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Capitulo 1

ANTECEDENTES

Las repuestas mediadas por los receptores multicadena de reconocimiento inmune (MIRRs)
participan de modo central en una gran variedad de procesos importantes en el sistema
inmunoloégico. Los MIRRs incluyen al receptor para antigeno del linfocito T (TCR), el receptor
para antigeno del linfocito B (BCR), el receptor de alta afinidad para la porcion Fc de la IgE
(FceR!), el receptor tipo | de alta afinidad para la porcion Fc de la IgG (FcyRl), los receptores
tipo Il 'y Ill de baja afinidad para la porcién Fc de la inmunoglobulina clase G (FcyRll 'y FcyRIll) y
el FeyRIV de afinidad intermedia. Estos receptores no tienen actividad enzimatica intrinseca de
cinasa, pero estan acoplados a un sistema de sefalizacidén, de manera que, al unir a su ligando
y ser agregados en la superficie celular, se inicia una sefial bioquimica intracelular. Para
comprender como la sola agregacion de los receptores induce la activacion de la cascada
bioquimica de activacion, se deben definir las propiedades estructurales y/o cinéticas de los
agregados del receptor que determinan la intensidad de la sefal, las caracteristicas de los
complejos protéicos formados como consecuencia de esta agregacion y el papel de estos

agregados en la transduccion de sefales.

Durante el estudio de las respuestas celulares inducidas por la agregacion de los MIRRs
se han empleado anticuerpos monoclonales especificos para la porcion extracelular de los
receptores, los cuales al inducir la agregacion estimulan la respuesta celular. Esto ha permitido
descifrar parte de las cascadas bioquimicas generadas y los requerimientos minimos para
activar a la célula. También se ha podido confirmar que cualquier ligando que sea capaz de
inducir la agregacion de los receptores genera respuestas celulares. Sin embargo, esta
estrategia no ha permitido analizar como las diferencias en los agregados (en su estructura,
tamano, vida media, etc), inducidos por el ligando natural (complejos antigeno-anticuerpo:
bacterias o células opsonizadas) afectan el proceso. Es posible que diferencias en la
configuracién espacial de los agregados del receptor se reflejen en su capacidad para inducir la

activacion celular (Ortega, 1995). Algunos resultados experimentales apoyan esta hipétesis:

Al estimular al BCR usando antigeno, anticuerpos anti-inmunoglobulina (Ig) o
anticuerpos anti-lg unidos a fase sélida, se generan respuestas distintas (Pleiman, 1994). Lo
mismo ocurre si se estimula al TCR usando anticuerpos que reconocen distintos epitopes del

complejo CD3, que es una de las subunidades del TCR. Estas diferencias casi se igualan al



entrecruzar estos anticuerpos con un segundo anticuerpo que los reconozca (Jeddi-Tehrani,
1992).

Si la estimulacién involucra al FceRI y se usan anticuerpos que reconocen distintos
epitopes de la subunidad o del receptor, también se inducen respuestas cuantitativamente
distintas. Las respuestas se igualan a la respuesta generada por el antigeno si se usan
fragmentos Fab de estos anticuerpos y después se entrecruzan usando un segundo anticuerpo
que reconozca los fragmentos (Ortega et al., 1988). Este fenomeno se observo al analizar
distintas funciones efectoras como son la secrecioén y la produccién de acido araquiddnico y de
leucotrieno C, (Ortega et al., 1989a). Al analizar la movilidad rotacional de los complejos
anticuerpo-FceRI formados por cada anticuerpo sobre la membrana de la célula, se determino
que existe una relacion inversa entre la movilidad del complejo FceRI-anticuerpo anti-FceRl y la
secrecidn; es decir, los complejos FceRI-anticuerpo que presentaron mayor movilidad rotacional
fueron los menos eficientes para inducir secreciéon (Pecht, 1991). Estos datos sugieren que las
diferencias observadas en los ensayos de secrecidon se deben a que la configuracién de los
dimeros de FceRI formados por cada anticuerpo es distinta. Las diferencias estructurales entre
los dimeros se reflejan en la forma en que activan vias de sefializacién involucradas en la
sintesis de inositol 1,4,5- trifosfato, la movilizacién de Ca* y la formacién de puntos de
adhesion focal. Al analizar las respuestas bioquimicas inducidas por estos anticuerpos se
identificd un paso de regulaciéon en las sefiales inducidas por el FceRI desconocido hasta ese
momento. Este paso de regulacion involucra la disociacion de la cinasa Lyn de los complejos de

los receptores agregados (Ortega et al, 1999).

En el laboratorio se han encontrado diferencias en la fagocitosis mediada por FcyRs de
macréfagos murinos (linea celular J774), relacionadas con la subclase de IgG. Cuando se
opsonizan eritrocitos con anticuerpos del isotipo 1gG2b la fagocitosis es mas eficiente que
cuando se opsoniza con anticuerpos de isotipo 1gG1 (Garay, 2002). Se ha demostrado que la
sefal inducida por anticuerpos de la subclase IgG1 induce a los 5 minutos de estimulacion la
actividad maxima de la cinasa Syk; rientras que la sefal inducida por la subclase 1gG2b activa
a la cinasa Syk desde el minuto de estimulacion (Santoyo, 2002). Esto nos habla de que quiza
la estructura del agregado dependa de las caracteristicas estructurales de la inmunoglobulina
que indujo dicha agregacién, y que a su vez de ello dependa la activacion de las funciones
efectoras. Entonces, si la conformacién de los agregados influye en la respuesta efectora, y los
isotipos presentan diferencias en su estructura, quiza la activacion e intensidad de las

respuestas celulares se encuentren influenciadas por el isotipo de inmunoglobulina que induce



la agregacién de receptores, dado que es posible que produzcan agregados de conformacion
distinta.

El proyecto que se desarroll6 para esta tesis tenia como objetivo aportar mas
informacién al estudio de la participacién del isotipo en la respuesta celular, analizando la
produccidn de citocinas proinflamatorias (IL-1B, IL6 y TNF-a) en respuesta al entrecruzamiento

de FcyRs inducido por particulas recubiertas con IgG de distinto isotipo.



Capitulo 2
INTRODUCCION

1. El sistema fagocitico mononuclear

El sistema fagocitico mononuclear esta formado por los monocitos, sus precursores en
la médula ésea y dos poblaciones de células diferenciadas derivadas de los monocitos: los
macréfagos vy las células dendriticas de origen mieloide. Todas estas células, como todas las
células sanguineas, provienen de la médula 6ésea. Los monocitos se originan de un precursor
mieloide pluripotencial (Unidad formadora de colonias de granulocitos-gritrocitos-
megacariocitos-macréfagos, GEMM-CFU), que se diferencia a un precursor de granulocito-
macréfago (unidad formadora de colonias granulocitos-macrofagos, GM-CFU), luego a
precursor monocitico (M-CFU), monoblasto, promonocito y finalmente monocito, el cual
abandona la medula ésea y sale a circulacion. Algunos de los monocitos sanguineo migran y se
instalan en los tejidos, en donde se diferencian a macréfagos, cuyo nombre asi como su
morfologia y otras caracteristicas fenotipicas dependeran del tejido donde residen.

Los monocitos se observan al microscopio éptico como células pequefas de 12-15 um
de didmetro; con nucleo reniforme que ocupa el 50% del volumen de la célula. Durante la
transicion de monocito a macréfago, hay un aumento en el nimero de mitocondrias, en la
actividad de varias enzimas y complejos enzimaticos, en la tasa de respiracién celular, en el
numero de lisosomas y enzimas lisosomales; aumenta ademas su capacidad fagocitica, la
expresion de receptores para IgG y C3, y aumentan de tamafio, alcanzando de 25-50um de
didmetro. Los macréfagos en general presentan un nucleo excéntrico, redondo o arrifionado. En
este estadio la sintesis de DNA decrece significativamente (Lewis, 1992; Auger, 1992)

1.1 Caracteristicas y funciones de las células del linaje monocito / macréofago en el
sistema inmune

Las actividades de monocitos y macréfagos pueden dividirse en tres categorias: (1)
mantenimiento de los tejidos, (2) regulacion de la respuesta inmune y (3) control de patégenos.
La tabla 1 resume algunas de estas actividades.

El papel de los macréfagos en el mantenimiento de los tejidos consiste en la reparacion
y remodelacién. Por ejemplo, en el hueso, los osteoclastos son los responsables de la remociér

de las células 6seas para que puedan ser sustituidas por células nuevas. En el sistema inmune,



los monocitos y macrofagos juegan un papel central en la regulacion de la respuesta inmune,
actuando como células accesorias, coordinando la interaccién de células T y B durante la
presentacion de antigeno. Ademas, no sblo procesan antigeno, también secretan una serie de
citocinas y quimiocinas que modulan positiva o negativamente la funcion linfocitica. Por ultimo,
las actividades antimicrobianas de monocitos y macréfagos incluyen sus propiedades
1993) que le

confieren la produccién de especies reactivas de nitrbgeno y oxigeno y enzimas proteoliticas;

antibacterianas, antiparasitarias, fungicidas y antivirales (Lopez-Berestein,

todas estas sustancias producidas en respuesta a la presencia de un patbégeno.

Muy pocas de estas funciones son expresadas constitutivamente, por lo que se requiere
una sefal exégena, como puede ser cierta citocina, la interaccién con una célula T o algun
componente de la matriz extracelular, para que el macréfago lleve a cabo la sintesis de
citocinas o el estallido respiratorio por ejemplo, mecanismos que tienen por objetivo la

eliminacién de un patoégeno.

Tabla 1. Funciones de los macréfagos en la respuesta inmune innata y adaptativa

Funcién

Receptor involucrado

Inmunidad adaptativa
Receptores para la porcién Fc de
inmunoglobulinas, los FcRs (unién
de particulas opsonizadas con
anticuerpos).

Inmunidad innata

TLRs, receptores de manosa,
receptores scavenger, receptores
para complemento, etc.

Reconocimiento y fagocitosis de
células propias dafiadas o agentes
infecciosos (células tumorales,
apoptdticas y viejas, asi como
microorganismos)

Expresion de vias efectoras
antimicrobianas y tumoricidas Intermediarios reactivos de oxigeno (*NADPH oxidasa), intermediarios
reactivos de nitrégeno (activacion de la 6xido nitrico sintasa inducible
por citocinas), enzimas lisosomales, péptidos y proteinas
antimicrobianas  (lisozimas, proteinas incrementadoras de la
permeabilidad microbiana, defensinas), deplecién de triptéfano y hierro,

acidificacion del fagolisosoma dependiente de ATPasa.

Produccion de citocinas y
mediadores solubles.

*IL-1, IL-6, IL-10, 1L-12, *IFNo/B, *IFNy, *TNF, *bFGF, *VEGF, *TGF§,
quimiocinas, prostaglandinas, leucotrienos y enzimas.

Presentacion de antigeno y
estimulaciéon de células T.

Expresién de complejos moléculas de clase ll/péptidos, expresién de
proteinas coestimuladoras.

* NADPH, nicotinamida dinucleétido fosfato (reducido), bFGF, factor de crecimiento basico de fibroblastos; VEGF,
factor de crecimiento del endotelio vascular; TGF, factor de crecimiento tumoral; IL, interleucina; IFN, interferon; TNF,
factor de necrosis tumoral (Modificada de Bogdan C, 2001).

Para poder llevar a cabo estas actividades los macréfagos cuentan con un repertorio de

receptores entre los que destacan los descritos en la tabla 2.



Tabla 2. Principales receptores expresados en macréfagos, sus ligandos y sus funciones.

Receptor Ligandos (ejemplos) Funcion
CD14 LPS, LTA muramil dipétido, péptidoglicano
soluble, polisacaridos de pared celular de Reconocimiento de patdégenos
Streptococcus, lipoarabinomanana y fagocitosis, eliminacion de
micobacteriana, células apoptéticas. celulas apoptoticas.
CD36(receptor | Colagena tipo |, trombospondina, fosfatidilserina. | Deposicion de lipoproteinas-
scavenger, colesterol, union y eliminacién
familia B) de células apoptéticas.
CRI C3b, C4b, C3i Internalizacién de
CR3 C3bi, CD54 (ICAM-1); fibrindgeno, ligandos microorganismos opsonizados
(CD11b/CD18, | microbianos, oligodesoxinucleétidos y sin opsonizar; interacciéon
Mac-1) macroéfago-célula T (*CR3);
CR4 C3bi inhibicion de produccion de IL-
12 (CR3)
FcyRs IgG Internalizacion de microbios

opsonizados, activacion (FcyR
I, HA 1l y IV} o inhibicién (FcyR
IIB) de macréfagos.

Receptores  a
manosa

Oligosacéaridos de manosa y fucosa

Reconocimiento de patégenos
y fagocitosis.

Receptores
scavenger clase
A

Polianiones (dextran por ejemplo), *LTA,
lipoproteinas de baja densidad acetilados u
oxidados.

Reconocimiento de patégenos
y fagocitosis. Deposito de
colesterol(formacién de placas
arteroescleroéticas), inhibicion
de produccion de IL-2.

Proteina
reguladora de
sefal a (SIRPa)

CD47 (integrina asociada a proteina, IAP)

Agregacién homotipica de
macrofagos; interaccion de
macrofagos con células T,
activacién de macrofagos,
inhibicion de fagocitosis o
eritrocitos propios.

TLR2 *LTA, *PGN, *BLP, *MALP; *LAM, lipoproteina

de 19-kDa de Mycobacterium tuberculosis; L

levaduras. Unién a productos
TLRA “LPS microbianos; unién de

. —— microbios intactos, activacion

TLRS Flagelina de Listeria monocytogenes de macréfagos
TLR6 *MALP '
TLR9 Oligonucledtidos bacterianos de CpG
Receptor a [ Trombospondina, vitronectina, laminina, Estimulacion de polimerizacion
vitronectina fibronectina de actina (fagocitosis de
{owPBs) células apoptoticas)
* BLP, lipopétidos bacterianos, CR, receptor de complemento, LAM, lipoarabinomanana, LPS,

lipopolisacarido, LTA, acido lipoteicoico, MALP, lipopeptido de micoplasma, TLR, receptores tipo Toll.

(Maodificado de Bogdan C, 2001)

Los macréfagos expresan ademas MHC-I| y otras proteinas de membrana que actuan como co-

estimuladoras, lo que les confieren la capacidad de presentar antigeno a los linfocitos T

(Bogdan C, 2001).




1.2 Sustancias producidas por los macréfagos
Los macréfagos son una irmportante fuente de citocinas, estas sustancias regulan las funciones
y comunicacion celulares. Por elio, antes de abundar en la gama de citocinas que producen los

macréfagos se hara una breve descripcion de las caracteristicas de estas moléculas.

1.2.1 CITOCINAS

Las citocinas pueden describirse como “proteinas mensajeras” que son los principales
mediadores solubles de comunicacion entre las células del sistema inmune. Se trata de
polipéptidos de tamarfio pequefio (aprox. 8-80 kDa) que usualmente actian en forma autocrina o
paracrina (afectan a la misma célula que la produce o a células vecinas, respectivamente). La
produccion de citocinas es transitoria, breve y estrictamente regulada. La unién de la citocina a
su receptor celular desencadena respuestas que inducen, aumentan o inhiben la expresién de
ciertos genes, modificando asi el comportamiento de la célula blanco (Balkwill F, 2001).

Las citocinas son producidas en respuesta a microorganismos, a sustancias secretadas
por ellos o por la presencia de otras citocinas, y tienen la funcidbn de regular la respuesta
inmune y las reacciones inflamatorias (Abbas, 2003).

La nomenclatura de distintos grupos de citocinas se basé inicialmente en la fuente
celular, por ejemplo las linfocinas, las monocinas, etc., pero dado que se ha descubierto que la
produccion de cierta citocina no es exclusiva de un tipo celular, se ha elegido el término citocina
para referirse genéricamente a estos mediadores celulares.

Aunque las citocinas son estructuraimente diversas, ademas de las ya descritas, comparten
otras propiedades:
» Las actividades biologicas de las citocinas son frecuentemente pleiotropicas,
redundantes, sinérgicas o antagoénicas.
s Pueden tener accion local (autdcrinas o paracrinas) o sistémica (endébcrinas).
= La expresion de los receptores de citocinas es regulada por sefales externas, y como

consecuencia, la respuesta de las células ante las citocinas (Abbas, 2003).

Ademas de clasificarse por su origen, las citocinas pueden agruparse de acuerdo con su
actividad biologica:
1. Citocinas mediadoras y reguladoras de la inmunidad innata. Producidas principalmente
por fagocitos mononucleares en respuesta a productos bacterianos como LPS, o productos
virales como RNA de doble cadena. Muchas de estas citocinas actian sobre células

endoteliales y leucocitos para estimular la inflamacion y controlar esta respuesta.



2. Citocinas mediadoras y reguladoras de la inmmunidad adaptativa. Son producidas
principalmente por linfocitos T tras el reconocimiento especifico de antigenos.

3. Citocinas con actividad estimuladora de hematopoyesis. Son producidas por células
estromales de la médula oésea, leucocitos y otras células. Estimulan el crecimiento y

diferenciacion de leucocitos inmaduros.

1.2.2 Citocinas producidas por macréfagos
Los macrofagos son una importante fuente de citocinas, que funcionalmente se pueden dividir
en los siguientes grupos:
1. Las que median la respuesta inflamatoria (reclutamiento de células inflamatorias): IL-1,
TNF, quimiocinas CC y CXC, IL-8 y proteina quimiotactica de monocitos 1.
Las que median la activacién de células T y NK: IL-1, IL-12, IL-8.
3. Autocrinas: IL-1, TNF, IL-12, IL-18, IFN o/B, IFNy.
Las que regulan negativamente al macréfago y/o ayudan a poner fin a la reaccion
inflamatoria: IL10, TGFp.
Ademas, los macrofagos secretan hormonas polipetidicas y esteroides, factores de
coagulacion (VII, IX, X, V), enzimas (DNAsas, RNAsas, fosfatasas, glicosidasas, sulfatasas,
arginasas), glutation, asi como una gran diversidad de factores de crecimiento (Leenen P
and Campbett P, 1993). Aunque la sintesis de complemento la llevan a cabo principalmente
los hepatocitos, las células de Kupffer también contribuyen a ello bajo el estimulo de IL-1,

IL-6 y TNF-a (Lappin, 1993), produciendo el Factor B, Factor D y los componentes C1-C9.

La produccion de citocinas puede ser activada por productos microbianos como LPS, por
interaccion con células Ty, por factores solubles incluyendo prostaglandinas, leucotrienos, y

otras citocinas como IFNy, etc. (Bogdan C, 2001).

1.2.3. Fagocitosis y produccién de citocinas

La produccién de citocinas bien puede anteceder a la fagocitosis, proceso que consiste en la
internalizacién de particulas relativamente grandes (>0.5 um) por un mecanismo que involucra
el rearreglo del citoesqueleto (Aderem, 1999). La fagocitosis inicia con el reconocimiento de
moléculas presentes en la superficie del microorganismo, a través de receptores de membrana
del macrofago. Este reonocimiento puede involucrar directamente a moléculas del
microorganismo, como manosa por ejemplo, o bien indirectamente a moléculas unidas a la

particula, como ocurre con algunas opsoninas (inmunoglobulinas o fragmentos de componentes



del complemento) que son reconocidas en la superficie del macréfago y facilitan la

internalizacién de los antigenos (Greenberg, 1993).

En los siguientes parrafos se mencionaran algunas caracteristicas de las principales citocinas

producidas por los macréfagos.

A. TNF-a

El TNF se identifico en sueros de animales tratados con LPS como una sustancia con la
capacidad de causar la necrosis de tumores in vivo. Ahora se sabe que el efecto del TNF sobre
el tumor no es directo, sino que se debe a que el TNF actia sobre la microvasculatura de
tumor activando la coagulacién, suprimiendo la actividad de integrinas y produciendo la
apoptosis de las células endoteliales que forman los vasos que alimentan al tumor, es decir
interfiere en la angiogénesis (Grell y Scheurich, 2001).

El TNF es llamado TNF-a por razones histéricas para distinguirlo del TNF-B o linfotoxina que
tiene propiedades citotoxicas similares pero que producen los linfocitos derivados de timo (LTa)
(Grell y Scheurich, 2001). La mayor fuente celular de TNF-a son los fagocitos mononucleares
activados, aunque las células T estimuladas con antigeno, células asesinas naturales (NKs) y
células cebadas secretan esta proteina también. El estimulo mas potente que induce la
produccién de TNF-a en macréfagos es el LPS; el IFN-y producido por los linfocitos T o las NKs
aumenta la sintesis de TNF-a estimulada por LPS (Abbas, 2000).

En fagocitos mononucleares, el TNF es sintetizado como una proteina de membrana tipo I, no
glicosilada, que posee dos dominios extracelulares, con residuos de cisteina conservados;
contiene una regién de union al ligando y otra de transduccion de sefales. La porcion
intracelular es el extremo amino terminal y la cadena extracelular contiene el carboxilo terminal.
Es expresado como un homotrimero y es ligando del receptor TNFRII. Fragmentos de 17kDa de
cada subunidad son genrados proteoliticamente sobre la membrana plasmatica del macréfago
por una metaloproteinasa unida a la membrana, produciendo la forma secretada de TNF, que
circula como un homotrimero estable en forma de piramide de 51 kDa. La unién a su receptor
es por una de las bases de esa piramide de manera que una molécula tiene la capacidad de
unirse a mas de un receptor. El TNF puede unirse a dos familias de receptores: los TNFR | y el
TNFR II. Si se une a la familia de los TNFR | induce el reclutamiento de proteinas adaptadoras
que activan la via de las caspasas y con ello la apoptosis y también puede generar la activacion
de factores de transcripcién. Si se une al TNFR Il produce la unién de proteinas llamadas
factores asociados al receptor de TNF (TRAFs) al dominio citoplasmatico del receptor y
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finalmente la activacion de factores de transcripcion como NF-xB y la proteina de activacion 1
(AP-1) (Abbas, 2000).

El principal papel fisioldgico del TNF es estimular el reclutamiento de neutrofilos y monocitos a
los sitios de infeccidn y la activacién de esas células para erradicar al patbgeno (Abbas, 2000).
El factor de necrosis tumoral es el principal mediador de la respuesta inflamatoria aguda a la
infeccién por bacterias Gram negativas y otros microoganismos infecciosos. Los efectos del
TNF incluyen la induccién de la secrecion de mediadores solubles, la induccion de la expresion
génica, efectos citotdxicos e inhibicién del crecimiento. Activa el endotelio para la expresion de
moléculas de adhesion y actividad procoagulante. Aumenta la expresién de moléculas de clase
I y Il del complejo mayor de histocompatibilidad. Es responsable de muchas de las

complicaciones en infecciones severas (Grell y Scheurich, 2001).

B. INTERLEUCINAS

Las interleucinas son citocinas producidas por leucocitos (por ejemplo macréfagos o células T)
que actian sobre otros leucocitos. Este término es no es del todo adecuado actualmente
porque muchas citocinas que unicamente son sintetizadas por leucocitos y que actian sobre
ellos mismos no llevan este nombre por cuestiones histéricas, y otras citocinas que son
producidas y actian en otras células también son llamadas interleucinas; sin embargo el
término se usa para mantener la nomenclatura estandar (Abbas, 2003))

B.1 IL-1: IL-1a e IL-1P

La IL-1 es un mediador de la inflamacién producida por el hospedero en respuesta a estimulos
infecciosos e inflamatorios. Actla junto con el TNF en la respuesta inmune innata e
inflamatoria.La mayor fuente celular de IL-1 asi como de TNF son los fagocitos mononucleares
activados. La produccién de IL-1 es inducida por productos bacterianos como LPS y por otras
citocinas como TNF. A diferencia de TNF, la IL-1 es producida por varios tipos celulares como
macréfagos, neutréfilos, células epiteliales (por ejemplo keratinocitos) y células endoteliales.
Existen dos formas de IL-1, denominadas a y B, que tienen al menos 30 % de homologia.
Ambas formas se unen al mismo receptor y median las mismas actividades biolégicas. Ambas
son polipéptidos que se generan como precursores de 33kD y son secretados como moléculas
maduras de 17kD; la IL-113 requiere de la protedlisis por la IL-13 convertasa para ser activa, en
cambio la IL-1a es activa aun como precursor. Se han caracterizado dos receptores diferentes
para esta citocina, ambos de la superfamilia de las inmunoglobulinas. El receptor tipo | es
expresado en todos los tipo celulares y es el principal receptor de IL-1, el tipo Il se expresa en

células B, puede ser inducido en otros tipos celulares, pero no induce respuesta a IL-1. La
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porcion citoplasmica de IL-1R es homologa a la de los receptores tipo Toll. La union de IL-
1R/IL-1 lleva a la activacion de una cinasa llamada cinasa asociada al receptor de IL-1 (IRAK) y
como paso final a la activacion de los factores de transcripcion NF-x B y AP-1.

Los efectos bioldgicos son similares a los inducidos por el TNF y dependen de la cantidad de
citocina producida:

e A bajas concentraciones media la inflamacién, sobre células endoteliales incrementa la
expresion de moléculas de superficie que median la adhesion de leucocitos (como ligandos de
integrinas por ejemplo).

e En altas concentraciones tiene efectos endoécrinos. Sistémicamente comparte con TNF la
capacidad de producir fiebre, inducir la sintesis de proteinas de la fase aguda en el higado e

iniciar el gasto metabdlico (caquexia) (Abbas, 2003).

C.IL-6

La IL-6 fue descubierta en el suero de pacientes con inflamacion. Es un mondémero protéico
glicosilado de 186 aminoacidos, con un peso molecular de 19-26 kD. Es producido por una
amplia variedad de tipos celulares, pero principalmente por macréfagos, células endoteliales y
linfocitos T (Abbas, 2003). Su produccion puede ser inducida por IL-1 y TNF en fibroblastos,
células endoteliales, keratinocitos, astrocitos, células T y B; en monocitos se induce bajo
estimulacion con LPS e IL-1a, TNF, IFNy y GM-CSF y se inhibe por glucocorticoides. La IL-6 es
un factor de diferenciacion del estado tardio de células B en transicion a células plasmaticas,
aumenta la proliferacion de ellas e incrementa la secrecion de IgM, I1gG e IgA. La IL-6 regula la
proliferacion de células T y la diferenciacion de linfocitos T citotdxicos. Esta interleucina puede
inhibir la secrecion de IL-1 y TNF mientras que activa a los monocitos (y neutréfilos) para el
estallido respiratorio. La IL-6 tiene varias actividades en la hematopoyesis. Uno de los
principales papeles de la IL-6 in vivo aparentemente es el inicio de la fase hepatica aguda
durante la inflamacion. Esta ademés involucrada en la remodelacion del tejido a través de sus
efectos sobre el tejido conectivo, proteasas e inhibidores de proteasas. Es capaz de influir en el

sistema neurologico y producir fiebre (Mire-Sluis AR, 2001).
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2. Anticuerpos/Inmunoglubulinas

Estructura y funciones

Los anticuerpos son moléculas antigeno especificas, presentes en el plasma y fluidos
extracelulares, producidas por las células B en respuesta a la infeccion. Entre las actividades
que pueden llevar a cabo en contra de un agente invasor se encuentran: la inactivacién de
toxinas, la neutralizacion de virus, opsonizacién, activacion del complemento por la via clasica y
activacion de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) por células NKs,
neutrofilos y macréfagos. Los anticuerpos son proteinas que pertenecen a la superfamilia de las
inmunoglobulinas, ya que estan compuestos por dominios de inmunoglobulina, que consisten
en arreglos de dos capas antiparalelas de cadenas 3 plegadas unidas por un puente disulfuro.
Las moléculas que poseen en su estructura dichos dominios pertenecen a la superfamilia de las
inmunoglobulinas; en esta familia también se encuentran otras moléculas encargadas del
reconocimiento de antigeno y de interacciones célula-célula, como los TCR, BCRs y moléculas
del MHC (Janeway, 1999).

La estructura fundamental de los anticuerpos consiste en dos pares de cadenas polipeptidicas:
un par de cadenas “pesadas” (Heavy) y otro par de cadenas “ligeras” (Light), cada par idéntico
entre si, que se mantienen unidas a través de multiples interacciones no covalentes y puentes
disulfuro. Cada segmento homologo tiende a formar de manera independiente estructuras
compactas, los dominios de inmunoglobulina antes mencionados (Metzger, 1990).

Los anticuerpos tienen dos funciones principales: (1) unirse especificamente a las moléculas del
patdgeno que inicid la respuesta inmune y (2) reclutar células y/o moléculas que destruyan al
patogeno una vez unido el anticuerpo. Estas funciones estan estructuralmente separadas en la
molécula de anticuerpo, una parte reconoce especificamente al antigeno y la otra inicia los
mecanismos efectores. La regidén del anticuerpo que posee la especificidad para el antigeno es
la regidn variable (V) y la porcidn del anticuerpo cuya estructura se comparte entre moléculas
del mismo isotipo es la regidn constante (C) (Janeway, 1999).

Se han establecido, a través de protedlisis enzimatica con papaina, dos regiones en los
anticuerpos, denominadas fraccidon de unién al antigeno o Fab (por sus siglas en inglés),
constituido por los dominios Vy, Cu1, V|, C.. vy la fraccion cristalizable o Fc, formado de los
dominios Cy restantes (el nimero de dominios constantes que constituyan el Fc dependera del
isotipo de anticuerpo; para la IgG, IgA e IgD son del Cy2-C3, mientras que para la IgM e IgE
son del Cy2-C4). Entre el dominio C41 y Ci2 se encuentra la bisagra, que es la que provee de
flexibilidad a la molécula, la cual esta formada de cerca de 60 residuos (el niumero es variable

dependiendo del isotipo) ricos en prolina, serina, treonina y cisteina, a partir de este Ultimo se
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forman puentes disulfuro, que mantienen unidas las cadenas pesadas entre si. Las regiones ya
descritas se presentan esquematizadas en las figuras 1y 2.

Existen diferentes clases de anticuerpos, definidos por la estructura de sus cadenas pesadas, lo
que determina la actividad funcional de la molécula. Hay cinco clases principales de cadenas
pesadas o bien cinco isotipos, algunos de los cuales se subdividen en subtipos. Las cinco
clases son: IgG, IgA, IgM, IgD e IgE, y sus cadenas pesadas son denotadas con las letras
griegas: v, a, 1, 8 y g, respectivamente (Janeway, 1999). Los diferentes isotipos difieren en el
grado de libertad de movimiento de sus Fabs, dado que la bisagra es mas o menos larga en
cada isotipo, lo que les confiere distinta flexibilidad (Metzger, 1990). Ademas difieren en el
nuamero y localizacién de puentes disulfuro, de los sitios de glicosilacién, en el nUmero de
dominios constantes (Janeway, 1999), en su abundancia en los fluidos fisiolégicos y en su

capacidad de fijar complemento y de mediar fagocitosis.
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Fig. 1 . Esquema de la movilidad del Fab. Los dominios de inmunoglobulina estan representados
como rectangulos. La flexibilidad segmental esta determinada por la bisagra y se mide como el angulo
entre los ejes simétricos del Fc y Fab; la microscopia electrénica revela angulos entre 0 y 180 grados. La
flexibilidad axial también esta determinada por la bisagra y da giros sobre el eje de Fab (Modificado de
Kolar GR y Capra JD, 2003).
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2.1. Inmunoglobulina G

Constituye el isotipo mas abundante en la sangre (el 75 % de las inmunoglobulinas en el suero

son de clase IgG) asi como en la linfa y el fluido peritoneal. Tiene una vida media en el suero de

tres semanas; lo que lo posiciona como el anticuerpo més estable del suero (Kolar GR y Capra

JD, 2003).

Las IgGs pesan entre 140-160 kDa; tienen la capacidad de fijar complemento, sirven de

opsonina (ya que los macréfagos y otros fagocitos tienen receptores membranales para la

porcidén Fc), y son los Unicos anticuerpos que atraviesan placenta (Janeway, 1999).
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Figura 2. Inmunoglobulina G
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2.2, Diferencias estructurales y funcionales entre subclases de IgG

Aunque la estructura y secuencia de las diferentes subclases de IgG son muy semejantes,
existen diferencias importantes en funcion tanto in vitro como in vivo. En los siguientes parrafos
vamos a referiros a las diferencias estructurales y funcionales descritas en ensayos in vitro con
estas subclases de inmunoglobulinas.

Se han descrito 4 subclases de IgGs murinas, de las cuales las mas abundantes son la
IgG1 vy la IlgG2a, mientras que la IgG2b y la IgG3 se encuentran en menor concentracion. Dangl
y colaboradores encontraron que entre las IgGs de ratén la subclase mas rigida es la IgG1, lo
cual atribuyen a que tiene la regién de la bisagra mas corta lo que le da menor libertad de
movimiento. Las diferentes subclases de IgG difieren en la estructura de la region constante de
sus cadenas pesadas, incluyendo diferencias en la longitud de la bisagra, antes mencionada,
asi como en el numero de puentes disulfuro en esta misma zona. Las cadenas pesadas de
IgG3 estan unidas por dos puentes disuifuro intercadena, mientras que las otras moléculas de
IgG tienen tres puentes.

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

El complemento es fijado a través de la via clasica mas eficientemente por 1gG2a e
lgG2b de ratdn (Neuberger, 1981) e 1gG1 e 1gG3 en el humano (Bruggermann et al., 1987,
Dangl et al., 1988); pero la actividad de fijacion de complemento de IgG1 e IgG3 de ratén (Oi et
al., 1984) y la IgG2 en humanos (Waldmann , 1989) es débil o ausente por completo.
Diferentes estimulos antigénicos inducen la produccién preferente de algunas subclases de
IgG. Los antigenos en forma de proteinas solubles estimulan predominantemente una
respuesta de IgG1 en ratdbn (Slack, 1980); mientras que los carbohidratos inducen
principalmente a una respuesta de IgG3 en el ratdn, y de IgG2 en el humano. Los virus inducen
principalmente producciéon de anticuerpos IgG2a en ratones, e IgG1 e IgG3 en humanos. Las
bacterias Gram-negativas inducen predominantemente respuesta IgG1 en ratén e IgG4 en
humano (Nezlin, 1998).
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2.3. Region de la bisagra y flexibilidad:

IgG de conejo y los diferentes isotipos de igG de ratéon y humano.

Se ha reportado la existencia de un sdélo isotipo de IgG en conejos, mientras que para raton y
humano se sabe de la existencia de cuatro isotipos distintos (IgG1, IgG2a, IgG2b e IgG3; IgG1,
lgG2, 1gG3 y IgG4, respectivamente). Se han realizado estudios para establecer diferencias
tanto estructurales como funcionales entre las subclases de anticuerpo y entre especies, las
que incluyen comparaciones en la longitud de la bisagra, y su correlacién tanto con la
capacidad de fijar complemento como con su flexibilidad {ver figura 3 y tabla 3). Los resultados
se presentan condensados en la tabla 3.

Dangl y colaboradores asumen que entre mas larga sea la region de la bisagra, mayor sera su
flexibilidad y por lo tanto mayor la capacidad de adoptar diferentes conformaciones, ya que
ademas la longitud de la bisagra reduce el impedimento estérico que los Fabs presentan para el
acceso al Cy2 que se requiere en las interacciones con otras moléculas, como las del
complemento, por ejemplo. Sus datos muestran una correlacion entre la flexibilidad de las
moléculas y su eficiencia para inducir la fijacion de complemento. Por ejemplo, coincide que la
lgG1 de raton, que tiene la regién de la bisagra mas corta y es la que tiene la menor velocidad
de decaimiento de anisotropia de las IgGs de ratén (figura 2A) -lo que indica que es la menos
flexible-; es la que requiere mayor concentracion de antigeno sobre la superficie de las

plaquetas ({tabla 3) para unirse y fijar complemento.
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Fig 2. Flexibilidad segmental de isctipos quiméricos de |gG. Cinética de anisotropia de emision de e-
dansil-L-lisina unido a diferentes isotipos de IgG quiméricos de ratén (A) y humano (B); los datos de la
IgG de conejo se muestran con una linea punteada en cada uno de los graficos, para facilitar la
comparacion (Dangl ef al., 1988).
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La mayor velocidad de decaimiento de anisotropia de la IgG2b indica que es la IgG murina mas
flexible, mientras que la IgG1 es la mas rigida; la IgG3 es la IgG humana mas flexible, mientras
que la IgG2 es la mas rigida. En ambas comparaciones la IgG de conejo se ubica en un punto
intermedio.

Tabla 3. Tiempos promedio de correlacion rotacional (en ns) y la fijacion de complemento en relacion

con la longitud de la region superior de la bisagra

Longitud
' _ ' deta 4 Fijacion de complemento®
Isotipo Secuencia de la bisagra region <¢ >
' alta de la
bisagra
. . Puerco de
Alta Media Inferior Humano  Conejo )
Guinea
216 238
19G31® EPRIPKPSTPPGSS C P PGNILGGP 14 78 + 3ns 70 15 -
IgG3 H® ELKTPLGDTTHT CORCP(EPKSCDTPPPCPRCP);  APELLGGP 12 50 + 2ns 100 30 100
“1gG2br  EPSGPISTINP * CPPCKECHK . ~ : GCP .~ APNLEGGP 11 565+ 2ns 80 30 200
1gG1H EPKSCDKTHT cPpP CP  APELLGGP 10 69 + 3ns 300 80 300
lgG2ar EPRGPTIKP CPPCK CP  APNLLGGP 9 63 + 2ns 250 25 250
IgG c° BRSTESRAT: 35 RE UL IR "7 P PPELLGGP 9 " 72+ 3ns 300 - 400 450
IgG4 H ESKYGPP CPS CP  APEFLGGP 7 84 + 3ns - - -
lgG1r  VPRDCG . GRRE) A CT  VPSEVS 6. Bbonataet Wesk]= | & = o Wifas o s
IgG2 H ERK CCVECPP CP  APPVAG 3 120 + 5ns - 250 -

a. Ig de ratén; b. Ig humana; c. Ig de conejo; d. <¢ > es el tiempo promedio de correlacién rotacional en ns; e. Los
valores representan la cantidad de antigeno requerido (DNS2s-BSA) en ng; para la lisis del 50 % de eritrocitos
iniciales, por 10 ug de anticuerpo. Los ensayos de fijacién de complemento se realizaron empleando como fuentes de
los componentes del complemento sueros de humano, de conejo y de puerco de Guinea. Se incubaron los diferentes
isotipos a probar con eritrocitos sensibilizados con DNS26-BSA (Complejo de albumina sérica bovina-dansyl, marcado
con cromo radioactivo, 51Cr), 25 pl de complemento y 10 pL de anticuerpo. Por centelleo se determiné la cantidad de
eritrocitos intactos.

Codigo de aminoacidos: A = alanina, C = cisteina, D = &c. aspartico, E = ac. Glutdmico, F = fenilalanina, G = glicina,
H = histidina, | = isoleucina, K = lisina, L = leucina, P = prolina, R = arginina, S = serina, T = treonina, V = valina, Y =
tirosina

| Los sombreados son los que utilizamos en el desarrollo de este proyecto (IgG1, IlgG2b de ratén e IgG de conejo).
(Modificado de Dangl et al., 1988).

Se sabe que la unidén entre el receptor (FcyR) y el Fc de la inmunoglobulina induce cambios
conformacionales en la region de la bisagra inferior y es muy posible que la flexibilidad de la
region de la bisagra los facilite (Kato, 2000), por ello la estructura de la IgG que agregue a los
receptores puede ser determinar las diferencias en sus capacidades para activar respuestas

efectoras.
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3. Receptores para Fc

Los receptores para la porcién Fc de las inmunoglobulinas unen la respuesta inmune humoral a
la celular (Van Vugt y Van Winkel, 2001), ya que cuando los FcR se unen al anticuerpo, que a
su vez esta unido por la porcion Fab al antigeno, proveen a la célula especificidad celular que
algunas de ellas carecen para montar especificamente los mecanismos efectores que
conduciran a la eliminacion del antigeno.

Pueden distinguirse dos tipos generales de FcR: los que son expresados por leucocitos,
que son especificos para cada tipo de inmunoglobulina y que activan funciones efectoras; y los
que median el transporte de inmunoglobulinas a través de los epitelios o superficies
endoteliales (Van Vugt y Van Wirkel, 2001). En este trabajo s6lo nos referimos a los primeros.

Dentro de la familia de FcRs que median funciones efectoras los mejor caracterizados
son los FceRl y los FcyR. Algunos de estos inmunoreceptores para IgG contienen motivos de
activacion basados en tirosina (ITAMs). Los ITAMs son secuencias de aminoacidos esenciales
en la activacion de funciones biol6gicas, compuestos de un par de secuencias repetidas de
YXXL, separadas por siete residuos variables (Daeron, 1997). Otros FcRs contienen motivos de
regulacion negativa, ya que en su regidn citoplasmica tienen motivos de inhibicion basados en
tirosina (ITIM), compuestos por una secuencia de seis aminoacidos, IXYXXL. En general el
entrecruzamiento de estos receptores inicia diferentes funciones biologicas, de activacion o de
inhibicion dependiendo del tipo de receptor entrecruzado (Van Vugt y Van Winkel, 2001, Abbas,
et al., 2003) y de la célula en cuestion.

Existen FCcR para todas las clases de anticuerpos: FcyR, para IgG, FcuR, para IgM,
FcaR, para IgA, FcéR para IgD y FceR para IgE. Estas moléculas se pueden encontrar tanto
como receptores de membrana o como moléculas solubles, producidos por splicing alternativo
o por proteolisis de receptores de membrana (Daéron, 1997). Los receptores para la porcion Fc
de la 1gG, IgA e IgE (el FceRlI, por que el FceRIl es miembro de la familia de las lectinas), son
miembros de la superfamilia de inmunoglobulinas (Daéron, 1997; Van Vugt y Van Winkel,
2001).

Para llevar las sefiales al interior de las células se requiere que los FCRs se agreguen a
través del reconocimiento de un antigeno multivalente recubierto de anticuerpos. La agregacion
puede ocurrir bajo dos condiciones dependiendo de la afinidad del receptor, los de alta afinidad,
por ejemplo los FceRI en células cebadas, con valores de constantes de afinidad de 10%-10'°M”
el FcyRI en macréfagos, también con Ka = 10°-10'° M, K, = 5 x 107 para FcaR en monocitos.

Estos receptores son tan afines que pueden unir inmunoglobulinas monomeéricas, sin que se
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encuentren formando parte de complejos inmunes; y los de baja afinidad que no unen
inmunoglobulinas monoméricas (Ka<10” M, como FcyRIl y Ill, FceRIl) cuya unidon a las
inmunoglobulinas no es detectable a menos que se una a complejos inmunes o antigenos
opsonizados (Daéron, 1997).

El evento intracelular que sigue a la agregacién de receptores activadores es la
fosforilacion de los ITAMs, lo que permite la asociacién y activaciéon de varias proteinas cinasas
de tirosina, primero las de la familia Src, luego la cinasa Syk. Esta ultima fosforila varios
sustratos intracelulares, que incluyen enzimas como fosfolipocinasas, fosfolipasas y moléculas

adaptadoras, asi como proteinas asociadas al citoesqueleto (Daéron, 1997).

La respuesta biolégica parece depender del tipo celular mas que del receptor, aunque la
agregacion de FcRs con ITAMs induce dos tipos de respuestas: la internalizaciéon y la activacion
(Daéron, 1997). In vitro, las células cebadas degranulan si se les estimula con complejos
inmunes de IgG, las NKs activan la ADCC para eliminar blancos cubiertos con IgG, a través de
FcyRIIl, que es el Unico FcR que tiene este tipo celular. El FcyRI media esta misma actividad en
macroéfagos y monocitos, activa la produccion de superoxido y la secrecion de citocinas
inflamatorias, mediante la induccion de la produccion de NF-xB. El FcyRIIA activa el estallido
respiratorio en neutrofilos. En cuanto a los fendbmenos de internalizacién se sabe que FcyRl y
FcyRIIA asi como FcaRl y FceRI median tanto endocitosis de complejos inmunes solubles como

la fagocitosis de particulas recubiertas de inmunoglobulinas (Daéron, 1997).

3.1. Receptores para inmunoglobulinas G

Los FcyR estan formados por las subunidades FcRa y FcRy, exceptuando al FcyRIIl, que no
tiene cadena y y que en su cadena a contiene al ITAM (FcyRlla) o ITIM (FcyRIIb). La subunidad
FcRa es una molécula transmembranal que tiene dos o tres dominios extracelulares de
inmunoglobulina de tipo variable y es la encargada de unir al ligando. La cadena FcRy es una
molécula transmembranal con una porcion citoplasmica donde se localiza el ITAM. La cadena
FcRa y un dimero de cadenas FcRy se asocian a través de interacciones no covalentes (figura
4).

Distintos tipos celulares expresan FcyRs, como linfocitos T y B, monocitos, macréfagos,

eosindfilos, neutréfilos, basofilos, células cebadas y células NKs (Daéron, 1997).

El FcyRI es un receptor de alta afinidad para 1gG, mientras que los FcyRIl y FcyRIIl se

conocen como receptores de baja afinidad, y el recién descrito FcyRIV de afinidad intermedia.
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Ademas de los FcyRI, FcyRIl y  FcyRIll, de los que ya en los parrafos anteriores
describimos las actividades biologicas, expresion celular y afinidad por sus ligandos;
recientemente se ha descrito el receptor FcyRIV.

El FcyRIV es un receptor, también llamado FCRL3 o CD16-2, ya que muestra un 63 % de
homologia con el FcyRIIl (CD16) humano. Existe evidencia de que requiere de la asociacion de
la cadena ypara expresarse en la superficie celular. La expresion de este receptor ha sido
detectada en células del linaje mieloide (como monocitos de sangre periférica, células
dendriticas de bazo y médula 6sea, neutofilos y macréfagos reclutados por tioglicolato) pero no
ha sido detectada en poblaciones linfoides (ni en células T, ni B, ni en NKs) ni en otros
granulocitos (Nimmerjahn F et al., 2005).

A través de ensayos empleando moléculas de ratdn se determiné qué el FcyRIV se une
a la IgG2a e IgG2b, con una afinidad intermedia entre el FcyRI, de alta afinidad, y los FcyRIl y
FeyRIIl, de baja afinidad, con una K,= 3 x 10’ M, pero no se une a la IgG1 o IgG3 en cantidad
detectable (Nimmerjahn F et al., 2005).

FeY Rl (CD32) F¢Y RIIl (CD16)

Dominios:
extracelular

i }-transmembranal

o
citoplasmético

o

Yy
¢ ITAM 4 ITIM

FIG 4. Estructura de los receptores para IgG. Las tirosinas del ITAM contenidas en el tallo
citoplasmatico estan indicadas en rombos rojos, los ITIM en tridngulos verdes. Se representan dos o tres
dominios de unién al ligando en 6valos. Todos tienen un dominio transmembranal y un tallo citoplasmatico
con excepcion del FcyRIlb el cual esta unido a la membrana por glicofosfatidilinositol. El FcyRllla puede
estar formado de la asociacion de la cadena o y dos cadenas y, la cadena oy dos cadenas £ (que a
diferencia de las cadenas v tiene tres ITAMs) o la cadena o y un heterodimero y£ (aqui se representa o
asociada con un dimero de y) (Modificado de Hogarth PM, 2002).
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3.2. Sitios de union de los anticuerpos a los FcyR

Los estudios realizados con anticuerpos monoclonales contra epitopes de IgG se han usado
para determinar la capacidad de estos anticuerpos de inhibir la unién de IgG marcada
radioactivamente a células U937. La capacidad de los monocionales de interactuar con su
respectivo epitope en la IgG unida al FcR se veia afectada dependiendo de los epitopes que
reconocia el anticuerpo. Se determind asi que un posible sitio de unidén involucraba la region
baja de la bisagra de la IgG, los residuos Leu 234-Ser 239 con una posible interaccion ademas
de dos regiones de B plegadas hacia al amino terminal (Gly 316-Lys 338) (Burdon et al., 1988).
Se han identificado algunos sitios involucrados en la interacciéon de la IgG humana con los
receptores FcyRI y FcyRIl utilizando analisis mutacionales (Lund, 1991). La region de la bisagra
inferior junto con el dominio Cy2 parecen ser los sitios de union de la IgG con FcyRI, FcyRIl y
FcyRIIl; la secuencia Leu-Leu-Gly-Gly en las posiciones 234-237 es el motivo Optimo para esta
interacciones. Esta secuencia esta presente en las subclases IgG1 e IgG3 humanas, y en las
IgG2a e IgG2b murinas (Lund, 1991; Sarmay, 1992). Tres mutantes de IgG (Gly 237— Ala, Asn
297— Ala y Glu 318 —Ala) no se unen al FcyRIl, ni en forma de complejo ni en forma
monomérica. Una molécula alterada de oligosacarido unido al C42 afecta la capacidad de la 1gG
para reaccionar con los FcyR, probablemente por la influencia de la estructura local en el sitio
de unién (Jefferis, 1997).

Aunque los reportes anteriores indican una clara participécién de la region baja de la
bisagra, existen también reportes que indican que la unién es mas bien a través de un sitio que
comprende residuos entre los domiriios Cy2 y Ci3 (Greenwood, 1993).

En la experimentaciéon con células que contienen FcyR, puede inhibirse la unidén de
complejos inmunes a los receptores con proteina A, la cual se ha determinado por cristalografia
que se une a los anticuerpos en una regiéon entre los dominios Cy2 y C43 (Ades, 1976;
Deisenhofer, 1981), lo cual sugiere que la proteina A y los FcyRs comparten al menos

parcialmente el sitio de unién al anticuerpo.
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Capitulo 3

HIPOTESIS

El isotipo de 1gG que agregue a los receptores influye cualitativa y/o cuantitativamente en la

produccion de las citocinas proinflamatorias IL-13, IL-6 y TNF-a.

OBJETIVO GENERAL

Definir si el isotipo de 1gG que opsoniza a una particula influye en la produccién y secrecion de
citocinas proinflamatorias: IL-1pB, IL-6 y TNF-a,, en macréfagos murinos de las lineas celulares

J774, P388, asi como en macrofagos derivados de médula 6sea de ratéon BALB/c.

Objetivos particulares
o Estandarizar el aislamiento de células de médula ésea de ratén y la diferenciacion
de precursores de monocitos a macréfagos.
o Estandarizar el ensayo de estimulaciéon a través de FcyRs en macrofagos de ratdn
de la linea celular J774 y macrofagos derivados de médula 6sea, para la deteccién de
IL-6 e IL-13 en sobrenadantes.
o Estandarizar el ensayo de estimulacién a través de FcyRs en macréfagos de raton
de las lineas celulares J774 y P388 para la deteccion intracelular de IL-6 y TNF-a por
citometria de flujo.
e Determinar si el isotipo 1gG1 comparado con el IgG2b induce diferencias
cuantitativas en la produccion de citocinas IL-6, IL-1B y TNF-a producidas en respuesta
a la agregacién de los FcyR por los macréfagos murinos de las lineas celulares J774 y

P388, asi como en macréfagos derivados de médula 6sea.
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Capitulo 4

MATERIALES Y METODOS

Cultivo celular. Se cultivaron macréfagos murinos de las lineas celulares J774 y P388,
obtenidas del ATCC. Se aislaron promonocitos de médula 6sea de ratén para diferenciarlos a
macréfagos, para lo que ademéas se cuitivaron fibroblastos de la linea celular L-929 del cual se
recolectaron los sobrenadantes para complementar el medio de médula 6sea necesario para la
diferenciacién de promonocitos a macréfagos. Se empleé medio D-MEM (Gibco BRL, Grand
Island, NY) para las células J774, L-929 y macréfagos derivados de médula 6sea y RPMI
(Gibco BRL, Grand Island, NY) para las células P388. Ambos medios se prepararon segln las
instrucciones del fabricante (GIBCO BRL, 1992) (ver anexo ll).

Los cultivos se mantuvieron en una atmdésfera himeda con 5% de CO, a 37°C.

Sensibilizacion de eritrocitos de carnero con 2,4,6-trinitrofenol (TNP). Para estudiar la
fagocitosis mediada por los FcyR, se utilizd un sistema 2,4- dinitrofenol(DNP)/ anticuerpos
antiDNP. Las ceélulas fagocitaron eritrocitos de carnero recubiertos de TNP que estaban
opsonizados por IgG que reconocen al hapteno DNP (el anticuerpo monoclonal 2C5 pertenece
a la subclase IgG1 y el anticuerpo monoclonal 4F8 a la subclase 1gG2b. Ambos son anticuerpos
anti-DNP y presentan reactividad cruzada para TNP. También se utilizaron anticuerpos 1gGs
policlonales producidos en conejo con la misma especificidad).

Los eritrocitos se sensibilizaron con 2,4,6,-trinitrofenol (TNP, Eastman Kodak CO.
Rochester, NY). Para marcar las proteinas de membrana de los eritrocitos con el hapteno TNP,
se hacen reaccionar los grupos amino libres de las proteinas con el acido 2, 4, 6-
trinitrobencensulfénico en condiciones ligeramente alcalinas. Después de la reaccién se libera
un grupo sulfénico quedando el hapteno TNP unido covalentemente a las proteinas de la

membrana del eritrocito (Fig. 4). El procedimiento es el siguiente:

o Se toman 10 ml de eritrocitos de carnero en solucién de Alsevers (ver anexo).

o Se lavan por centrifugacion con la solucién amortiguadora de DGVB** (ver anexo),
para eliminar los restos de eritrocitos lisados.

° Se lava el paquete celular con solucion amortiguadora de boratos (ver anexo) y

DGVB? en la misma proporcién (V/V), y se elimina el sobrenadante.
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Se adicionan 7 ml de la solucién para sensibilizar (6.22 mg TNBS/ 7 ml solucion
amortiguadora de boratos, estéril, filtrada con membrana de 0.2 um), por cada
mililitro de paquete celular.

La suspension de eritrocitos se cubre de la luz y se incuba por 10 minutos a
temperatura ambiente en agitacion constante.

Se lava el paquete celular con solucibn amortiguadora de boratos y se elimina el
sobrenadante. El paquete celular se lava nuevamente con amortiguador de DGVB**
para eliminar completamente el TNBS restante y los eritrocitos lisados.

Se mantienen a 4 °C en amortiguador de DGVB* cubiertos de la luz. A esta

temperatura se pueden mantener hasta por una semana.
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Fig 4. Reaccion de trinitrofenilacion de proteinas. El acido 2, 4, 6- trinitrobencensulfénico reacciona con
el grupo e-amino de los residuos de lisina de la proteina, liberandose acido sulfénico, y quedando unido a
las proteinas el grupo trinitrofenol (TNP) (Eisen, 1966).
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Titulacion de los anticuerpos anti-DNP (Hemaglutinacién). EI método de
hemaglutinacién consiste en hacer diluciones seriadas de la solucion conteniendo al anticuerpo,
en pozos de fondo en V para microtitulacion y luego agregar en cada pozo glébulos rojos
sensibilizados para determinar la dilucién maxima a la cual todavia hay aglutinacion visible. El
procedimiento a seguir es el siguiente:

o Se realizan diluciones seriadas (1:2) de la solucién de anticuerpos en DGVB? o en
D-MEM sin complementar en un volumen final de 100 plL/pozo. La concentracion
inicial de los anticuerpos es de 10 ug/ml en el primer pozo.

o Se agrega un volumen igual al de la dilucién del anticuerpo, de la suspension al 2%
de eritrocitos sensibilizados. Se mezcla agitando la placa cuidadosamente.

. Se incuba a temperatura ambiente por 1 hora en una camara humeda.

La aglutinacion de los eritrocitos sensibilizados indica la presencia de una concentraciéon de
anticuerpo lo suficientemente alta para permitir la formacién de una malla uniforme en el fondo
del pozo. Cuando la concentracion es menor se formara un botén en el centro del fondo del
pozo. El titulo de hemaglutinacién corresponde a la Gitima dilucion en la que aun se forma la

malla.

Opsonizacion de eritrocitos sensibilizados con TNP. El procedimiento es el siguiente:

o Se lavan los eritrocitos sensibilizados en medio D-MEM sin complementar, se
centrifugan y se suspenden al 2% en D-MEM.

. Se diluye el anticuerpo en D-MEM sin complementar, a una dilucion menor a la
concentracion hemaglutinante.

° Se mezcla la dilucién del anticuerpo con los eritrocitos sensibilizados, obteniendo
una suspension al 1% de eritrocitos y se incuban en agitacion constante a
temperatura ambiente por 30 minutos.

o Se lavan (1 vez) y resuspenden con D-MEM sin complementar, para obtener una

suspension al 1 % de eritrocitos opsonizados.

Cuantificacion de fagocitosis de eritrocitos por la técnica de diaminobencidina. Para
cuantificar la fagocitosis se empled un microensayo colorimétrico estandarizado en nuestro
laboratorio. Este microensayo estd basado en el método de Jungi (Jungi, 1985), que se
fundamenta en la actividad de pseudoperoxidasa que posee la hemoglobina, la cual desarrolla

un compuesto colorido en presencia de 3,3-diaminobencidina (DAB, Sigma, St. Louis, MO) y
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peréxido de hidrégeno (H,O,) (Merck. Darmstadt, Alemania). Esta reaccién colorida puede ser

cuantificada espectrofotométricamente. El procedimiento a seguir es el siguiente:

Se siembran 6.5 x 10* macréfagos por pozo en una placa de cultivo de 96 pozos en
D-MEM complementado. Se incuban en atmésfera himeda con 5% de CO, a 37 °C
por 24 horas. Pasado este tiempo las células han formado una monocapa en el
fondo del pozo.

A cada pozo se agregan 25 pl de la suspensién al 1% de eritrocitos opsonizados,
como se describié en los parrafos anteriores, y se incuban durante 45 minutos a
37°C, con 5 % de CO.,.

Para eliminar los eritrocitos que no fueron internalizados durante el periodo de
incubacion, las células se lavan con agua destilada por 10 segundos en agitacién
suave, para lisarlos por un choque hipoténico. Después se realizan tres lavados
con solucion amortiguadora de fosfatos (PBS, ver anexo) para eliminar la
hemoglobina que estuviera fuera de las células.

Las células se lisan con 100 pl/pozo con una solucion de detergente SDS (Bio-Rad.
Richmond, CA) al 0.3% en PBS.

Las placas se incuban a temperatura ambiente en agitacién constante hasta que al
microscopio ya no se observan células integras (3 min aprox.). Pasado ese tiempo
se adicionan 200 ul/pozo del sustrato DAB (8 mg de DAB, 240 ul de H,O, en 20 ml
de PBS para 1 placa).

Las placas se incuban a temperatura ambiente en agitacién constante hasta
desarrollo de color.

Se determina la absorbancia a 492 nm en un espectrofotébmetro para microplacas

(Multiskan Ascent, Labsystems, modelo 354).

En los experimentos individuales, cada condicién experimental se realiz6 por triplicado y los

datos de cada experimento se manejaron como la media +/- la desviacién estandar.

Obtencion de monocitos de médula dsea de ratén y su diferenciacion a macréfagos. Con

el objetivo de tener otro sistema en donde ensayar la estimulacion a través de FcyRs,

pensamos en células de médula ésea de ratdn y derivarlas a macréfagos. El procedimiento

utilizado para obtener macréfagos derivados de médula ésea (Mf dMO) fue el siguiente:

Ratones de la cepa BALB/c hembras de entre 6-8 semanas de edad, se sacrifican por

dislocacién cervical y se fijan a una plantilla para raton.
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e Se extraen ambos fémures y se colocan en un tubo con PBS, pH 7.4.

e Enla campana de seguridad biol6gica se lavan los fémures con alcohol al 70% (10 seg)
y posteriormente 3 veces con PBS pH=7.4, estéril. Se colocan en una caja Petri.

e Se cortan los extremos del fémur dejando un canal para hacer eluir la médula 6sea,
empleando 2.5 mL de D-MEM complementado con 10 % SFB, eluyendo por ambos
extremos del fémur.

e Se colecta el eluido en tubos estériles cénicos de 15 mL y se centrifuga a 1100 rpm/2
min/ 4°C.

o El botén se resuspende en 6 mL de medio de médula ésea (ver anexo).

o Se siembra 1 mL de la suspension celular en cajas petri de cultivo celular de baja
adherencia y se completa el volumen a 20 mL con medio de médula ésea.

o Al tercer dia se agregan 5 mL de medio de médula 6sea y se continua con la incubacion
a 37 °C, con 5% de CO, durante tres dias mas.

o Al sexto dia se desecha el medio de las cajas y se lavan 2 veces con 10 mL de PBS (pH
7.4) frio. Se dejan en hielo con 10 mL de PBS pH 7.4 para que se despeguen las células y

asi poder contarlas y sembrarlas a la concentracion requerida.

Estimulacion de macrofagos murinos a través de los FcyR con eritrocitos opsonizados
con IgG. Se despegan las células (ya sea la linea celular J774 o los macrofagos derivados de
médula bsea) y se recuperan colectando los sobrenadantes y centrifugando a 1100 r.p.m. por 3
minutos a 4°C. Se siembran 6.5x10* células por cada 100 puL de medio complementado con el
medio correpondiente por pozo, en placas de 96 pozos, si son de las lineas celulares, y 1x10°
células por cada 100 uL de D-MEM complementado por pozo, en placas de 96 pozos si son
macrofagos derivados de médula ésea de ratén. Después de mantener a las células por 24
horas en medio complementado en una atmoésfera himeda con 5% de CO, a 37°C, se
estimulan las células utilizando eritrocitos opsonizados. En nuestro trabajo el procedimiento
empleado fue el siguiente:

Para cada condicidn experimental se utilizaron 1x10° células/100 pL de medio DMEM
complementado al que se adicioné un inhibidor de proteasas (ver anexo) por pozo y se
incubaron con una suspension de eritrocitos sensibilizados u opsonizados (relacion de 25 pl de
suspension de eritrocitos al 1% por cada 1x 10° células) y se mantuvieron en una atmoésfera
himeda con 5% de CO, a 37°C, hasta la recoleccion de sobrenadantes (no se retira el

estimulo).
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Se estimuld con una suspension al 1% de eritocitos opsonizados con IgG1 (2C5), IgG2b (4F8),
con ambos (I9G1/IgG2b) y con IgG policlonal de conejo todos anti DNP.

Como control positivo de estimulacion se utilizé LPS (E.coli serotipo 0111:B4, Sigma Chemical
Co.)

Recoleccidon de sobrenadantes. Se recolectaron sobrenadantes a las 24, 48 y 72 horas de
estimulacion, en tubos eppendorf estériles y se mantuvieron a —80 °C, hasta su analisis por
ELISA.

ELISA para la determinacién de IL-6 e IL-13

Sensibilizacion de la placa
e En una placa para ELISA (Corning 3590, NY) se ponen 100 pl/pozo de anticuerpo de
captura (segun la dilucion requerida, en PBS). Se incuba toda la noche a temperatura
ambiente.
e Se hacen 3 lavados con 300 ul/pozo con amortiguador de lavado (ver anexo V).
Eliminar el exceso de amortiguador.
¢ Se adicionan 300 ul/pozo de solucion de bloqueo.
¢ Se Incuba 1 h a temperatura ambiente.
e Se hacen 3 lavados con 300 pl/pozo con amortiguador de lavado. Eliminar el exceso de
amortiguador.

Ensayo
e Se agrega a cada pozo la muestra o estandar en la dilucion correspondiente (diluir en
PBS-BSA 1%), se mezcla suavemente. Se cubre la placa con una mica adherible y se
incuba 2 h a temperatura ambiente.
e Se hacen 3 Iavados con 300 pl/pozo con amortiguador de lavado. Eliminar el exceso de
amortiguador.
e Se agregan 100 plL/pozo de anticuerpo de deteccién (biotinilado) a la dilucién requerida
(diluir en PBS-BSA 1%). Se cubre la placa con una mica adherible y se incuba 2 h a
temperatura ambiente.
e Se hacen 3 lavados con 300 ul/pozo con amortiguador de lavado. Eliminar el exceso de
amortiguador.
e Se agregan 100 ul/pozo de estreptavidina-peroxidasa a una dilucion de 1:4000 (diluir
en PBS-BSA 1%, la dilucién se prepara justo antes de usarla), se cubre con una mica

adherible y se incuba durante 20 min a temperatura ambiente.
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» Se hacen 3 lavados con 300 plL/pozo con amortiguador de lavado. Eliminar el exceso de

amortiguador.

» Se agregan 100 plL/pozo de solucion de ABTS lista para usarse (ZYMED). Se incuba

cubierto de la luz directa y a temperatura ambiente, de 20 a 30 min para desarrollo de color.

» Se determina la densidad éptica a 405 nm, en un lector para placas de ELISA.

TINCION INTRACELULAR PARA CITOCINAS IL-6 y TNF-o

Empleando el juego de BD Biosciences para la deteccion de citocinas intracelulares, BD
Cytofix/Cytoperm Plus™ Kit (con GolgiStop™) —ver anexo V-; se llevd a cabo la tincién
intracelular de IL- 6 y TNF-a. en macréfagos estimulados con eritrocitos opsonizados con
distintos isotipos de IgG de raton (2C5, 4F8, ambos) y un policlonal de conejo, todos anti-DNP,
de las lineas celulares P388 y J774. Como control positivo de estimulacién se empled LPS (E.
coli 0111:B4 de SIGMA chemical Co).

A. Estimulaciéon de macréfagos murinos a través de los FcyR con eritrocitos opsonizados

con IgG para tincién de citocinas intracelulares.

Se despegan las células (ya sea las lineas celulares o los macréfagos derivados de médula
Osea) y se recuperan tomando el sobrenadante y centrifugando a 1200 r.p.m. por 3 minutos a
4°C. Se siembran 2.5x10° células/250 uL de medio complementado en tubos eppendorf con
tapon de rosca estériles de 1 mL. Se adicionan 100 uL del estimulo correspondiente en una
suspensidon al 1% preparada en medio sin complementar, y LPS a 1ug/mL (diluido en D-MEM
sin complementar) como concentracién final para control positivo de estimulacién. Se incuba en

una atmoésfera humeda con 6% de CO; a 37°C, con los tapones entreabiertos.

Pasada 1 h se centrifugan las células y se resuspenden en 300 pL de solucién BD GolgiStop
(monensina, Kit Cytofix/Citoperm, BD Biosciences, Cat. 554715) diluido en medio
complementado (4uL de BD GolgiStop/6mL de medio). Se vuelve a adicionar la cantidad
suficiente para que la concentracion de LPS vuelva a ser 1ug/mL. Se pone a incubar

nuevamente en las mismas condiciones por 5 horas mas.

Al término de las 5 horas se centrifuga a 1100 rpm 3 min para recolectar las células. Se colocan
las células en tubos para leer en el citbmetro de flujo. Se lavan con amortiguador de tincién (ver

anexo V).
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Para fijarlas y poderlas tefiir al siguiente dia se centrifugan a 1100 rpm, 3 min a 4 °C y se
resuspenden en 100 pL de una solucién de fijadora (ver anexo V) y se incuban 20 min en un
bafo de hielo.

Las células se lavan dos veces con 500 uL de amortiguador de tinciéon y se guardan a 4 °C para

su tincidén a la mafana siguiente.

B. Tincién intracelular para IL-6 y TNF-o
e Resuspender las células en 500 uL de BD Perm/Wash 1x (Kit Cytofix/Citoperm, BD
Biosciences, Cat. 554715, ver anexo) e incubar por 15 min en un bafo de hielo.
e Centrifugar a 1100 rpm, 3 min, 4°C.
e Resuspender cada muestra en un volumen de 50 uL de BD Perm/Wash 1x que
contenga la concentracién requerida de anticuerpo anti-citocina conjugado. Para la
deteccion en la misma muestra de IL-6 y TNF-q, el anti-IL6 estd marcado con ficoeritrina y
anti-TNF-o. con isotiocianato de fluoresceina, se usaron a <0.25 pg/mL y < 0.5 pg/mL /1 x
10° células, respectivamente (para la informacién completa acerca de estos anticuerpos vy el
juego completo ver el anexo VI y V, respectivamente).
e Se prepararon los controles de isotipo utilizando 2C5 marcado con isotiocianato de
fluoresceina y un anti-HLA marcado con ficoeritrina, ambos preparados en ratdn, y utilizando
las mismas concentraciones que las usadas para los anticuerpos anti-citocinas.
¢ Se Incuban los tubos por 30 minutos en bafio de hielo protegidos de la luz.
¢ Se lavan dos veces con amortiguador BD Perm/Wash.
e Finalmente se resuspenden en 500 uL de amortiguador para tincién y se leyeron en el
citbmetro de flujo FACScan (BECTON DICKINSON) .
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Capitulo 5
RESULTADOS

Influencia del isotipo de IgG en la fagocitosis mediada por anticuerpos

Con el objetivo de verificar que hay una estimulacion de los macréfagos a través de los FcyRs al
interaccionar con eritrocitos opsonizados con los distintos isotipos de IgG, cuantificamos la
fagocitosis de globulos rojos de carnero opsonizados con diferentes isotipos de IgG. Empleando
células J774, los resultados indican que cuando la particula esta recubierta con IgG2b es mas
eficientemente internalizada que cuando esta recubierta con IgG1, pero la fagocitosis es aun
mejor si se recubre al eritrocito con IgG de conejo, como ya se habia reportado en este
laboratorio (figuras 5y 8 A-F).

Para las células P388 (figuras 6 y 9 A-F), aunque la capacidad fagocitica es mucho menor a la
que presentan las células J774, el comportamiento es el mismo: la fagocitosis de eritrocitos
opsonizados con IgG2b es mayor que cuando los eritrocitos estan opsonizados con IgG1, ain
cuando las cantidades de eritrocitos ingeridos por célula sean menores en todos los casos.

La capacidad fagocitica de los Mf dMO es muy alta, aln mas alta que las de las células J774,
pero en estas células las particulas opsonizadas con IgG1 son fagocitadas mas eficientemente
que las opsonizadas con IgG2b. Al igual que en las lineas celulares J774 y P388, la fagocitosis
de glébulos rojos recubiertos con IgG de conejo es la mas abundante (figura 7 y 10 A-G). La
capacidad fagocitica de los Mf dMO es tan alta que por microscopia no son detectables las
diferencias en la cantidad de eritrocitos internalizados (figura 10 A-G). Sin embargo la
cuantificaciébn por medio de la oxidacién de diaminobencidina revela que si existen diferencias

respecto al isotipo de IgG opsonizante (figura 7).
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Figura 5. Fagocitosis de glébulos rojos de carnero opsonizados con igG1(2C5), IgG2b (4F8), con IgG1 e
1gG2b (2C5/4F8) y con anticuerpos policlonales, todos anti-DNP, con macrofagos de la linea celular J774,
SE: sin estimular. La fagocitosis se cuantifico a través de la oxidacién de diaminobencidina, leida a 492
nm, a los 45 min de estimulacion. Las estrellas indican diferencia significativa en la densidad o6ptica a 492
nm con respecto al control, y doble si la diferencia es con respecto a los isotipos empleados, determinado
a traves de la prueba de Duncan con P<0.05.
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Figura 6. Fagocitosis de globulos rojos de carnero opsonizados con 1gG1(2C5), IgG2b (4F8), con IgG1 e
1gG2b (2C5/4F8) y con anticuerpos policlonales, todos anti-DNP, en macréfagos de la linea celular P388.
SE: sin estimular. La fagocitosis se cuantifico a través de la oxidacion de diaminobencidina, leida a 492
nm, a los 45 min de estimulacion. Las estrellas indican diferencia significativa en la densidad 6ptica a 492
nm con respecto al control, y doble si la diferencia es con respecto a los isotipos empleados, determinado
a través de la prueba de Duncan con P<0.05.
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Figura 7. Fagocitosis de glébulos rojos de carnero opsonizados con IgG1(2C5), IgG2b (4F8), con IgG1 e
IgG2b (2C5/4F8) y con anticuerpos policlonales, todos anti-DNP, en macréfagos de la macréfagos
derivados de médula 6sea. SE: sin estimular. La fagocitosis se cuantifico a través de la oxidacién de
diaminobencidina, leida a 492 nm, a los 45 min de estimulacion. Las estrellas indican diferencia
significativa en la densidad optica a 492 nm con respecto al control, y doble si la diferencia es con
respecto a los isotipos empleados, determinado a través de la prueba de Duncan con P<0.05.
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Figura 8. Microfotografias de la fagocitosis de globulos rojos de carnero sin opsonizar y opsonizados con
IgG1(2C5), IgG2b (4F8), con IgG1 e IgG2b (2C5/4F8) y con anticuerpos policlonales (Pol), todos anti-
DNP, en macréfagos de la linea celular J774. Las fotografias se tomaron en un microscopio invertido a un
aumento de 40x, a los 45 min de estimulaciéon y después de lisar los eritrocitos sin internalizar. Se
observa la diferencia en la cantidad de eritrocitos internalizados con respecto al control. SE: Células sin
estimular; GRsens: glébulos rojos de carnero sélo sensibilizados; GRops: glébulos rojos de carnero

opsonizados.
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Figura 9. Microfotografias de la fagocitosis de
glébulos rojos de carnero opsonizados con
IgG1(2C5), 1gG2b (4F8), con IgG1 e IgG2b
(2C5/4F8) y con anticuerpos policlonales (Pol),
todos anti-DNP, en macrofagos de la linea
celular P388. Las fotografias se tomaron en un
microscopio invertido a un aumento de 40x, a los
45 min de estimulacion y después de lisar los
eritrocitos sin internalizar. Se observa la
diferencia en la cantidad de eritrocitos
internalizados con respecto al control. SE:
Células sin estimular; GRsens: glébulos rojos de
carmero sélo sensibilizados; GRops: gl6ébulos
rojos de carnero opsonizados.
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Figura 10. Microfotografias de la fagocitosis de glébulos rojos de carnero sin opsonizar y opsonizados
con IgG1(2C5), 1gG2b (4F8), con IgG1 e IgG2b (2C5/4F8) y con anticuerpos policlonales (Poi), todos
anti-DNP, en macréfagos derivados de médula 6sea de raton (Mf dMO). Las fotografias se tomaron en
un microscopio invertido a 20 y 40x de aumento, a los 45 min de estimulacion y después de lisar los
eritrocitos sin internalizar. Se observa la diferencia en la cantidad de eritrocitos internalizados con
respecto al control. SE: Células sin estimular; GRsens: globulos rojos de carnero sélo sensibilizados;

GRops: glébulos rojos de carnero opsonizados.
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Influencia del isotipo de IgG en la produccion de citocinas mediada por FcyR

1. Deteccion de IL-1B e IL-6 en sobrenadantes por el método de ELISA

Después de estimular durante 24 horas a los macroéfagos murinos con eritrocitos opsonizados
con IgG de distinto isotipo, o con LPS (E.coli serotipo 0111:B4 a 1ug/mL, como control positivo
de estimulacién), se recolectaron los sobrenadantes y se analizaron por ELISA para la
deteccidn de IL-1 e IL-6. Se construyeron las curvas estandar (figura 11) para interpolar los
valores de densidades 6pticas de las muestras en la curva. Las muestras de sobrenadante se
analizaron sin dilucion previa. Las muestras provenientes de estimulacién con LPS vy eritrocitos
opsonizados con IgGs anti-DNP policlonal de conejo se diluyeron 1:2, pues los valores de

densidad 6ptica estaban fuera del rango de la curva.

Aun cuando los ensayos de fagocitosis fueron satisfactorios, pues mostraron que los tres tipos
de células usadas son capaces de llevar cabo fagocitosis mediada por FcyR, la producciéon de
citocinas; en los sobrenadantes no fue detectable por ELISA para IL-1B ni en J774, ni en P388,
ni en macréfagos derivados de médula 6sea bajo ningln tratamiento. EIl sistema de deteccion
funciona adecuadamente, dentro de los limites de sensibilidad a los cuales esperabamos
obtener las concentraciones de citocinas en los sobrenadantes; ya que se ha reportado (Musso
et al., 2001) que en sobrenadantes de células J774 y estimulando con LPS a una concentracion
final de 1 ug/mL, se detectaron 300 pg/mL de IL-1B y >1.5 ng/mL de IL-6 a las 24 h de

estimulacion.

En nuestros ensayos sé6lo en los sobrenadantes de las células estimuladas con LPS se logro
detectar IL-6, tanto en las células J774, como en las células P388 y los macrofagos derivados
de médula 6sea. En las J774, ademas de las células estimuladas con LPS, también en los
sobrenadantes de los macréfagos estimulados con eritrocitos opzonizados con IgGs anti-DNP
policlonales de conejo se detectd IL-6; sin embargo en los sobrenadantes de las células
estimuladas con eritrocitos de carnero opsonizados con IgG1 o IgG2b, o bien opsonizados con
ambos anticuerpos, no se produjo una cantidad de IL-6 detectable ni a las 24 ni a las 48 horas
(los datos de las concentraciones de citocinas a las 48 y 72 horas no se muestran, ya que

fueron similares a los obtenidos a las 24 horas).

Pensando en que estimular a las células durante tanto tiempo con eritrocitos podria estar
afectando la viabilidad de las células y con ello su capacidad de producir citocinas, se probd

estimular con los anticuerpos adsorbidos a una placa de cuitivo en lugar de estimular con
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eritrocitos opsonizados y dejarlos 24 o 48 horas, pero los resultados fueron negativos también

(datos no mostrados).
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Figura 11. Curvas estandares de IL-6 (A) e IL-1B (B) para la determinacion de citocinas en los
sobrenadantes por el método de ELISA.
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figura 12. Produccion de IL-6 en macréfagos de la linea celular J774 estimulados con globulos rojos de
carnero opsonizados con distintos isotipos de IgG: IgG1(2C5), 1gG2b (4F8), con 1gG1 e 1gG2b
(2C5/4F8), con anticuerpos policlonales; todos anti-DNP, y con LPS E.coli serotipo 0111:B4 (1ug/mL).
Los sobrenadantes se recolectaron a las 24 horas de estimulacion y se analizaron por ELISA. Las
estrellas indican diferencia significativa en la concentracion de IL-6 en ng/mL con respecto al control, y
doble si la diferencia es con respecto a los isotipos de IgG, determinado a través de la prueba de Duncan
con P<0.05.
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Figura 13. Produccion de IL-6 en macréfagos derivados de médula 6sea de raton BALB/c estimulados
con globulos rojos de carnero opsonizados con distintos isotipos de IgG: 1IgG1(2C5), IgG2b (4F8), con
IgG1 e IgG2b (2C5/4F8), con anticuerpos policlonales; todos anti-DNP, y con LPS E.coli serotipo 0111:B4
(1pg/mL). Los sobrenadantes se recolectaron a las 24 horas de estimulacion y se analizaron por ELISA.
Las estrelias indican diferencia significativa en la concentracion de IL-6 en ng/mL con respecto al control,
determinado a través de la prueba de Duncan con P<0.05
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2, Deteccion de IL-6 y TNF-a por tincién intracelular

Como metodologia alterna para la deteccion de citocinas, empleamos la técnica de tincién de
citocinas intracelulares. Esta técnica incluye el uso de un inhibidor del transporte de proteinas
de secrecion, lo que pensamos ayudaria a la acumulacién de citocinas en el interior de las
células facilitando la deteccién de IL-6 y TNF-a. Para llevar a cabo esta determinacién se
realizaron estimulaciones por 5 horas de células J774 y P388, utilizando eritrocitos de carnero
opsonizados con IgG1, IgG2b, ambas subclases, e IgG policlonal de conejo, asi como LPS
(E.coli serotipo 0111:B4 a 1ug/mL) como control positivo de estimulacion. Se incluy6 un control
positivo de tincion (macréfagos de ratén positivas para IL-6 y TNF-a, entre otras citocinas, de
BD BioSciences, ver anexo). Se ley6 en un citometro de flujo FACScan BECTON DICKINSON,

mediante la tincidon de citocinas intracelulares, para IL- 6 y TNF-q.

De los tratamientos y células empleadas, Unicamente se observé sefial positiva en las J774
estimuladas con LPS tefidas contra TNF-o (figura 14 A). Para IL-6, ni las J774 ni las P388, con
ninguno de los estimulos empleados fueron positivas. Ninguna de las estimulaciones: con
eritrocitos opsonizados con 2C5, 4F8 u opsonizados con ambos, o bien con IgGs policlonales
de conejo anti-DNP, induce una cantidad de IL-6 o TNF-o detectable a las 5 horas de
estimulacion por tincién de citocinas intracelulares. En la figura 14B se presenta el histograma
de la tincion de TNF-a en células P388 estimuladas con LPS (E.coli serotipo 0111:B4 a

1ug/mL). En las figuras15 y 16 se presentan los histogramas para IL-6 de J774 y P388.
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Figura 14. Histograma de células J774 (A) y P388 (B) tefiidas para TNF-a. La linea negra corresponde a
células que no fueron ni estimuladas ni tefidas, la linea gris a las células sin estimular pero tefiidas (TNF-

a basal) y lalinea punteada es la fluorescencia de las células estimuladas con LPS.
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Figura 15. Histograma de células J774 (A) y P388 (B) tefiidas para [L-6. La linea negra corresponde a
células que no fueron ni estimuladas ni tefiidas, la linea gris a las células sin estimular pero tefiidas (IL-6

basal) y lalinea punteada es la fluorescencia de las células estimuladas con LPS.
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Capitulo 6

DISCUSION

Los diversos FcRs son capaces de mediar respuestas celulares similares; sin embargo, no se
ha definido claramente si los factores estructurales de los distintos isotipos de IgG pueden

afectar la activacion/intensidad de esas respuestas.

En este trabajo se observaron diferencias en la capacidad para mediar fagocitosis
asociadas a la subclase de anticuerpo usada para opsonizar los eritrocitos de carnero. La
subclase IgG1 es menos eficiente que la subclase IgG2b para mediar fagocitosis en las células
J774 y P388, mientras que en los Mfd MO la fagocitosis mediada por IgG1 es mas eficiente que
la IgG2 pero la diferencia no es estadisticamente diferente (figuras 5-10). Esto no se debe a
que cada subclase tuviera distinta afinidad por el hapteno, pues la constante de afinidad de los
anticuerpos de cada subclase para la unién con el hapteno es similar (K, = 4x10° M™); y al
analizar la interaccion entre eritrocitos opsonizados con cada subclase con la célula fagocitica

tampoco se encontraron diferencias (Garay, 2002).

Con el objetivo de aportar mas informacién al estudio de la participaciéon del isotipo en la
respuesta celular, en este trabajo ademas se analizé si existian diferencias cualitativas y/o
cuantitativas en la capacidad para estimular la produccién de citocinas proinflamatorias (I1L-1p,
IL-6 y TNF-o) que estuvieran relacionadas con la subclase de anticuerpo que media el estimulo

fagocitico.

Los resultados indican que aun cuando las células de las lineas celulares J774, P388 y
los MF dMO fagocitan eficientemente los globulos rojos de carnero opsonizados, el estimulo no
es suficiente para inducir la produccién de citocinas en una cantidad detectable ni por ELISA ni
por tincién intracelular. Asi, por ejemplo, la fagocitosis de los Mf dMO y de las células J774 de
eritrocitos opsonizados con IgG2b, que es mucho mas alta que la de eritrocitos sin opsonizar,
no indujo la produccion de IL-6, IL-1B ni TNF-o en cantidades detectables (figuras 12-15). Los
Mf dMO tienen la capacitad fagocitica mas alta de las células con las que trabajamos, a tal
grado que no es posible contar visualmente los eritrocitos internalizados a los 45 min (ni a los
30 tarnpoco, no se muestran las figuras pero también se ensay6 a ese tiempo) pues es tan alto
el numero de eritrocitos dentro del macréfago, que estos presentan la apariencia de moras
repletas, donde ya no es posible contar los eritrocitos internalizados (figura 10).

sorprendentemente ni ain en esos casos se detectaron IL-6 ni IL-13 (figura 13).
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Aunque en las distintas células estudiadas se lievdé a cabo el proceso de fagocitosis a
través de FcyRs, estimulando con eritrocitos opsonizados con IgG monoclonal, sélo se detectd
IL-6 en los sobrenadantes de las células J774 y Mf dMO estimuladas con eritrocitos
opsonizados con IgG policlonales anti-DNP preparados en conejo en la linea celular J774 y Mf
dMO.

Dado que no se logrd inducir producciéon de citocinas con los distintos isotipos de IgG
empleados, los resultados no son concluyentes con respecto de que haya o no diferencias entre
los isotipos 1gG1 y el 19G2b en la capacidad de estimular la producciéon de citocinas en los
macréfagos murinos J774, P388 y los derivados de médula 6sea. Sin embargo al estimular con
eritrocitos opsonizados con IgG anti-DNP policlonal de conejo si se detectd la produccion de IL-
6. Por lo tanto se sabe que las células con las que trabajamos son capaces de producir
citocinas a través de la agregacion de FcyRs.

Con base a estos resultados se propone que: a). la estructura generada de los agregados al
entrecruzar los receptores con un soélo isotipo de IgG de ratén, o bien sblo con los isotipos
probados, IgG1 e IgG2b, no reune las caracteristicas necesarias para inducir la produccion de
citocinas, lo que si consigue inducir la 1I9G de conejo; b). quiza ninguna de estas dos subclases,
ni opsonizando por separado, ni opsonizando la misma particula (IgG1/lgG2b), son capaces de
reclutar a los receptores necesarios para llevar a cabo la sefalizacibn que como punto final
induzca la produccion de citocinas, aun cuando la sefalizacién sea eficiente para promover
fagocitosis.

Las diferencias observadas entre la IgG de conejo y las IgG1 e IgG2b de ratdn en la capacidad
de inducir la produccion y secrecion de citocinas pudiera deberse a las diferencias que entre

ellas existen:

A. Diferencias en la flexibilidad rotacional. La |gG de conejo posee una flexibilidad rotacional
intermedia entre la IgG1, que es la mas rigida y la 1IgG2b que es la mas flexible de las 1gGs del
raton (Dangl et al., 1988). Quiz4 la flexiblidad requerida para llevar a cabo la senalizacion que
induzca la producciéon de citocinas sea precisamente una ni muy rigida ni demasiado flexible,
por eso la IgG de conejo si indujo |a sefial.

Para analizar la posibilidad de que las diferencias en la flexibilidad rotacional estén influyendo
en nuestros resultados, tomamos en cuenta otros trabajos, por ejemplo los reportes que existen
acerca de ensayos con el sistema IgE-FceRI (la inmunoglobulina E y el receptor de alta afinidad
para IgE) de células cebadas, en donde se analizd la movilidad rotacional de los complejos

anticuerpo-FceRI formados por distintos anticuerpos monoclonales especificos para la
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subunidad o del receptor. En estos estudios se encontré una relacion inversa entre la movilidad
del complejo FceRl-anticuerpo anti-FceRI y la secrecion de acido araquidénico y de leucotrieno
C4; es decir, los complejos FceRI-anticuerpo que presentaron mayor movilidad rotacional fueron
los menos eficientes para inducir secrecion y la produccion de acido araquidonico y de
leucotrieno C, (Ortega et al., 1989?%; Pecht, 1991). En 1988, Dangl y colaboradores reportaron la
existencia de una relacion directa entre flexibilidad rotacional y la eficiencia para inducir la
fijacion de complemento por moléculas de IgG, donde se comparan moléculas de IgG humanas,
de ratén y de conejo. En sus estudios, la IgG2b, que es la mas flexible, fila complemento mejor
que la IgG1, que es la mas rigida, y la IgG de conejo lo hace con una capacidad Intermedia.
Estos datos no nada mas ilustran que la movilidad rotacional de las IgGs tienen una influencia
en la activacion de funciones efectoras, sino que sugieren que la flexibilidad rotacional de los
anticuerpos influye de manera diferente dependiendo de la funcion efectora a llevarse a cabo.
En el caso de la induccién de produccion y secrecion de citocinas, la flexibilidad intermedia de
los agregados que se formen, pudiera ser critica para la induccion de la activacion de la via de
senalizacion.

Es posible que la flexibilidad esté afectando otros factores que se requieren para la
sefalizacién, como el traslado de los receptores agregados a las balsas lipidicas. Las balsas
lipidicas son regiones resistentes a la solubilizaciébn con detergentes, ricas en colesterol y
glucolipidos, considerados por muchos autores como el sitio de iniciacion y propagacion de los
eventos de sefalizacién. Se les ha estudiado en una gran diversidad de células, pero tienen
particular importancia en las celulas del sistema inmune. En las células no activadas las balsas
lipidicas flotan libremente, pero cuando las células se activan se forman “plataformas” que
llevan consigo a las proteinas que actuaran en la sefializacion (Brandenburg K et al., 2001).
Ejemplos de proteinas que se han encontrado en las balsas lipidicas incluyen al FceRlI, asi
como a FcyRs (FcyRIIA y FcyRIll); CD48 y CD58, que son moléculas de adhesién vy
coestimuladoras, respectivamente, y CD14, el receptor para LPS bacteriano (Brandenburg K et
al., 2003; Dykstra et al., 2003). Ademas se han encontrado en células estimuladas o en reposo
a las cinasas de la familia Src (que son las responsables de la fosforilacién de los ITAMs de los
FcRs) y las cinasas Syk, Lyn y Fyc, entre otras, que participan en la propagacion de la sefial de
activacion (Kwiatkowska et al., 2003). Se ha demostrado que algunos de las receptores de la
familia de los MIRRs como son el TCR, BCR, FceRI, FcaR, FcyRIIA y FcyRIIl son reclutados a
las balsas después del entrecruzamiento y fosforilacion catalizada por las cinasas de la familia
Src residentes en las balsas y/o relocalizadas de otros sitos vecinos a los receptores (Shenoy-
Scaria et al., 1993; Rodgers et al., 1994; Kabouridis et al., 1997; van't Hof y Resh, 1997,

47



Kwiatkowska et al, 2003). Kwiatkowska y colaboradores determinaron que para el caso del
FcyRIIA en células U937, el rearreglo de actina y la polarizaciéon de los receptores que permiten
la internalizacidbn de una particula depende de la presencia de las balsas lipidicas. Ellos
proponen que la fosforilacion en tirosina de los FcyRlla por las cinasas de tirosina de la familia
Src residentes en las balsas lipidicas activan la via de sefalizacion que controla el rearreglo del
citoesqueleto requerido para que el FcyRlla medie motilidad celular que genere la formacion de

pseudopodos y del fagososma.

Todos estos datos sugieren que: a). dado que se han encontrado a los FcyR en las
balsas después de la agregacion de los receptores, asi como a las cinasas que se encargan de
fosforilar los ITAMs de los FcRs y a las cinasas que siguen en la cascada de sefializacién, como
Syk; b). se ha determinado que la presencia de los agregados de los receptores y sus ligandos
en las balsas lipidicas es requisito para que se generen algunas de las actidades efectoras de
las células como la fagocitosis por ejemplo; c). la sefalizacidn no solo lleva al rearreglo de
actina necesario para la fagocitosis, sino que entre otras actividades celulares, lleva a la
activacion de factores de transcripcion como son AP-1 y NFkB, que son los que promueven la
transcripcién de las citocinas proinflamatorias estudiadas en este trabajo; nosotros proponemos
que factores estructurales y configuracionales de los agregados IgG-FcyR influya en el traslado
de estos agregados a esas zonas donde se amplifica la sefial y por lo tanto influyan en que se
active la via de transduccién necesaria para que se lleve a cabo la transcripcion de los genes

para IL-6, IL-18 y TNF-«, asi como a la secrecion de estas citocinas.

B. Diferencias en la afinidad. Se realizaron ensayos de rosetas con eritrocitos opsonizados
con IgG de ratén (IgG1 e IgG2b) y de conejo, y se determin6é que no habia diferencias entre la
capacidad de los macréfagos de la linea celular J774 de unir a través de FcyRs a los eritrocitos
recubiertos, y se probé ademas que entre isotipos, los anticuerpos anti-DNP se unen con la
misma afinidad al hapteno con que se sensibilizd a los eritrocitos (Garay, 2002). En este trabajo
no se determiné la afinidad de los anticuerpos por los FcyRs, pero el hecho de que no se
observaran diferencias en la formacion de rosetas entre las células P388 y J774 y GRc
opsonizados con los distintos isotipos de IgG de ratén y conejo; justifica que se piense que no
hay diferencias significativas en las afinidades entre los FcyRs y las 19Gs. Sin embargo, tal vez
el efecto que se observo, de que ni la IgG1 ni la IgG2b indujeron produccion de IL-6 y la IgG
policlonal de conejo si, puede deberse a que la IgG de conejo posee una mayor afinidad por su

receptor en el macréfago que las otras dos inmunoglobulinas lo que se traduce en una
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interaccién quiza mas intensa por que es mayor duracién, y al permanecer mas tiempo unida a
su receptor que en forma “libre”, se tiene por mas tiempo a los ITAMs fosforilados y a la
cascada completa amplificando esa sefial, por lo cual se favoreceria a la activacién de los
factores de transcripcion que promueven la expresion de los genes de citocinas

proinflamatorias, NFxB y Ap-1, entre otras funciones celulares de activacion.
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Capitulo 7

CONCLUSIONES

* En las lineas celulares J774 y P388, los anticuerpos de la subclase IgG2b son mas

eficientes que los anticuerpos de la subclase 1gG1 para mediar fagocitosis.

* En los macrofagos derivados de médula 6sea los anticuerpos de la subclase 1gG1 es
mas eficiente que la 1gG2b para mediar fagocitosis, sin embargo no hay diferencias

estadisticamente significativas.

= La IgG de conejo es la mas eficiente de las IgGs con que se trabajé para mediar
fagocitosis tanto en las lineas celulares J774 y P388 como en los macréfagos derivados

de médula 6sea.

* La fagocitosis de eritrocitos de carnero opsonizados con IgG no esta acoplada de una
manera lineal a la induccion de la producciéon de citocinas en las células J774, P388 ni

en macro6fagos derivados de médula dsea.

= En macréfagos derivados de médula 6sea y en la linea celular J774 la fagocitosis de
eritrocitos de carnero opsonizados con IgG de conejo induce la produccion de IL-6, pero
no es capaz de inducir niveles de IL-1B ni de TNF-a, que sean detectables por ELISA o

por citometria de flujo.

» El entrecruzamiento de los FcyRs con los isotipos IgG1 e 1gG2b no induce la produccion
y secrecion de las citocinas IL-6, IL-1B y TNF-a. en niveles detectables ni por ELISA ni
por citometria de flujo, cuando recubren a una particula por separado o cuando se
opsoniza con una mezcla de ellos, en las lineas celulares J774 y P388 asi como en

macréfagos derivados de médula 6sea.
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ANEXO

l. LINEAS CELULARES
J774: Son macroéfagos, obtenidos de ascitis de ratones hembra con linfoma BALB/cN. Son
células adherentes, con morfologia de macréfago. Expresan receptores para el componente 3
del complemento (C3) y FcyRI, entre otros. Para el desarrollo de este trabajo se descongelaron
células que se preservaban a —80 °C, que el laboratorio adquirié del ATCC.

P388: Macrofagos, obtenidos de ratones con linfoma. Son células adherentes, con morfologia
caracteristica de macréfago. Las células P388 con las que desarrollamos esta trabajo nos las
proporcioné la Dra. Beatriz Gémez, del departamento de Virologia de la Facultad de Medicina
de la U.N.AM.

L-929: Fibroblastos de tejido conectivo de ratén. Son adherentes, crecen formando una
monocapa, se despegan usando 1:10 de fripsina en medio de cultivo. Se duplican cada 21-24
horas. Las células L-929 con las que desarrollamos este trabajo nos las proporcion6 el Dr.
Alejandro Zentella, del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y de la Nutricion “Salvador
Zubiran”.

Il. MEDIOS

D-MEM y RPMI

Para 1 litro de medio D-MEM se disuelve el contenido de un sobre de medio en polvo en un litro
de agua desionizada, agregando 3.7 gramos de bicarbonato de sodio (NaHCO;). Se ajusta el
pH a 7.1, se esteriliza por filtracion y se guarda a temperatura ambiente y cubierto de la luz.
Para 1 litro de medio RPMI se disuelve el contenido de un sobre de medio en polvo en un litro
de agua desionizada, agregando 2.2 gramos de bicarbonato de sodio (NaHCO3), 6.0 gramos de
HEPES, 7.8 uL de B—mercaptoetanol (dilucién 1:100 en agua destilada). Se ajusta el pH a 7.2,
se esteriliza por filtracién y se guarda a temperatura ambiente y cubierto de la luz. Ambos
medios se dejan en prueba de esterilidad por lo menos 3 dias a temperatura ambiente.
Posteriormente estos medios se adicionaron con distintos componentes segln los
requerimientos de cada tipo celular y ensayo (ver anexo y tabla 4).

Tabla.4 Requerimientos de SFB de cada linea celular.
% de suero fetal bovino

Celulas con que se complementd Medio
J774 10 D-MEM
L-929 5 D-MEM
Mf dMO 10 D-MEM
P388 5 RPMI

D-MEM complementado al 5 6 10%

SFB 5610%
penicilina 100 U/mL
estreptomicina 100 pg/mL
L-glutamina 2mM

piruvato de sodio 1 mM
B-mercaptoetanol 50uM
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RPMI complementado
SFB 5%
B-mercaptoetanol 1:10° (v/v)

Medio de médula 6sea

D-MEM suplementado 66 %

sobrenadante de cultivo de células L-929 30 %
SFB 4 %

penicilina 100 U/mL

estreptomicina 100 png/mL

D-MEM complementado con EDTA
1 mL de EDTA 50x/50 mL de medio
concentracioén final: EDTA 0.01 M

EDTA 50x

48.6 g (0.5M) EDTA

ajustar a pH= 8.0 llevar a 250 mL con agua desionizada.
Esterilizar por filtracion en membrana de 0.22 um
Conservar a temperatura ambiente

D-MEM complementado con inhibidores de proteasas
D-MEM suplementado.
1 tableta de un cocktail de inhibidores de proteasas /10 mL de medio.

(Complete Mini, EDTA —free, 25 tablets, Cat. No. 11 836 170 001, ROCHE).

Esterilizado por filtracion con membrana de 0.22 um.

lll. AMORTIGUADORES

PBS 20 x

7.2 g NaH,PO4«H,0 (2.6 mM)

22 g NaHPQO, anhidro (7.74 mM)

0 55.4 g NaH,PO,4+12 H,0O

175 g Na Cl (0.16 mM)

Ajustar a pH=7.5 con lentejas de NaOH.
Aforar a 1L de agua desionizada.

DGVB*

0.25 g gelatina (calentar <45 ° C)

0.23 g barbital

12.5 g dextrosa

2.1gNaC

75 uL CaCl, 1M

25 ul MgCl, 1M

Ajustar a pH= 7.5 llevar a 500 mL con agua desionizada.
Esterilizar por filtracion en membrana de 0.22 pm.
Conservar a 4°C.
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ALSEVERS

10.25 g dextrosa

2.1 g NaCl

4 g citrato de sodio « 2H,0

0.275 g acido citrico « H,0

Ajustar a pH= 6-6.2 y aforar a 500 mL de agua desionizada.
Esterilizado por filtracién en membrana de 0.22 um.
Conservar a 4°C.

BORATOS

6.18 g (0.2 M) acido bérico

4.38 g (0.15M) NaCl

Ajustar a pH= 8.5 y aforar a 500 mL de agua desionizada.
Esterilizado por filtraciéon en membrana de 0.22 um. Conservar a 4°C.

IV. SOLUCIONES PARA ELISA

Solucién de bloqueo
sucrosa 5%

NaN3z 0.05%

BSA 1%

Disolver en PBS pH=7 4.

Solucién de dilucién (std., ab.det. y estrepPx)
BSA 1%
Disolver en PBS pH 7.4.

Solucion de lavados
Tween 20 0.05%
Disolver en PBS 1x pH 7.4.

V. SOLUCIONES PARA TINCION INTRACELULAR DE CITOCINAS

AMORTIGUADOR DE TINCION

PBS

1 % de suero fetal bovino inactivado

0.09 % (p/v) azida de sodio

Ajustar a pH= 7.4 —7.6 y filtrar en membrana de 0.22 um.
Conservar a 4°C.

SOLUCION FIJADORA
Paraformaldehido al 4 % p/v
Disolver en PBS pH 7.5.

Conservar protegida de la luz a 4°C

BD Cytofix/Cytoperm Plus™ Kit (con GolgiStop™).

125 mL Solucion BD Cytofis/Cytoperm (contiene paraformaldehido al 4% p/v en PBS).
100 mL Solucién BD Perm/Wash 10x (contiene saponina, diluir para su uso en agua destilada).
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0.7 mL de Solucion BD GolgiStop (contiene monensina, inhibidor del transporte de proteinas,

diluir 4 pL/6mL de medio de cultivo).
BDBiosciences, Cat. No. 554715.

CONTROL POSITIVO DE TINCION INTRACELULAR DE CITOCINAS

Macréfagos de ratdén estimulados en presencia de un inhibidor del transporte de proteinas,
fijadas pero sin permeabilizar, congeladas a —80°C en DMSO al 10% en SFB. MiCK-3: Mouse
intracellular CytoKine-3; positivas para [L-1«, IL-6, IL-12, MCP-1 y TNF-a. BD Biosciences, Cat.

No. 554654.

VI. ANTICUERPOS

A. PARA ELISA SANDWICH

# AntilL-1p biotinilado:

IgG anti IL-1p de raton, preparado en
cabra (R&D, Cat. No. BAF401).
PAN
IL-13: recombinante preparado en E.
coli (R&D, Cat. No. 401-ML).

.
K

Anti IL-10:
IgG preparado en hibridoma, anti IL-1p
de raton (R&D, Cat. No. MAB401).

B. Anticuerpos ANTI-DNP

\/

AntilL-6 biotinilado:

IgG anti IL-1B de raton, preparado en
cabra (R&D, Cat. No. BAF406).

IL-6: recombinante preparado en E.
coli (R&D, Cat. No. 406-ML).

Anti IL-6:
IgG preparado en hibridoma, anti IL-1p
de raton (R&D, Cat. No. MAB406).

a Policlonales de conejo anti-DNP: 1gG, purificados por cromatografia de afinidad en

columna de DNP-cefarosa, preparado en nuestro laboratorio.

a IgG1 de raton: Monoclonal anti-DNP, producido por el hibridoma 4F8. Purificado por

cromatografia de afinidad en columna de DNP-cefarosa, hibridoma 4F8, preparado en

nuestro laboratorio.

a /gG2b de ratén: Monoclonal anti-DNP, producido por el hibridoma 2C5. Purificado por

cromatografia de afinidad en columna de DNP-cefarosa, hibridoma 2C5, preparado en

nuestro laboratorio.

C. Anticuerpos para tincion intracelular de citocinas

a Anti-TNF-a: IgG1 de rata Anti-TNF-o contra TNF-a de ratén producido por el hibridoma

MP6-XT22, marcado con isotiocianato de fluoresceina (FITC). BD Bioscence, Cat. No.

554418.

o Anti-IL-6: |gG1 de rata Anti-IL-6 contra IL-6 de ratén producido por el hibridoma MP5-
20F3, marcado con ficoeritrina (PE). BD Bioscence, Cat. No. 554401.
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