignaling by Fe recep
tors, each receptor is capable of generating different cellular 
responses. This is because the ITAM sequences are different, 
and thus they can recruit different SH2-domain containing 
proteins. In addition, different cells also contain different 
components of any particular signaling cascade. Of ali the 
cellular responses elicited by Fe receptors we will examine 
in this review the modulation of the integrin functions. Re
cently, other responses elicited by Fe receptors have been 
reviewed elsewhere [2, 17- 19). 

3. lntegrins 

lntegrins are a family of transmembrane receptors that 
comprises 24 members to date. Each integrin is a het
erodimer formed by an a and a 13 chain [20). The name 
integrin was given to these receptors because they were 
found to integrate the extracellular matrix with the intracel
lular cytoskeleton. Integrins are named according to their 
corresponding a and 13 chains, for example, a 1 [31 , a2131 , 
and so on. As the study of integrin functions has evolved, 
it has become clear that integrins, besides acting as adhe
sion molecules, are also capable of signaling into the cell. 
lntegrin signaling provides very importan! regulatory s ig
nals that control cell growth, differentiation, and survival 
(Fig. 2) (21 - 23]. 
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Fig. 2. lntcgrin signaling. (A) "Outside-in signaling". lntegrins in their active state interact with their extraccllular ligand. Upon interaction integrins 
signal to thc inside of thc cell (thick arrow), rcgulating functions such as ccll growth, differcntiation and survival. lntegrins also serve as points of 
anchoring to the cytoskeleton. (B) " lnsidc-out signaling" . lntcgrins in thcir inactive statc bccomc activatcd in response to signals from thc inside of the 
cell (thick arrow). The final mechanism of this activation process, seems to invo lvc thc separation of thc intracellular segments and thc unfolding of the 
extracellular portion of the integrin . Thus, the integrin becomes competent to interact with its ligand. 

In addition to signaling into the cell, integrins are them
selves targets for regulation. This regulation within the cell 
appears to alter the affinity of the integrin for its ligand 
(24). The capacity of the cell to regulate its adhesiveness 
via its integrins, represents a mechanism to respond rapidly 
to extracellular environmental changes. Such mechanism 
is particularly importan!, for example, in the recruitment 
of leukocytes to sites of inflammation or during immune 
responses (25). The capacity of integrins to regulate their 
affinity has been termed " inside-out signaling'', since the 
integrin responds to signals generated from inside the eell, 
as opposed to "outside-in signaling'', where the eell re
sponds to signals generated by the integrin (Fig. 2) (20]. 
The "outside-in signaling" generated by integrins generally 
involves the formation of elusters of integrins, where dif
ferent signaling proteins are recruited. From these elusters, 
integrins can initiate signaling easeades. These elusters also 
serve as points of anehoring to the eytoskeleton and trans
duce mechanieal signals to the inside of the eell (Fig. 2A). 
The "inside-out signaling" relies on proteins that when ac
tivated interact with the cytoplasmie tails of integrins and 
promete a conformational change in the integrin, probably 
through the disruption of the un ion between the a and the 13 
chains. This disruption prometes a straightening of the inte
grin on the eell surfaee, as well as the exposure ofthe ligand 
binding site (Fig. 28). 132 integrins are of special mention
ing because they are expressed only in leukoeytes. There are 
four 132 integrins, ali of them have the 132 chain coupled to a 
different a chain. These integrins are: aLl32, an lCAM-1 re
ceptor (26]; aMl32, a eomplement receptor with phagoeytic 
capacities (27] ; cxX132, also a complement receptor (28]; 
and cxDl32, whieh has just been recently deseribed in [29]. 

4. Cross-talk between Fe reeeptors and integrins 

lntegrins are eapable of regulating and be regulated by 
Fe reeeptors. We will examine in detail such interactions, 
speeially those regarding 132 and 131 integrins. To date, 
three different types of interaetions between Fe receptors 
and integrins have been deseribed. First, a physieal inter
action between both types of reeeptors on the surfaee of 
the cell. Seeond, integrin responses that oecur beeause of 
Fe receptor signaling, i.e. "inside-out signaling". Third, 
cellular responses to Fe receptors that occur only after in
tegrin occupation or when both receptors are stimulated 
simultaneously, i.e. "outside-in signaling". 

S. Physieal interaetion between Fe reeeptors 
and integrins 

At least three Fe reeeptors are known, and a fourth is 
suspected, to interaet on the eell surface with integrins 
(30- 33]. By means of resonance energy transfer, a teeh
nology which permits the detection of molecules that are 
closer than 7 nm apart, it has been found that Fc-yRIIIB 
interacts with integrin aMl32 on the membrane of the hu
man neutrophil [30] (Fig. 3). Also, soluble FqRIITB was 
capable of interacting with aMl32 on the surface of human 
polymorphonuclear cells [34]. This interaetion is suspeeted 
to oecur via a lectin-like interaction, since it can be pre
vented by the presence of eertain earbohydrates [35]. Due 
to the faet that Fc-yRIIIB does not have an intracellular por
tien, it has been proposed that this interaction with aM132 
allows Fc-yRIIIB to generate cellular responses. The idea 
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Fco:R FcyRIIIB 

Fig. 3. lnteractions betwcen Fe receptors and intcgrins on the ccll mcmbranc. 132 intcgrins are known to intcract with Fe reccptors on thc ccll membrane. 
Botb Fc'YRllA and Fc'YRlllB intcract with o.M¡32, but their mode of intcraction is differcnt. Fc'YRlllB intcracts through lectin-likc intcractions, while 
Fc'YRllA does not. The nature of FqRllA interaction to aM¡32 is not known. Fct Rll also has been shown to interact with aM¡32 and aX¡32. Although 
thc intcracüon of FcaR and aMl32 has not been directly asscsscd, indirect evidence suggests that it occurs. 

of aMl32 being the molecule responsible for FqRIIIB 
signaling has been supported by various lines of research 
(36-38]. When human neutrophils roll over immune com
plexes, the tethering phase is mediated by Fc-yRJIIB, and 
the arrest phase is mediated by both Fc-yRIIIB and 132 
integrins (36], as disscused later. Urate crystals can acti
vate human neutrophils by engaging FcyRllIB due to a 
serendipitous interaction. This neutrophil activation de
pends on the capacity of FcyRIIIB to interact with aM132 
[3 7]. When fibroblasts are transfected with Fc-yR1IIB, they 
are only capable of generating FcR-dependent responses 
when aMl32 is cotransfected [38]. Even though the above 
results strongly suggest that Fc-yRIII B and o:M132 cooper
ate for ali Fc-yRIIIB responses, this may not be absolutely 
true. Sorne studies involving protein phosphorylation and 
protein redistribution in which either receptor has been 
stimulated independently, demonstrated that each receptor 
generates different intracellular signals [39]. In addition, 
ligation of FcyRllIB promotes an anti-apoptotic phenotype 
via the synthesis of granulocyte-colony stimulating factor 
(G-CSF) and granulocyte-macrophage-colony stimulating 
factor (GM-CSF) [40). This finding is not replicated by the 
cross-linking of 132 integrins. These reports suggest that 
cxMl32 and FqRIIIB may not share ali of their signaling 
capabilities. 

FcyRllA is also known to interact with 132 integrins 
(Fig. 3). Similarly, to Fc-yRIIIB resonance energy transfer 
detected interactions between FcyRIIA and cxMl32 [31 ]. 
But in contrast to Fc-yRIIIB, such interactions were not 
disrupted by carbohydrates (Fig. 3) [31 ]. Although these 
results indicate an interaction between Fc-yRIIA and aMl32, 
other reports suggest that these receptors function inde
pendently. On polarized neutrophils, Fc-yRUA and aMl32 
traffic to ditferent types of membrane protrusions. While 
FcyRllA translocates to the lamellipodium, aM132 moves 
to the uropod [31 ]. Nonetheless, functional cooperation on 

the cell surface by these two receptors has been suggested 
by studies demonstrating that a tail-minus FcyRIIA (which 
lacks ITAMs) is capable ofphagocytosis when cotransfected 
with cxM132 [41). 

Another FcR that has been found to interact with 132 in
tegrins on the cell surface is the low affinity receptor for 
IgE, FceRíl. Tt was found that monocytes undergo activation 
when FcERII interacts with cxM132 or with aXl32. but not 
with aLl32 (Fig. 3). This interaction promoted the synthesis 
of cytokines and the increase of nitrite and other oxidative 
products. However, to date the importance ofthis interaction 
in vivo remains unknown (32]. 

FcaR also appears to interact with aMl32 (Fig. 3). ln
teraction between FcaR and cxMl32 has not been studied 
using resonance energy transfer, but evidence for associa
tion of these two receptors comes from the fact that binding 
of neutrophils to secretory IgA is abolished in 132 deficient 
mice (33]. This response seems to involve the interaction of 
the secretory component oflgA with aMl32, since secretory 
IgA but not IgA prevents N-acetyl-0-glucosamine binding 
to this integrin (33]. 

It is not known whether FcRs are capable of interacting 
with integrins other than those of the 132 family on the cell 
membrane. But it is clear from the evidence presented above 
that interactions between FcRs and 132 integrins on the cell 
surfac.e are very importan! for key FcR-mediated responses. 

6. Fe receptor modulation of integrin responses via 
" inside-out signaling" 

Fe receptors for IgG and IgE are known to modulate 
integrin activation via "inside-out signaling". Severa) FcyR 
responses have been shown to requíre the presence of 132 
integrins, particularly of cxMl32. These responses include 
adhesion to immune complexes, enhanced Fc-dependent 
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phagocytosis, antibody-dependent cell-mediated cytotoxi
city, and the production of certain chemokines [42). Still, 
certain other Fc-yR responses seem to be independent of 132 
integrins, for exarnple, basal FcR-dependent phagocytosis, 
the generation of calcium fluxes, and the production of 
superoxide [43). 

Of particular interest is the adhesion to immune com
plexes. Adhesion to immune complexes is mediated by 
Fc-yRs [43]. Adhesion to immune complexes consists of 
two-phases. The first-phase occurs within the first 1 O min 
of the interaction between the cell and the immune com
plexes and the second phase occurs after the first 1 O min 
and lasts almost 1 h [ 44]. The first phase is 132 integrin 
independent, as it occurs in patients with complete absence 
of 132 integrins on their cell surface (a condition known 
as leukocyte adhesion deficiency (LAD)), or in the pres
ence of 132 blocking antibodies. The second phase of the 
response is 132 integrin dependen! and is absent in LAD 
patients or in the presence of 132 blocking antibodies [43). 
The interaction between IgG in the form of immune com
plexes and Fc-yR promotes the recruitment and activation 
of 132 integrins during the second sustained adhesive phase. 
It has been shown that this recruitment and activation of 132 
integríns occurs because of the activation of phosphatidyl 
inositol 3-kinase (PI3K), secondary to Fc-yR signaling [44). 
On human neutrophils it has been shown that both Fc-yRII 
and Fc-yRIIIB are capable ofactivating PI3K. Concordantly, 
both Fc-yRII and Fc-yRITJB are able to recruit and actívate 
132 integrins, particularly aMl32 (Fig. 4A). In addition to 
PI3K, PAK-1 , a serine/threonine kinase (44), and protein 
kinase A (PKA) [45) are two other proteins that seem to 
be involved in the regulation of 132 integrin activation in 
response to Fc"(R stimulation. Failure of LAD leukocytes 
to sustain adhesion to immune complexes, was also accom
panied by a decline in the production of leukotriene B4 
(LTB4) [43]. This suggests that activation of 132 integrins 
after Fc'YR stimulation is importan! not only for adhesion 
but also for other FcR-mediated responses. 

Most Fc"(R functions dependent on 132 integrins, seem to 
work in a very s imilar way to the adhesion to immune com
plexes. That is, there are two phases: the first-phase is an 
integrin independent phase, and the second-phase is integrin 
dependent. This idea is supported by the fact that neutrophils 
from LAD patients are capable ofbinding cellular targets for 
antibody dependen! cytotoxicity during the first integrin in
dependent phase. However, these neutrophils seem incapable 
of sustaining the interaction in the integrin dependen! phase 
and thus fail to kill their targets [46]. Tbis failure is dueto 
the lack of 132 integrins, and it is further underscored by the 
fact that in vivo killing of melanoma cells, is also impaired 
in 132 deficient mice [47]. Another FcR-mediated response 
with a biphasic mode, is the renal infiltration of neutrophils 
and tissue damage induced by immune complexes during 
acute glomemlonephritis. In this condition, immune com
plexes are formed in the basal membrane ofthe glomerulus. 
These immune complexes activate complement and recruit 
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Fig. 4. "lnside-out signaling" to in1cgrins secondary to stimulation of 
Fe reccptors. (A) On the ncutrophi l stimulation of cither Fc'YRIIA or 

Fc'YRillB Jeads to aMJ32 activation through a pathway that requires the 
activity of phosphatidylinositol 3-kinase (P13-K). (B) On mast cells, FceRI 

activates integrin a5J3 I and this signaling pathway requires PJ3-K. (C) 
On the human basophil , FceRJ is activates a4¡3 I also through a PI3-K 
depcndcnt pathway. 

neutrophils from the circulation. Activated neutrophils then 
cause the accompanying renal damage. In both wild type 
mice and aMl32-deficient mice, the first-phase, which is the 
recmitment of neutrophils, is intact. In contras!, in aMí32 
deficient mice, the second-phase, which is the persistence 
of neutrophils in the glomerulus is abated [48). Neutrophil 
infiltration over time correlates with tissue damage in the 
kidney. The failure of neutrophils to sustain infiltration in 
the aMí32-deficient mice leads to an almost abscent tissue 
damage in the kidney [48]. 

In contrast to the 132 integrin activation mediated by fc"(R 
stimulation, Fc€RI activation leads to changes in 131 inte
grins. In mast cells, the engagement of Fc€RI leads to acti
vation ofthe a513I integrin [49) (Fig. 4B). This activation, 
depends on PI3K, in a manner analogous to the activation of 
í32 integrins by Fc-yRs. In basophils, FceRI activation leads 
to an increased affinity of a4í31 integrins for their ligands 
[50]. This actívation is also dependent on PI3K (Fig. 4C). 
Besides Pl3K, Src, and Syk, kinases seem to be involved in 
the sígnaling pathway that leads to integrin activation [50). 
It is interesting to mention that in platelets, the activation 
of the aIIí33 integrin mediated by Fc"(RII also depends on 
PI3K [51). 

The molecular events that occur after íntegrin activation 
secondary to FcR stimulation, is still one question that lacks 
answers. This is in part due to the fact that many mediators 
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of integrin responses are also used by FcRs for their own 
signaling [52). For example, it has been found that Syk is 
critically involved in both Fc-yR signaling and 131 , 132, and 
133 integrin signaling in human neutrophils [53). This way, 
stimulating Fc-yRII in human neutrophils will lead to Syk 
activation and consecuently to 132 integrin activation. 132 in
tegrins in tum, will signal to the cell, but they will also use 
Syk for signaling. So, ifwe are to study the role ofSyk after 
132 integrin activation, secondary to Fc-yRII stimulation, we 
will not be able to do so using pharmacological inhibitors 
or mutant proteins. We are forced then, to divide the study 
of integrin activation from that of signaling emerging from 
activated integrins. The picture that will arise from studying 
integrin activation and signaling independently, is necesar
ily incomplete. Hopefully, in the future we will be able to 
device techniques to study signaling pathways such as the 
one described above. 

7. lntegrin modulation of Fe receptor responses via 
"outside-in signaling" 

As it has been mentioned earlier, cross-talk between in
tegrins and FcRs is bi-directional, i.e., FcRs are capable of 
modulating integrin functions and vice versa. The capacity 
of integrins to modulate FcRs responses has been known 
for a long time. Priming of human neutrophils with com
plement, a ligand of cxMl32, promoted an increased phago
cytosis mediated by Fc-yRs [54]. More recent studies have 
also shown that activating o:Ml32 with fibrinogen also in
creases the Fc-yR phagocytic response, apparently through an 
extracellular signal-regulated kinase (ERK) mediated path
way [55]. Furthermore, simultaneous cross-linking of both 
o:M132 and Fc-yRs using monoclonal antibodies has also been 
shown to promote enhanced phagocytosis [56). Another line 
of evidence that supports the idea of integrins modulating 
FcR responses, is that neutrophils from LAD patients lack 
the capacity to perform enhanced phagocytosis [42]. It is 
therefore clear that engagement of 132 integrins on the cell 
surface augments Fc')'R dependent phagocytosis. 

The molecular mechanisms that direct this neutrophil 
priming, secondary to 132 integrin engagement, have not 
been fully elucidated. To date, two molecules have been 
shown to be involved in this responses. One molecule is 
protein kinase C (PKC), which is recruited to the phagocytic 
machinery of neutrophils when they are pre-activated via 
132 integrins, by a mechanism that is not understood (42]. 
The other molecule is phospholipase D, which when inacti
vated prevents the synergistic phagocytic response elicited 
by simultaneous cross-linking of Fc-yR and 132 integrins on 
human neutrophils [56]. There is still a large void in our 
knowledge of the mechanisms directing the enhanced FcRs 
response secondary to 132 integrin priming, but candidates 
likely to play a role are the proteins of the extracellular 
signal-regulated kinase/mitogen activated protein kinase 
(ERK/MAPK) pathway. l t is known that in adherent cells, 

integrins regulate tightly the ERK pathway, and 132 inte
grin signaling in monocytes, utilizes ERK to signal to the 
nucleus [57]. It is also known that in macrophages, the re
cruitment of ERK and PBK, to the phagocytic machinery 
enhances phagocytosis [58). Whether this 132 signaling to 
ERK also affects FcR signaling, is an interesting possibil
ity. The capacity of other integrins to prime FcR-mediated 
responses is not clear. lnterestingly, it was shown that the 
RGD containing peptides were capable of priming neu
trophil responses under certain conditions, but the integrin 
responsible for such priming was not identified [42]. Stud
ies to identify whether or not other integrins are capable of 
priming FcR-mediated responses have not been reported. 
However, integrins have emerged as importan! regulators 
of FcR-mediated responses, and most of these regulatory 
pathways enhance or facilitate FcR-mediated functions. It 
has also been shown that the integrins can inhibit these 
responses, for example, 131 integrin engagement can inhibit 
certain Fc-yRlIIA-mediated responses on natural killer cells 
[59]. 

8. Conclusioo 

Fe receptors and integrins are both essential to the im
mune response. They are capable of generating signals on 
their own, but they are also able to modify the signaling ca
pabilities from each other. The extent of these interactions 
is not known . lt has been shown that, at least three types 
of FcRs, those for IgG, IgE, and lgA, interact at sorne level 
with integrins of the 131 and 132 families. Thus, the ample 
diversity of both FcRs and integrins presents a large array 
of potential interactions. 

Since the crucial interaction of FqRs and 132 integrins is 
clear, it is interesting to speculate that other integrin-FcR re
sponses might be justas important, but experimental support 
for this affirmation is still lacking. As the mechanisms regu
lating integrin- FcR responses become clearer, a picture will 
emerge in which the cell senses the environment through 
more that one receptor and modifies itself to better respond 
to particular situations. What cells, integrins, Fe receptors 
are involved, and what is the nature of such interactions, are 
still very interesting unanswered questions. We should see 
sorne answers coming out in the near future. 
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