UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

DETERMINACION DE LA EXPRESION DE LOS
RECEPTORES FcyRl y II, CD14, HLA-DR Y
CR3 ASI COMO LA FAGOCITOSIS EN
MONOCITOS HUMANOS AISLADOS A
PARTIR DE SANGRE PERIFERICA DURANTE
SU DIFERENCIACION CON VITAMINA D3

T E S | S
QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE
QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA
P R E S E N T A
LINDA BENITA NUNEZ GARCIA

EXAMENES PROFESIONALES
_FACULTAD DE QUIMICA

iy, Sl

MEXICO, D.F. 2005



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Jurado asignado:

Presidente Prof. Maria Magdalena Acosta y Segura
Vocal Prof. Patricia Elvira Berron Ruiz
Secretario Prof. Enrique Ortega Soto

1er. Suplente Prof. Jorge Fernando Paniagua Solis
2° Suplente Prof. Constantino lll R. L6pez Macias

El tema se desarrollo en el
Departamento de Inmunologia del
Instituto de Investigaciones Biomédicas
Ciudad Universitaria

Dr. Enrique Ortega Soto Linda Benita Nufiez Garcia
Asesor Sustentante



Te dedico este trabajo con todo el carifio y
amor que siento por ti... gracias mama...

por ser ejemplo de Iucha, perseverancia y
motivacién, aiin en los momentos dificiles.

Agradezco a Dios el haberme permitido ser
parte de ti

porque gracias a ti soy todo lo que soy....
siempre estards presente.

“$i subiere a los cielos, alli estas tu;
y si en abismo hiciere mi estrado,
he aqui, alli td estas.

Si tomare las alas del alba,

y habitare en extremo de Ia mar
ain alli me guiara tu mano

y me asira tu diestra”

Salmos 139.



AGRADECIMIENTOS

Al Dr. Enrique Ortega por permitirme desarrollar el proyecto de
Tesis en su Laboratorio, en el Departamento de Inmunologia del Instituto de
Investigaciones Biomédicas de la UNAM.

A CONACYT (proyecto 45092) y a la Direccion General de Asuntos
del Personal Académico, DGAPA (proyecto IN220705) por los apoyos
financieros otorgados para la realizacion de Ia Tesis.

A la DGAPA (proyecto IN220705) por la beca otorgada para el
soporte de este trabajo.

A la Facultad de Quimica por ser parte fundamental en mi formacion
académica.

A la M. Claudia Garay por su apoyo técnico, al Dr. Constantino IIl R
Lépez por su asesoria técnica, y al Banco de Sangre del Centro Médico
Nacional Siglo XXI.



A mi padre por su paciencia y apoyo en todas mis decisiones; Grecia,
Raymundo, Tomas, por su apoyo Yy sus consejos y a todos mis demas
hermanos. A mis padrinos Martina y Armando por su apoyo y motivacion
otorgada, a Karina y Ariadna.

A Aldo por haberme apoyado y ser el quién me motivé a seguir
adelante. Gracias por haber estado ahi, por ser todo lo que fuiste y eres.

Al Dr. Enrique Ortega Soto, por permitirme ser parte de su
laboratorio y por ser un apoyo fundamental en mi formacién académica,
gracias por su paciencia.

A Claudia Garay por su apoyo técnico en la parte experimental de
mi trabajo, por sus consejos y apoyo moral.

Dra. Armida Baez y a la Dra. Isabel Soto por sus consejos y apoyo y
a Paola por ayudarme a resolver mis dudas.

A todos los compafieros que estuvieron conmigo durante el
desarrollo de la tesis, Alejandra, Aurora y Oswaldo que hicieron amena y
divertida la estancia en el laboratorio.



DETERMINACION DE LA EXPRESION DE LOS
RECEPTORES FcyRly I, CD14, HLA-DR y CR3 ASi COMO
LA FAGOCITOSIS EN MONOCITOS HUMANOS AISLADOS

DE SANGRE PERIFERICA DURANTE SU
DIFERENCIACION CON VITAMINA D3



CONTENIDO

ABREVIATURAS

..................................................................................... v
RESUMEN. ..o e 1
Capitulo 1 .
INTRODUCCION
11 LARESPUESTAINMUNE. ..., 2
1.11 Lainmunidad innata........oooiii 2
1.1.2 La inmunidad adaptativa..............ccoiiiii e 3
Capitulo 2
ANTECEDENTES
2.1 SISTEMA FAGOCITICO MONONUCLEAR (SFM)..............coooo L 5
2.2 EL SISTEMA DE MONOCITOS-MACROFAGOS..........cc.coooieeieee, 6
2.2 OGN 6
2.2.2 Mecanismos de adhesién y migraciéon de monocitos....................... 8
2.2.3 Activacion del macrofago. ... 10
2.3 RECEPTORES DE SUPERFICIE DE MONOCITOS/MACROFAGOS. 11
2.3.1 Receptores para inmunoglobulina G...............ooie 12
2.3.1.1 Fagocitosis mediada por receptores Fcy: mecanismos bioquimicos
de sefalizacion. ... ... ..o 14
2.3.2 Receptor tipo tres del complemento (CR3, CD11/CD18 6 amp2).....15
2.3.2.1 Fagocitosis mediada por receptores del complemento................ 16
2.3.3 Receptor para lipopolisacarido, CD14..........coi i 16
2.3.4 Antigenos tipo Il del complejo principal de histocompatibilidad
MHC-I 17
2.4 EL MACROFAGO COMO CELULA EFECTORA. ... 17
241 FAgQOCHOSIS. ...ttt et 17
2.4.2 Expresion de efectores antitumorales y antimicrobianos................. 19
2.4.3 Produccion de citocinas y otros mediadores solubles..................... 19
2.4 .4 Presentacion de antigeno y estimulacion acélulas T..................... 20
2.5 LAVITAMINA D3 COMO INDUCTOR DE DIFERENCIACION
CELULAR EN CELULAS MONOCITICAS.........cocooeieiees e 21
2.5.1 Inductores de diferenciacion en células monoliticas....................... 21
2.5.2 Caracteristicas quimicas y biolégicas de la VD3..................cone. 21
2.5.3 Mecanismo de @CCiON.... ..ottt 22
2.5.4 Modelo celular de diferenciacion.............cooocoviiiiiiiii e, 23
Capitulo 3
3.1 JUSTIFICACION DEL PROYECTO........cccoiiiiiiiiiiiie e 24
B2 HIPOTESIS ... oooiiiiii et 25
B33 OBUETIVOS . 26
3.3.1 Objetivo general........oooiiiii 26



3.3 2 M. e 26

Capitulo 4 i
MATERIALES Y METODOS

4.1 REACTIVOS . 27
4.2 AISLAMIENTO DE MONOCITOS HUMANOS A PARTIR DE SANGRE
PERIFERICA. ... ..ottt 28
4.2.1 Procedimiento realizado en el Banco de Sangre..............ooooeeon 28
4.2.2 Enriquecimiento de las células mononucleares (CMN).................. 29
4.2.3 Centrifugacion en gradiente de Optiprep..........ocooviviiieiiii .. 30
4.2.4 Aislamiento de monocitos humanos por inmunoseparacion
MAGNETICA. . .. 30
4.2.5 Conteo celular y viabilidad...............ocoooiiiiiiii 31

4.3 DIFERENCIACION in vitro DE MONOCITOS HUMANOS AISLADOS
A PARTIR DE SANGRE PERIFERICA (MSP) Y DE CELULAS

UsOB 31
431 Tratamiento con VDS . . . 31
4.3.2Alas 24 horas de tratamiento............cooo oo 31
4.3.3 Alas 48 horas de tratamiento..........coovii i 32
4.3.4 Recoleccion de las células y observacion morfolégica................... 32

4.4 DETERMINACION DE LA EXPRESION DE LOS RECEPTORES DE
MEMBRANA POR INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA E

INDIRE C T A . e e e 32
4.4 1 Tincion directa e indirecta.... ... 32
4.4.2 Fijacion de las células tefidas........oo.oo v 33
4.5 FAGOCITOSIS MEDIADA POR RECEPTORES FCy EN CELULAS U-

937 Y MSP EN SUSPENCION .. ..o 33
4.5.1 Almacenamiento de los eritrocitos............ooi i 33
4.5.2 Sensibilizacion de los eritrocitos con acido trinitrobenzensulfonico

(TN B S ) e 33
4.5.3 Titulo de hemaglutinacion.............cooiii e 34
4.5.4 Opsonizacion de eritrocitos sensibilizados.........c...co 35
45,5 FagQOCHOSIS. . . 35

Capitulo 5

RESULTADOS
5.1 CAMBIOS MORFOLOGICOS INDUCIDOS PORVD3..................... 37
5.2 CUANTIFICACION DE LOS RECEPTORES FcyRI y FcyRIl, CR3,
CD14 Y HLA-DR A LOS DISTINTOS TIEMPOS DE TRATAMIENTO

Capitulo 6

DISCUSION .o 68

1



Capitulo 7

CONCLUSIONES ..ot 73
BIBLIOGRAF A e 74
ANEXO |
SOLUCIONES . ... oo 79
ANEXO Il ]

ANALISIS ESTADISTICOS . ..ot 82



ABREVIATURAS

Ac
CMN
CL
CR3
BSA
EDTA
FITC
HEPES
HLA
IL

INF
LPS
MHC
MBS
MSP
PBS
PMN
PFA
PE

S. Aut.
SFB
T. a.
TNF
TNBS
VD3

anticuerpo

células mononucleares

células leucocitarias

receptor tipo 3 del complemento
albumina sérica bovina
etilendiaminotetraacetato disodico
isotiocianato de fluoresceina

acido 4-(2-hidroxiethil)-1-piperazinetanosulfonico
antigeno humano leucocitario
interleucina

Interferén

lipopolisacarido

complejo principal de histocompatibilidad
solucién amortiguadora para MACS
monocitos de sangre periférica
solucion amortiguadora de fosfatos
leucocito polimorfonuclear
paraformaldehido

ficoeritrina

suero autélogo inactivado

suero fetal bovino inactivado
temperatura ambiente

factor de necrosis tumoral

acido 2,4,6-trinitrobenzensulfénico
1-a,25-dihidroxi vitamina D3



RESUMEN

Los macrofagos son una de las principales células que participan en la
inmunidad, llevan a cabo un complejo proceso de maduracion y activacion.
Diversas moléculas provenientes del microambiente intercelular e intracelular son
las implicadas en iniciar este proceso. Una de las funciones efectoras de los
monocitos/macréfagos es la fagocitosis; que puede ser iniciada por receptores Fcy
presentes en la membrana de la célula. Los receptores Fcy se unen a la regién Fc
de la inmunoglobulina G, una vez que han sido agregados, se activa una cascada
bioquimica de sefalizacién que culmina con la internalizacién de la particula
dentro del fagosoma formado.

Se ha observado que en las lineas celulares mieloides hay un aumento en
la expresion de algunos receptores, como CD14 y CR3, asi como cambios en la
capacidad fagocitica y cambios morfologicos durante su diferenciacion con
diferentes agentes. En este trabajo estudiamos la capacidad fagocitica mediada
por IgG, asi como la expresion de los receptores CD14, FcyRI , FcyRIl, CR3 y
HLA-DR antes y después de la diferenciacién in vitro con 10,25-
dihidroxivitamina D3 en monocitos humanos de sangre periférica.

Demostramos que bajo nuestras condiciones de tratamiento con VD3, los
monocitos humanos de sangre periférica sufren cambios morfoldgicos
caracteristicos de un proceso de diferenciacion hacia un estadio mas maduro, al
igual que en las células U937. La diferenciacion de monocitos humanos de sangre
periferica in vitro con VD3 no indujo cambios en la expresién en membrana de los
receptores FcyRI, FcyRIl y CR3; pero si un ligero aumento en la expresion del
HLA-DR, y un aumento significativo en la expresién del CD14.

Los cambios observados en las células U-937 durante su diferenciacion
con VD3 corroboran los reportados; con un gran aumento en la capacidad
fagocitica pero relacionado con poco aumento en la expresion de los receptores
FcyRI y FeyRIl. Esto ha sugerido que la diferenciacion puede inducir cambios en
la activacion de las vias bioquimicas de senalizacion.

También mostramos que en los monocitos humanos de sangre periférica la
fagocitosis mediada por IgG, subclase 1 y 2 no tiene cambios significativos
durante el proceso de diferenciacién con VD3, el cual mostré tener una gran
variabilidad entre los distintos donadores.



Capitulo 1

INTRODUCCION

1.1 LA RESPUESTA INMUNE

Los mecanismos de defensa del organismo humano contra la invasiéon por
microorganismos patéogenos se han clasificado en dos tipos: la defensa innata y la
defensa adaptativa; la primera actla en la fase méas temprana de las infecciones y
la segunda, gracias a su propiedad de memoria, protege contra la reinfeccion por
el mismo microorganismo.

Ambas respuestas dependen de las actividades de los globulos blancos o
leucocitos. Las células que participan en la inmunidad innata son las células
dendriticas, los granulocitos y los fagocitos mononucleares. En la inmunidad
adaptativa tienen un papel muy importante los linfocitos, aunque en la fase
efectora participan de manera importante granulocitos y macréfagos.

Los mecanismos del sistema inmune innato constituyen una primera linea
defensiva contra muchos microorganismos comunes, pero no siempre pueden
eliminar el agente infeccioso e incluso hay algunos patégenos que este sistema de
defensa es incapaz de reconocer y eliminar. Los linfocitos de la inmunidad
adaptativa han desarrollado mecanismos genéticos a través de los cuales pueden
generar un repertorio mucho mas extenso de receptores de reconocimiento, y
ademas desarrollar una memoria inmunoldgica para brindar una respuesta mas
eficiente ante casi cualquier patdgeno.'?*°

1.1.1 La inmunidad innata
Los mecanismos de defensa que incluye la inmunidad innata son:

(a) Barreras fisicas: incluyen la piel y mucosas de los tractos
gastrointestinal, respiratorio y genitourinario. Ademas de ser impermeable a los
microbios si no ha perdido su integridad, la superficie epitelial produce sustancias
quimicas que son microbicidas, como defensinas, lisozima, lactoferrina,
glucolipidos salivales y lactoperoxidasa, que pueden inhibir el crecimiento
microbiano. También forman parte de la inmunidad innata los distintos
mecanismos fisicos por medio de los cuales el cuerpo provocea la salida de los
microorganismos, como la tos, los estornudos, la salivaciéon y el lagrimeo. La
descamacion de la piel y otras formas de recambio celular en las superficies
corporales, remueven un sinndmero de microorganismos adheridos.**“°

(b) Factores humorales: entre ellos destaca el sistema del complemento,
constituido por proteinas plasmaticas, capaces de ser activadas por la via alterna
por determinadas estructuras microbianas. Si el sistema es activado entran en
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accién varios componentes del mismo que pueden provocar la lisis de los
microorganismos, generandose ademas fragmentos peptidicos que contribuyen a
facilitar la fagocitosis, estimular la quimiotaxis y propiciar la inflamacion.

(c) Fagocitosis: llevada a cabo por células especializadas denominadas
fagocitos, constituidos por leucocitos polimorfonucleares (PMN), monocitos
circulantes y macréfagos fijos en los tejidos, que estan capacitados para ingerir
particulas opsonizadas con anticuerpos o componentes del complemento vy
ademas pueden identificar e ingerir muchos microorganismos directamente. Todo
esto se da gracias a los receptores en la superficie de su membrana, que
reconocen el fragmento Fc de las inmunoglobulinas [receptores Fc, (FcR)],
componentes comunes de numerosos patogenos [receptor de lipopolisacarido,
LPS (CD14)] y componentes activados del complemento [receptor tipo 3 del
complemento, (CR3)]. Cuando un agente microbiano atraviesa la barrera
epitelial, se produce inmediatamente una reorganizacion de fagocitos en el epitelio
conectivo, hay migraciéon de PMN y reconocimiento, ingestion y destruccion del
patogeno por los macrofagos. Hay secrecidon de citocinas, procesamiento y
presentacion de antigenos para inducir la respuesta inmune adaptativa por parte
de macrofagos y células dendriticas para la estimulacién de los linfocitos T. Al
mismo tiempo, la liberacién de citocinas determina la forma o el tipo de respuesta
adaptativa que se desarrollara.®>*°

(d) Respuesta inflamatoria. Las citocinas liberadas por las células
dendriticas y los fagocitos, constituyen una diversidad de sustancias mediadoras
de inflamacién como la IL-1, IL-5, IL-8, IL-12 (interleucinas) y el factor de necrosis
tumoral (TNF). Ademas, la activacion del complemento por los agentes infecciosos
contribuye a la inflamacién mediante la funcién de anafilotoxina de los fragmentos
Cba y C3a (y en menor cantidad C4a) los cuales activan a los mastocitos que
liberan granulos que contienen sustancias vasoactivas (histamina, serotonina,
bradiquina) y pueden estimular al endotelio vascular cercano al sitio de la
infeccion. Los efectos de todos estos mediadores dan como resultado la
respuesta inflamatoria.

(e) Interferones (IFN’s) y células asesinas naturales (NK). Los primeros
interfieren con la replicacién viral. El IFN-¢ e IFN-B, elaborados por células
infectadas, ofrecen resistencia a la replicacion viral por acciéon de los genes que
destruyen el RNA de doble cadena viral e inducen la expresion de los antigenos
del complejo mayor de histocompatibilidad clase | (MHC-I). La actividad citotdxica
y destructiva de las células NK se incrementa entre 20 y 100 veces por influencia
del IFN-a, IFN-g e IL-12. "8

1.1.2 La inmunidad adaptativa

Las respuestas adaptativas se generan a partir del contacto inicial con el
antigeno y alcanzan su maxima potencia después de varios dias, tiempo
requerido para que las clonas especificas de linfocitos T y B tengan oportunidad
de encontrar al antigeno, proliferen, se diferencien y se conviertan en células
efectoras.



La respuesta inmune adaptativa se desarrolla en dos direcciones
interrelacionadas estrechamente: respuesta inmune humoral, donde los linfocitos
B juegan un papel preponderante, y respuesta inmune celular, en la cual los
linfocitos T son las células fundamentales. Ambas respuestas comienzan con la
activacion de los linfocitos en los érganos linfoides secundarios, proceso en el
cual juegan un papel fundamental las células dendriticas, ya sea como
transportadoras de antigeno al foliculo linfoide como por su funcién de células
presentadoras de antigeno.

Los linfocitos B se unen a proteinas extrafias, polisacaridos o lipidos, a
través de su receptor de linfocitos B (BCR) sobre su superficie. Los linfocitos T a
través de sus receptores de célula T (TCR) reconocen pequefnas secuencias de
péptidos  antigénicos unidos a moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) presentes en la célula presentadora de antigeno. Los
primeros en efectuar este reconocimiento son los linfocitos T CD4. Como resultado
del reconocimiento antigénico especifico se inicia la fase de activacion, durante la
cual los linfocitos T proliferan, activan a los linfocitos B , y se diferencian dando
origen a células efectoras y de memoria. En la fase efectora los linfocitos T
diferenciados a células efectoras migran hacia los sitios de agresion, donde
desarrollan sus funciones de secrecion de citocinas y de citotoxicidad,
contribuyendo de esta manera a la eliminacion de los patégenos, mientras que los
anticuerpos producidos por los linfocitos B llegan al sitio de la infecciéon por via
sérica.

Las acciones efectoras de los linfocitos T y B promueven la participacion de
células no linfoides y otros mecanismos de la inmunidad innata, como los
anticuerpos opsonizantes que favorecen la fagocitosis por parte de macrofagos y
neutrdfilos, anticuerpos activadores de complemento, inmunoglobulinas E que
estimulan la degranulacion de los mastocitos, y citocinas que estimulan la
inmunidad innata.*

Como podemos ver, los fagocitos mononucleares (monocitos y macréfagos)
tienen un papel importante tanto en la respuesta inmune innata ya que son
iniciadores de la respuesta inflamatoria; asi como en la respuesta inmune
adaptativa al ser células presentadoras de antigeno y células que realizan
funciones efectoras.



Capitulo 2

GENERALIDADES
2.1 SISTEMA FAGOCITICO MONONUCLEAR (SMF)

El conjunto formado por los precursores medulares, los monocitos y los
macrofagos tisulares, se engloba actualmente bajo la denominacion de Sistema
Fagocitico Mononuclear (SMF). Estas células cumplen papeles importantes en los
mecanismos de defensa innatos y en los mecanismos de la inmunidad adaptativa.
Dentro de las funciones de estas células estan el reconocimiento y eliminacion de
microorganismos invasores y células tumorales, la regulacion de la proliferacion de
numerosos tipos celulares tanto del sistema inmune como de otros sistemas, vy la
secrecion de un amplio grupo de sustancias participantes en el proceso
inflamatorio.*

Al igual que todas las células sanguineas, estas células se originan en la
médula 6sea a partir de precursores hematopoyéticos (FIG 2.1). Aproximadamente
99% de las células en la médula 6sea son precursores reconocibles de las células
sanguineas, granulocitos, monocitos y linfocitos. El 1% son células inmaduras que
morfologicamente no se pueden caracterizar y en menor frecuencia se encuentran
células madres progenitoras, responsables de toda la produccion celular.®

Los procesos hematopoyéticos que dan origen a los distintos linajes
celulares son: (a) Linfopoyesis, donde un progenitor comun de linfocitos (CLP)
migra de la médula 6sea hacia el timo, posteriormente después de dividirse y
disminuir su material celular da origen a linfocitos T maduros CD4 y CD8. (b)
Eritropoyesis: a partir del precursor mieloide comin bajo la accion del factor
estimulador de colonias (SFC) se origina el megacariocito-eritrocito, el que se
diferencia a proeritoblasto y a través de divisiones vy disminuciéon de material
celular se generan los eritrocitos. (¢) Granulocitopoyesis, en donde el promielocito
bajo la influencia de citocinas y el factor estimulador de colonias de granulocitos
(G-CSF) madura a mielocito, el estado final de maduracién muestra un nucleo
lobulado y granulos, propios de un granulocito (PMNs, eosinéfilos). El linaje
monocito/macrofago- dendritico, deriva de un progenitor granulo-monocitico y
bajo la influencia del factor estimulador de colonias 1 (CSF-1) se originan los
monocitos. Si los monocitos estan influenciados por el factor estimulador de
colonias granulocito-monocito (GM-CSF) e IL-4 se originan las células
dendriticas.® En cuanto al origen de los macréfagos lo veremos con mas detalle a
continuacion.
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Fig 2.1 Origen y diferenciacion hematopoyética de células mieloides. Las
células madre en médula 6sea se diferencian en células precursoras linfoides o
mieloides. Los progenitores granulocito-monocito provienen de! precursor mietoide
comun. En este estado expresan CD32 y CD16 (FcyRIl y FeyRII, diferenciandose
finalmente a monocitos y granulocitos, que salen de médula 6sea a la sangre. Los
monaocitos después de ser reclutados hacia los tejidos se pueden diferenciar a
células dendrilicas o macrofagos. (Adaptada de 32)

2.2 EL SISTEMA DE MONOCITOS- MACROFAGOS

2.2.1 Origen.

Los macréfagos tiene su origen en las células germinales granulo-
monociticas (CGp-GM) de la médula 6sea. Por accion del CSF-1, de naturaleza
glucoprotéica, la CGp-GM se diferencia hacia célula germinal monopotencial
monocitica (CGm-M), la cual se diferencia a monoblasto, y éste; a su vez, a
promonocito (en un lapso de 3 a 5 dias aproximadamente). El promonocito es la
primera célula morfolégicamente identificable como precursora de macrc’>fa<_:;os,8'60

aun no es adherente, prolifera activamente, tiene un tamano de mas de 20 ym y
6



tiene un nucleo lobulado provisto con poca cromatina y restos de nucleolo. E
ciloplasma contiene granulos que contienen peroxidasa. Por division del
promonocito y su posterior diferenciacion aparecen los monocitos que abandonan
la médula 6sea pasando a la sangre.

Los monocitos miden entre 18 y 24 ym de diametro y tienen forma
redondeada, con un nucleo en forma de rifén o herradura, cromatina nuclear laxa
y citoplasma muy abundante que forma parte del equipo de organelos necesarios
para la sintesis de proteinas secretoras y de membrana, también contienen un
arsenal de lisosomas. Jamas presenta granulaciones conspicuas pero si con
frecuencia una pulvurencia azurofila muy fina.?* (Fig 2.2)

A nivel genético varios factores de transcripcion son activados, como el
factor PU.1, producto del protooncogen Spi-1, un miembro de la familia de
protooncogenes que es esencial para el desarrollo del macréfago. Otros factores
de lranscripcion como GATA-1 y GATA-2 controlan la sobrevivencia y/o
diferenciacion de precursores mieloides.%

La progresion del monoblasto hasta macréfago esta bajo control de ciertos
factores macro y microambientales. Cuando el monocito es requerido, la
produccion desde los promonocitos hace que la cantidad y actividad de una
nucleasa en la médula 6sea se incremenle de 2 hasta 4 veces en 12 horas. Para
esto los promonocitos disminuyen el tiempo requerido para pasar de G1 a G2 y
mitosis.®? La movilizacion de promonocitos y el incremento en la produccién de
monocitos puede resultar en la migracion de hasta un 70% del total de la
produccion en la médula ésea, hacia el sitio de inflamacion o dafo.*’

Los monocitos representan sélo 1 a 6% de todas las células sanguineas
nucleadas. El proceso de diferenciacion y maduracion lleva a la induccion de un
fenotipo especifico de monocito que puede ser modificado por activacion.*

CGp-Gi Moncklasto Pramonocito Monacto

Fig 2.2 Maduracion de los monocitos. Se muestran las diferencias
de lamano, reaccidn tintorial, configuracion nuclear y estructura
cromatinica en las elapas de maduracién de un monocito. Tincién de
Leishman1x1200. (Adaptacion de 15)



2.2.2 Mecanismos de adhesion y migracion de monocitos

Los monocitos circulantes pasan por diapedesis a través del endotelio
vascular, donde circulan de 8 a 71 horas antes de emigrar hacia los tejidos en los
que se diferenciaran a macréfagos. Los macrofagos pueden presentar diferentes
estados funcionales: residentes, inflamatorios y activados. Pueden sobrevivir
varias semanas (y quiza meses). Los macréfagos tisulares, recién llegados del
lorrente sanguineo, son aun celulas con gran capacidad de diferenciacién, pues
todavia no han alcanzado la madurez de algunas de sus capacidades funcionales,
debiendo pasar por progresivos estados de activacion hasta conseguirlo.  Un
macréfago tisular sobrevive 2 a 4 meses aproximadamente, y reciben distintos
nombres de acuerdo al tejido en el que se encuentren.®® (Tabla 2.1).

Recientemente dos tipos de monocitos circulantes han sido identificados en
ratén: los que son reclutados al tejido mediante un estimulo inflamatorio vy los
que arriban independientemente del estimulo inflamatorio. Se ha postulado que el
segundo tipo tiene una mayor semejanza con los monocitos humanos.* Cada uno
de estos tipos de monocitos contribuyen a formar la poblacion de macréfagos y
células dendriticas presentes en tejidos, y se ha propuesto que tipos similares se
pueden presentar en el humano. En ahos recientes, se ha empezado a delinear
los mecanismos por los cuales esta regulado el trafico de monocitos a los tejidos.**

La adhesion y migracion de los monocitos hacia los tejidos durante la
reacciéon inflamatoria esta controlada por diferentes quimiocinas. Estas son
pequenas proteinas producidas y secretadas por células endoteliales, leucocitos o
células estromales. Las quimiocinas se unen a proteoglicanos en la superficie de
las células endoteliales. La interaccion de la quimiocina con su receptor induce
una rapida activacion y senalizacion a través de diferentes tipos de segundos
mensajeros, dependiendo del tipo de quimiocina y del receptor.

Las selectinas presentes en la superficie celular de las células leucocitarias
(incluyendo los monocitos/macréfagos) son proteinas que interactuan con ligandos
glicoprotéicos de la célula endotelial, la union es débil, pero permite iniciar la
cascada de adhesion. Cuando las células leucocitarias han sido estimuladas por
quimiocinas o compuestos quimiotacticos, la adhesion se hace mas fuerte debido
a que las células endoteliales expresan mas receptores para integrinas, presentes
en las células leucocitarias.

En ausencia de un estimulo inflamatorio, varias quimiocinas y moléculas
de adhesion estan involucradas en regular la migracion de precursores de
macrofagos y células dendriticas a tejidos periféricos. Entre ellas se ha descrito la
quimiocina CXCL14 (también conocida como BRAK, quimiocina expresada en
rifion), que actua sobre monocitos circulantes.*® Asimismo, se ha propuesto que
las integrinas £2 de los leucocitos interactuan con ligandos como ICAM1, JAM1 y
JAM-C [moléculas de adhesion intercelular (ICAM) y moléculas de adhesion de las
uniones (JAM)], que contribuyen a la migraciéon constitutiva de los monocitos.

En cuanto al reclutamiento de los monocitos durante la inflamacion, se ha
reportado que hay distintas subpoblaciones de monocitos, definidas en base a
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marcadores en su superficie celular, incluyendo receptores para quimiocinas, cuya
migracidon se regula diferencialmente. Los llamados monocitos inflamatorios
CD14+ expresan altos niveles del receptor CCR2, el receptor para CCL2 vy bajos
niveles de CCR5 y niveles intermedios del receptor 1 de quimiocinas CXaC
(CX3CR1). Los monocitos CD16+, expresan altos niveles del CX,CR1, CCR5 y
CCR3, que son capaces de inducir migracion transendotelial. El reciutamiento de
los mg’nocitos inflamatorios es dependiente principalmente de la quimiocina
CCL2.

Cuando los monocitos son reclutados al sitio de la inflamacion, estos
actuaran de manera diferente dependiendo si se diferenciaran a macréfagos o
células dendrilicas. Los monocitos que se han diferenciado a macréfagos llevan a
cabo su funcion fagocitica para después migrar hacia nddulos linfaticos para ser
eliminados por apoptosis. En contraste, los monocitos que se han diferenciado a
células d7endriticas migran rapidamente del tejido dafado hacia los nodulos
linfaticos.

Los macréfagos poseen un nucleo arrifionado con uno o dos nucleolos y
cromatina nuclear dispersa, el aparato de Golgi esta bien definido y el citoplasma
contiene granulos finos y azurofilicos que son distinguibles por medio de tinciones
especificas. El citoplasma es extenso y de contornos no bien definidos, y contiene
numerosas vesiculas fagosémicas, con desechos generados por la digestion de
diversos tipos celulares: eritrocitos, restos nucleares de linfocitos, de PMN vy otros
no identificables. Las vacuolas citoplasmaticas frecuentemente se observan en la
periferia de las células, lo que indica una pinocitosis activa. Una caracteristica
morfoldgica representativa de los macréfagos, es la propension a adherirse y a
extenderse en superficies diversas, dejando los organelos celulares concentrados
en la zona central.'

Las principales funciones de un macrofago son la fagocitosis y la
subsecuente degradacion de células apoptéticas, microbios y células neoplasicas;
la secrecion de citocinas, quimiocinas y otros mediadores solubles asi como la
presentacion de antigenos a linfocitos T. Varias de estas funciones son
expresadas constitutivamente. Sin embargo, en muchos casos, se requieren
sefales exdégenas para hacer que el macréfago sea competente. Este proceso es
comunmente llamado activacion del macréfago.



Organo/tejido Células Funcién _
Monocitos y Control de la hemalopoyesis por secrecion de CSF-1, GM-
Médula ésea precursores de CSF. Fagocilosis de particulas exiranas. Homeostasia del
monocilos yodo.
Microglia y
S.N.C. Macréfagos del Fagocitosis de panliculas. Reparacion de heridas.
B cerebro.
Fagocitosis de panliculas y endoloxinas. Mediar 13
Higado Células de Kupffer  respuesta inmunoldgica en |2 fase aguda después de
. algun dafio o malignidad por la produccién de !L-6.
Pulmon Mo alveolares Sistema [nmune respiratorio y fagocitosis de particulas.
. Células de Presentacion de antigenos, keratinizacion, secrecion de
Piel X
Langerhans proslaglandina €.
Hueso Ostéadlasins Metabolismo dfel Calcm y secrecién-reabsorcion de la
hormona paratiroidea.
Linfoide M® del lejido Reaccién inmune celular, humoral y lagocitosis de
S conectivo particulas
8520 M® esplénicos Eritroleucofagocilosis, fagocitosis de particulas,

homeostasia del yodo y reacciones inmunes.

Tabla 2.1. Funciones de algunos lipos celulares del linaje monocilo/macrofagos (M®).
(Recopilado de 60)

2.2.3 Activacién del macréfago

La poblacibn de macrofagos obtenida de un solo tejido es muy
helerogénea, y esta heterogeneidad es aun mas evidente cuando se comparan
poblaciones obtenidas de diversos sitios anatémicos. Esta heterogeneidad es el
resullado de finajes funcionales distintos que han sido producto de monocitos
estimulados con diferentes moléculas activadoras.

La diferenciacion celular, proliferacion y activacién esta acompanada por
cambios en ta morfologia, actividad enzimatica, propiedades biolégicas y pérdida o
aparicion de antigenos en la superficie celular. Estos eventos requieren cambios
complejos en la expresidon y regulacion de genes, y estan bajo la influencia de
citocinas y hormonas. Un activador soluble prototipo es el IFN-y, producido por los
linfocitos T CD4+ y CD8+, células NK y los mismos macrofagos; este regula la
produccion de citocinas, e incrementa la expresion del MHC-II y receptores Fcy.
Otro mediador soluble de la activacion de macrofagos es el TNFo.*

Muchos de estos procesos de activacidon pueden ser antagonizados por
citocinas antiinflamatorias como IL-4, IL-10, [L-13 y TGF-5. IL-4 e IL-13, pueden
tener efectos coestimuladores en el incremento de la produccién de ellas mismas.
Como estimulador negativo encontramos a la prostaglandina €2, el principal
metabolito del acido araquidonico.®



2.3 RECEPTORES DE SUPERFICIE EN MONOCITOS/MACROFAGOS

Las proteinas de membrana funcionan como transportadores, receptores o
ligandos que median la interaccion con el microambienle y con otras células.
Como receptores, detectan los estimulos externos, esa deteccion la transforman
en senales y éstas son transmitidas al interior de la célula. Muchas de las
proteinas con actividad de receptor interaccionan fisicamente con proteinas del
citoesqueleto permitiendo que estimulos externos repercutan en las funciones
motrices de las células.

En la respuesta inmune innata juegan un papel importante los receplores
tipo Toll (TLRs). Estos son proteinas transmembranales que al ser activadas
inducen la activacion del factor nuclear NF-«B vy la produccion de ciertos péptidos
con actividad antimicrobiana. Estan involucrados en la respuesta a distintos
productos microbianos (por ejemplo LPS, LTA (muramildipeptido), lipopeptido de
micoplasma). En algunos casos, los TLRs no se unen a estos productos
directamente, sino a través de alguna molécula adaptadora que reconoce
directamente al ligando (como CD14).

Los macréfagos expresan receplores para varios componentes del
complemento (C3b, C3bi, C4b) depositados en la superficie de bacterias vy
protozoarios. Estos receptores pueden mediar la internalizacion de las particulas.
La inlernalizacidon de particulas opsonizadas también puede llevarse a cabo a
tfravés de sus receptores FcyRs, los cuales una vez que se han agregado pueden
transmitir sefales activadoras o inhibidoras hacia el inlerior del macrofago.

La mayoria de los monocitos son CD14*"* /CD16™", los mas diferenciados
son CD14"* /CD16"*. Otros marcadores expresados en distintos tipos de
macrofagos son HLA-DR, CD11b (CR3) y CD11c¢ (CR4) (ambos marcadores
miembros de la familia de integrinas)**, CD33 (miembro de la superfamilia de
inmunoglobulinas), CD25, CD69, CD36, CD26 y HLA-DP y —DQ.>* El nivel de
expresion de estos marcadores fenotipicos es usado para determinar el curso de
la diferenciacion del monocito a macrofago.®’ (Tabla 2.2)



RECEPTOR LIGANDOS FUNCION

LPS, muramildipeptido (LTA),
peptidoglicano soluble, proteina WI-1  Reconocimiento y fagocitosis de

CD14

de la superficie de hongos, células patbgenos y células apoptéticas.
apoptoticas

cD36 Colageno tipo 1, fosfatidilserina, Deposito de colesterol en lipoproteinas,
Irombospondina limpieza de células apoptéticas.

Receptores del complemento
Internalizacién de microorganismos

CR1 C3b, C4b, C3bi ; .
opsonizados 0 no opsonizados.

R coskiom o, SO0 MO

(Cd11b/CD18)  oligodesoxinucledtidos. (CR3) P

CR4 C3bi

Internalizacién de microorganismos
opsonizados. Inhibicion (FcyRIIB) o

Receptores Fc IgG, particula iertas de | . .
P 9G. particutas cubiertas de 1gG activacion (Fcy RI, FeyRIIA y FeyRINA)

del MO,
Receptor de Oligosacaridos que contienen manosa Reconocimiento y fagocitosis de
manosa y fucosa patégenos.

) Activacién de M® para la produccidon de

NKG2D Productos del gen RAE-1y H60 TNF y NO.
Proteina - s S

Agregacion homotipica y activacion de
reguladora de . , A . f ; .
senal o CDA47 (proteina asociada a integrinas) Mmf , interaccion de macrofagos con

Li itos T.
(SIRPG) infocitos

Receptores Toll

TLR? Oligsacaridos que contienen manosa, Unién a productos microbianos,

fucosa o galactosa activacion de macrofagos.
LPS, flagelina, lipopeptido de
TLR4,5,6y9 micoplasma, y oligonucleolido
bacterianos respectivamente.
Receptor de Vitroneclina, laminina, fibronectina. Eslimulacion de la polimerizacién de

vitronectina (a.83) actina.

Tabla 2.2. Principaies receptores de macréfagos (M®'s), sus ligandos y funciones. (Adaptado de
63.62)

2.3.1 Receptores para Inmunoglobulina G

Los receptores de la porcidon Fc de las inmunoglobulinas (FcR's) se
expresan en la membrana celular de las células leucocitarias y median un vasto
numero de respuestas celulares importantes para la defensa del hospedero.’

Dentro de estos receptores, los que se encuentran en los
monocitos/macrofagos son: FcyR!, FcyRIl, FeyRIl, FcaRl y FceRlI, este ultimo solo
en monocitos. Todos los FcRs son capaces de mediar fagocitosis. Ya que la 1gG
es el anticuerpo sérico mas abundante, en este estudio nos enfocamos al estudio
de los receptores para IgG.



Hay tres tipos de receptores para la inmunoglobulina G (FcyR) descritos:
FeyRI, FeyRIl y FeyRIll, cada clase incluye diversas isoformas. Presentan una
porcidn exiracelular altamente conservada, pero su tallo citoplasmatico es
heterogéneo.? El FcyRl (CDB4) de 72 kDa, es un receptor de alta afinidad,
presenta un dominio extracelular con tres dominios de tipo inmunoglobulina, una
porcion transmembranal, un tallo citoplasmatico y un dimero de cadenas gamma
asociado que contiene motivos ITAM (motivo de activacion basado en tirosina)
similar al que se encuentran en los receptores de células B y T." El FcyRIl (CD32)
y FcyRIIl (CD16) son receptores de baja afinidad que se unen a complejos
inmunes, tienen dos dominios de tipo inmunoglobulina en su porcidn extracelular,
una porcion fransmembranal y un tallo citoplasmatico. En el FcyRIIA hay un
moltivo ITAM que se encuenira localizado dentro del dominio cifosdlico; en el
receptor FcyRIIIA también hay un dimero de las cadenas gamma asociado que
contiene motivos ITAM. Pero no todos los FcyRs tienen motivos de activacion,
entre ellos el FcyRIIIB, que se encuentra anclado a la membrana celular por
glicofosfatidilinositol, y el FcyRIIB que es un receplor de tipo inhibitorio que no
contiene los motivos ITAM. EIl primero tiene un peso molecular de 40 kDa, el
segundo tiene un peso de 50 a 80 kDa.' (Tabla 3) La especificidad de su ligando
para las diferentes subclases de IgG para el FcyRI es 1,3>>4>>>2, para el FcyRIl y
FeyRI es 1,35>>>2,4.%°

Alfinidad
CcOD Genes Isoformas porla lgG Modulacidn Funcion
(Ka)

Regulador Negativo:

Fevrl 66 1021-23 a1 Alla G-CSF, IFNYy, IL-10. antigeno, generacién de iones
cyY (IA.1BIC) (10%%"y superéxido, ADCC, fagocilosis y

Regulador positivo: . n ilocin
L4, IL-3 produccién de cilocinas

Internalizacion y presentacion del

lla: Internalizacién, ADCC,
fagocitosis, produccién ce

lla, slla2, libly A h f .
(162 (s6lo en ) ] citocinas y estallido respiralorio.
FoyRI 32 1“'212'2;"6(;"'*' macréfagos), lle oo Regulador Negalivo: . intemalizacién
(sélo ?\?KCéIUIaS 1191/11b2: Regulador negativo de
) células B, macrofagos y células
cebadas.
Media Regutador Negativo: Illa: fagocitosis, ADCC,
16 1023-24 (A, Ila, b (sélo  { 3x107M") -4 generacion del idn superédxido,
FeyRll [111=3) PMN) Baja Reguiador positivo:  produccion de citocinas, induccidon

(10'M™) TGFp de |3 adhesion y apoplosis.

Tabla 2.3. Funcion y caracteristicas de los FcyR presentes en monocitos vy
macréfagos. (Adaptado de 14 y 61)

Entre las respuestas mediadas por los FcyR se incluyen la fagocitosis,
citotoxicidad dependiente de anticuerpo (ADCC), incremento en el metabolismo
del araquidonato, liberacién de histamina y ofros mediadores inflamatorios,
produccion y secrecidon de linfocinas, generacidn de especies reactivas de
oxigeno, modulacion de la diferenciacion y proliferacion celular, etc.
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Los receptores activadores sefializan a través de los motivos ITAM, que son
secuencias que cumplen el consenso  Y-xx-Lxs.12-Yx2.aL/l. “6*® Estos dominios
estan localizados dentro del dominio citosolico del receptor FcyRIIA, o dentro de la
cadena y del FcyRl y FcyRIIIA. Se requiere la asociaciéon de la subunidad ¥ del
FcyRIly FeyRINA “8, asi como fosforilacién de la tirosina en el ITAM para que se de
la transduccion de sefales bioquimicas durante la activacion celular. (Fig 2.3)

lgG
A, S G — e
e _ . _ —
Fc¢7 RII FeY RIN
FeYRI e, - SRR R -
a 3] a b
N, r -.‘?‘- -'\ '__‘P' “’\\
3 /! L5 h % .
; y ! v 1
4 . 4 Gy
| S
[ \
I
ITAM ITIK

Fig 2.3. Estructura de los receptores para IgG. Las tirosinas del ITAM contenidas
en el tallo citoplasmatico estan indicadas en rombos rojos, los ITIM en triangulos
verdes. Se representan dos & tres dominios de unién al ligando en évalos. Todos
tienen un dominio un transmembranal y un tallo citoplasmatico con excepcion del
FcyRlIlb el cual esta unido a la membrana por glicofosfatidilinositol.

2.3.1.1 Fagocitosis mediada por los receptores Fcy: mecanismos
bioquimicos de senalizacién

Las primeras enzimas intracelulares en ser activadas después de la
agregacion de los receptores Fc, son miembros de la familia Src de cinasas de
residuos de tirosina, como Hck y Lyn. Esta activacién resulta en la fosforilacion
de las tirosinas del ITAM, que sirve como un sitio de unidén de alta afinidad para
Syk, un miembro de la familia de cinasas de residuos de tirosina Syk ZAP/70 que
contienen dos dominios SH2.™ Syk cataliza la fosforilacion de diversos sustratos,
incluyendo otros ITAM's de los FcyR’s, asi como efectores de senalizacion como
fosfolipasa C (PLC)y1, la subunidad p85 de la fosfatidil inositol 3 cinasa (PI13-K), la
cual genera PI-3,4 5-trifosfato [P|(3,4,5)P3].51'61 También se activan la fosfatasa de
insotol 1 (SHIP-1) y la cinasa activada por mitdgenos (MAPK).**°

Rac o Cdc42 también son activadas después de la agregacion de los
FcyR's a través de la activacion de un factor intercambiador de nucleétidos de
guanina (GEF). Posiblemente Syk, participa durante el ensamblaje de actina.



Diversas fosfolipasas son esenciales, como la ya mencionada fosfolipasa C
(PLC), que hidroliza el PI(4,5)P; a DAG (diacilglicerol) e IP3 (inositol trifosfato), el
cual puede activar a PKC (proteina cinasa C) e incrementar los niveles de calcio
citosolico, respectivamente. También se encuentran la PLD, PI-3K y PI4P5PK.%’

ARF6 es una GTPasa pequefa que modula el ensamblaje de actina. Se
sugiere que se requiere para la activacion de la PLD, que estad asociada a la
membrana plasmatica y cataliza la produccion de acido fosfatidico (PA) requerido
para la fagocitosis.®’ El PA activa la fosfatidil inositol 4-fosfato 5-cinasa tipo |
[P1(4)P5K] para producir fosfatidil inositol 4,5 bifosfato [P1(4,5)P,], implicado en la
polimerizacion de actina durante la fagocitosis.*® Las isoformas Clase IAy IB de la
fosfatidil-inosilol 3-cinasa (PI-3K) son activadas después de la agregacion de los
FeyR's y parecen participar en la exocitosis y la emisidon de pseudopodos, asi
como contribuir en el remodelamiento de la membrana.

La senalizacion bioguimica resultante de la agregacion de los FcyR’'s no
solo depende de la isoforma o del tipo celular; sino que es altamente dependiente
del estado de diferenciacion de la célula.’? ®' Se propone que estos estados estan
coordinados por la difusion lateral de moléculas en la membrana de el
“sefalosoma” formado.®’

La regulacion negativa de la fagocitosis en los monocitos/macréfagos puede
ser mediada por el FcyRlIlb, el cual contiene un motivo de inhibicién basado en
tirosina (ITIM), el cual una vez fosforilado recluta SHIP, la cual cataliza la
defosforilacion del fosfatidil inositol 4,5,5 trifosfato (P1(4,5,5)P3), disminuyendo la
intensidad de la senal, de esta manera regula negativamente la fagocitosis.®

2.3.2 Receptor tipo tres del complemento (CR3, CD11/CD18 o amfB2)

Las proteinas del complemento estan presentes en el plasma. Cuando se
activa la cascada del complemento, los fragmentos resultantes de la protedlisis de
algunos de los componentes, se unen a la superficie de las bacterias,
opsonizandolas para ser fagocitadas por receptores presentes en la membrana
celular de los macrofagos, como el CR1, CR3y CR4."

El CR3 es un miembro heterodimérico de la familia de integrinas Sy,
requiere la presencia del CD18 (cadena f2 de las integrinas) para su expresién
en la membrana celular (amB,, CD11b/CD18). Se expresa en la membrana
plasmatica de leucocitos PMN, fagocitos mononucleares y células NK.®° Los
monocitos expresan altos niveles de CR3 y se conoce que se produce un
incremento en su expresion durante la maduracion de monocito a macrofago.

El! CR3 puede interactuar directamente con moléculas de la superficie de
ciertas bacterias y parasitos (por ejemplo filamentos de hemaglutinina de
Bordetella pertusis, la proteina de 63 kDa de Leishmania sp., Histoplasma
capsulatum, etc.).” Se une especificamente a C3bi y es el responsable de la
internalizacion de particulas opsonizadas con complemento.’ Su expresién es
inducida por activadores de PKC como el miristato de forbol-acetato (PMA), TNF-a
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y GM-CSF."" Puede interactuar con los FcyR's para sinergizar la lisis extracelular y
fagocitosis de blancos cubiertos con IgG y C3.*

2.3.2.1 Fagocitosis mediada por receptores de complemento.

La fagocitosis mediada por CR3 ocurre de manera relativamente pasiva, la
particula opsonizada por el complemento provoca un hundimiento dentro de la
célula con pseudopodia, en este punto, en la region separada de la membrana hay
un enriquecimiento de una variedad de proteinas del citoesqueleto, incluyendo F-
actina, vinculina, a-actinina, paxilina, y proteinas que contienen fosfotirosina." 2 El
CR3 como mediador de la internalizacion, requiere que los microtubulos estén
intactos y se acompana de la acumulacion de vesiculas para la formacion del
fagosoma, sugiriendo que el trafico en la membrana tiene un papel importante en
la fagocitosis mediada por receptores del complemento. La diferencia entre la
fagocitosis mediada por receptores para IgG y por receptores del complemento es
que en la primera se induce la produccion y secrecion de moléculas
proinflamatorias como las especies reactivas de oxigeno y metabolitos del acido
araquidénico; en la segunda no hay un incremento de produccion de esta clase
de mediadores inflamatorios.®®

2.3.3 Receptor para lipopolisacarido, CD14

La molécula de CD14 es uno de los antigenos mas especificos y es
predominantemente expresado en la membrana de monocitos maduros,
macréfagos, y algunos granulocitos.?” No se expresa en progenitores mieloides.
Esta anclado a la membrana por fosfatidilinositol. Su gen se encuentra en el
cromosoma 5, que contiene genes que codifican para diversos factores vy
receptores de crecimiento.?® Tiene un peso molecular de 53 a 55 KDa, se han
descrito dos formas solubles, una de las cuales se puede unir al acido lipotetoico y
a fosfatidil inositol. *° La reelevancia biolégica de esta forma es desconocida.*® La
segunda forma soluble se encuentra en el citoplasma a una concentracion de 2-6
pg/mL y unida al LPS puede activar a células endoteliales y epiteliales.’

Actua como una molécula de adhesion en células monociticas endoteliales
durante la inflamacion, también como receptor de lipopolisacarido (LPS) de la
pared de bacterias Gram negativas. EI LPS se une a proteinas del plasma, lo cual
facilita su union al CD14, cuando el LPS se une al CD14 y el TLR4 expresado en
monocitos y la proteina accesoria MD-2°°, la célula comienza activarse e
incremenla la produccion de citocinas pro-inflamatorias, de mediadores de bajo
peso molecular, y de citocinas anti-inflamatorias®. Es regulador positivo de la
expresion de algunas moléculas de superficie, incluyendo moléculas de adhesion.

En monocitos humanos de sangre periférica su expresion se mantiene alta
y estable durante su diferenciacién a macrofagos con IL-4% y con VD3.% Estudios
in vitro han demostrado que complejos de sCD14-LPS pueden estimular células
que no lo expresan en su membrana.”®



2.3.4 Antigenos tipo Il del complejo principal de histocompatiblidad, MHC-II

El complejo principal de histocompatibilidad (MHC) es una regidén genética
altamente polimoérfica, que contiene los genes que codifican para la sintesis de
proteinas especializadas en el reconocimiento del antigeno por parte de los
linfocitos T. EIl MHC se encuentra localizado en el cromosoma 6 humano, esta
dividido en tres regiones: |, Il y lll. Los dos tipos de genes polimérficos del MHC,
los de clase | y Il, codifican dos grupos de proteinas estructuralmente diferentes
pero homologas. Las moléculas de clase | se expresan practicamente en todas las
células nucleadas, mientras que las de clase !l normalmente solo se expresan en
células dendriticas, linfocitos B, macréfagos y algunos otros tipos celulares. En
humanos, el MHC también es conocido como HLA (antigeno humano
leucocitario), el HLA clase Il (HLA-D) tiene subtipos de antigenos, el HLA-DR, -
DP, -DQ y DM** En monocitos humanos tratados con VD3 se reduce la
expresion de antigenos MHC-I1.8

Las moléculas de clase Il estan compuestas por dos cadenas polipeptidicas
codificadas por el MHC (una cadena o« de unos 33 kD y otra B de unos 30 kD.
Cada molécula presenta una hendidura extracelular en la cual se une el péptido
antigénico, formada por los dos dominios amino terminal de las cadenas ety B. En
cada una de estas cadenas, estos dominios estan seguidos de un dominio de tipo
inmunoglobulina, y estan ancladas a la membrana celular mediante dominios
transmembranales y citoplasmaticos. Cada molécula tiene dos regiones
diferenciadas, una polimérfica diferente en cada molécula (dominio amino
terminal) y la region monomorfica (dominios tipo inmunoglobulina) que no presenta
péptidos, pero tiene el sitio que sirve de anclaje al correceptor CD4 en moléculas
de clase Il pudiendo activar a los linfocitos T cooperadores. El IFN-y es el principal
inductor de moléculas de clase Il en macrofagos y monocitos.

Como ya se indicd, la funcidn de la molécula de clase Il es presentar
antigenos a los linfocitos T; esto tiene trascendencia en dos momentos: a) durante
la seleccion del repertorio T en el timo se presentan péptidos de antigenos
propios, y b) con los linfocitos T ya maduros, se presentan antigenos no propios
para activar la respuesta inmune.

2.4 EL MACROFAGO COMO CELULA EFECTORA

2.4.1 Fagocitosis

La fagocitosis es iniciada por la interacciéon de los receptores presentes en la
superficie del fagocito con su respectivo ligando en la superficie de la célula o
particula blanco. Los ligandos pueden ser componentes endogenos de la
particula, como el LPS de algunas bacterias y la fosfatidilserina de células
apoptoticas.’® Este tipo de fagocitosis es conocida como no opsonizante. La
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opsonizacion ocurre cuando componentes del complemento, anticuerpos
(fundamentaimente 1gG) o algunas otras proteinas del suero, se unen a la
superficie de una particula y favorecen la unién de la particula a la célula, por
haber en la célula receptores para estas moléculas. La opsonizacion facilita el
proceso de endocitosis. Este tipo de fagocitosis se denomina opsonizante.®?

En la fagocitosis se internalizan particulas de diametro >0.5um. El proceso
ocurre por un mecanismo dependiente de actina'® y usualmente independiente de
clatrina. Los leucocitos PMN (neutréfilos) y los monocitos/macrofagos
desempenan la funcién fagocitica de manera profesional. En estas células la
fagocitosis ocurre a través de etapas secuenciales comunes. La agregacién del
receptor lleva a la internalizacion de la particula dentro del fagosoma por una
secuencia de eventos complejos que requieren activacion de cinasas, alteracion
del metabolismo de fosfolipidos, remodelamiento del citoesqueleto y aceleraciéon
del trafico membranal, como se detalla en los siguientes parrafos.

El primer evento es la quimiotaxis, en el cual las células fagociticas son
atraidas al silio de lesidbn mediante estimulos quimiotacticos que se generan
durante una infeccion y/o trauma crénico, como productos o intermediarios del
metabolismo bacteriano asi como productos que resultan de la activaciéon del
complemento (C5a, fragmentos de C3 hidrolizados por proteasa y plasmina,
complejo C5,6,7). Las células salen de los vasos sanguineos, mediante un
proceso que sigue varias etapas: un mayor arribo de los leucocitos, rodamiento
por el endotelio y mas tarde su marginacioén y adhesion. Después de adherirse al
endotelio, los leucocitos se extienden sobre el endotelio vascular y salen por
diapedesis a traves de las uniones entre las células endoteliales. La interaccion
entre los factores quimiotacticos y sus receptores sobre las células fagociticas no
solo inicia la migracién dirigida de las células, sino que también induce la
liberacidon de enzimas y de metabolitos de oxigeno. La interaccién entre los
receptores membranales celulares y sus ligandos induce un proceso de
senalizacion a lravés de proteinas G. En respuesta a los quimioatrayentes, los
polifosfoinositidos membranales se degradan hasta diacilglicerol (DAG) e inosito!
1,4,5-trifosfato, un potente movilizador de Ca®. El DAG activa algunas de las
isoformas de protein-cinasa C (PKC) dependientes de la calmodulina. La PKC
activada puede fosforilar a sus sustratos, como MARKS (proteina miristoilada en
alanina), la cual se libera en la membrana. EIl MARKS citosélico fosforilado
permanece asociado a filamentos de actina y calmodulina, pero ya no los
entrelaza, dando como resultado la desestabilizacion local del esqueleto de actina.

Hay elongacién de la membrana plasmatica alrededor del material
extracelular, formando una vacuola fagocitica, la cual va siendo endocitada hasta
formar el fagosoma. El fagosoma y los lisosomas de la célula fagocitica se
fusionan. La maduraciéon del fagosoma para convertirse en fagolisosoma causa la
degradacion de la particula fagocitada, resultado de la acidificacion del
fagolisosoma, y de la formacién y actividad de metabolitos reactivos de oxigeno y
de nitrogeno, causado por la degranulacién lisosomal con liberacién de enzimas y
olros componentes dentro de la vacuola.”? Entre ellos tenemos los granulos
primarios o azuréfilos y los granulos secundarios o especificos. Los granulos
azurdfilos  primarios contienen proteasas neutras (elastasa, catepsina G),
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microbicidas (mieloperoxidasa, lactoferrina), asi como hidrolasas acidas
(catepsina B, D y fosfolipasa Az). Los granulos secundarios o especificos
contienen proteasa neutras (colagenasa, activador del complemento), microbicidas
(lisozima, lactoferrina), hidrolasas acidas (fosfolipasa A2).*’ Finalmente todos
eslos cambios culminan en la expulsion del material de desecho mediante
exocitosis.

También hay cambios oxidativos relacionados con la funcién microbicida
como cambios en el potencial eléctrico de la membrana, produccion y liberacion
de AMPc, liberacion del anién superoxido y mas tarde escape de algunas enzimas
lisosomales. Hay también un marcado incremento en la actividad del ciclo de las
pentosas o hexosas monofosfato y produccion de perdxido de hidrégeno, que
tienen como consecuencia el aumento en el consumo de oxigeno y glucosa. El
efecto toxico de los metabolitos de oxigeno se neutraliza por la superéxido
dismutasa (SOD) tisular y celular, por la catalasa y por algunos otros mecanismos
presentes en los PMN y en los monocitos/macrofagos.

2.4.2 Expresion de efectores antitumorales y antimicrobianos.

Como complejos enzimaticos responsables de la formacion de especies
reactivas de oxigeno y nitrégeno, en el primer caso encontramos a la NADPH
oxidasa, complejo protéico que convierte oxigeno molecular en aniones
superoxido altamente reactivo (O;7), que reaccionan con una molécula de agua
para formar H,O,. Los intermediarios de especies reactivas de nitrégeno (NO's)
se generan a partir de la arginina y oxigeno molecular por la sintetasa de 6xido
nitrico (iNOS) inducible.

También contribuyen a la accion microbicida y antitumoral dentro del
fagolisosoma la reduccion del triptofano (por indoleamina-2,3-dioxigenasa),
reduccion del yodo (por lactoferrina o regulaciéon del receptor de transferrina) y la
acidificacion del fagolisosoma.

2.4.3 Produccion de citocinas y otros mediadores solubles

Las variadas citocinas que pueden secretar los fagocitos monoucleares pueden
ser clasificadas en 4 grupos:

a) citocinas que median la respuesta inflamatoria: IL-1, TNF, quimiocinas CC (que
tienen 2 cisteinas adyacentes) y CXCC (quimiocinas que tienen 2 cisteinas
separadas por un aminoacido), como IL-8 y la proteina quimiotactica de
macrofagos-1 (MCP-1).

b) citocinas que median la activacion de linfocitos Ty células NK, como IL-1, IL-
12 e IL-18.

c) citocinas que ejercen un efecto sobre los mismos fagocilos mononucleares,
como IL-1, TNF, IL-12, IL-18, INFa/g e INFy.

d) citocinas que ayudan a terminar el proceso inflamatorio, reguladores negativos,
como la IL-10, TGFgB.



2.4.4 Presentacion de antigeno y estimulacion a células T.

Los macrofagos cumplen los requerimientos como células presentadoras de
antigeno (APC). Ellos endocitan eficientemente y fagocitan antigenos particulados
y solubles, y estan equipados con una maquinaria proteolitica consistente en
proteasomas no lisosomales y proteasas lisosomales.

2.5 LA VITAMINA D3 COMO INDUCTOR DE DIFERENCIACION DE CELULAS
MONOCITICAS

2.5.1 Inductores de diferenciacion celular en células monociticas

Existen diversos tipos de inductores que inducen a jas células monociticas
entrar en un proceso de diferenciacién. Bajo la accién de estos agentes, pueden
producirse poblaciones celulares diferentes entre si. Entre los agentes que se ha
reportado como capaces de inducir diferenciacién en este linaje celular estan:
ésteres de forbol (como el miristato de forbol acetato, PMA), el IFN-y*°, la VD3, el
acido retinoico, el dimetil sulféxido (DMSQ) entre otros. °®

La vitamina D3 y el metabolito activo de la vitamina A, el acido retinoico
(RA), estan involucrados en el control del crecimiento y diferenciacion de diversos
tipos celulares. Ambas se unen a uno y tres receptores nucleares
respectivamente, los cuales son miembros de la superfamilia de receptores
hormonales.*® En el presente trabajo se utilizd la vitamina D3 como agente
inductor de diferenciacion celular.

2.5.2 Caracteristicas quimicas y bioldgicas de la VD3

La 1c,25-dihidroxivitamina D3 es una hormona esteroide®’ (Fig. 2.4). Esta
vitamina se forma por irradiacion solar a partir del 7-deshidrocolesterol presente en
la piel, este se convierte en calciferol (25-hidroxicolecalciferol, que posteriormente
pasa a rinones, por hidroxilacion se convierte en 1a,25-dihidroxivitamina D3 [1,25-
(OH),D3)/calcitriol, la forma mas activa y en 24,25-dihidroxivitamina D3 (papel
fisiologico indeterminado)® mediante la regulacion de la PTH (hormona
paratiroidea).
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Fig 2.4. Estructura quimica de la VD3

La forma activa de la vitamina D3, la 1a,25-dihidroxi-vitamina Dy (VD3), es
un imporante regulador del metabolismo mineral y de la homeostasis del calcio."”
“2 Induce diferenciacion de diversas lineas celulares monociticas como la THP-1,
la linea promielomonocitica U-937, la linea mielomonocitica HL-60 y otras lineas
hematopoyéticas humanas. La hormona modula varias funciones de los
monocitos/macréfagos, como la quimiotaxis, produccion de perdxido de hidrogeno,
la expresién de marcadores de diferenciacion,®?® presentacion del antigeno,
secrecion de prostaglandina E; e influencia la actividad de los linfocitos Ty B.*% %
Inhibe la proliferacion de varias lineas celulares tumorales.'”” Suprime la
proliferacion de linfocitos, incrementa la fagocitosis y es un regulador negativo de
la respuesta inmune adquirida inhibiendo la expresién del MHC de clase Il en
células  presentadoras de antigeno.”® ¥ En general, esta molécula tiene
propiedades inmunomoduladoras y antiinflamatorias, asi como un papel regulador
en el crecimiento y diferenciacién en diferentes tipos celulares y tejidos.

2.5.3 Mecanismo de accién

La 25-hidroxivitamina D3 1e-hidroxilasa (1a-hidroxilasa), es una enzima que
se expresada predominantemente en células del tabulo renal proximal en el rindn,
y su actividad se ha observado en células inflamatorias del linaje
monocito/macrofago, placenta, queratinocitos, células aisladas de la cavidad
peritoneal, fibroblastos, células endoteliales y muchas células tumorales. *% 5% En
la piel la actividad de esta enzima inducida por citocinas inflamatorias actua como
un posible modulador de la adhesién celular en el endotelio.*® Es la encargada de
la hidroxilacién del calciferol a 1(,25(0OH),D3, la forma activa. La actividad de la 1a-
hidroxilasa renal esta regulada por la hormona paratiroidea (PTH)®, calcitonina,
calcio, foésforo y la misma 1¢,25-(OH),D3. En los monocitos/macrofagos es
sensible a la estimulacion por INFy, y no es estimulada por la PTH, calcioy 1,25-
(OH)2D3.42‘ 46, 49

La activacion del monocito/macréfago esta acompanada por la adquisicion
de la actividad 1e-hidroxilasa, capaz de convertir la 25-hidroxivitamina D3 en
10,25(0OH),03, la forma activa.
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La forma activa de la VD3 se une al receptor nuclear de vitamina D (VDR)
con alta afinidad (Kd=107"%¢"1)%- 1 Este receptor tiene un peso molecular de 52-
56 kDa, es un miembro de la superfamilia de receptores nucleares-trans para
hormonas; que incluyen los receptores de estrégenos, progesterona,
glucocorticoides, tiroxina, aldosterona y acido retinoico.®® El receptor tiene un
ligando con un —COOQOH terminal hidrofobico y un dominio de unién a DNA, el cual
modula la transcripcion de los genes de RNA polimerasa 1.2 La VD3 se une al
VDR, heterodimeriza con el ligando 9-cis del receptor del acido retinoico
(RXR)*" % el complejo resultante en el niicleo se une a una secuencia de DNA
hacia el extremo 5', llamada VDRE (elemento de respuesta para la VD3) para
inducir la transcripcion'’, actuando como un factor transcrié)cional dimérico;
induciendo la activacién o represion de la expresion de genes.*® Se ha reportado
que bloguea la lransicion de la fase G1 a la fase S del ciclo celular, asi como una
familia de genes de factores de transcripciéon (EF2), como una subunidad alfa de
DNA polimerasa y dos subunidades delta de DNA polimerasa. (Fig 2.5)

En el humano se observan polimorfismos del VDR, las variantes de los
genes que lo codifican estan asociadas con el incremento o disminucion de la
expresion del receptor lo cual puede repercutir finalmente en la susceptibilidad o
resistencia a varias enfermedades infecciosas, como la tuberculosis pulmonar.
Los polimorfismos se identifican como una variacion bialélica A, en sitios de
enzimas de restriccion los cuales alteran la expresion del RNAm del VDR >

La produccién extra renal de la 1¢,25-(OH),D3 no contribuye a un
incremento en las concentraciones sistémicas en condiciones fisiologicas
normales. Las células U937 tratadas con VD3 pueden sufrir inhibicion del
crecimiento, y expresar varias caracteristicas de los monocitos maduros inducidos
por linfocinas y otras citocinas.
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Fig 2.5. Mecanismo de accion de la VD3. La VD3 se une al VDR (receptor de vitamina
D3), el cual heterodimeriza con el receptor 9-cis del acido retinoico (RXR), el complejo
resultante en el nicleo se une a secuencias de DNA hacia el extremo 5, llamada VDRE
(elemento de respuesta para la VD3) para inducir la transcripcién. En el se unen
coactivadores o corepresores al sitio SF2 y junto con una maquinaria basal de
transcripcion se activan o reprimen genes especificos.

2.5.4 Modelo celular de diferenciacion

Muchos de los estudios que se han realizado sobre procesos de
diferenciacion/activacion de los fagocitos mononucleares han sido usando
diversas lineas celulares provenientes de leucemias humanas que han sufrido un
bloqueo en diferentes etapas del proceso de diferenciacion; y que ademas pueden
ser inducidas a diferenciarse en macrofagos por diversos estimulos in vitro. Estas
lineas celulares permiten el estudio de grupos de células relativamente
homogéneas a lo largo de los diferentes estadios de diferenciacion y maduracion.
Entre estas lineas celulares tenemos a las U-937 y THP-1, que son células en
una etapa promonocitica, con un potencial de maduracién hacia las etapas
monocitica y macrofagica. Las HL-60 y KG1 pertenecen a un estado blastico, un
estado de diferenciacion mas inmaduro.

La linea celular U-937 expresa varias caracteristicas de los monocitos
diferenciados por linfocitos T y por citocinas.?®

En el presente estudio, ademas de usar los monocilos aislados a partir de sangre
periférica, se empleara la linea celular U-937, ya que se tienen estudios previos de
diferenciacion /activacion usando VD3 en el laboratorio y servird para reafirmar la
caracterizacion de tos cambios fenotipicos observados.
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Capitulo 3

3.1. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

Un componente primordial de los mecanismos de defensa del organismo
humano son los distintos tipos de leucocitos. Estas células tienen su origen en la
médula dsea a partir de una célula germinal pluripotencial y autorenovable. Bajo la
accion de diversas citocinas y factores de crecimiento, en la médula 6sea se
llevan a cabo los primeros eventos de maduracién, generandose distintos
fenotipos celulares como monocitos, linfocitos, granulocitos, etc. Los monocitos
salen a circulacién y pueden migrar a distintos tejidos en los cuales, mediante la
accion de diferentes estimulos, se pueden diferenciar a macréfagos. Los
macrofagos son una de las primeras lineas de defensa en contra de infecciones.

Se sabe que la vitamina D3 (VD3, una hormona estructuralmente
relacionada al colesterol), es un agente inductor de diferenciacion para las
células monociticas. En nuestro laboratorio se caracterizaron los cambios
fenotipicos asociados a la diferenciacién in vitro de las células monociticas U-937
inducidos por la vitamina D3. Las células diferenciadas muestran una serie de
caracteristicas fenotipicas que son distintas a las de las células no diferenciadas,
como una mayor capacidad fagocitica, su morfologia y su adherencia al plastico.*®
Con este modelo, se han obtenido resultados que han demostrado que la
sefalizacion a través de los receptores FcyR depende del estado de diferenciacion
de la célula.*’

Para evaluar la generalidad de estos resultados y su validez en células
monociticas normales, es necesario determinar si la VD3 ejerce un efecto similar
sobre 10s monocitos humanos aislados de sangre periférica de donadores. Esto se
evaluara mediante la cuantificacién de algunos de los cambios producidos
durante la diferenciacion celular.
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3.2 HIPOTESIS

El tratamiento in vitro con 1a,25- dihidroxi-vitamina D3 en monocitos
humanos aislados de sangre periférica inducird la diferenciacion celular vy
producird una poblacion celular con caracteristicas distintas a la original.
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3.3 OBJETIVOS

3.3.1 Objetivo General

Caracterizar algunos cambios fenotipicos y funcionales inducidos por la
vitamina D3 en monocitos humanos aislados a partir de sangre periférica,
comparandolos con los observados en la linea celular U-937 (linea mieloide de
origen humano).

3.3.2 Metas

1. Aislar poblaciones puras de monocitos humanos a partir de sangre
periférica de donadores sanos.

2. Inducir la diferenciacion de los monocitos humanos aislados, asi como
células de la linea celular U-937, mediante el tratamiento con vitamina D3
para obtener poblaciones celulares en diferentes estadios de diferenciacion.

3. Caracterizar los cambios producidos en cuanto a:

a) Morfologia

b) Expresion de receptores: FcyRI (CD64) y FeyRIl (CD32).
CR3 (Receptor tipo 3 para complemento)
CD14
HLA-DR

c) Capacidad fagocitica.
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Capitulo 4

MATERIALES Y METODOS

4.1 REACTIVOS

Para la separacién celular por densidad se utilizé la solucién de Optiprep™
de la marca Axis Shield (6 = 1.317 g/mL). Para preparar soluciones de Optiprep de
distintas densidades (1.078 y 1.068 g/mL) se diluyd la solucién original con una
solucion de HEPES-EDTA-BSA. Para la separacién de los monocitos se usé el
Monocyte Isolation Kit Il, el cual contiene: (a) FcR Blocking Reagent (IgG
humana), (b) Monocyte Biotin-Antibody Cocktail (anticuerpos especificos para:
CD3, CD7, CD16, CD19, CD56, CD123 y Glicoporina A, marcados con biotina), (c)
Anti-Biotin Microbeads (anticuerpos anti-Biotina acoplados a perlas inertes). La
columna de separacion MS Separation Column MACS se monté en un separador
magnético, Magnetic Separator MiniMACS y Multi Stand MACS, todos de la marca
Miltenyi Biotec. Para los lavados se utiliz6 MBS. Para medir la viabilidad celular se
uso6 azul tripan 0.4% (m/v) de Gibco. La 1-a,25-dihidroxi-vitamina D3 se obtuvo de
Calbiochem.

Para el cultivo de los monocitos y de la linea celular U-937 (obtenida del
ATCC (American Type Culture Collection) se utiliz6 RPMI-1640 suplementado
con 10% de suero autélogo o SFB inactivado (Gibco), glutamina, antibioticos
(penicilina G 100 U/mL, estreptomicina 100 ug/mL), aminoacidos no esenciales,
piruvato de sodio.

El TNBS se obtuvo de Eastman KODAK Co. Los eritrocitos de carnero
fueron obtenidos de ERIKAR. Los anticuerpos monoclonales anti-DNP 2C5 (I1gG1)
y 4F8 (1gG2b), asi como anti-FcyRI (CD64) vy anti-FcyRII (CD32) fueron
producidos en el laboratorio. Los anticuerpos anti-HLA-DR PE (IgG2a) fueron de
BD Biosciences y los anticuerpos anti-CD11b-PE (IgG1)y anti-CD14-FITC
(lgG2a) se obtuvieron de Immunotech. El anticuerpo secundario usado para la
inmunofluorescencia indirecta (FITC-Goat anti-mouse IgG (H+L)) fue obtenido de
Zymed. EI EDTA, la azida de sodio, y BSA se obtuvieron de de SIGMA Chemical
Co.

27



4.2 AISLAMIENTO DE MONOCITOS HUMANOS A PARTIR DE SANGRE
PERIFERICA.

4.2.1 Procedimiento realizado en el banco de sangre.

La sangre fue proporcionada por el banco de sangre del Centro Médico
Nacional Siglo XXI. Esta sangre proviene de donadores voluntarios seleccionados
sanos y se recibe en bolsas para fraccionamiento de sangre CPD* (liq.). La
sangre se centrifuga en un rotor a 450 xg por 15 min a 4°C, en la cual quedan 3
fracciones en orden de densidad: a) eritrocitos y granulocitos, b) fraccion de
células blancas, y c) plasma y plaquetas. Se separan las fracciones a temperatura
ambiente. La fraccion de células blancas, que contiene las células mononucleares,
es la fraccion a partir de la cual aislamos las células monociticas. Los estudios
que se realizan para determinar que la sangre usada es segura, son ensayos
para deteccion de anticuerpos especificos para VIH, sifilis, hepatitistipoBy Cy
brucelosis.

.Soluci()n anticoagulante, la cual contiene: 0.227g de ac. citricoH,0, 0.222g de NaHPO.H,0, 2.550 g de dextrosa H,O,
0.263 g de Citrato de sodio 2H,0, cpb100 mi de agua.

4.2.2 Enriquecimiento de las células mononucleares (CMN)

Todo el material que entre en contacto directo con la sangre y sus fracciones
debera ser estéril, de plastico, y no sera reutilizado. Después de su uso sera
esterilizado por autoclave antes de ser desechado.

a) Obtener el volumen requerido de la fraccion de células blancas
(usualmente entre 50 y 75 mL a partir de la bolsa de sangre recibida del
banco de sangre.

b) En un tubo de polipropileno de 50 ml adicionar hasta 40 mL de la fraccion
de células blancas, y el restante en otro tubo. Centrifugar a 550 xg a 20°C
por 25 min, en un rotor de columpio sin freno y sin aceleracion.

c) Retirar el suero en un tubo de 50 mL e inactivar a 56°C por 30 min.
Centrifugar el suero a 3220 xg por 30 min, retirar el sobrenadante. Usar
para complementar el medio.

d) Retirar la capa de células mononucleares, que corresponden a la capa
blanca formada entre el suero y los eritrocitos en el tubo, retirar con pipeta
Pasteur y colocar en un tubo de 50 mL. De cada donador colectar
aproximadamente 10 mL de concentrado de CMN. Resuspender muy bien
y mantener el tubo a 4°C para el paso siguiente.
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4.2.3 Centrifugacién en gradiente de Optiprep.

Fundamento.

Optiprep ™ es una solucién de iodixanol (§ = 1.317 g/mL), estéril y libre de

endotoxinas usado para formar gradientes in situ por centrifugaciéon. La técnica de
aislamiento permite la separacién de los linfocitos y monocitos de las demas
células leucocitarias en base a su tamafio y densidad. Los monocitos constituyen
aproximadamente el 8% de la poblacion de leucocitos en sangre. Estos son mas
grandes que los linfocitos (6-20um) ¥ son ligeramente menos densos. Cuando se
adicionan 4 volumenes de Optiprep’ ™ a 10 volumenes de suspension de CMN,
la densidad aumenta a 1.1 g/mL. Cuando a esta mezcla se estratifican 2 capas de
gradiente de una solucion de Optiprep con densidades de 1.078 y 1.068 g/mL y es
centrifugada; los leucocitos flotan hasta el plasma, las CMN rapidamente forman
una banda en la interfase entre la muestra y la solucién con & = 1.078 g/mL. Los
monocitos, debido a su menor densidad, migran a traves de la solucion y pasan a
fa segunda solucion de & = 1.068 g/mL; pero aun asi es inevitable el paso de
algunos linfocitos que hacen que la banda obtenida no corresponda a un solo tipo
de poblacion celular.

Los monocitos obtenidos por esta técnica son viables y no han sido activados.®®
Estan listos para su posterior purificacion.

Procedimiento:

a) Por cada 10 mL del concentrado de CMN adicionar 4 mL de Optiprep,
resuspender muy bien, colocar la mezcla en un tubo nuevo de 50 mL, sin
manchar las paredes del tubo.

b) Cubrir la mezcla con 7.5 mL de la Solucién de Optiprep 6 =1.078 g/mL.
Depositar encima de esta capa 20 mL de la Solucion de Cptiprep & = 1.068
g/mL, estratificando las dos soluciones. Esta capa debe depositarse
lentamente, escurriendo por las paredes del tubo y sin gotear. Finalmente
cubrir con 0.5 mL de soluciéon de HEPES-EDTA-BSA, estratificado.

¢) Centrifugar a 650 xg a 20°C por 25 min en un rotor de columpio, sin
aceleracion y sin freno.

d) Retirar la fraccion superior, hasta aproximadamente 12 mL con ayuda de
una pipeta Pasteur, teniendo cuidado de no mezclar las capas formadas.

e) Lavar la fraccion obtenida con PBS a 4°C. En el primer lavado completar el
volumen a 40 mL con PBS y centrifugar a 800 xg a 4°C por 5 min. Realizar
dos lavados mas, cada uno con 10 mL de PBS, centrifugando a 450 xg a
4°C por 3 min.

fy Resuspender el botdn celular y adicionar 10 mL de solucion de lisis para
hemolizar los eritrocitos, dejar actuar por 3 minutos a temperatura
ambiente (Ta) y centrifugar a 450xg a 4°C por 3 min.

g) Realizar dos lavados mas como en (e), pero con un volumen de 20 mL.
Tomar una pequefia muestra de las células obtenidas y observar al
microscopio optico, si se observan muchas plaquetas es necesario realizar
10 2 lavados mas para eliminarlas por completo.

h) Contar las celulas y resuspender en MBS.
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Partiendo de estas células el rendimiento de monocitos obtenidos es de un 40-
75% del total de las células obtenidas, estas células se utilizaran para la
inmunoseparacion magnética.

4.2.4 Aislamiento de monocitos por Inmunoseparacion magnética.
Fundamento.

Las células no monociticas son aisladas magnéticamente de manera indirecta. Las
células obtenidas en el paso anterior son incubadas con una mezcla de
anticuerpos monoclonales marcados con biotina como reactivo primario. La
mezcla contiene los siguientes anticuerpos: anti CD3, CD7, CD16, CD19, CD586,
CD123 y Glycoporina A. Como reactivo secundario es utilizado un anticuerpo
monoclonal anti-biotina conjugados a micro-perlas magnéticas. La suspension
celular se pasa a través de una columna, siendo las células no monociticas las
que quedan retenidas magnéticamente a través de las micro-perlas. Los
monocitos no son retenidos en la columna y son colectados en el eluido.

Procedimiento:

a) Contar las células obtenidas evaluando el porcentaje de viabilidad. De
acuerdo a la cantidad aproximada de monocitos que se requieren para los
experimentos posteriores, realizar los calculos correspondientes para
determinar el numero de células de las que se va a partir para la separacion
inmuno-magnética. :

b) Tomar un volumen que contenga 10 millones de células. Centrifugar a
200xg a 4°C por 5 min. Diluir en 30 uL de MBS. (Si el niumero de células es
mayor, ajustar los volumenes correspondientes).

c) Adicionar 10 uL de FcR Blocking Reagent, homogeneizar.

d) Adicionar 10 ulL del Monocyte Biotin-Antibody Cocktail, homogenizar e
incubar 30 min a 4°C en agitacién constante.

e) Adicionar 30 uL de MBS, mezclar y adicionar 20 uL de Anti-Biotin
MicroBeads. Incubar 30 min a 4°C en agitacion constante.

f) Hacer 2 lavados con 2 mL, y un tercero con 3 mL de MBS, centrifugando a
200xg a 4°C por 5 min. Resuspender el boton celular y adicionar 500 ul de
MBS.

g) Lavar la columna de separacion con 2 mL de MBS dentro del separador
magnético, antes de que se seque la columna adicionar las células
resuspendidas poco a poco. La cantidad maxima de células por columna es
de 100x10° células.

h) Recibir las células eluidas (fraccion negativa, que corresponde a los
monocitos) en un tubo en frio, hasta la Ultima gota, adicionar 500uL de MBS
y seguir colectando las células eluidas.

i) Las células que se quedaron unidas a la columna (fraccién positiva,
principalmente linfocitos y otras células que no son monocitos) se colectan
retirando la columna del magneto, adicionando 500uL de MBS vy
presionando con el émbolo de la columna.
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j) Las células de la fraccidén negativa (monocitos) se lavan dos veces con PBS
a 200xg a 4°C por 3 min. Se cuentan las células y se determina la
viabilidad.

4.2.5 Conteo celular y viabilidad.

a) Resuspender muy bien la muestra de células por contar, tomar una alicuota
de 10uL en un vial, hacer una dilucion 1:1 con solucién de azul tripan,
resuspender. Tomar 10ulL y colocar la muestra en la camara de Neubauer.
Realizar el conteo por duplicado, las células que estan tenidas de azul son
las células muertas.

b) La cuenta de ambos duplicados no debe tener una diferencia mayor de 4 a
6 células. Si la densidad celular es muy alta (mas de 150 células en el
campo) repetir el conteo realizando una dilucién.

4.3 DIFERENCIACION in vitro DE MONOCITOS HUMANOS AISLADOS DE
SANGRE PERIFERICA (MSP) YDE CELULAS U-937.

4.3.1 Tratamiento con VD3

a) Cultivar las células U-937 en medio RPMI complementado con 10 % SFB.

b) Contar las células (U-937 6 MSP).

c) Colocar 3X10° células en 9 mL de medio de cultivo RPM! complementado
(10% de SFB para la linea celular y 10% de suero autélogo para los MSP),
en cajas Petri para cultivo de 12 cm de didmetro. A las cajas que van a
recibir tratamiento, adicionar 9 uL de la solucién stock de 1-o,25-dihidroxi
vitamina D3 100 uM, de manera que la concentracién final del medio sea
de 100 nM.

d) Las cajas se colocan en una incubadora en atmésfera himeda a 37°C ,
10% CO,, y alas 24, 48 y 72 horas se realizan las operaciones indicadas a
continuacion:

4.3.2 A las 24 horas de tratamiento:

a) Resuspender y retirar 3 mL del medio de cada caja de células U-937 que
recibio tratamiento con VD3. Colocar el medio extraido de dos cajas (6mL)
en una caja nueva (las cajas originales quedaran con 6 mL de medio cada
una). Afadir 3 mL de medio complementado 10% SFB fresco a cada cajay
3 pL de VD3 a cada una.

b) Para las células control se repite el paso anterior, pero sin adicionar VD3.

¢) A las cajas con los MSP, resuspender y retirar 3 mL de medio en un tubo
estéril marcado para cada caja, centrifugar a 200xg por 3 min, retirar el
sobrenadante, resuspender el boton y  adicionar 3 mbL de medio
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complementado. Se vuelven a adicionar a su respectiva caja con 3 pL de
VD3 a cada una.
d) Para las células control se repite el paso anterior, pero sin adicionar VD3.

4.3.3 A las 48 horas de tratamiento

a) Retirar el medio con las células de las cajas Petri en un tubo estéril
marcado para cada caja. Poner 3 mL de medio complementado a cada
caja Petri para proteger las células que quedaron mientras se centrifugan
los tubos; a 200xg por 3 min.

b) Regresar las células a la caja Petri correspondiente en 9 mL totales de
medio complementado fresco, afiadir 9 uL de VD3 a las que lo requieran.
Esto se realiza tanto para las células U-937 como los MSP.

c) Incubar para el tiempo final de tratamiento: 72 horas.

4.3.4 Recoleccién de las células y observacion morfolégica.

a) Después de incubar las células con y sin VD3 por los tiempos establecidos
(24, 48 y 72 horas), observar en el microscopio invertido las células en toda
la superficie de la caja y escoger una zona representativa de la misma
para tomar la micrografia.

b) Para recolectar las células, resuspender muy bien, contar vy evaluar el
porcentaje de viabilidad. En las cajas que se incubaron por 72 horas con
VD3 las células usualmente estan adheridas a la placa. Si este es el caso,
colocar la caja sobre hielo por 5 minutos, y despegar las células por
pipeteo. Si después de esto todavia se observan célula adheridas, sera
necesario retirar el medio con las células, adicionar 3 mL de medio frio
nuevo y con un gendarme despegar las ceélulas y juntarlas con las
restantes.

4.4 DETERMINACION DE LA EXPRESION DE LOS RECEPTORES DE
MEMBRANA POR INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA E INDIRECTA.

4.4.1 Tincion directa e indirecta.

a) De la suspension de células, contar y resuspender en amortiguador de
lavados a una concentracion de 2x10° células/mL y colocar 200,000
células por tubo (Tubo Falcon de poliestireno) 6 100 pL de la suspension
celular.

b) Durante todo el experimento los tubos se mantendran a 4°C y protegidos de
la luz.

Realizar cuatro tubos control con los siguientes reactivos:

e Tubo1 Solo contendra la suspension celular.

e Tubo 2 Control de segundo anticuerpo: suspension celular + FITC-
Goat Anti-raton

e Tubo 3 Control de isotipo: suspension celular + 1gG anti-DNP + FITC-
Goat Anti-raton
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e Tubo 4 (Cuando se realizan tinciones dobles, se utiliza para realizar Ia
compensacion): suspension celular + anti-igG-PE vy anti-lgG-FITC

c¢) Colocar a los tubos correspondientes 10 ug del anticuerpo especifico para
el antigeno de superficie de las células, resuspendiendo muy bien. Para los
anticuerpos con marcaje directo se coloca la cantidad indicada por el
fabricante.

d) Incubar 30 min a 4°C con agitacién ocasional.

e) Adicionar 200 yL de solucidn amortiguadora de lavados, centrifugar 200xg
por 3 min a 4°C. Retirar el sobrenadante y lavar dos veces con 300 yL de
buffer de lavados, centrifugar a 200xg a 4°C por 3 min. Para los anticuerpos
con marcaje directo el Ultimo lavado se realiza con PBS y se prosigue a la
fijacion. Para tinciones indirectas, continuar con el paso (f).

f) Diluir el segundo anticuerpo, anti-lgG FITC 1:200 en solucion
amortiguadora de lavados (7.5 pg/mL) y adicionar 200uL a los tubos
correspondientes (sdélo para la inmunofluorescencia indirecta). Incubar
como en el paso (d).

g) Realizar los lavados como en el paso (e).

4.4.2 Fijacion de células tenidas.

a) Retirar el sobrenadante y adicionar a todos los tubos 300 L de solucion de
PFA 1%, e incubar 20 min a 4°C.

b) Realizar dos los lavados con PBS como en el paso 4.4.1 (e).

c) Resuspender las células en 200 pyL con PBS. Mantener las células
protegidas de la luz a 4°C por un periodo maximo de 7 dias.

d) Analizar la fluorescencia de 10000 células en el citébmetro de flujo (FACS
Scan).

4.5 FAGOCITOSIS MEDIADA POR RECEPTORES FcyEN CELULAS U-937 Y
MSP EN SUSPENSION.

4.5.1 Almacenamiento de los eritrocitos.

La sangre de carnero con anticoagulante se obtiene comercialmente. En
condiciones de esterilidad, diluir la sangre de carnero 1:2 en solucién de Alsever’s
y almacenar en refrigeracion protegida de la luz. Su vida (til en estas condiciones
es de aproximadamente 4 semanas.

4.5.2 Sensibilizacion de eritrocitos con acido trinitrobenzen-sulfonico (TNBS)

a) Medir 15 mL de la suspension de eritrocitos que estan en Alsever's y
llevarlos a 40 mL con DGVB+.

b) Centrifugar fa suspension a 3220xg a 4°C por 12 min.

c) Decantar el sobrenadante, resuspender el botén y lavar adicionando 40 mL
de DGVB+, centrifugar como en el paso (b). El sobrenadante debera
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permanecer transparente después de este lavado. De lo contrario lavar
nuevamente con DGVBH+, y si la hemolisis continda desechar los eritrocitos.
Lavar con 20 mL de DGVB+ y 20 mL de solucidn amortiguadora de
boratos. Medir el volumen del botdn de eritrocitos vy retirar el sobrenadante.

Descompactar el botdn y afadir 7 mL de la solucidon de TNBS por cada mL
de botén de eritrocitos. Incubar por 10 min, Ta, en agitacion suave
protegidos de la luz. Centrifugar como en el paso (b).

Lavar como en el paso (d).

Lavar como en el paso (c) una o dos veces (el sobrenadante debe
permanecer transparente).

Mantener los eritrocitos en DGVB+ a 4°C protegidos de la luz. Su vida Util
es de 1 semana.

4.5.3 Titulo de hemaglutinacion.

Fundamento.

Al reaccionar anticuerpos dirigidos contra algun antigeno que se localice en

la superficie membranal de los eritrocitos se induce la formacién de una malla
celular. Esto produce la aglutinacion macroscopica de los eritrocitos debida a la
interaccion antigeno-anticuerpo, hasta un punto en que la concentracién de
anticuerpo es tan baja que no existen suficientes moléculas para formar la malla.
El titulo de hemaglutinacion se define como la concentracitn mas baja de
anticuerpo capaz de provocar la aglutinacion de los eritrocitos de prueba.

Procedimiento:

En un vial tomar en condiciones estériles 1.5 mL de la suspension de
eritrocitos sensibilizados.

Centrifugar por aproximadamente 40 seg en la picofuga, resuspender y
hacer dos lavados con medio sin complementar; el sobrenadante debera
permanecer transparente.

Resuspender el boton de eritrocitos al 2% en medio de cultivo completo.

En placas de 96 pozos con fondo en V colocar 50 pl de medio en las
columnas 2 ala 12, y 100ul en la primera columna.

Realizar los calculos necesarios para colocar 20 pg del anticuerpo 1gG anti-
DNP en el pozo 1. ElI volumen que se va a adicionar se tiene que retirar de
medio y sustituirlo por el volumen de anticuerpo. Se realiza por triplicado.
Preparacion de las diluciones seriadas: Mezclar muy bien el anticuerpo y
pasar 50 ul del pozo de la primera columna (columna 1) al pozo siguiente
(columna 2), mezclar muy bien y pasar 50 ul a el pozo 3 y asi
sucesivamente hasta el pozo 12. Las diluciones correspondientes serian:
1:1,1:2, 1:4,1:8,1:16 etc.

Como control negativo dejar una fila Unicamente con medio.

Afadir 50 ul de eritrocitos al 2% en cada pozo.

Incubar en incubadora himeda 1 h a 37°C, 10% CO,, tiempo suficiente
para que se forme el botdn de eritrocitos del control negativo.
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El titulo de hemaglutinacion es la concentracion mas baja de anticuerpo con la
cual aun se forma la red de eritrocitos-anticuerpo (aglutinacién macroscépica)

4.5.4 Opsonizacion de los eritrocitos sensibilizados.

Los eritrocitos sensibilizados se opsonizan por incubacién con la concentraciéon
subhemaglutinante de anticuerpo.

a)

b)

c)

Adicionar el volumen requerido de la suspension de eritrocitos al 2% en
un vial de 1.5 mL. Adicionar la cantidad necesaria de anticuerpo para que la
concentracion final sea igual a la concentracién subhemaglutinante

Incubar los eritrocitos con el anticuerpo, y eritrocitos solos para el control
negativo, por una hora a temperatura ambiente, en agitacién suave y
protegidos de la luz.

Para eliminar el anticuerpo libre dar un pulso en la picofuga a los viales, y
resuspender los eritrocitos en medio para obtener nuevamente una
concentracion final de eritrocitos al 2 %.

4.5.5 Fagocitosis.

Fundamento

La interaccion de los eritrocitos opsonizados con IgG y los receptores

especificos para la porcién Fc localizados en la membrana de la célula
monocitica, activa una serie de eventos bioquimicos intracelulares que culminan
en la internalizacién del eritrocito.

Procedimiento:

a)

b)

Resuspender las células fagociticas a una concentracion de 1x10°
células/mL con medio complementado (10% SFB o suero autdlogo).
Colocar 100 uL de la suspension celular en tubos Eppendorf de 1.5 mL,
mantener en incubacion de 30 a 60 min en la incubadora hiumeda a 37°C y
10% COx.

Adicionar 20 uL de los eritrocitos al 2% opsonizados y sin opsonizar (control
negativo) y resuspender.

Centrifugar los tubos con 3 pulsos de 3 seg cada uno en la picofuga para
aumentar el contacto entre las células y los eritrocitos, pero evitando que el
boton sea muy compacto.

Incubar los tubos por 1 h en la incubadora hUmeda a 37°Cy 10% CO».
Adicionar 500 uL de la solucion de lisis, resuspendiendo el botdén de
células-eritrocitos, incubar por 15 seg y centrifugar en la picofuga hasta
observar el botén celular. Es recomendable no dejar las células mas de 15
seg con la solucién de lisis, pues las células se maltratan demasiado.
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g) Adicionar 100 uL de medio complementado (10% SFB o suero autdlogo),
resuspender y colocar en una placa de fondo plano de 96 pozos.

h) Evaluar microscopicamente la fagocitosis, contando el niUmero de eritrocitos
fagocitados por célula en al menos 100 células de diferentes zonas de
cada pozo.
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CAPITULO 5

RESULTADOS

5.1 CAMBIOS MORFOLOGICOS INDUCIDOS POR VD3

La vitamina D3 como agente inductor de diferenciacidbn de células
monociticas provoca cambios en su morfologia y en la velocidad de proliferacién
celular, los cuales son facilmente detectables. Como un paso inicial para la
caracterizacion del efecto diferenciador de la VD3 sobre los monocitos humanos
de sangre periférica y la linea celular U-937 se determiné la presencia de cambios
morfoldgicos.

Las células de la linea U-937 y los monocitos de sangre periférica
incubados durante 72 horas con VD3 fueron observados al microscopio optico
para la deteccion de cambios en su morfologia. Los cambios se registraron en
micrografias de campos representativos de la poblacion celular presente, a las 24,
48y 72 horas de incubacion.

Experimentos previos en el laboratorio habian indicado que Ila
concenlracion 100 nM de VD3, es adecuada para provocar cambios relacionados
a la diferenciacion de las células U-937. Por lo tanto se utilizd esta concentracion
en los experimentos con los monocitos de sangre periférica y células U-937.%°

La viabilidad celular durante el tratamiento con VD3 se determind con azul
tripan. Para la linea U-937 se obtuvo un 95% de viabilidad y para los monocitos
humanos de sangre periférica un 85% a las 72 horas de cultivo (datos no
mostrados).

Los cambios morfolégicos observados en los monocitos humanos de
sangre periférica y las células U-937 se pueden apreciar en las figuras 5.1.1 y
5.1.2, en donde se observa la morfologia de las células sin tratamiento. Los
monocitos humanos son mas pequenos que las células U-937 y tienen una forma
mas redondeada. A las 24 horas en cultivo los monocitos humanos de sangre
periférica se encuentran adheridos en la superficie de la caja de cultivo. Los que
fueron tratados con VD3 aparte de estar adheridos, empiezan a formar pequenios
agregados celulares (aproximadamente un 20% de células).

A las 48 horas de incubacién sin VD3 los monocitos se encuentran mas
adheridos y se empiezan a agregar (aproximadamente un 20%), su citoplasma es
mas abundante (son mas voluminosas). Los tratados con VD3 siguen
agregandose mas (hasta un 60%), su contorno es mas irregular y su citoplasma
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es muy abundante. Finalmente a las 72 horas en cultivo algunos monocitos sin
tratamiento siguen adheridos, la mayoria se encuentran en suspensién; ya no se
observan en agregados. Las células gue recibieron el tratamiento con VD3 siguen
adheridas en la superficie de la caja de cultivo, algunas de las cuales se
expanden y se tornan alargadas (aproximadamente un 30%), su citoplasma es
mucho mas abundante; también se observan algunas células en suspension.

Las células U-937 son originalmente de mayor tamafio un poco mas
grandes gue los monocitos de sangre periférica y tienen forma mas irregular. A
las 24 horas de tratamiento con VD3 se observa su contorno mas irregular que el
control, a las 48 horas es mas evidente este cambio y algunas células empiezan a
agregarse; también se observa una disminucion de su proliferacion celular. A las
72 horas se observa en algunas células un citoplasma mas abundanie y
adherencia en la superficie de la caja de cultivo, siguen formandose acumulos de
células y la disminucién de la proliferacion celular es bastante evidente.

Uno de los parametros de diferenciacion en las células U-937 es la
disminucion de la proliferacion celular, en los monocitos de sangre periférica estos
cambios no se observaron, ya que bajo las condiciones de cultivo no proliferan.

Estos resultados demuestran que al igual que las células U-937, los monocitos

humanos aislados de sangre periférica responden al tratamiento con VD3
mostrando cambios morfoldgicos sugerentes de un estado mas diferenciado.
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Sin VD3 24h vD3 100 nM

Fig. 5.1.1 Morfologia de los monocitos humanos de sangre periférica a los distintos
tiempos de tratamiento con VD3. Imagenes microscopicas tomadas de los monocitos de
sangre periférica a niveles basales (A), y los cambios morfolégicos observados a las 24 (B), 48
(D)y 72 h (F) en cultivo; asi como los que recibieron tratamiento con VD3 durante las 24 (C),
48 (E)y 72 h (G). (Aumento 400x)
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Fig. 5.1.2 Morfologia de las células U-937 a los distintos tiempos de tratamiento.
‘magenes microscopicas que muestran los cambios morfolégicos observados de las células
U-937 (A), a los tiempos de 24 (B), 48 (C) y 72 h (D) durante el tiempo de incubacion con
VD3. (Aumento 400x)
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5.2 CUANTIFICACION DE LOS RECEPTORES FcyRI y FcyRIl, CR3, CD14 y
HLA-DR A LOS DISTINTOS TIEMPOS DE TRATAMIENTO CON VD3

Dentroc de las moléculas que se expresan en la membrana de los
monocilos/macréfagos se encuentran una gran variedad de receptores que
determinan el control de diversas actividades. La modificacidon de la expresién de
receptores es un importante marcador de diferenciacion celular, dichos cambios
pueden ser indicativos del estado de maduracion en el que se encuentre la célula.

Se evalud la expresion de los receptores: FeyRIl y FoyRIl (receptor de la
fraccion cristalizable de la inmunoglobulina G), y la del receptor CR3 (tipo tres del
complemento); los cuales estan involucrados en la ingestion de particulas
opsonizadas con IgG o fragmentos del complemento respectivamente. El CD14
(receptor de lipopolisacarido), relacionado con el nivel de
maduracidn/diferenciacion de los monocitos maduros y macréfagos. Finalmente la
molécula codificada por la region del MHC tipo Il, (HLA-D, receptor antigeno
leucocitario) que se relaciona con la presentacion del antigeno.

Se usaron anticuerpos especificos para los distintos receptores de la
superficie celular de los monocitos/macrofagos para evaluar su nivel de expresion
por citometria de flujo. Después de una adecuada compensacion en verde, para el
fluorocromo FITC (isotiocianato de fluoresceina), y verde-rojo para las doblemente
marcadas con FITC y PE (ficoeritrina); la intensidad de fluorescencia fue
analizada en base a los controles de isotipo y de células.

Los resultados se muestran en los histogramas (Fig. 5.2.11, 5.2.12, 5.2.13), uno
representativo para cada receptor evaluado a los tiempos de incubacién de 24, 48
y 72 horas con o sin VD3. Los datos corresponden para el mismo donador o
numero de experimento ya sean monocitos de sangre periférica o células U-937.
En estos los histogramas estan indicados la distribucién de la fluorescencia tanto
del control de isotipo como de anticuerpo especifico para el receptor evaluado. El
nivel de expresion del receptor a nivel basal corresponde al de los monocitos
humanos recién aislados (frescos) y que no han estado en incubacion.

En los graficos se muestra el nivel de expresion relativo del receptor, el
cual se obtiene del cociente del valor de la intensidad media de fluorescencia del
tubo muestra sobre el valor de la intensidad media de fluorescencia del tubo de un
mismo isotipo. El nivel de expresion relativo se indica para cada donador vy
experimento con las células U-937, también se muestra la media £ D.S. del total
de experimentos realizados al tiempo de tratamiento. El analisis estadistico llevado
a cabo fue usando la prueba t de Student para dos datos pareados. Estos datos
también se graficaron de manera individual para cada experimento realizado
(donador o células U-937 vs. nivel de expresién relativo), con el fin de visualizar de
una mejor manera los cambios en el nivel de expresion de los receptores
evaluados.

Los experimentos con las células U-937 se realizaron en paralelo con
algunos de los experimentos de los monocitos de sangre periférica.
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-CD14

Los niveles de expresion del CD14 (Fig. 52.1) muestran diferencias
significativas en los monocitos humanos a las 24 y 48 horas de tratamiento con
VD3; y en las células U-937 a los tres tiempos evaluados. También se muestran
estos datos graficados de manera individual (Fig. 5.2.2).

Los niveles de expresion basales de CD14 en los monocitos humanos de
sangre periférica son de 3 a 10 veces mayores que en las células U-937. Estos
niveles llegan a aumentar hasta 12 veces respecto a las células U-937 a las 72
horas de tratamiento con VD3.

-FcyR's

En cuanto a la expresion de los receptores FcyRI y el FcyRIl, para el
primero (Fig. 5.2.3), no hay diferencias significativas por el tratamiento con la VD3
a los diferentes tiempos evaluados, ni en los monocitos de sangre periférica ni en
las células U-937. Para el FcyRII (Fig. 5.2.5) a las 72 horas de tratamiento con VD3
hay diferencia significativa en los monocitos humanos mientras que en las
células U-937 al tiempo de 24 y 48 horas las hay. El nivel de expresion de estos
receptores es aproximadamente el doble en los monocitos humanos de sangre
periférica que en las células U-937. Se puede apreciar que los resultados con el
FcyRi en forma individual no tienen un gran aumento con la VD3 en los monocitos
humanos, aunque el nivel de expresion de cada donador sea diferente. Los
cambios mencionados para el FcyRIl también se aprecian en forma individual (Fig.
52.4y5286).

-HLA-DR

El nivel de expresion relativo para el HLA-DR en los monocitos humanos de
sangre periférica (Fig. 5.2.7) aumenta significativamente respecto al control a las 24
y 48 horas, a las 72 horas no es significativo el aumento, aunque en los
experimentos de los donadores observados en forma individual (Fig. 5.2.8) parecen
no mostrar incrementos en los tres tiempos de tratamiento. En cuanto a las células
U-937, hasta las 48 horas hay un aumento significativo respecto al control, y a las
72 horas este efecto desaparece. Estos datos observandolos en forma individual
(Fig.5.2.8) no muestran una diferencia clara, hubiera sido necesario haber realizado
mas experimentos con este marcador para poder determinar de una forma mas
precisa los niveles de expresion del mismo.

-CR3

Respecto al receptor tipo tres del complemento, CR3 (Fig. 5.3.9);, en los
monocitos de sangre periférica los niveles de expresion relativa no cambian
significativamente para los tiempos a las 24, 48 y 72 horas de tratamiento
evaluados. Si observamos estos datos en forma individual, parece no haber
cambios en el nivel de expresion relativo a las 24 horas, incluso parece disminuir
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respeclo al control, a las 48 horas hay un aumento en dos donadores de tres
anatizados con la VD3, y a las 72 horas con y sin tratamiento nuevamente no se
observan cambios en el nivel de expresion relativo (Fig. 5.3.10).

En las células U-937, el nivel de expresion relativo del CR3 aumenta con el
tiempo de tratamiento, hasta 6 veces respecto a los niveles basales, este
incremento es signilicalivo respecto al control alas 48 y 72 horas de tratamiento.

En la siguiente Tabla se resumen las observaciones detalladas arriba

Tabla 5.2.1 Resumen del efecto de la VD3 sobre la expresion de los receptores celulares.

Receptor Tiempo MONOCITOS U-937
(horas)
No.A 00.05 No. A. Po.0s
| 24 1 322~ 7 262 *
Co14 48 To282 T 408 *
| 72 ) 3.65 T 6.48 *
; l.
24 ~ 135 ~ 09
FeyRI . 48 [ 1.05 T 1.67
72 | & 090 ~ 140
24 ~ 142 1 195 *
FoRIL 48 | . 128 (o~ 130+
72 T 226 * | 1 180 *
24 ’ T 1.96 * N.D.
HLA-DR 48 T 185 * 7 3.66
I A U 3.81
.
‘ 24 i V052 N.D.
CR3 \ 48 1 158 o479 ¢
72 l ~ 1.05 T 473 *
|

Se muestra el nimero de veces que aumenta la expresién del receptor (No.A) en las células con
VD3 respecto a las que no recibieron la VD3 al tiempo de tratamiento indicado. El aumento T,
disminucion L. y sin cambio = en la expresion del receptor esté indicado. *P<0.05 comparada con
las células que no recibieron tratamiento. Este dato es la divisién del nivel de expresion relativo
promedio al tiempo y receptor indicados con VD3 entre las que no la recibieron.

(N.D. No determinado.)
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Fig. 5.2.1 Efecto de la VD3 sobre la expresion de CD14 en monocitos humanos de sangre
periférica y la linea celular U-937. Se indica el nivel de expresion relativo de CD14 en (A)
monocilos humanos de sangre periférica y en (B) células U-937, a nivel basal y a los tiempos de
24, 48 y 72 h. de tratamienlo con y sin VD3. También se indica la media * D.S. de los valores del
lotal de experimentos reahzados al tiempo de tratamiento. *P<0.05 comparada con (as céiulas que
no recibieron tratamienlo. Recorgdar que el nivel de expresion relativo del receptor se obtiene del
cocienle del valor de la intensidad media de fluorescencia del lubo muestra sobre el valor de la
intensidad media de fluorescencia del tubo de un mismo isotipo (Control de isotipo), esto es para
todos los graficos mostragdos.
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Fig. 5.2.2 Efecto de la VD3 en la expresion de CD14 en monocitos humanos de sangre
periférica y la linea celular U-937. Los datos se grafican de manera individual, y se muestra el
nivel de expresién relativo a las 24 h en los monocilos humanos (A, N=16) y en las células U-937
(B.N=5)alas 48 h (B. N=16) (E. N=5) y 72 h (C, N=6) (F, N=2) de iratamiento con y sin VD3.
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Tabla 5.2.2 Efecto de la VD3 sobre la expresién de CD14 evaluado en los monocitos

humanos de sangre periférica y la linea U-937.

MONOCITOS HUMANOS
24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
BASAL | Control VD3 | Control VD3 | Control VD3
EXP Nivel de expresién relativo

1 58.76 30.75 37.05| N.O. N.D. ND. 112.88
2 N.D. 27.10 49.02 2463 56.78| NO. 121.69

3 43.98( 3151 67.11 27.32| 6437 NO. ND.

4 ND. 62.34| 211.34| N.D. 299.30| ND. ND.
5 ND. ND. ND. 137.76| 240.74| ND. 361.81

6 7.75 26.29 94.60 33.86| 101.63| ND. ND.

7 14.89 15.97 87.53| 21.43| 119.78| ND. ND.

8 15.98 17.12 31.96 4254 80.23| ND. ND.

9 17.80| 23.73 73.99| 67.48 77.48| ND. ND.

10 8.96 16.20 51.07| ND. ND. ND. ND.
14 8.82 17.39 49.03| 4356| 126.36| 66.69| 193.93
12 15.13 1757 109.17 42.75| 194.86| 52.23| 137.39

13 ND. | 17.38{ 5098| 19.81| 118.89| ND. ND.

14 40.82 ND., 198.00 ND. ND. ND. ND.
15 38.54 83.96 251.06| 60.08 254.29| 90.69 604.36
x 24.67 20.79 95.92 50.30 141.88| 69.87 25534
DS 17.56 20.5 71.41 32.87 85.59 19.43  194.42

U-937
24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
BASAL Control VvD3 Control vD3 Control vD3
EXP Nivel de expresion relativo

1 ND. | 280 o988 354 2848 ND.  NOD.

2 5.94 412 1650 326| 3128 ND. | ND.

3 4.01 5.95 817| 12.14| 3765| ND.  ND.
4 N.D. 294| 645 250] 883 320 1713
5 3.95 3.36 9.20 7.59 12.24 2.94 22.66

|

) 463 3.83 10.04 5.80 23.69 3.07 19.90
D.S. | 1.13 1.29 3.84 4.06 12.52 0.18 3.91

Se mueslran en los monocitos humanos de sangre periférica y en las ¢élulas U-937, el nivel de
expresion relativo basal de CD14 a las 24, 48 y 72 horas en incubacion con 6 sin VD3; asi como |a
media y la desviacion estandar (D. S.).

(N.D. No delerminado)
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Fig. 5.2.3 Efecto de la VD3 sobre la expresién del FcyRl en monocitos humanos de sangre
periférica y la linea celular U-937. Se indica el nivel de expresion relativo del FcyRIl en (A)
monocilos humanos de sangre periférica y en (B) células U-937, a nivel basal y a los tiempos de
24, 48 y 72 h de tratamienlo con y sin VD3, También se indica la media = D.3. de los valores del
lotal de experimentos realizados al tiempo de tratamiento. “P<0.05 comparada con las células que
no recidieron tralamiento.
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Fig. 5.2.4 Efecto de la VD3 en la expresion del FcyRI (CD64) en monocitos humanos de
sangre periférica y la linea celular U-937. Los datos se grafican de manera individual, se muestra
el nivel de expresion relativo a las 24 h en los monocitos humanos (A, N=16) y en las células U-
937 (B. N=5) a las 48 h (B, N=18) (E, N=4)y 72 h (C, N=7) (F, N=2) de tratamiento con y sin VD3.
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Tabla 5.2.3 Efecto de la VD3 sobre la expresion del FcyRI (CD64) en monocitos humanos de
sangre periférica y la linea U-937.

MONOCITOS HUMANOS
24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
BASAL Control VD3 Control VD3 Control VD3
EXP Nivel de expresion relativo

T 48.80 7.80 18.92) N.D. N.D. N.D. 8.1
2 | ND 43.69 25.58 35.15| N.D. 7.13

3 | ND 5.69 7.73| 23.05 14.38| N.D. N.O.
4 N.D. N.D. N.D. 6.99 7.71| ND. 15.19

5 | N.D. 4.82 8.06 N.D. 8.49 N.D. N.D.

6 | 2.63| 463 4.89 11.27 5.46| N.D. N.D.

7 4,46 4.92 1.62 7.82 589 ND. N.D.

8 3.52 4.75 30.19 | 3.67 10.23| N.D. N.D.

9 3.8, 574 4.19| 397 5.90| N.D. N.D.

10 | 18‘57i 13.69 11.40 N.D. N.D. N.D. N.D.
1M 19.97| N.D. 11.66 3.23 8.06 10.94 7.41
12 20.10 | 8.26 13.36 7.30 6.83 12.60 5.74

13 ND. | 2866 8.03 10.88 571 ND. N.D.

14 15.57| 19.93 19.28| N.D. N.D. N.D. N.D.
15 18.51 15.47 14.20 11.33 12.34 13.88 19.05
16 | 7.34 6.75 7.44 2.59 7.34 4.01 4.94
X 14.79]  10.08  13.64 9.81  10.27| 10.35 9.65
D.S. 13.46 7.38 10.99 | 7.48 7.95 4.39 5.33

u-937
24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
BASAL | Control vD3 Control vD3 Control vD3
EXP Nivel de expresidon relativo

1 N.D. 3.83 2.52 3.20 6.81 N.D. N.D.

2 2.43 3.26 3.38 3.81 360| ND. | ND.

3 3.86 6.62 4.34 6.83 7.44| ND. | ND.
4 N.D. 6.78 9.14| ND. | 1901 6.07 l 9.63
5 9.76 15.11 14.39 9.02 11.30 7.10 8.81
x | 5.35 712 6.75 5.72 9.57 6.58 9.22
DS | 3.88 4.74 4.98 2.72 5.94 0.73 0.58

Se muestran en los monocitos humanos de sangre periférica y en las células U-937, el
expresion relativo basal del FoyRI y a Ias 24, 48 y 72 horas en incubacién con 6 sin VD3; asi como
la media y la desviacién estaéndar (D. S.).
(N.D. No deleminado)

nivel de
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Fig. 5.2.5 Efecto de la VD3 sobre la expresion del FcyRIl en monocitos humanos de sangre
periférica y la linea celular U-937. Se indica el nivel de expresion relativo del FcyRIl en (A)
monocitos humanos de sangre periférica y en (B) células U-937, a nivel basal y a los tiempos de
24, 48 y 72 h de tratamiento con y sin VD3. También se indica la media + D.S. de los valores de!
lotal de experimentos realizados al tiempo de tratamiento. . *P<0.05 comparada con las células que
no recibieron tratamiento.
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la expresién del FcyRIl (CD32) en monocitos humanos de

sangre periférica y la linea celular U-937. Los datos se grafican de manera individual, se
muestra el nivel de expresion relativo a las 24 h en los monocitos humanos (A, N=16) y en las
células U-937 (B, N=5) a las 48 h (B, N=16) (E, N=5)y 72 h (C, N=7) (F, N=2) de tratamiento con
y sin la VD3. Estos datos son mostrados para cada donador, asi como en la serie de experimentos

con las células U-937.
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Tabla 5.2.4 Efecto de la VD3 sobre la expresion del FeyRII (CD32) en monocitos humanos de
sangre periférica y la linea U-937.

MONOCITOS HUMANOS

24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
BASAL | Control vD3 Control vD3 Control VD3
EXP Nivel de expresién relativo
1 29.08- 805 471, ND.  ND. | NOD. 23.32
2 N.D. 12.32 6.01/ 4.68 17.08 N.D. 28.68
3 ND. 919 658 465 415 ND. | ND
4 N.D. N.D. ND. | 1040/ 93/ ND. | 2422
5  ND. 843) 776| ND. | 1013 ND. | ND.
6 7.23 683 635 516, 505 ND. N.D.
7 9.68 533 26.99| 658 | 8.04, N.D. N.O.
8 10.33 13.04| 1159 1503 , 2349 ND. N.D.
9 10.13 ] 13.49, 13.22| 1427 1245 ND. N.O.
10 13770 1022| 1053 ND. | ND. | ND. N.D.
11 8.17‘ 11.34 1361 18.83 1052 N.D. | NOD.
12 15.30! 10.99| 12.95 7261 1891 1832 37.94
13 N.D. 10.19 23.10 20.407 17.58 N.O. 25.71
14 21.94 | 22.08‘ 35.45| N.D. | N.D. N.D. N.O.
15 2407  ND. 26.49| 1966 1837 17.12 48.96
16 23.28 | 985 2516] 508 2754  13.42 28.36
x 15.69 10.81 15.37! 11.00 1410 13.82 31.03
D.S. 7.54 3.97 9.58 6.29 7.05| 535 9,27
U-937
24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
BASAL Control vD3 Control vD3 Control vD3
ExXP Nivel de expresién relativo
1 N.O. 3.04 3.80 366 359| N.O. N.D.
2 3.05 257 2,69 2470 348 ND. | ND.
3 3.25 5.17 9.82 5.89! 458 ND. N.D.
4 N.D. 3.43 11.31 5.66 9.88 6.31 11.30
5 9.77 6.89  13.41 6.70 10.17 830  15.01
536 422 8.21 488 634 | 731 1345
D.S. 3.83 1.79 4.72 1,75 3.39 1.41 2.62

Se muestran en los monacitos humanos de sangre periférica y en las células U-937, el nivel de
expresion relativo basal del FcyRIl y a las 24, 48 y 72 horas en incubacién con 6 sin VD3; asi como
la media vy la desviacidon estandar (D. S.). (N.D. No delerminado)
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Fig. 5.2.7 Efecto de la VD3 sobre la expresion del HLA-DR en monocitos humanos de sangre
periférica y la linea celular U-937. Se indica el nivel de expresion relalivo del FcyRIl en (A)
monocilos humanos de sangre periférica y en (B) células U-937, a nivel basal y a los tiempos de
24, 48 y 72 h de tratamiento con y sin VD3. También se indica la media + D.S. de los valores del

total de experimentos realizados al iempo de tratamiento. *P<0.05 comparada con las células que
no recibieron tratamiento.
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Fig. 5.2.8 Efecto de la VD3 en la expresion del HLA-DR en monocitos humanos de sangre
periférica y la linea celular U-937. Los datos se grafican de manera individual, se muestra el nivel
de expresion a las 24 h en los monocitos humanos (A, N=9) y en las células U-937 (B, N=2) a las
48 h (B, N=7)}(E, N=2)y 72 h (C, N=4) (F, N=2) de tratamiento con y sin la VD;. Estos datos son
mostrados para cada donador, asi como en la serie de experimentos con las células U-937.
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Tabla 5.2.5 Efecto de la VD3 sobre la expresion del HLA-DR en monocitos humanos de

sangre periférica y la linea U-937.

MONOCITOS HUMANOS
‘ 24 HORAS ‘48 HORAS 72 HORAS
BASAL S/VD3  C/VD3 [S/VD3  C/VD3 | S/VD3  C/VD3
EXP o _ Nivel de ?xpr_es_lon_ r_e_l?tlvo_ o ] i
8 1788 1663 2620 2587 2452 ND.  NOD.
9 22.65 25.65 47.19 24 .44 21.24| ND. N.D.
10 3021 e122| 910/ NO. | ND. [ ND. | ND.
11 37.26 68.46| 13574 11325 247.98 83.39 ! 402.49
12 18.92 12.41 4535 2157 4665 23.64|  57.30
13 N.D. | 10.39| 45.89 20.35 4746 N.D. | ND.
14 5.62 1193 1193 N.D. N.D. N.D. N.D.
15 3.53 5.62 12.89 6.50 12.12 5.12 23.22
16 854 13.38 2161, 11.06 13.68 | 6.87 68.33
_ l l ‘

x 19.20 i 25.08 49.21 31.87 59.09 2976  137.83
D.S. 13.54 23.25 41.41 { 36.58 8452 31.80 153.70
U-937

24 HORAS 48 HORAS | 72 HORAS
BASAL ‘ S/VD3  C/VD3 | S/IVD3  C/VD3 | S/VD3  C/VD3
EXP | o _T\I_Q,l_,de expresion relativo ]
4 N.D. | ND. 49.37! 8.65  24.22 2.63 3.10
5 8.02 3.16 14.15 3.12 18.77‘ 1.39 12.22
E — ‘ ------ 31.76 588  21.50 } 2.01 7.66
DS.| - | emeen 24.91 3.91 3.86 | 0.88 6.45

Se muestran en los monocitos humanos de sangre periférica y en las células U-937, el nivel de
expresion relativo basal HLA-DR y a las 24, 48 y 72 horas en incubacidn con 6 sin VD3; asi como
la media vy la desviacién estandar (D. S.).

(N.D. No determinado)
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Fig. 5.2.9 Efecto de la VD3 sobre la expresion del CR3 evaluado en los monocitos humanos
de sangre periférica y la linea U-937. Se muestra el nivel de expresion relativo para el CR3 en los
monocitos humanos de sangre periférica a nivel basal y a los tiempos de 24, 48 y 72 h de
tratamiento (A) con y sin VD3. En las células U-937 (B) se muestran los resultados en los tiempos
de tratamiento indicados anteriormente. También se muestra la media + D.S. de los valores del
total de experimentos realizados al tiempo de tratamiento. *P<0.05 comparada con las células que
no recibieron tratamiento.
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Fig. 5.2.10 Efecto de la VD3 sobre los monocitos humanos de sangre periférica y la linea
U-937 en forma individual sobre la expresién del CR3. Se muestra el nivel de expresion relativo
alas 24 h en los monocitos humanos (A, N=4) y en las células U-937 (B, N=2) a las 48 h (B, N=3)
(E,N=2) y 72 h (C, N=2) (F, N=2) de tratamiento con y sin la VD3. Estos datos son mostrados para
cada donador, asi como en la serie de experimentos con las células U-937.
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Tabla 5.2.6 Efecto de la VD3 sobre la expresién del CR3 en monocitos humanos de sangre

periféricay la linea U-937.

MONOCITOS HUMANOS

24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
BASAL | S/VD3 C/VD3 | S/VD3 C/VD3 | S/VD3  C/vD3
EXP ) ) ]
12 28.12| 180.67  42.19| 18531 278.94| 171.34 15245
13 N.D. | 35132 18596| 202.07| 33619 ND. | N.D.
14 4511 4501| 61.77] ND. N.D. N.D. | ND.
15 88.09| 80.91 53.31 2636  40.27| 20.23 49.02
x 53.78| 164.48  8581| 137.91 21846| 9579  100.74
ds 30911 13715  67.25| 96.97 156.95 106.85 73.13
U-937
24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
BASAL | S/VD3 C/VD3 | S/VD3 C/VD3 | SVD3  C/VD3
EXP - — - — —
4 1032 ND. 48.75| 1616 7897 14.02 89.14
5 9.71 1157  4427| 11.02 5117 18.34 63.89
— !
X 10.01] - 46.51 13.59 65.07| 16.18 76.51
ds 043 - 317| 364 1966 306 _ 17.86

Se muestran en los monocitos humanos de sangre periférica y en las células U-937, el nivel de
expresion relativo basal CR3 y a las 24, 48 y 72 horas en incubacién con 6 sin VD3; asi como la
media y la desviacién estandar (D. S.).
(N.D. No determinado)
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Fig. 5.3.11 Analisis de la citometria de tlujo para los receptores CD14, FcyRI (CD64), FcyRI!
(CD32), HLA-DR y CR3 en las células U-937. Se muestran histogramas representativos de los
receptores evaluados a los tiempos de 24, 48 y 72 horas de tratamiento con VD3. Las
preparaciones fueron lavadas y teridas con IgG anti-ratén-FITC como anticuerpo secundario para
los anticuerpos anti FcyRI y anti FeyRIL e isotipos. El marcaje directo se realizo con los anti CD14-
FITC/HLA-DR-PE y con el anti-CR3-PE. Después de la lincién las células fueron lavadas y fijadas.
Se realizaron las compensaciones adecuadas, los eventos analizados como positivos se
determinaron en base a la intensidad de fluorescencia de los conlroles de isotipo y a los niveles
basales de expresién del receptor antes del tiempo de tratamiento.
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Fig. 5.3.12 Analisis de la citometria de flujo para los receptores CD14, HLA-DR y CR3 en los
monocitos humanos de sangre periférica. Se muestran histogramas representativos de los
receptores evaluados a los tiempos de 24, 48 y 72 horas con y sin tratamiento con VD3. El
marcaje direclo se realizd con los anti CD14-FITC/HLA-DR-PE y con el anti-CR3-PE. Después de
la tincion las células fueron lavadas y fijadas. Se realizaron las compensaciones adecuadas, los
evenlos analizados como positivos se determinaron en base a la intensidad de fluorescencia de
los controles de isotipo y a los niveles basales de expresion del receptor antes del liempo de
tratamiento.
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Fig. 5.3.13 Analisis de la citometria de flujo para los receptores FcyRIl (CD64) y FcyRIl

(CD32) en
represenlativos

los monocitos humanos de sangre periférica.

Se muestran histogramas

de los receptores evaluados a los tiempos de 24, 48 y 72 horas con y sin
tralamiento con VD3. Las preparaciones fueron lavadas y tenidas con IgG anti-ratén-FITC como
anticuerpo secundario incluyendo isotipos. Después de la tincién las células fueron lavadas y
fijadas. Se realizaron las compensaciones adecuadas, los eventos analizados como positivos se
determinaron en base a la intensidad de fluorescencia de los controles de isotipo y a los niveles
basales de expresion del receptor antes del tiempo de tratamiento.
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5.3 EFECTO DE LA VD3 SOBRE LA CAPACIDAD FAGOCITICA

Las células fagociticas constituyen una de las primeras lineas de defensa
contra muchos microorganismos. Una de sus principales funciones efectoras es la
fagocitosis.

Para evaluar la capacidad fagocitica de los monocitos de sangre periférica
y de las células U-937 a los tiempos de 24, 48 y 72 horas de tratamiento con VD3.
Las células fueron incubadas por una hora a 37°C, en atmoésfera con 10% CO;
con eritrocitos  opsonizados con anticuerpos monoclonales  anti-DNP de los
isotipos IgG1 e IgG2b. Después de transcurrido el tiempo de incubacion con los
eritrocitos, aquellos que no fueron internalizados se lisaron por choque hipoténico.
Las células fueron examinadas por microscopia optica en donde se observaron los
eritrocitos ingeridos, se eligieron distintos campos para realizar el conteo y obtener
de esta manera los indices fagociticos (numero de eritrocitos fagocitados o
ingeridos por 100 células).

El protocolo que se tenia montado en el laboratorio para el ensayo de
fagocitosis con las células U-937 no resultd adecuado para los monocitos de
sangre periferica. Los monocitos no realizaban la fagocitosis al dejarlos hasta mas
de dos horas en incubacidn con los eritrocitos opsonizados. Por lo tanto se
probaron distinlas condiciones para el ensayo determinandose que era necesario
incrementar los eritrocitos, condiciones que se mencionan en el protocolo de
fagocitosis en la parte de metodologia.

El tiempo de incubacion reportado en el laboratorio®” para la realizacién de
la fagocitosis es de dos horas en las células U-937, pero en la cinética realizada
con los monocitos humanos de sangre periférica, se observé que a este tiempo ya
habian fagocitado demasiados eritrocitos (datos no mostrados), e incluso en
algunas células no era posible realizar el conteo de una manera confiable. Para
estas celulas se determind que tras una hora de incubacién era posible realizar el
conteo de la fagocitosis de una manera adecuada.

lLos experimentos de fagocitosis realizados con células aisladas de
distintos donadores demostraron gran variabilidad en la capacidad fagocitica. Es
posible que estas variaciones se deban a que se estaba evaluando en diferentes
donadores con niveles basales fagociticos diferentes y que respondian en mayor o
en menor proporcion al tratamiento con la VD3 (datos no mostrados). Por lo que
se determind realizar tres experimentos independientes con células de un solo
donador. También se realizaron experimentos con las células U-937 bajo las
mismas condiciones de tratamiento (Fig. 5.3.1y 5.3.2).

De cada experimento se muestra la media + D.S. (desviacion estandar) de los
triplicados realizados. El nivel de significancia indicado se obtuvo mediante un
analisis estadistico aplicando la prueba t de Student para dos muestras pareadas.

En la fagocitosis realizada con los eritrocitos de carnero opsonizados con
IgG1 en las células U-937, el efecto sobre la capacidad fagocitica fue significativo
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a las 48 horas de tratamiento en uno de los tres experimentos realizados. A las 72
horas de tratamiento con la VD3, el aumento en la capacidad fagocitica en los
tres experimentos realizados fue significativo.

El efecto en la capacidad fagocitica a través de la IgG2b en las células U-
937 fue significativo en dos de tres experimentos realizados a las 48 horas de
tratamiento; y en los tres experimentos a las 72 horas de tratamiento. Los
incrementos en la capacidad fagocitica fueron 4.8 veces mayor con la IgG1, y 15
veces mayor con la IgG2b a las 72 horas de tratamiento respecto al control en las
células U-937

El efecto provocado por VD3 sobre la capacidad fagocitica en los monocitos
humanos de sangre periférica no fue muy claro, aunque se realizaron ftres
experimentos de un solo donador. De los eritrocitos opsonizados con la IgG1 no
se observan cambios en el indice fagocitico, salvo en uno de los tres
experimentos realizados. En la fagocitosis usando eritrocitos opscnizados con la
IGg2b no hubo diferencias significativas entre los monocitos tratados con VD3 y
los monocitos no tratados, parece haber una disminucion en el indice fagocitico
conforme pasa el tiempo de incubacion no importando si recibieron o no el
tratamiento.

Tabla.5.3.1 Resumen del efecto de la fagocitosis mediada por IgG1 e IgG2b.

: MONOCITOS U-937
FAGOCITOSIS | 1emeo :
(horas)
No.A po.os No. A.  P0.05
2 = 1.19 ~ 1.43
1Gg1 | = : ~ :
Gq 48 |
T 1.68 0 2.48
72 L1 1.90 1 408 *
1 T
24
= 0.73 T 3.92
|ngb , 48 |
: 1 2.03 Lot 7.75 *
| 72
Lot 3.16 1 15.87 *

Se mueslra el nimero de veces que aumenta el indice fagocitico (No.A) en las células con VD3
respeclo 2 las que no recibieron la VD3 al tiempo de (ralamiento indicado. El aumento T,
disminucion L, y sin cambio = en los indices fagociticos esta indicado. “P<0.05 comparada con las
células que no recibieron tratamiento. Este dalo es la divisién del Indice fagocitico promedio al
tiempo indicado con VD3 enlre el indice fagocilico promedio de las células que no la recibieron.
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Fig. 5.3.1 Efecto de la VD3 sobre la capacidad fagocitica de los monocitos humanos de
sangre periférica y las células U-937. Microscopicamente se determind la fagocitosis de
eritrocitos de carnero opsonizados con IgG1 a una concentraciéon subhemaglutinante. Después de
ser incubadas las células a los diferentes tiempos de tratamiento por 60 minutos con los
eritrocitos, los no fagocitados se lisaron. Se muestra el promedio de los triplicados realizados +D.S.
de cada experimento. *P>0.05 comparada con las células que no recibieron tratamiento.
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Fig. 5.3.2 Efecto de la VD3 sobre la capacidad fagocitica de los monocitos humanos de
sangre periférica y las células U-937. Microscépicamente se delerminé la fagocitosis de
eritrocitos de carnero opsonizados con |gG2b a una concentracion subhemaglutinante. Después de
ser incubadas las células a los diferentes tiempos de tratamiento por 60 minutos con los eritrocitos,
los no fagocitados se lisaron. Se muestra el promedio de los triplicados realizados +D.S. de cada
experimenlo. *P>0.05 comparada con las células que no recibieron tratamiento.
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Tabla 5.3.1 Efecto de la VD3 sobre la capacidad fagocitica de los monocitos humanos de sangre periférica y las células U-937
en eritrocitos opsonlzados con IgG1.

MONOCITOS
1 2 3
Tiempo | Control VD3 Control vD3 Control VD3
horas X D.S % D.S * D.S x D.S % D.S X D.S
0 26.67 +4.04 30.00 +6.08 27.00 +10.58

24 18.00 +2.00 15.00 +3.61 44.00 +6.56 38.00 £20.22 | 39.50 t 4.95 74.00 +15.56
48 29.33 +2.08 51.00 +2.65 24.33 +£7.51 26.00 £19.70 | 36.50 + 4.95 81.50 + 4.95
72 30.00 t4.24 20.00 +0.00 18.50 *0.71 17.00 + 2.83| 30.00 + 0.00 123.50 +13.44

U-937
1 2 3
Tiempo ‘ Control vD3 Control VvD3 Control VD3
horas | D.S B D.S % D.S x D.S X D.S x D.S
0 21.33 £1.00 21.00 £1.73 | 7.33 £1.15

24 2400 +2.65 29.00 +5.20 |~ 28.33 £1.53 356.33 £10.02 10.67 +1.53 19.67 +3.51
48 23.00 +1.73 81.67 +4.04 41.33 £ 5.51 5167 = 3.51 9.00 £2.65 23.67 +2.08
72 25.00 £2.00 128.33 +3.06 21.67 +2.52 8767 + 9.07 11.33 +1.53 65.33 * 3.51

Se realizaron tres experimentos independientes con células obtenidas de un mismo donador, cada experimento se realizé por
triplicado, de los indices fagociticos promedio obtenidos se obtuvo la media y la D.S También se realizaron de manera anéloga
experimentos con las células U-937.



Tabla 5.3.2 Efecto de la VD3 sobre la capacldad fagocitica de los monocitos humanos de sangre periférica y las células U-937
en erltrocitos opsonizados con IgG2b.

MONOCITOS
1 2 3
Tiempo | Control VD3 Control VD3 Control VD3
horas 3 DS % D.S H D.S B D.S * D.S H D.S
0 37.00 * 6.00 30.00 16.08 83.33 120.98
24 967 208 400 100 3033 +321| 16.33 1 4.73| 8650 T 2.12| 106.50 £12.02
48 0 - 0 ~——| 1400 0.00| 2750 *t212| 3050 t9.19| 6450 =+ 4.95
72 267 X000 1000 *+990 950 071 37.00 ¥16.97| 3000 —— 5500 £19.80
U-937
1 2 3
Tiempo | Control vD3 Control vD3 Control vD3
horas x D.S x D.S % D.S % D.S = D.S % D.S
0 267 *0.58 400 *1.00 367 L 0.58
24 133 +1.15| 533 *+153| 567 T 153| 567 231 133 1058 900 * 265
48 433 X 1.15| 19.00 200 467 *+208| 33.00 f6.56 233 058 2750 t212
72 400 1100 4933 *+153| 600 £173 7233 208 267 +058 6200 F2.00

Se realizaron tres experimentos independientes con células obtenidas de un mismo donador, cada experimento se realiz6 por
triplicado, de los Indices fagocliticos promedio obtenidos se obtuvo la media y la D.S. También se realizaron de manera analoga
experimentos con las células U-937.



CAPITULO 6

DISCUSION

Las células del sistema fagocitico mononuclear llevan a cabo un complejo
proceso de maduracion, el cual ocurre a través de diferentes rutas gobernadas
por diversos factores microambientales. In vivo, la diferenciacién de los monocitos
produce distintas poblaciones celulares. Diversos agentes, incluyendo la vitamina
D3, han mostrado ser inductores de diferenciacion in vitro, produciendo cambios
en lineas celulares monociticas, induciéndolas a adquirir caracteristicas
fenotipicas de macrofagos.*!

Los receptores de membrana para la porcion Fc de las inmunoglobulinas G
(FcyR), son una familia de motéculas expresadas en muchos leucocitos. La
agregacion de estos receptores por complejos de antigeno-anticuerpo conduce a
diversas respuestas como la fagocitosis, incremento en la produccion y secrecion
de moléculas proinflamatorias, produccion de citocinas y citoxicidad celular
mediada por anticuerpos.

La vitamina D3, como hormona esteroide, modula el crecimiento y
diferenciacion de varios tipos celulares. Este efecto es mediado por su unién a un
receptor intracelular, el cual interactua, bajo la accién de la hormona, con
secuencias definidas de genes para activar o reprimir su transcripcion. Entre los
genes que controla la VD3 se encuentran los que regulan la proliferacion y
diferenciacion celular, los que controlan la sintesis de citocinas, factores de
crecimiento, etc.?®

El objetivo de este trabajo fue establecer y caracterizar la diferenciacion in
vitro inducida por VD3 en monocitos humanos de sangre periférica, para estudiar
posibles diferencias y similitudes con la diferenciacion causada por VD3 en
células U-937.

El proceso de diferenciacion conlleva cambios fenotipicos como: pérdida de
la division mitotica, maduracion celular e incremento de la actividad funcional de
células maduras. Entre los cambios mas utilizados como criterio de diferenciacion
en células mieloides estan: disminucion de la proliferacion celular, adherencia al
plastico, actividad de esterasas no especificas y aumento en la citotoxicidad
celular mediada por anticuerpo (ATCC). /n vivo, los monocitos migran a los tejidos
donde son estimulados por diversas moléculas del microambiente tisular
pasando por diversos estadios de diferenciacion hasta alcanzar la madurez de

68



sus capacidades funcionales. Algunos de estos cambios son equiparables con los
cambios que se pueden inducir in vitro en lineas celulares.

Nosotros demostramos que in vitro, la VD3 induce en monocitos humanos
un aumento en su tamafio y extensién celular y en su adherencia al plastico. Estos
cambios son similares a los observados en células de la linea monolitica U-837.
Los cambios observados en las células U-937 corroboran los reportados en el
laboratorio por C. Hallal, en donde al tratar célutas U-937 con VD3 observé mayor
adherencia y disminucion de la proliferacion celular.?’ Estos cambios indican que
VD3 indujo un proceso de diferenciacion en los monocitos humanos. Ahora bien, si
se sabe que durante el proceso de diferenciacion de los monocitos hay un cambio
en la expresion de diversos antigenos de superficie importantes para el control y
ejecucion de diferentes funciones®; entonces otra manera de demostrar que los
monocitos que se trataron con VD3 entraron en un proceso de diferenciacion, es la
evaluacion de la expresion de algunos de estos receptores; como CD14, FcyRl,
FcyRIl, CR3 y HLA-DR.

La expresion del CD14 aumenta durante el tratamiento con VD3 en células
U-937 y en monocitos humanos de sangre periférica. Estos datos corroboran los
reportados.*® La VD3 es un importante modulador de la adhesion celular®®, lo cual
concuerda con el aumento en la expresién del CD14 y en la adherencia a la
superficie de plastico observada. In vivo el CD14 es una molécula que media la
respuesta al LPS durante una infeccién bacteriana, proceso en el cual hay
diferenciacién/activacién de las células monociticas, también participa en la
adhesion durante la interaccion de los monocitos-células endoteliales durante la
inflamacion®®. Los FcyR's y el CR3 median fagocitosis en células que expresan
estos receptores, como los monocitos humanos de sangre periférica y en las
células U-937. La fagocitosis y la expresion de estos receptores pueden estar
relacionadas con el estado de diferenciacion de la célula. Una manera de estudiar
una posible correlacion entre la capacidad fagocitica y el estado de diferenciacion
es evaluando la expresion de estos receptores y la fagocitosis. Por esto unoc de
nuestros objetivos fue evaluar la fagocitosis mediada por los receptores FcyRI y
FcyRIl en monocitos humanos de sangre periférica durante el proceso de
diferenciacion.

La VD3 en los monocitos humanos de sangre periférica no tuvo efectos
significativos sobre la expresion del receptor FcyRlI; en la expresién del FeyRIl tuvo
un ligero efecto positivo hasta las 72 horas en cultivo con VD3. En las células U-
937 la expresion del FcyRI no cambio significativamente, el FcyRIl si mostrd un
aumento significativo de casi dos veces a las 24 y 72 horas de tratamiento.

La expresion del CR3 no cambio significativamente en los monocitos
humanos, mientras que en las células U-937 el tratamiento con VD3 aumentd
significativamente su expresion casi 5 veces. Los aumentos en la expresion del
CR3 en las células U-937 son consistentes con los reportados.?” %
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En los monocitos humanos de sangre periférica la VD3 indujo un ligero
aumento en la fagocitosis mediada por los receptores FcyRl y FeyRIl; sin embargo
este aumento no tuvo significancia estadistica. En células U-937 la fagocitosis
mediada por 1gG1 tuvo un aumento significativo de hasta 5 veces al tiempo final
de tratamiento, para la fagocitosis mediada por la 1gG2b el aumento fue de hasta
15 veces.

Los datos obtenidos en las células U-937 demuestran que la VD3 induce un
incremento en la fagocitosis mediada por los receptores FcyRI y FcyRII, el cual no
esta ligado a un aumento significativo en la expresiéon de los mismos. Estos datos
son consistentes con los reportados en nuestro laboratorio por C. Hallal. Ahora
bien, en los monocitos humanos de sangre periférica no sucede lo mismo, ya que
la expresion de los receptores FcyRI y FeyRIl no cambid para el primero y para el
segundo tuvo un ligero aumento significativo hasta las 72 horas de tratamiento, y
la fagocitosis mediada por los mismos sélo tiene ligeras diferencias que no son
significativas. Podemos decir que en esas muestras bajo las condiciones
experimentales la VD3 no esta ejerciendo efectos significativos sobre la expresion
y la fagocitosis mediada por los receptores FcyRI y FcyRIl en los menccitos
humanos de sangre periférica. No obstante es importante considerar que de los
experimentos realizados, al tiempo de 72 horas no se obtuvieron replicados
suficientes para poder concluir de una forma clara sobre los cambios observados
en el nivel de expresién de los receptores de membrana evaluados al final de
tratamiento.

Los resultados de fagocitosis no permitieron llegar a conclusiones sélidas,
ya que para cada tiempo de tratamiento se observaron aumentos o disminuciones
en la fagocitosis que no permitieron determinar si la VD3 tuvo un efecto sobre la
capacidad fagocitica de monocitos humanos. Una posible explicacion de estas
variaciones es el hecho de que estabamos usando monocitos humanos aislados
de diferentes donadores, y cada donador presentd distintos niveles basales de
expresion de los receptores FcyRI y FcyRIl; asi como capacidades fagociticas
diferentes, por lo cual la VD3 podria estar ejerciendo un mayor o menor efecto.
Para poder descartar esta posibilidad, se realizaron los ensayos de fagocitosis con
células de un mismo donador, los cuales son los mostrados. Aln asi no se
observa efecto de la VD3 sobre la fagocitosis. Estos resultados podrian deberse
a que estas células son monocitos humanos normales, y las células U-937 son
células monociticas provenientes de un mieloma.

Finalmente debemos considerar que hay datos reportados sobre fagocitosis
en monocitos humanos distintos, ya que por una parte demuestran que VD3
disminuye la expresién de los receptores FcyRI y FcyRIl, asi como la capacidad
fagocitica en los monocitos humanos durante 7 dias de tratamiento; en otro se
muestra que monocitos humanos de sangre periférica en cultivo sin ningun
estimulo, aumentan su capacidad fagocitica®, mientras que en otros reportes se
encontro que disminuye®® o que es variable.* En células U-937, donde se reporta
que hay un aumento en la expresién {(aunque no fueron significativos), pero que
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concuerdan con los datos que se obtuvieron.®® Estas discrepancias subrayan la
gran variabilidad que puede existir en poblaciones de células aisladas de
individuos distintos, aunado a que se usaron diferentes técnicas de aislamiento y
que estas pueden activar en diferente forma a los monocitos, el método usado por
nosotros activa en menor grado23 a los monocitos humanos.

Los datos obtenidos con las células U-937 son consistentes con los
reportados por C. Hallal en donde se indujo un aumento en la fagocitosis por las
células U-937 tratadas con VD3?, y en el cual el gran aumento en la capacidad
fagocitica relacionado con el poco aumento en la expresion de los receptores
FcyRIl y FcyRIl demuestra que la fagocitosis depende no solo de la cantidad de
receptores agregados por el estimulo, sino que también es altamente dependiente
del estado de diferenciacion de la célula.

En cuanto a la especificidad por la IgG es interesante que la
fagocitosis de globulos rojos opsonizados con IgG1 o IgG2b fuera afectada de
manera diferente por la diferenciacion en las células U-937. Se observd que fue
mayor la fagocitosis de los eritrocitos opsonizados con IgG2b a las 72 horas de
tratamiento (el incremento fue 3 veces mayor que el observado por la fagocitosis
mediada 1gG1), aunque inicialmente; es decir, a nivel basal la fagocitosis fue
mucho mayor en los eritrocitos opsonizados con 1gG1. En los monocitos humanos
fue ligeramente mayor la fagocitosis mediada por la IgG2b que la mediada por
lgG1, aunque la diferencia no es significativa. Una posible explicacién de estos
efectos podria ser que a nivel de senalizacion bhioquimica resultante de la
agregacion de los receptores estén participando moléculas de sefalizacion en
forma diferente debido al estado de diferenciacion de la célula.

No se observaron cambios significativos en el nivel de expresion del HLA-
DR y CR3 en los monocitos humanos de sangre periférica ni en las células U-
937, ya que sdlo se trabajo por duplicado y no son suficientes concluir. Se ha
reportado que la VD3 disminuye el nivel de los tres alelos principales del MHC-I|
(HLADR, DP y DQ) y que la expresion del CR3 llega a aumentar.

Durante el curso de la respuesta inflamatoria es esencial una eficiente union
y eliminacion de microorganismos opsonizados, en la cual participan los
receptores FcyR vy el receptor del complemento. La VD3 modula la fagocitosis y la
expresion del CR3 en celulas U-837, pero parece no hacerlo en los monocitos
humanos de sangre periférica. En menor grado parece hacerlo sobre la expresion
de los receptores Fc en las células U-937, pero no en los monocitos humanos.
Nuestros resultados muestran que la fagocitosis de los eritrocitos opsonizados con
las inmunoglobulinas de las subclases I1gG1 y e 1gG2b es diferente en los
monocitos humanos de sangre periférica y en las células de la linea U-837. En
este sentido, es interesante notar que la fagocitosis basal de las U-937 es mas
baja que en los monocitos.

La activacioén de los macréfagos ocurre de manera rapida, sobre todo en el

desarrollo de muchas lesiones patologicas incluyendo tumores malignos,
formacion de placas ateroesclerdticas, artritis juvenil, diabetes, enfermedad
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granulomatosa cronica, lupus eritematoso e infeccidon por VIH. La progresion de
algunas de estas enfermedades ocurre principalmente por la produccién de
mediadores proinflamatorios, asi como por el resultado de la capacidad de los
macrofagos de actuar como hospederos y reservorios de muchos patégenos.

Muchos de los eventos regulatorios de la funcion de macrofagos no han
sido del todo identificados. Se sabe que la VD3 modula la expresion de citocinas
de una manera dependiente del tiempo y concentraciéon; en base a esto se ha
sugerido que derivados no hipercalcemicos de 1a25(OH),D3 pueden ser usados
para terapias inmunosupresoras. También se ha mostrado que VD3 es regulador
directo de la respuesta antimicrobiana en la respuesta inmune innata, ya que
induce un incremento en la produccion de proteinas antimicrobianas, sugiriendo el
uso potencial de sus analogos en el tratamiento contra infecciones por
microorganismos oportunistas. In vivo, la diferenciacibn de monocitos a
macrofagos esta asociada con un incremento en la capacidad celular para oxidar
LDL, el cual puede representar un mecanismo protector para remover el LDL
aterogénico del espacio extracelular en las paredes arteriales.

Por tanto es importante continuar el estudio y caracterizacion de los efectos

de la VD3 y otros agentes diferenciadores sobre células mieloides, las cuales
cumplen funciones importantes en los mecanismos de defensa.
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CAPITULO 7

CONCLUSIONES

El tratamiento con VD3 en monocitos humanos de sangre periférica indujo
su diferenciacidon in vitro resultando en la obtencién de poblaciones celulares con
caracteristicas morfoldgicas diferentes a las células que no recibieron el
tratamiento. Estas poblaciones adquirieron caracteristicas del fenotipo macréfago,
los cambios que se manifestaron principalmente fueron un aumento en la
expresion del CD14, adherencia y tamano celular, cambios sugerentes de que se
esta llevando a cabo un proceso de diferenciacion.

Como respuesta funcional de las células tratadas se determind la
fagocitosis. La VD3 sdélo incremento la capacidad fagocitica en las células U-837,
pero no en los monocitos de sangre periférica, indicando que las células del linaje
monocito/macréfago pueden tener diversas respuestas al mismo agente. Esto
puede explicarse ya sea por los distintos estadios que representa la célula, o bien
considerando que los monocitos humanos son células normales y que la linea
celular U-937 proviene de una leucemia mieloide en la cual las células tienen
modificaciones en la expresion y en la regulacion de algunos genes.
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ANEXO |

SOLUCIONES

A) AISLAMIENTO DE MONOCITOS HUMANOS A PARTIR DE SANGRE PERIFERICA

Solucion Stock HEPES-EDTA 100X

100 MM de EDTA ...t 3.722¢g
TMde HEPES. ..o 23.83¢g
Agua destilada........ccccciiii e, 100 mL

pH 7.4 ajustar con NaOH

Solucidon HEPES-EDTA-BSA*#

0.85% (MIV)eceiiiiiiiie e 0.85¢g
Sol. Stock HEPES-EDTA 100X...ccccoooeieinnnne. 1mL
0.5% BSA ..o 05¢g
Agua mili Q €O 100 mL

pH 7.4 ajustar con NaOH
Preparar el dia que se utilice.

Solucion de Optiprep 1.078**#

Optiprep™ ..2mL
Solucidn HEPES-EDTA-BSA.....cooviiiiiiieiee 6 mL
Preparar el dia que se utilice.

Solucion de Optiprep 1.068** &

OptiprepTM ............................................................
Solucion HEPES-EDTA-BSA
Preparar el dia que se utilice.

PBS 20X (solucion amortiguadora de fosfatos)

2.6 mM NaHPO HO e 7.249
7.74 mM Na,HPO, anhidro.. .22g
0.16 mM NaCl .. .
Agua destilada........coooviiiiiiii e 1L
pH 7.4 ajustar con NaOH (lentejas).

PBS 1X*

PBS 20X .
Agua mili Q cbp....
pH 7.4 NaOH/HCI

Solucién amortiguadora para MACS (MBS)*#

2MM EDT A e 74.45mg
0.5% S AUL .o 0.5 mL
PBS X i 100 mL
pH 7.2 ajustar con NaOH/HC!

Desgasificado.

Solucion de lisis**
Se tiene que preparar unos minutos antes de usarla.
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Agua miliQ" ... s 2mL
Stock I*&

Cloruro de amonio ..........cocoeeiiiiieiciie e, 16.58 g
Agua MilIQE e 1L

Stock 11"
NaHCO; i 8.4g
Agua Mili Q..o 1 L

Stock IlI*%

B) DIFERENCIAClC')N’ in vitro DE LOS MONOCITOS HUMANOS AISLADOS A PARTIR DE
SANGRE PERIFERICA (MSP) Y DE LAS CELULAS MIELOMONOCITICAS U-937.

Medio RPMI 1640*#

Medio RPMI deshidratado..........ccooeocceiinininnee 1 sobre
NAHCO 3o e 22g
25MM HEPES. ..ot 5.9575¢g
2 Mercaptoetano! (Dil. 1:100 en H,0) ...7.8 uL
Agua MIlIQ ebp...o 1L

pH 7.4-7.6 ajustar con NaOH

RPMI complementado**#

2mM L-Glutamina.....cccooveivevioriiiicee e 5 mL (Stock 100X)

1000 U/ml Penicilina G........ooiniiiiei e 5 mL (Stock 100X)

1TmM Piruvato de s0dio.......ccccooeeiviviiiini e, 5 mL (Stock 100X)

0.1 MM aminoacidos no esenciales.........cococee. 5 mL (Stock 100X)

10% suero fetal bovino 6

SUero autdlogo. ... 50 mL

inactivado (30 min 56°C)

Medio RPMI ..o 420 mL (E! contenido de una botella)

Solucion Stock de 1-¢,2-hidroxi vitamina D3 100 pM (1000X)**

1-«,2-hidroxivitamina D3, MM: 416.7.................. 50 pg
Etanol (p.a.) s e 1.2mL
Conservar a —80°C protegido de la luz.

C) DETERMINACION DE LA EXPRESION DE LOS RECEPTORES DE MEMBRANA POR
INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA E INDIRECTA

Solucion amortiguadora de lavados#

0.1% azida de sodio (NaN3).......oooeiiiiiiievvi e 0.1g
5% (v/v) SFB
PBS 1X ChP. i
pH 7.4 ajustar con HCI




Solucion de PFA 1%#

1% paraformaldehido (PFA) ..., 19

PBS 1X CBP e 100 mL

pH 7.5 ajustar con HCI

El PFA se disuelve calentando el PBS a 50°C y unas gotas de NaOH. Una vez disuelto, enfriar y
ajustar el pH.

D) FAGOCITOSIS MEDIADA POR RECEPTORES Fcy EN CELULAS U-937 Y MSP EN
SUSPENCION.

Solucion de Alsevers*#

citrato de s0dio.2H20 ... 0.275¢g

agua MiliQ €hp...ivvive e 500 mL

pH 6.2 ajustar con HCI

DGVB*#

2.5 mM veronal (barbital)..........c..o oo 0.23¢g

T5MM NaCH . 21g

2.5% dexiroSa ..c.ccooovreeeeriiic e 125¢g

0.05% gelatina.. ....0.25¢g

15 MM CaCly...ioiiiiiiiiii e 75 ul del Stock 1M
0.5 MM MGClaeiiiiiiiii 250 uL del Stock 1 M
pH 7.5 gjustar HCI

filtrar en caliente, < 45°C.

Stock CaCl,

M CaAClue oo, 11.11g

agua millQ ChP... oo 100 mL

Stock MgCl,

TMMGCh e 20.33¢g

agua miliQ Chp.. 100 mL

Solucion amortiguadora de boratos*™#
0.2 M Ac. borico
0. ABM NaCH.iiiiiiiiiiei 8.755 g
agua destilada chp ..o 1L

pH 8.5 ajustar con NaOH

Solucion de TNBS*#

ac.2,4 6-tinitrobencensulfénico (TNBS) ............ 12.44 mg
solucion amortiguadora de boratos .......cccveveevee. 7 mL
preparar unos minutos antes de usarla.

*Las soluciones se deben de filtrar en esterilidad con filtro con tamano de membrana de 0.22 ym.

**La preparacion de estas soluciones debe de realizarse en condiciones de esterilidad.
& Conservar a 4°C protegidas de la luz.
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ANEXO Il

ANALISIS ESTADISTICOS.

Para poder realizar las comparaciones con las células que recibieron el tratamiento con
VD3 vy las que no lo recibieron se tomaron en cuenta solo los resultados en los que se tenian
ambos datos (es decir con y sin tratamiento). Los datos en los que solo se tienen datos a los
diferentes tiempos con VD3 no se consideraron en los célculos realizados. La prueba aplicada es
la prueba t de Student para datos pareados.

A) NIVEL DE EXPRESION DEL RECEPTOR
La media que se muestra corresponde a la diferencia de la media de intensidad de
fluorescencia del receptor de las células con y sin VO3 en los experimentos realizados.

CD14
Monocitos
tiempo
(h) 24 48 72
* 58.20  83.11 241.92
d.s. 49.74 55.08 236.29
t caic 4,378 5.226 1.773
n 13 11 3
«0.05 t o 1.782 1.812 2.92
teaicStieo Ho si
[ca.(:':"tleo Hi Si si
U-937
tiempo (h) 24 48 72
x 621 17.89 1713
d.s. 3.94 11.39 3.67
tcalc 3.519  3.511 6.659
n 5 5 2
00.05 e 2.132 2.132 6.314
tearcSteo Ho
teac>tieo Hi si si si
FeyRI (CD64)
Monocitos
tiempo (h) 24 48 72
* 146 -070  -1.73
d.s. 10.58 4.79 6.219
t caic 0.478 -0.463 -0.558
n 12 10 4
00.05 e 1.796 1.833 2.353
LealcShieo Ho si si si
Leaic> bieo Hi
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FcyRIf (CD32)

CR3

U-937

tiempo (h) 24 48 72

. 037  1.49 263

d.s. 1.758 1.771 1.305

t caic -0.465 1.688 2.856

n 5 4 2

00.05 tieo 2.132 2.353 6.314

teac<tieo Ho si si Si
teac>tieo R

Monocitos

tiempo (h) 24 48 72

. 376 343 2214

d.s. 8.414 8.576 8.72

t calc 1672 1.384  4.397

n 14 12 3

00.05 t . 1.771 1.796 2.92

teae<tieo Ho Si si
teaic>teo Hi si
U-937

tiempo (h) 24 48 72

. 3.989 1.464 5.85

d.s. 3.4404 2.339 1.216

! catc 2.5926 14  6.802

_n 5 5 2

00.05 {10 2.132 2.132 6.314
tealeShieo Ho

teaic>tieo Hi Si Si si

Monocitos

tiempo (h) 24 48 72

X 7867  80.55 4.95

i d.s. 8719 61.16  33.71

T cac -1.805 2.281 0.208

N 4 3 2

00.05 T o 2.353  2.92  6.314

teacStieo Ho si si si
tcz-xlc>tleo Hi
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HLA-DR

U-937

_ tiempo (h) 24 48 72
* 376 343 2214
d.s. 8.414 8.576 8.72
T caic 1672 1.384 4.397
N 14 12 3
00.05 T e 1.771  1.796 2.92
teae<tieo Ho Si si
teaic>teo Hi si
Monocitos
tiempo (h) 24 48 72
* 78.67  80.55 4.95
L d.s. 87.19 61.16  33.71
T cae -1.805 2.281 0.208
N 4 3 2
00.05 T 2.353 2.92 6.314
teacStieo Ho si si si
tl_'iI:C>tl€(7 Hi
_ U-937
tiempo (h) 24 48 72
x 51.48  63.02
d.s. 16.02 17.12
t cale N.D. 6.426 6.376
n 2 2
00.05 t o 6.314 6.314
teaicSteo Ho
teactieo Hi si si

N.D. No determinado
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B) FAGOCITOSIS

La media corresponde a la diferencia de los indices fagociticos de las células con y sin
VD3 de los triplicados realizados.

Fagocitosis mediada por IgG1

Monocitos
Exp. 1 2 3
tiempo (h) 24 48 72 24 48 72 24 48 72
x -3 2166 -13.3 -6 1.67 -1 345 45
d.s. 173 472 135 23.06 195 264 106 9.9
t calc -1 265 -057 -0.15  0.05 -0.22 1.88 2.62
n 3 3 3 3 3 3 3 3 3
a50.0 tie 292 292 292 292 292 292 292 292 292
tearcUtes HO si si si si si si si si
teaic Jteo  Hi
U-937
Exp. 1 2 3
tiempo (h) 24 48 72 24 48 72 24 48 72
x 5 58.66 103.3 7 10.33 66 9 14.66 54
ds. 6.55 2.87 4.62 11.53 873 115 436 4.04 267
tcale 0.44 11.73 1292 035 068 33 119 2,09 118
n 3 3 3 3 3 3 3 3 3
0300 e 292 292 292 292 292 292 292 292 292
teare Iteo  HO Si si Si si Si
teacUleo Hi si si si si
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Fagocitosis mediada por 1gG2b

Monocitos
Exp. 1 2 3
tiempo (h) 24 48 72 24 48 72 24 48 72
B -5.66 0 4 -14 9 18.3 13.33 2267 26.7
d.s. 264 4.16 11.54 18.52 21.22 2.64 37.5 3.51 56
tcaic -1.23 0 0.2 -0.43  0.24 4 0.21 3.73 0.27
n 3 3 3 3 3 3 3 3 3
030.0 tieo 292 292 292 2,92 292 2.92 292 292 292
teatc Mo HO si Si si si si si si si
teate Tteo Hi si
U-937
Exp. 1 2 3
tiempo (h) 24 48 72 24 48 72 24 48 72
x 4 1467 4533 0 28.33 66.3 7.67 23.67 593
d.s. 493 4.04 2 10.26 5 8.54 3.61 2.31 3
t caic 0.47 2.09 13.09 0 327 4.48 1.23 591 114
n 3 3 3 3 3 3 3 3 3
0500 i 292 292 292 292 292 292 292 292 292
teac Mtee HO Si si si Si
toae e Hi si si si si si
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