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1. Abreviaturas

BCR: receptor de células B.

Btk: cinasa de tirosina de Bruton.

[Ca?"]; : concentracidn de calcio intracelular.

DAG: diacilglicerol.

ERK: cinasa regulada por sefiales extracelulares.

Fc: regidén carboxilo terminal del anticuerpo conocida como fragmento cristalizable.
FcR: receptor Fc.

FcyR: receptor para la porcién Fc de inmunoglobulina G (IgG).

FcyRI: clase | del receptor para la porcidn Fc de inmunoglobulina G (IgG).
FcyRIl: clase Il del receptor para la porcion Fc de inmunoglobulina G (IgG).
FcyRIIl: clase Ill del receptor para la porcion Fc de inmunoglobulina G (1gG).
Gads: proteina adaptadora relacionada Grb2.

GPI: glicosilfosfatidilinositol.

HB-EGF: unién a heparina EGF.

IgG: inmunoglobulina G.

IP3: inositol trifosfato

ITAM: secuencia de activacidn con tirosinas de inmunoreceptores.
ITIM: secuencia de inhibicién con tirosinas de inmunoreceptores

LAT: ensamblador de activacidn para células T.



MAPK: proteina cinasa activada por mitégeno.

NF-kB: factor nuclear kB.

PH: homdlogo de plecstrina.

PI3K: cinasa de fosfatidilinositol.

PIP,: fosfatidilinositol 4,5-bifosfato

PIP5: fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato

PLCy: fosfolipasa C gamma

PKC: proteina cinasa C

PMN: polimorfonucleares.

RNA: acido ribonucléico.

ROOC: canales de Ca®* operados por receptores.

SH2: region homdloga a src2.

SLP76: regidén de SH2 que contiene proteina de leucocito de 76 kDa.
SOOC: canales de Ca** operados por almacenamiento.
Syk: cinasa de tirosina de vaso.

TCR: receptor de células T.

Vav: factor intercambiador de nucléotidos de guanina.

VOOC: canales de Ca®* operados por voltaje.



2. Resumen

Los monocitos de humano expresan de manera constitutiva a la familia de receptores para la
porcién Fc de inmunoglobulina G (FcyR), la cual cuenta con tres clases de receptores FcyRl,
FcyRIl y FcyRIIl, con subclases FcyRl, FcyRIIA, FcyRIIB, FcyRIIC, FcyRINIA y FcyRINIB. Las vias de
sefalizacion que generan los FcyR han sido parcialmente caracterizadas, en general se
conoce que los FcyR son capaces de activar diversas respuestas celulares en leucocitos,
particularmente la fagocitosis, la produccién de sustancias inflamatorias y el incremento de la

[Ca*"].

A pesar de que los tres receptores expresados en monocitos, sean activados de manera
simultanea bajo condiciones fisioldgicas, no existen trabajos recientes que investiguen la
respuesta celular generada por la activacion de cada uno de los FcyR con respecto al

incremento en la [Ca®']..

Dentro de los segundos mensajeros que acttdan en la transduccién
de sefiales mediadas por FcyR, el incremento en la [Ca®];, es relevante para la fagocitosis. Por
ello, el objetivo de este trabajo es determinar si la activacion especifica de cada uno de los
FcyR, expresados en las lineas celulares de monocitos THP-1 y U937, induce un incremento

distinto en la concentracidn intracelular de calcio.

Mediante citometria de flujo, se observd que los monocitos THP-1, al igual que los U937,

expresan los receptores FcyRIly FcyRIl; mientras que el FcyRIll no se encuentra expresado en

estas lineas celulares. El incremento en la [Ca%];

fue analizado por espectrofluorometria
utilizando FURA-2/AM. En los monocitos THP-1 ambos receptores, tanto el FcyRl como el
FcyRIl, son capaces de inducir un incremento en la [Ca*];, siendo 2.7 veces mayor la
respuesta mediada por el FcyRIl. Mientras que en los monocitos U937 Unicamente el FcyRIl

2+]i-

es capaz de inducir un incremento en la [Ca En conclusidn, los FcyR expresados en ambas

lineas celulares poseen diferentes capacidades en cuanto a la activacion celular.



3. Abstract

The activation of FcyRs is critical in linking humoral and cellular immune response. The
interaction of FcyRs with 1gG antibodies, mediates several intracellular responses through
signaling cascades, including: phagocytosis, respiratory burst, degranulation, antibody-
dependent-cell-mediated cytotoxicity (ADCC), and citokine production. Signal transduction is

important to generate and regulate the immune response.

Monocytes are phagocytic cells that circulate in the blood and are present at high
concentrations; they constantly migrate into the tissues to complete their differentiation to
macrophages. Human monocytes constitutively express FcyRs familiy, which includes three

classes Feyl, Feyll y Feylll.

Cross-linking of FcyRs leads to the activation of tyrosine kinases, followed by the
phosphorilation and activation of PLC that forms IP3 as a second messenger, which in turns
participates in the mobilization of intracellular free calcium ([Ca®*])). Therefore, [Ca®"); is
considered an important reporter of signal transduction mechanisms, since the elevation of
this ion is relevant for phagocytosis. To examine the signal transduction pathways mediated
through FcyRs two human monocytic cell lines, THP-1 and U937, were used.

The expression of the FcyRs family in monocytes was detected by flow cytometry. Both cell
lines expressed FcyRI and FcyRIIA but neither of them showed FcyRIIIA. In order to evaluate if
each receptor was capable of inducing different signaling cascades; monocytes were
stimulated by cross-linking selectively each type of FcyR with specific mAbs, and [Ca®"];
elevation was then analyzed with fluorescent calcium measurements.

) elevation, in

Even though both receptors FcyRIl and FcyRIIA are capable of inducing a [Ca
the monocytic cell line THP-1, this calcium rise is higher when FcyRIIA is cross-linked. In

contrast, U937 monocytes are only capable of increasing the level of [Ca*']; when FcyRIA is



activated. These data clearly show that each FcyR, expressed in both cell lines, posses

different signaling capabilities.



4. Introduccion

4.1 El sistema inmunoldgico

El sistema inmunolégico esta conformado por un conjunto de tejidos, células y moléculas
involucradas en la defensa del organismo. La cooperacidon de estos elementos sirve para
proteger al individuo contra enfermedades y agentes infecciosos. Para ello debe existir
reconocimiento inmunoldgico, funciones efectoras del sistema inmunolégico y memoria

inmunoldgica.

El reconocimiento inmunoldgico se lleva a cabo mediante células del sistema inmunoldgico
innato, el cual provee una respuesta inmediata y poco especifica, y por los linfocitos del
sistema inmunoldgico adaptativo, el cual es un sistema tardio mds preciso. Para contener
y/o eliminar la infeccidn son necesarias las funciones efectoras del sistema inmunoldgico, las
cuales actuan mediante proteinas en sangre (complemento), anticuerpos y células del

sistema inmunoldgico (leucocitos) (Murphy et. al.; 2008).

La inmunidad adaptativa, es la respuesta montada por linfocitos especificos para un
antigeno. En la respuesta inmunoldgica adaptativa, los linfocitos contra un antigeno
especifico proliferan y se diferencian en linfocitos efectores que eliminan el patégeno. En el
proceso de eliminacion de un patégeno, el sistema inmunolégico adaptativo genera un
aumento en el nimero de linfocitos de memoria diferenciados lo cual permite una respuesta
mas efectiva y rapida en caso de reinfeccion. La memoria inmunoldgica es una caracteristica
Unica del sistema inmunolégico adaptativo y gracias a ésta los individuos pueden estar

protegidos contra enfermedades recurrentes (Murphy et. al.; 2008).

4.1.2 Células del sistema inmunolégico

Las células del sistema inmunoldégico denominadas leucocitos o glébulos blancos, se originan

de células hematopoyéticas pluripotenciales que se encuentran en la médula dsea. Estas



células pluripotenciales se dividen para producir dos linajes: el linfoide y el mieloide (Figura

1.).

Célula h yética pluri

Célula B

0o
‘
. " . <o >
CélulaB CélulaT Célula NK madura inmadura Célula Cebada (CC) Macréfago

- J AN )

CYE

Célula CélulaT Célula NK
plasmatica activada activada
. AN

Eritrocito

Figura 1. Diferenciacion de las células del sistema inmunoldgico. La célula hematopoyética pluripotencial da
origen a dos linajes el linfoide y el mieloide. El linaje mieloide da lugar a los granulocitos o células
polimorfonucleares (PMN). El precursor de las células cebadas (CC) no se conoce aln pero se sabe que
pertenece al linaje mieloide. Por su parte las células dendriticas son de origen tanto linfoide como mieloide; sin

embargo la mayor parte se originan del progenitor mieloide (Modificado de: Murphy et. al.; 2008).

El progenitor linfoide se desarrolla y diferencia en linfocitos T, linfocitos B y células asesinas
naturales (NK) del inglés natural killer. Los linfocitos T y B se distinguen de los otros
leucocitos por que cuentan con receptores de antigenos, y entre ellos por su sitio de
diferenciacién, los linfocitos T se diferencian en el timo y los linfocitos B en la médula désea.

Estos leucocitos se convierten en células efectoras cuando reconocen a un antigeno; en este



caso los linfocitos B se diferencian en células plasmaticas secretoras de anticuerpos y los

linfocitos T se diferencian en tres tipos funcionales (Murphy et. al.; 2008).

Las células T citotdxicas, se encargan de matar a células infectadas por virus o patégenos
intracelulares, las células T ayudadoras proveen sefiales adicionales que son esenciales para
activar a las células B y asi estimular la produccidn de anticuerpos, y las células T reguladoras
suprimen la actividad de otros linfocitos y ayudan a controlar la respuesta inmunoldgica

(Murphy et. al.; 2008).

El progenitor mieloide da lugar al resto de los leucocitos, a los eritrocitos (células rojas) y a
los megacariocitos, los cuales producen las plaquetas. Los leucocitos que se desarrollan del
linaje mieloide son los monocitos, las células dendriticas y los granulocitos. Dentro de estos
ultimos se encuentran los neutréfilos (también conocidos como células polimorfonucleares
PMN), los eosindfilos y los basoéfilos. Las células del linaje mieloide conforman la mayor parte

de los leucocitos de la inmunidad innata (Murphy et. al.; 2008).

4.1.3 Los monocitos

Después de los neutréfilos, los monocitos son las células del linaje mieloide presentes en
mayor concentracion en sangre. Por cada litro de sangre, el nUmero de monocitos varia entre
un 0.15-0.6x10°. Estas células fagociticas circulan en la sangre y constantemente migran a los

tejidos para completar su diferenciacién a macréfagos (Murphy et. al.; 2008).

La fagocitosis es el proceso mediante el cual las células ingieren particulas de gran tamafio,
normalmente con un didmetro mayor a 0.5um. Este proceso juega un papel esencial en los
mecanismos de defensa inmunoldgica a través de la captura, la destruccion de antigenos y

también contribuye en procesos inflamatorios (Garcia y Rosales, 2002).
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A pesar de presentar una respuesta fagocitica menor a aquella de los neutréfilos y
macréfagos; los monocitos se incluyen dentro del grupo de fagocitos profesionales
(Rabinovitch, 1995). Debido a su papel fagocitico, estas células son importantes en la

respuesta de la inmunidad innata.

4.2 Receptores Fc

Los receptores Fc (FcR) son una familia de moléculas de superficie celular que se unen a la
porcién Fc (fragmento cristalizable) de las inmunoglobulinas. Por ello también se les conoce
como receptores especificos para anticuerpos. Dependiendo del tipo de inmunoglobulina
gue reconocen; se les han clasificado de la siguiente manera: para los que reconocen
anticuerpos IgA se les denomina FcaR, para IgE se denominan FceR y para la IgG

denominados FcyR (Mora y Rosales, 2009).

La interaccion de los receptores Fc con anticuerpos, media numerosas respuestas celulares
importantes para contribuir con la respuesta del sistema inmunoldgico contra el organismo
invasor. Las cuales incluyen la fagocitosis, el estallido respiratorio, la liberacion de moléculas
microbicidas por degranulacion, la citotoxicidad dependiente de anticuerpos y la produccidn

de citocinas proinflamatorias (Garcia et. al.; 2009).

4.2.1 Los FcyR

Los receptores que se unen a inmunoglobulina G (IgG) se conocen como receptores Fc
gamma (FcyR); en humanos se han identificado tres clases de FcyR: FcyRI (CD64), FcyRlIl
(CD32) y FcyRIIl (CD16) (Figura 2.). Varios genes codifican para los FcyR en cada clase y se
localizan en el cromosoma 1 en q21-23. Tres genes A, By C existen para FcyRl y FcyRIl; y dos
genes Ay B existen para FcyRIll (Garcia y Rosales, 2002). Funcionalmente, los receptores FcyR

se pueden dividir en dos clases, los activadores y los inhibidores.
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Los activadores (FcyRla, FcyRlla, FcyRllla) presentan en su region intracitopldsmica secuencias
ITAM (secuencia de activacién con tirosinas de inmunoreceptores), que consisten en dos
pares de tirosinas y leucinas con una secuencia consenso Tyr-X-X-(Leu/lle)-X6—8-Tyr-X-X-
(Leu/lle), donde X denota cualquier amino acido. Se ha demostrado que ésta secuencia es
importante para la transduccidén de sefales (Sanchez-Mejorada y Rosales, 1998 b). Las
secuencias ITAM no sélo se encuentran en los receptores FcyR, sino también en otros
inmunoreceptores involucrados en la activacion de células del sistema inmune; como lo son:

TCR, BCR, FcaRl y el FceRI.

Distribucién de los FcyR en las células hematopoyéticas :

Monocitos Monocitos Macroéfagos Solamente  Monocitos
Macroéfagos Macréfagos Células neutréfilos  Macrofagos
Eosindfilos Neutrdfilos dendriticas Neutrdfilos
Células Eosindfilos Células NK Células dendriticas y cebadas
dendriticas Células dendriticas y Basofilos Eosinodfilos
cebadas Células cebadas Linfocitos T
Plaquetas Linfocitos B

Estructura % 2
| o o o o T
a-GPl
Y Y2
Nombre FeYRI FCYRIIA FeyRIIC FCYRINA FeyRINB FcyRIIB
Afinidad Alta Bajaamedia Bajaamedia Bajaamedia Bajaa media Baja a media

Figura 2. Familia de receptores Fcy en humano. Cuenta con tres clases de receptores FcyRI, FcyRIl y FcyRIll. Sus
isoformas se representan mediante letras mayusculas. Cada subunidad del receptor se representa con letras
griegas (o 0 y). Con respecto al tipo de sefiales iniciadas por cada FcRy, sélo existe un receptor, el FcyRIIB, con
cadena inhibitoria la cual contiene una secuencia ITIM (secuencia de inhibicion con tirosinas de
inmunoreceptores) en la region citoplasmatica (representado en rojo). A excepcién de los receptores FcyllA 'y
FcylIC; los FcRys activadores consisten de un ligando unido a una cadena a y una cadena y de transduccidn de
sefial, la cual cuenta con una secuencia ITAM (secuencia de activacion con tirosinas de inmunoreceptores). El
receptor FcyllIB se ancla a la membrana plasmatica por medio del receptor glicosilfosfatidilinositol (GPI), el cual

se encuentra expresado exclusivamente en neutréfilos. En la parte superior de la figura de cada receptor se
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mencionan las células hematopoyéticas que lo expresan, y en la inferior la afinidad de cada receptor por la IgG.

(Modificado de: Nimmerjahn y Ravetch, 2008).

Los receptores involucrados en la sefalizacidon negativa (FcyRIIB) cuentan con una secuencia
ITIM (secuencia de inhibicién con tirosinas de inmunoreceptores) (Mora y Rosales, 2009).
Esta secuencia se encuentra en la porcién citoplasmatica del FcyRIIB; una regidn pequefia
que consta de trece residuos de aminoacidos. Su secuencia consenso es (lle/Val/Leu/Ser)-X-
Tyr-X-X- (Leu/Val), donde X denota cualquier aminoacido. La secuencia ITIM, contiene un
residuo de tirosina y es necesaria para reclutar proteinas reguladoras con sefializacidn

inhibitoria (Nimmerjahn y Ravetch, 2008).

4.2.1.1 El FcyRI

A pesar de que en humanos se han identificado tres genes para el receptor FcyRl, sélo la
isoforma FcyRla es expresada en las membranas celulares; los RNA mensajeros de los genes
FcyRIB y C producen proteinas solubles. El receptor FcyRla se clasifica como receptor de alta
afinidad. Es un heterotrimero compuesto de una subunidad o la cual se asocia de manera no

covalente a un dimero de cadenas y (Ortega y Soto, 2007).

4.2.1.2 El FcyRIl

En humanos, existen al menos cinco isoformas del receptor FcyRIl (FcyRlla, FcyRllb1, FcyRIlIb2,
FcyRIIb3, FcyRlic) las cuales derivan de la maduraciéon del RNA de sus tres genes (FcyRIIA, By

C); y la isoforma FcyRlla Unicamente se expresa en humanos (Ortega y Soto, 2007).

Los FcyRIl son receptores de baja afinidad por la 1gG. Por ello presentan avidez por complejos
inmunes multiméricos. Las regiones extracelulares de todas las isoformas presentan dos
regiones tipo IgG. Las diferencias en la estructura de las porciones intracitopldsmicas de estos

receptores determinan su actividad activadora o inhibidora (Mora y Rosales, 2009).

13



En su region intracitoplasmica, los receptores FcyRll no tienen cadenas y asociadas. Las
isoformas activadoras, FcyRlla y FcyRllc, se expresan en células mieloides, entre ellas los
monocitos; y su cadena o dentro de su porcidn citoplasmatica contiene una secuencia ITAM.
La isoforma FcyRllb, cuenta con una secuencia ITIM; por lo que éste receptor regula

negativamente las funciones celulares como fue revisado por Rosales, 2007.

4.2.1.3 FcyRIll

Como fue revisado por Ortega y Soto, 2007; los receptores FcyRIll presentan baja afinidad y
dos regiones extracelulares de tipo IgG. El gen FcyRIIIA codifica una proteina transmembranal
(FcyRlIlla) asociada no covalentemente con un dimero de cadenas y. La asociacion con ellas es
necesaria para la expresién del receptor en la membrana celular. La via de sefializacién es a
través de su secuencia ITAM. El gen FcyRIIIB codifica para el receptor FcyRlllb, el cual no
cuenta con una region transmembranal y solamente se expresa en humanos. Este receptor
se encuentra anclado a la membrana mediante glicosilfosfatidilinositol (GPI), se expresa
Unicamente en neutrdfilos y sus mecanismos de transduccidon de sefial no se conocen con

claridad.

4.3 Seializacion celular mediante receptores FcyR

Los FcyR modulan la respuesta inmunoldgica por medio de cascadas de sefalizacion
intracelulares. El entrecruzamiento de los FcyR, inducido por los complejos inmunes o por
particulas opsonizadas con IgG, dispara los eventos bioquimicos que median la transduccidn
de sefal y la activacién celular.

El entrecruzamiento de los FcyR resulta en la colocalizacion de los mismos hacia las balsas
lipidicas, regiones de la membrana celular enriquecidas de colesterol y esfingolipidos

(Rajendran y Simons, 2005), junto con las cinasas de la familia de Src incluyendo a Src, Fyn,

14



Fgr, Hck, y Lyn, las cuales han sido identificadas en células fagociticas (Sanchez-Mejorada y

Rosales, 1998b).

Las cinasas de Src se encuentran de forma inactiva en la parte interna de la membrana
celular, cerca de las porciones citopldsmicas de los receptores. Cuando los FcyR son
agregados en las balsas lipidicas, entonces las cinasas de la familia Src pueden interaccionar
con ellos; fosforilando los residuos de tirosina de las secuencias ITAM del receptor. Las
principales cinasas de la familia de Src involucradas en la sefializacién por los FcyR son Fgr,
Hck, y Lyn. En el caso de los monocitos, se ha observado que Lyn y Hck son activados por los

receptores FcyRlla y FcyRllla (Ghazizadeh et. al.; 1994).

Como fue revisado por Mora y Rosales, 2009; los ITAM fosforilados se convierten en sitios de
unién para las regiones SH2 (region homodloga a src2) de la cinasa Syk (cinasa de tirosina de
vaso). La cinasa Syk, fosforila multiples sustratos que activan diversas vias de sefializacion
para llevar a cabo respuestas celulares especificas o cambios transcripcionales de genes
involucrados en la regulacion del crecimiento celular como lo son HB-EGF, ciclina D1, Fos y

p21 (Weinberg, 2007) (Figura 3.).

4.3.1 Seializacién mediante FcyR posterior a la activacion de Syk

La activacién de Syk genera la fosforilacién y activacion del complejo molecular de
sefialamiento formado por SLP76 (region de SH2 que contiene proteina de leucocito de 76
kDa) y LAT (ensamblador de activacion para células T), los cuales interaccionan por medio de
la proteina Gads (proteina adaptadora relacionada Grb2) (Bezman y Koretzky, 2007). En
monocitos LAT se encontrd constitutivamente asociada con la cadena de FcyR, esta unidn
podria explicar por qué SLP76 parece no ser requerida durante la sefializacion de FcyR en

monocitos (Tridandapani et. al.; 2000).
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Figura 3. Transduccion de seiiales de los receptores Fcy. La agregacidn de los FcyR por las IgG unidas a
antigeno inducen la activacion de las cinasas de la familia Src (lyn), fosforilando los residuos de tirosina de las
secuencias ITAM. Los ITAM fosforilados se convierten en sitios de unidén para las regiones SH2 de la cinasa Syk.
La activacién de Syk genera la fosforilacidén y activacién del complejo molecular de sefialamiento formado por
SLP76 y LAT, los cuales interaccionan por medio de la proteina Gads. Otras proteinas también son reclutadas,
entre ellas la PLCy, la cual genera dos segundos mensajeros: IP3 el cual causa la liberacion de calcio intracelular
[Ca2+]i y DAG quien activa a la PKC. La PKC activa a las cinasas p38 y ERK. Por su parte, la activacién de PI3K,
genera la produccidn PIP3; con ello activa a factores nucleares como NF-kB. La Btk activa a la GTPasa de Rac
guienes estan involucradas en la regulacién del citoesqueleto de actina. P representa un grupo fosfato, JNK

cinasa de Jun, IP3R receptor para IP; (Modificado de: Ravetch y Bolland, 2001).

Posterior al ensamblaje del complejo SLP76 y LAT, los eventos de sefializacién no se tienen
bien definidos. Sin embargo, se conoce que otras proteinas son reclutadas a este complejo,
entre ellas la fosfolipasa C (PLCy), la cual hidroliza a fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP,)

generando dos segundos mensajeros. Inositol trifosfato (IPs) el cual causa la liberacion de
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calcio intracelular [Ca*']; y diacilglicerol (DAG) quien activa a la proteina cinasa C (PKC)

(revisado por Rosales, 2007).

La PKC activa a las cinasas p38 y ERK (cinasa regulada por sefiales extracelulares) también
conocida como MAPK (proteina cinasa activada por mitégeno). La cascada de sefializacion de
la MAPK fosforila serinas y treoninas de proteinas reguladoras de genes, como Elk-1, Ets y
SAP-1 (Weinberg, 2007); por lo que se altera su capacidad para controlar la transcripcién de
los genes, produciendo un cambio en el patron de expresidén génica (Alberts et. al.; 2004).
ERK también tiene la capacidad de fosforilar diversos sustratos localizados en diferentes
compartimientos celulares; los cuales incluyen a: proteinas cinasas, proteinas efectoras de
sefializacion, receptores, proteinas de citoesqueleto y factores nucleares de regulacién
transcripcional (revisado por Ortega y Soto, 2007). ERK media la activacidon de factores
nucleares como Elk y NF-xf (factor nuclear kf3), los cuales son importantes para la expresion

de citocinas (Sanchez-Mejorada y Rosales, 1998a).

Es importante sefialar, que ERK también puede ser activado mediante la via de sefializacidn
de las MAP cinasas. La activacidén de estas cinasas involucra una activacidon de cascadas que
se compone de tres porteinas cinasas; las cuales actian en un relevo controlado mediante el
cambio a su forma activa a partir de fosforilacion. La unidn de ligandos a su respectivo
receptor celular induce la activacién de Ras, una proteina de unién a GTP monomérica. Ras
recluta a la MAP cinasa cinasa cinasa (Raf) a la membrana para su subsecuente activacion
mediante fosforilacién. La forma activa de Raf, fosforila y activa a la MAP cinasa cinasa
(MEK), que a su vez activa a la cinasa efectora MAP cinasa (ERK) (revisado por Ortega y Soto,

2007).
Por su parte, Syk induce la activacidon de otras enzimas como la cinasa de fosfatidilinositol 3

(P13K), la cual genera la produccién de fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato (PIPs) a partir de

fosfatidilinositol bifosfato (PIP,). El PIP; sefaliza desde la membrana celular sirviendo como
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sitio de anclaje para dominios PH (homdlogo de plecstrina) presentes en varias proteinas;
incluyendo a: la familia de tirosincinasas de Tec (Btk y Tec), factores intercambiadores de

nucléotidos de guanina (GEFs) para GTPasas pequefias (como Vav).

La Btk (cinasa de tirosina de Bruton) activa a la familia de GTPasas Rac, quienes a su vez
estan involucradas en la regulacién del citoesqueleto de actina (Ravetch y Bolland, 2001). Vav
activa a la familia de GTPasas de Rho, que incluye a Rho, Rac y Cdc42. La catdlisis por GEFs
(factores intercambiadores de nucléotidos de guanina), induce el intercambio de estas
GTPasas, mediante la transicién de la guanosina 5'- bifosfato (GDP) a la forma guanosina 5' -
trifosfato (GTP). Estas GTPasas son importantes en la reorganizacién del citoesqueleto
generando la formacion de filopodios y lamelipodios (Garcia y Rosales, 2002). A su vez el
PIP3, activa a factores nucleares como NF-KB quien activa ciertos genes para la codificacion

de proteinas involucradas en la defensa inmunolégica.

Dependiendo del tipo celular y de las sefiales de regulacién; las vias de transduccidn de seiial
mediadas a partir del acoplamiento de los FcyR con complejos inmunes, pueden llevar a
respuestas funcionales como: la produccion de citocinas, endocitosis, fagocitosis, estallido
respiratorio, degranulacién y la citotoxicidad mediada por células dependiente anticuerpo;
de esta manera la activacion de los FcyR modula la respuesta inmunolédgica (Sanchez-

Mejorada y Rosales, 1998b).

4.3.2 Calcio

La movilizacién de calcio en las células del sistema inmunolégico puede tener distintos
origenes: el medio extracelular, las reservas citosélicas (reticulo endopldsmico y mitocondria)
0 ambos mediante varios mecanismos. Existen diversos canales de calcio involucrados en su
movilizacidon desde el medio extracelular; los cuales incluyen: canales de Ca** operados por

voltaje (VOCC), canales de Ca** operados por receptores (ROCC), y canales de Ca®* operados
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por almacenamiento (SOCC). Estos ultimos se expresan de manera ubicua en la membrana
plasmatica y son activados en respuesta a la liberacién de calcio de las reservas
. 2+ . .

intracelulares. En estado de reposo, las [Ca“']; son muy bajas (100-200 nM); sin embargo el

2+]i

estimulo de las células induce un incremento drastico de [Ca llegando hasta

concentraciones de 1uM (Bootman et. al.; 2001).

Dentro de los segundos mensajeros que actuan en la transduccién de sefiales mediadas por
FcyR, el incremento en las [Ca¥];, es relevante para la fagocitosis. A pesar de que los
receptores FcyR pueden inducir un incremento en la [Ca*];i durante la fagocitosis, este

incremento parece estar asociado con las diferentes isoformas de FcyR.

Se ha reportado que en macrofagos la estimulacion de FcyRI o el FcyRll, inducen a un
incremento de las [Ca®']; mediado por la PLC (Choi et. al.; 1996). En el caso de células
dendriticas, se encontré que posterior al entrecruzamiento del FceRl el fosfato de
esfingosina, es el segundo mensajero responsable para el incremento en la [Ca**]; (Melendez
et. al.; 1998). De igual forma, fue reportado que para los monocitos diferenciados a
macréfagos, el incremento en la [Ca®*]; es mas prolongada (Choi et. al.; 1996). Por ello, el
segundo mensajero asi como el incremento en la [Ca**]; causado por la activacién de los FcyR
durante la fagocitosis, debe variar dependiendo del receptor particular involucrado vy el

estado de diferenciacién de la célula (Garcia y Rosales, 2002).

Durante la fagocitosis mediada por 1gG, el incremento de [Ca*']; es mayor en el citoplasma
que rodea a la copa fagocitica; por ello se considera que el incremento de la [Ca*']; es una
consecuencia directa de la sefalizacion mediante FcyR. De igual manera, el Ca®* es
importante para iniciar la depolimerizacion de actina alrededor de los fagosomas (Garcia y

Rosales, 2002).

19



4.3.3 Mediciones de [Ca*']; por Fluorescencia

Existen diversos indicadores para fluorescencia; FURA-2/AM es el indicador ejemplar para
excitacion dual, es decir a dos longitudes de onda. En cuanto a sus propiedades de
fluorescencia, FURA-2/AM se encuentra en el grupo de los indicadores excitados cerca de la
longitud de onda de luz ultravioleta (UV) que va de los 340 a 380 nm. Las propiedades
fundamentales de éste indicador, consisten en que su unién a Ca®* produce un cambio en la

longitud de onda ya sea en el espectro de emisién o excitacién (Hirst et. al.; 1999).

Los indicadores de Ca®*, son moléculas polares y por ello no pueden cruzar la membrana
celular. Sin embargo FURA-2/AM (AM: acetometil) (Figura 4.), que tiene esterificados sus
grupos carboxilos, los hace lipofilicos y puede ser introducido a la célula. Dentro de la célula
las esterasas que remueven grupos éster, dejan al indicador de Ca®* libre y con carga dentro

de la misma; en donde es capaz de unirse a Ca** (Simpson, 1999).

COOCH,0OCOCH; COOCH,0OCOCH4
COOCH,OCOCH, COOCH,0OCOCH,;
N
O. O
O

= CHs
N=—
X O

COOCH,OCOCH,

Figura 4. Formula semidesarrollada de FURA-2/AM. En su estructura se observan los grupos éster.

En condiciones donde las concentraciones de Ca** son bajas, FURA-2/AM muestra un

espectro de excitacién amplio entre los 300 y 400nm con un pico aproximado a 370nm;
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cuando hay unién a Ca** el pico de excitacidn incrementa en intensidad y también se mueve

hacia el espectro UV (Hirst et. al.; 1999).

La unién de Ca®* con FURA-2/AM producird un aumento en fluorescencia. La méxima
fluorescencia de FURA-2/AM se observa a una longitud de onda excitatoria de 340 nm, y su
emision a 510 nm. Mientras que, una disminucién en la sefial de fluorescencia se observara
cuando el indicador se excita a 380 nm, es decir en condiciones libres de Ca** (Figura 5.). Es
por ello que cuando FURA-2/AM es excitado mediante una sucesion rapida entre 340 y 380
nm, la razén entre las sefiales de emisidn puede ser utilizada para monitorear las
concentraciones de Ca®*; ya que la [Ca**]; es proporcional a la razén de fluorescencia entre

340/380 nm (Hirst et. al.; 1999).

En este sistema de monitoreo de la [Ca®];, la sefial de la razén no depende de Ia
concentracion de FURA-2/AM dentro de las células. Por ello, las variaciones en estos

parametros no afectaran a las estimaciones de [Ca®].
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(Unideades relativas de fluorescencia)

Intensidad de fluorescencia

Figura 5. Sefiales tipicas obtenidas de una lectura con monocitos THP-1, cargados con FURA-2/AM y excitadas
alternativamente a 340nm y 380nm. El estimulo de los FcyR ocasiona un aumento en la sefial de 340 nm (rojo:
FURA-2/AM unido a Ca2+) y un decremento en la sefial de 380 nm (verde: FURA-2/AM libre). La razén de

fluorescencia entre 340/380 nm se observa en azul.
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5. Antecedentes

Las vias de sefalizacidn que generan los FcyR han sido parcialmente caracterizadas, en
general se conoce que los FcyR son capaces de activar diversas respuestas celulares en
leucocitos, particularmente la fagocitosis, la produccidon de sustancias inflamatorias y el

incremento de la [Ca®* ];(Odin et. al.; 1991).

Estudios previos realizados en monocitos y neutroéfilos, activan a los FcyR con IgG policlonal
de humano. En algunos también se incluyen particulas opsonizadas con IgG, en su mayoria se
utiliza el zymosan (Floto et. al.; 1997 y Melendez et. al.; 1999). Estos trabajos han
contribuido enormemente al entendimiento de las vias de sefializacion intracelulares,
generadas a partir de la activacidn de los FcyR. Sin embargo, poco se sabe acerca del papel de

sefializacion que juegan las distintas isoformas de estos receptores.

Trabajos realizados en neutréfilos humanos sugieren que la expresion de diferentes
isoformas de estos receptores, no conllevan a una sefializacién redundante. En particular, se
ha observado que los FcyR presentan diferente potencial fagocitico en neutréfilos humanos
(Rivas et. al.; 2010). Asi mismo, en neutréfilos cada FcyR media la activacidn de factores

nucleares a través de diferentes vias de sefializacidon (Garcia et. al.; 2009).

En monocitos tres receptores se expresan de manera constitutiva, el FcyRI, FcyRIl 'y el FcyRIIL.
Sin embargo, a pesar de que los tres receptores expresados, son activados de manera
simultanea bajo condiciones fisioldgicas; no existen trabajos recientes que investiguen la
respuesta celular generada por la activacion de cada uno de los FcyR, con respecto al
incremento de la [Ca®* ]. Para abordar este problema, el presente trabajo estimula de
manera especifica a cada isoforma de los FcyR, expresados en dos lineas celulares de

monocitos, utilizando anticuerpos monoclonales para cada receptor.
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6. Justificacion

Dado que la activacién de los FcyR es la unién clave entre la respuesta inmunoldgica humoral
y celular; y esta interaccion media numerosas respuestas celulares por medio de cascadas de
sefializacion al interior de la célula, las cuales son importantes para generar y regular la
respuesta del sistema inmunolégico; incluyendo la fagocitosis, el estallido respiratorio, la
liberacion de moléculas microbicidas por degranulacion, la citotoxicidad dependiente de
anticuerpos y la produccién de citocinas proinflamatorias (Graziano y Fanger, 1987). Resulta
importante observar, si cada isoforma de FcyR se encuentra especializada para la activacién

de funciones celulares especificas.

De manera opuesta a la vision tradicional de los FcyR, en donde la funcion de todas las
isoformas es redundante, se han descrito cambios bioquimicos en las vias de sefalizacién de

distintas isoformas de FcyR (Garcia y Rosales, 2002).

En el caso de monocitos de humano se expresan de manera constitutiva tres clases de
receptores FcyRI, FcyRIl y FcyRIll. Por ello, resulta interesante determinar si las respuestas
celulares activadas por cada uno de estos receptores es responsable de diferencias en las vias

de sefalizacidn de estas células efectoras; en particular en el incremento de la [Ca®'].

7. Hipétesis

La activacion de cada una de las isoformas de los FcyR, expresadas en las lineas celulares de

monocitos U937 y THP-1, inducen el incremento de calcio intracelular a distintos niveles.
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8. Objetivos

8.1 Objetivos Generales

Determinar si la activacion especifica de cada uno de los FcyR, expresados en las lineas
celulares de monocitos THP-1 y U937, induce un incremento distinto en la concentracién

intracelular de calcio.

8.2 Objetivos Particulares

Determinar si las lineas celulares de monocitos THP-1 y U937 expresan la familia de
receptores de humanos para la porcién Fc de las inmunoglobulinas G, los cuales incluyen a

los receptores FcyRI, FcyRIl, FcyRIII.

Determinar si al estimular individualmente a los diferentes receptores FcyR (FcyRI, FcyRll,
FcyRIIl) en ambas lineas celulares, estos son capaces de inducir un incremento en la

concentracion de calcio citosdlico.

9. Métodos

9.1 Anticuerpos y Reactivos

Los siguientes anticuerpos fueron utilizados: anti FcyRl de humano (CD64) anticuerpo
monoclonal 32.2 (mAb 32.2), anti FcyRIl de humano (CD32) anticuerpo monoclonal IV.3 (mAb
IV.3), anti FcyRIll de humano (CD16) anticuerpo monoclonal 3G8 (mAb 3G8); provenientes de
hibridomas cultivados en el laboratorio del Dr. Carlos Rosales Ledezma (Instituto de
Investigaciones Biomédicas, UNAM, México D.F.). Anticuerpo F(ab’), de cabra conjugado con

FITC anti 1gG de ratdon (catdlogo No. sc-3699) de Santa Cruz Biotechnology. Se utilizé el
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anticuerpo de cabra F(ab')2 anti IgG de ratdén, este anticuerpo reconoce a toda la molécula
IgG (catdlogo No0.55468) de Cappel. Finalmente, Fura 2/AM (catdlogo No. 344905) de
Calbiochem (San Diego, CA).

9.2 Cultivo celular

Las lineas celulares de monocitos THP-1 y U937, se mantuvieron en medio de cultivo (RPMI-
1640, suplementado con 10% de suero fetal bovino, 2 mM glutamina, 50 U/mL de penicilina

y 50 pug/mL de estreptomicina), a 37°C en una atmésfera al 5 % en CO..

9.3 Citometria de Flujo

Las células se resuspendieron a una concentracién de 1x10° células/mL en solucidn
amortiguadora de fosfato salino PBS (0.14 mM de NaCl, 2.7 mM de KCl, 1.5mM de KH,PO, y
8.1 mM de Na;HPO4; pH de 7.2) adicionado con 0.5 % de albumina sérica bovinay 1 % de
sacarosa, se incubaron en bafio de hielo por 45 minutos con 10 pug/mL del anticuerpo
monoclonal correspondiente para cada receptor Fcy. Las células se lavaron tres veces
agregando 1mL de PBS adicionado y se centrifugaron a 5973.75 g, lo que representa 4500
rom durante 1 min, tras cada lavado. Las células se incubaron en bafio de hielo, por 45
minutos con 20 plL para monocitos U937 y 50 uL para monocitos THP-1, de una dilucién 1:50
del anticuerpo F(ab’), de cabra conjugado con FITC anti IgG de ratén. Posteriormente las
células se lavaron tres veces y finalmente se resuspendieron en 300 pL de paraformaldehido
al 1% en PBS. Finalmente fueron analizadas en un citémetro de flujo (FACSCan y FACScalibur

BECTON DICKINSON) y nuevamente analizadas con el programa FlowJo version 8.7.
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.7 . . 2
9.4 Incremento en la concentracion de calcio intracelular [Ca™];

9.4.1 Carga celular con FURA-2/AM

Los monocitos U937 y THP-1, se resuspendieron a una concentracién de 1 x 10® células/mL,
en PBS Ca’*/Mg”* (1.5 mM de calcio y 1.5 mM de magnesio en PBS). La suspensidn celular se
estabilizd a 37°C por 5 min, se afiadié 10 uM FURA-2/AM, y se incubd a 37°C por 5 minutos.
Posteriormente, la suspensién celular se diluyé 1:10 en PBS Ca®*/Mg** a 37°C ajustando a
una concentracién de 1 x 10 células/mL, , y se incubd durante 20 minutos a 37°C. Las células
se lavaron agregando PBS Ca®*/Mg”**a 37°C y centrigugando a 424.8 g, lo que representa 1200
rpom durante 4 min, a 37°C. Posteriormente, se resuspendieron en PBS CaZJ'/Mg2+ y se
incubaron 15 minutos a 37°C. Finalmente las células se lavaron y se resuspendieron en PBS

Ca®*-Mg”* a 4°C, ajustando a una concentracién de 5 x 10° células/mL.

9.4.2 Entrecruzamiento de los receptores FcyRI, FcyRIIA, FcyRINA

Las células previamente tratadas con Fura-2/AM, se incubaron por 15 minutos a 4°C, con 10
ug/mL del anticuerpo monoclonal correspondiente a cada receptor. Después se lavaron tres
veces agregando PBS Ca**-Mg”* a 4°C y centrifugando a 424.8 g, lo que representa 1200 rmp
durante 4 min. Las células se resuspendieron a una concentracién final de 1.2 x 10°
células/mL. Se colocaron 2mL de la suspension celular en una celda para
espectrofluorometro. Para realizar la estimulaciéon, se afadieron 40 pug/mL del anticuerpo

secundario; anticuerpo entrecruzador F(ab’)2 de cabra contra IgG de ratén (Figura 6.).
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Figura 6. Representacion del entrecruzamiento especifico de cada receptor. Se muestra cada uno de los
receptores asi como el anticuerpo monoclonal utilizado para cada uno. El anticuerpo entrecruzador fue F(ab’)2

de cabra contra IgG de ratén (Modificado de: Melendez et. al.; 1998).

9.4.3 Cambios en la [Ca**]; monitoreados mediante fluorescencia

Los cambios de fluorescencia fueron monitoreados con un espectrofluorémetro (PerkinElmer
LS55), la concentracién de calcio fue calculada con el programa PerkinElmer FL WinLab

(version 4.00.02).

9.5 Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron comparados mediante t de Student no pareada utilizando el
programa de computacién Prism Graph pad 5 para Mac OS X. Para denotar las diferencias
entre los datos que se consideraron estadisticamente significativos se utilizé la escala

"Michelin Guide" (Motulsky, 2010) (Tabla 1.).
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Simbolo Significado Valor de p

NS No significativo p >0.05
* Significativo p <0.05
ok Altamente significativo p <0.01
ook Extremadamente significativo p <0.001

Tabla 1. Uso de asteriscos para denotar significancia estadistica. Descripcion del uso de asteriscos por la escala

de "Michelin Guide" para denotar la significancia estadistica. Tomado sin permiso de: (Motulsky, 2010).

10. Resultados

10.1 Verificacidn de la expresion de FcyRI, FcyRIl, FcyRIll en las lineas celulares de

monocitos THP-1y U937.

10.1.1 Expresion de FcyRI, FcyRIl, FcyRIll en monocitos U937

Para confirmar la expresion de los receptores FcyRl, FcyRIl y FcyRIll en esta linea celular, las
células fueron incubadas con un anticuerpo monoclonal; el anticuerpo monoclonal (mAb)
32.2 (mAb 32.2), mAb IV.3, mAb 3G8 respectivamente. Posteriormente cada mAb fue
reconocido por un anticuerpo F(ab’)2 conjugado con FITC. La expresion del receptor se
detecté mediante citometria de flujo. Los monocitos U937 expresaron los receptores FcyRIy

FcyRIl; mientras que el FcyRIll no se encuentra expresado en esta linea celular (Figura 7.).
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Figura 7. Los receptores FcyRIl y FcyRIl se expresan en monocitos U937 mientras que el receptor FcyRIll no se

expresa. a. Region seleccionada para analizar a la poblacion de monocitos U937, segun la dispersién frontal de

luz (FSC-H) y la dispersidn lateral de luz (SSC-H) de las células; 10,000 monocitos fueron contados para producir

cada grafica. b. Histograma donde la abscisa es una escala logaritmica de la fluorescencia y la ordenada es el

nimero de células. Las lineas en la grafica indican: fluorescencia basal (rojo), expresion de FcyRl (azul),

expresion de FcyRll (verde) y expresion de FcyRIll (negro). Las lecturas fueron analizadas con FlowJo versién 8.7.

Esta grafica es un experimento representativo de 6 experimentos independientes.

10.1.1 Expresion de FcyRI, FcyRIl, FcyRIll en monocitos THP-1

En el caso de los monocitos THP-1, la expresion de los receptores FcyRI, FcyRIl y FcyRIll se

identifico con el uso de los anticuerpos monoclonales (mAb) 32.2 (mAb 32.2), mAb IV.3, mAb

3G8 respectivamente, y su posterior andlisis por citometria de flujo. Posteriormente cada

mAb fue reconocido por un anticuerpo F(ab’)2 conjugado con FITC. Los monocitos THP-1, al

igual que los U937, expresaban los receptores FcyRI y FcyRIl; mientras que el FcyRIll no se

encuentra expresado en esta linea celular (Figura 8.).
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Figura 8. Los receptores FcyRI y FcyRIl se expresan en monocitos THP-1, mientras que el receptor FcyRIll no se
expresa. a. Region seleccionada para analizar a la poblacidon de monocitos THP-1, segln la dispersion frontal de
luz (FSC-H) y la dispersion lateral de luz (SSC-H) de las células; 10,000 células fueron contadas para producir
cada grafica. b. Histograma donde la abscisa es una escala logaritmica de la fluorescencia y la ordenada es el
nimero de células. Las lineas en la grafica indican: fluorescencia basal (rojo), expresion de FcyRl (azul),
expresion de FcyRIl (verde) y expresién de FcyRIIl (negro). Las lecturas fueron analizadas con FlowlJo versiéon 8.7.

Esta grafica es un experimento representativo de 6 experimentos independientes.

10.2 Incremento de calcio intracelular [Ca®*]; mediado por la estimulacion de los

receptores de FcyRI, FcyRIl, FcyRIIL.

Los receptores FcyRI y FcyRIl se expresan en las lineas celulares de monocitos U937 y THP-1,
mientras que el FcyRIll no se expresa. Por este motivo, el FcyRIll fungié como control
2+]i

negativo en la evaluacién del incremento de la [Ca”"]; mediado por el entrecruzamiento de

estos receptores.
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10.2.1 Incremento de calcio intracelular [Ca®*]; en monocitos U937

Como esta establecido, la agregacidn de receptores Fcy conlleva al reclutamiento de tirosinas
cinasas y a la subsecuente fosforilacién y activacion de PLC; a partir de la cual se forma IP;
como segundo mensajero, que a su vez participa en la movilizacién de [Ca**'];. Con el fin de
investigar si ambos receptores expresados en los monocitos U937 incrementaban la [Ca**]; de
igual manera, se realizé un estimulo especifico para cada uno. Esto se logré mediante el uso
de anticuerpos monoclonales para cada receptor, el anticuerpo 32.2 para el FcyRl y el
anticuerpo V.3 para el FcyRIl. En los monocitos U937, no se observd un incremento en la

[Ca®* ] posterior a la agregacion de los receptores FcyRI (Figura 9.).

U937 entrecruzamiento de FcyRI

300-
250+
s 200+
[
& 150+
(0]
O,

0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250

Tiempo (segundos)

Figura 9. Entrecruzamiento de FcyRl en monocitos U937. Los monocitos fueron tratados con Fura 2/AM, y
tratados con el anticuerpo 32.2 contra FcyRI. La agregacidn del FcyRI se inicia en el segundo 60, al afiadir 40
pug/mL del anticuerpo secundario. La grafica es un experimento representativo de 10 experimentos

independientes
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Al contrario del FcyRl; el FcyRll, en los monocitos U937, si presenté un incremento en la
[Ca®*]; posterior a la agregacidn de estos receptores, con un A [Ca**] de hasta 120 nM con

respecto a su [Ca’']; basal (Figura 10.).
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Figura 10. Entrecruzamiento de FcyRIl en monocitos U937. Los monocitos fueron tratados con Fura 2/AM, y
tratados con el anticuerpo IV.3 contra FcyRIl. La agregacion del FcyRIl se inicia en el segundo 60, al ahadir 40
pug/mL del anticuerpo secundario. La gréfica es un experimento representativo de 15 experimentos

independientes.
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En los monocitos U937, al entrecruzar los FcyRIll, no se observd respuesta alguna con
respecto a la [Ca®"];, lo cual confirma los resultados obtenidos por citometria de flujo (Figura

11.).

U937 entrecruzamiento de FcyRllI
300
250+
200
150+

[Ca?*]1 nM

1004

0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250

Tiempo (segundos)

Figura 11. Entrecruzamiento de FcyRIIIA en monocitos U937. Los monocitos fueron tratados con Fura 2/AM, y
tratados con el anticuerpo 3G8 contra FcyRIIIA. La agregacidn del FcyRIIIA se inicia en el segundo 60, al afadir 40
pug/mL del anticuerpo secundario. La grafica es un experimento representativo de 3 experimentos

independientes.
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Estos resultados nos indican que a pesar de que los receptores estimulados se encuentran en
la misma linea celular; el flujo de [Ca** ]i es mediado Gnicamente por el FcyRIl. El analisis
estadistico, presenté un aumento altamente significativo en la [Ca®*]; mediado por el FcyRlI,

con respecto al FcyRI (Figura 12.).
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Figura 12. El FcyRIl moviliza [Caz+]i en monocitos U937. Se muestra la respuesta en la [Ca2+]i mediada por el
entrecruzamiento de receptores Fcy especificos utilizando anticuerpos monoclonales en monocitos U937. Esta
grafica representa la media de experimentos independientes para cada receptor, con 2.4 x 10° monocitos en
cada uno, las barras representan el error estandar. Los asteriscos denotan las diferencias estadisticas entre el

FcyRIly el FeyRl, ***(p < 0.0001). Para el FcyRI n= 10, FcyRll n=10y FcyRIIl n=3.
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10.2.2 Incremento de calcio intracelular [Ca®*]; en monocitos THP-1

De igual manera, para los monocitos THP-1 se realizé un estimulo especifico para cada
receptor. Esto se logré mediante el uso de anticuerpos monoclonales, el anticuerpo 32.2 para
el FcyRl y el anticuerpo IV.3 para el FcyRIl. En los monocitos THP-1, a diferencia de los U937,
se observé un ligero incremento en la [Ca®*]; a tiempos mas largos de la agregacion de los

receptores FcyRI (Figura 13.).
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Figura 13. Entrecruzamiento de FcyRl en monocitos THP-1. Los monocitos fueron tratados con Fura 2/AM, y
tratados con el anticuerpo 32.2 contra FcyRI. La agregacidn del FcyRI se inicia en el segundo 60, al afiadir 40
pug/mL del anticuerpo secundario. La grafica es un experimento representativo de 9 experimentos

independientes.
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Al igual que el FcyRI, el FcyRIl, en los monocitos THP-1, si presentd un incremento en la [Ca®"];
posterior a la agregacion de estos receptores, con un A [Ca®?*] de hasta 160 nM con respecto

a su [Ca®" ]; basal (Figura 14.).
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Figura 14. Entrecruzamiento de FcyRIl en monocitos THP-1. Los monocitos fueron tratados con Fura 2/AM, y
tratados con el anticuerpo IV.3 contra FcyRIl. La agregacion del FcyRIl se inicia en el segundo 60, al ahadir 40
pug/mL del anticuerpo secundario. La grafica es un experimento representativo de 9 experimentos

independientes.
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Por su parte, el FcyRIll en los monocitos THP-1, no se mostré respuesta alguna con respecto a

la [Ca®" ];, lo cual reafirma los resultados obtenidos por citometria de flujo (Figura 15.).
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Figura 15. Entrecruzamiento de FcyRIll en monocitos THP-1. Los monocitos fueron tratados con Fura 2/AM, y
tratados con el anticuerpo 3G8 contra FcyRIll. La agregacidn del FcyRIIl se inicia en el segundo 60, al afiadir 40
pug/mL del anticuerpo secundario. La grafica es un experimento representativo de 3 experimentos

independientes.
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Los resultados obtenidos muestran que en los monocitos THP-1 tanto el FcyRI como el

FcyRIl, son capaces de inducir una via de sefalizacidn que module el incremento de la [Ca®™]..

Mediante andlisis estadistico (t de student no pareada), se obtuvo que los niveles de [Ca®*];
mediados por el FcyRIl es mayor con respecto al FcyRI, esta diferencia es extremadamente

significativa (Figura 16.).
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Figura 16. El FcyRIl moviliza mas [Caz+]i que el FcyRI en monocitosTHP- 1. Se muestra la respuesta en la [Ca2+]i
mediada por el entrecruzamiento de receptores Fcy especificos utilizando anticuerpos monoclonales en
monocitos THP-1. Esta grafica representa la media de experimentos independientes para cada receptor, con 2.4
x 10° monocitos en cada uno, las barras representan el error estandar. Los asteriscos denotan las diferencias

estadisticas del FcyRIl con respecto al FcyRI, ***(p < 0.0001). Para el FcyRI n=9, FcyRII n=9 y FcyRIII n=3.
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10.2.3 Incremento de calcio intracelular [Ca“']; en ambas lineas celulares

Los resultados obtenidos indican que, aunque los receptores estimulados son los mismos en
ambas lineas celulares; las respuestas obtenidas son diferentes. Al comparar la respuesta
inducida por el FcyRI se observa que, los monocitos U937 no inducen respuesta mientras que
los monocitos THP-1 si logran inducir un incremento en la [Ca®']; la diferencia entre estos
receptores es extremadamente significativa. En el caso del FcyRIl ambos inducen un cambio
en la [Ca*]i. Sin embargo, en los monocitos THP-1 la diferencia en este cambio es
significativamente mayor con respecto a los monocitos U937, pues el FcyRIl incrementd los
niveles en la [Ca**]; 1.51 veces més en THP-1 gue en U937 (Figura 17.). De igual forma, en los

monocitos THP-1 el receptor FcyRIl incrementd 2.7 veces mas las [Ca®*]; que el FcyRI.
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Figura 17. Los receptores FcyRIl y FcyRIl movilizan mas [Caz+]i en monocitos THP- 1 que en U937. Se muestra la
respuesta en la [Ca2+]i mediada por el entrecruzamiento de receptores Fcy especificos utilizando anticuerpos
monoclonales en monocitos U937 y THP-1. Esta grafica representa la media, las barras representan el error
estandar. Los asteriscos denotan las diferencias estadisticas para el FcyRI entre los monocitos U937 y THP-1; y

para el FcyRIl entre los monocitos U937 y THP-1. Para el FcyRI ***(p < 0.0001) y para el FcyRIl ***(p = 0.0005 ).
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11. Discusion

En monocitos, la activacidn de los receptores Fcy es necesaria para el inicio de las cascadas
de sefalizacién, que daran lugar a los mecanismos de defensa. Los cuales incluyen: la
fagocitosis, el estallido respiratorio, la liberacion de moléculas microbicidas por
degranulacion, la citotoxicidad dependiente de anticuerpos y la produccion de citocinas
proinflamatorias (Graziano y Fanger, 1987). La visién tradicional de la respuesta mediada por
FcyRs, establece que es una respuesta redundante. Sin embargo, es posible que cada uno de
los FcyRs se encuentre especializado para la activacion de funciones celulares especificas

como las mencionados anteriormente.

Debido a que tres tipos de FcyRs se encuentran constitutivamente expresados en los
monocitos (FcyRl, FcyRIl y FcyRIll), ha sido dificil establecer las funciones iniciadas por cada

uno de ellos.

Se ha reportado evidencia de la inestabilidad genotipica y fenotipica que ocurre durante la
evolucién de una linea celular. Lo anterior, es resultado de variaciones genéticas y de las
condiciones del cultivo (Freshney, 1994). Existen dos razones principales para la variacién
genética de células en cultivo. La primera consiste en que la tasa de mutaciones espontaneas
in vitro es mayor, lo cual podria estar asociado a la tasa de proliferacion. La segunda consiste
en que las células mutantes no son eliminadas, a menos que su capacidad de crecimiento
esté comprometida. Por ello, las variaciones fenotipicas surgiran como resultado de la

variacion genética (Freshney, 1994).

Puesto que la variaciéon genética es fundamental para los procesos de adaptacion de las
especies al medio ambiente, no es sorprendente, que en células en cultivo ocurran procesos
similares. De este modo, se podria explicar la variacion fenotipica en cuanto a la expresién de

FcyRs, en las lineas celulares de monocitos U937 y THP-1.

41



En las dos lineas celulares de monocitos (U937 y THP-1) utilizadas, se analiz6 la activacién de
cada una de las isoformas de los FcyRs. Se determind si la activacion de las isoformas de los
FcyRs conlleva a cambios que puedan a su vez activar respuestas celulares en particular,
como la elevacién en la [Ca®']..

Determinamos la expresion de los FcyRI y FcyRIl en dos lineas celulares de monocitos U937 y
THP-1; a su vez también se determiné que ambas lineas no expresan el FcyRIll. Asi mismo, se
obtuvo que éstas células no modifican sus niveles de [Ca**]; por estimulacion del FcyRIII.
Estos resultados concuerdan con la expresidn de FcyRs reportada para monocitos THP-1 (Fleit
y Kobasiuk, 1991). De igual manera, la expresidn de FcyRs para monocitos U937 también es
consistente con estudios previos (Harris y Ralph, 1985 y Melendez et. al.; 1998), donde se

reporta que Unicamente los receptores FcyRI y FcyRIl se expresan en esta linea celular.

Existen evidencias experimentales en donde se utilizan eritrocitos de borrego opsonizados
con IgG para activar a los FcyRs de manera inespecifica, éstas reportan que la activacion de
estos receptores genera un incremento en la [Ca2+]i (Myers y Swanson, 2002). Asi mismo,
existen trabajos realizados en macrdéfagos derivados de la linea monocitica U937, en donde
se demuestra que la respuesta en la [Ca**]; cambia dependiendo del estado de diferenciacién
celular, estos trabajos estimulan a de manera inespecifica a los FcyRs con 1gG policlonal de
humano (Melendez et. al.; 1998). Sin embargo, en estos trabajos no se estudia la diferencia

en la respuesta celular iniciada por cada FcyRs con respecto al incremento en la [Ca®']);.

Los datos experimentales de este trabajo, muestran que en los monocitos THP-1, los niveles
de [Ca*']; se modifican de manera importante por el FcyRIl, y en menor grado por el FcyRI. Si
bien la activacidn del FcyRIl, en monocitos U937, genera flujos de [Ca**];, el cambio producido
por este receptor es menor que el observado en monocitos THP-1. Por su parte la activacidon

del FcyRI, en los monocitos U937, no contribuye en absoluto al incremento de la [Ca®'].. Estos
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resultados, indican que la respuesta montada por el FcyRIl no sélo es importante, sino

también distinta de la respuesta del FcyRI.

Los resultados de este trabajo indican que las lineas celulares de monocitos THP-1 y U937,
responden de manera diferente en cuanto al incremento de la [Ca®*]; ante la activacidn
especifica de sus receptores FcyR. Las sefales obtenidas en el incremento de la [Ca*];, no
sélo fueron diferentes entre las dos lineas celulares sino también varié con respecto al
receptor activado. Lo anterior sugiere que en ambas lineas celulares tanto el FcyRI, como el
FcyRIl cumplen roles no redundantes en la funcidn efectora de los monocitos. Esta idea se ve
reforzada por las observaciones realizadas en monocitos donde el FcyRI y el FcyRIl activan a
isoformas especificas de la PKC (Melendez et. al.; 1999 y Zheng et. al.; 1995). Otros estudios
realizados en monocitos THP-1, demuestran que existen diferencias en la via de sefializacidn
activada por los FcyR, que depende de la asociacion de cada isoforma con las cinasas Syk y
Src (Zhen et. al.; 2004). Lo anterior sugiere que distintas respuestas celulares son iniciadas

por cada isofroma de los FcyR.

La diferencia en la sefial de [Ca*']; inducida por el FcyRl y el FcyRIl; sugiere que estos
receptores ademas de no llevar a cabo funciones redundantes, llevan a cabo funciones
complementarias en la mediacién de sefiales inducidas por las clases de IgG presentes en el
organismo. Lo anterior, no significa que al montarse la respuesta inmunoldgica, ambos FcyRs
sean excluyentes, sino que cada receptor juega un papel especifico en la iniciacién de la
respuesta celular; en este caso el incremento en la [Ca®*]; se modifica de manera importante

por el FcyRIl, y en menor grado por el FcyRI.

El incremento en la [Ca®'], es sumamente importante dentro de las sefales montadas
durante la respuesta inmunoldgica, particularmente durante la fagocitosis. Existen trabajos
en donde se reporta que el incremento en la [Ca®*]; es mayor en la regién cercana a la copa

fagocitica que en el resto de la célula (Theler et. al.; 1995). También estudios sobre la
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dindmica de la actina, durante el proceso fagocitico, sugieren que los cambios en las [Ca®"];,
al controlar las redes de actina, controlan de manera indirecta el movimiento de granulos

durante la fagocitosis (Bengtsson et. al.; 1993).

Dentro de todos los segundos mensajeros, el Ca®* se ha considerado esencial para la
fagocitosis, al parecer la activacion de todos los FcyRs genera un incremento en la [Ca®"];
(Sdnchez-Mejorada y Rosales, 1998b). Los resultados de este trabajo muestran que en las
lineas celulares de monocitos U937 y THP-1, no todos los FcyRs son capaces de inducir un
incremento en la [Ca®']. Esto apoya la idea de que cada FcyRs inicia una via de sefializacion

especifica.

Previos trabajos (Melendez et. al.; 1998) han descrito que, tanto monocitos de la linea celular
U937 como macréfagos derivados de ésta, cultivados bajo condiciones y ambientes
diferentes generan respuestas heterogéneas ante un reto de complejos inmunes, es decir
ante antigenos opsonizados por anticuerpos. La diferencia que presenta este trabajo, es que
ambas lineas celulares fueron cultivadas bajo las mismas condiciones y ademads; los
receptores fueron activados a través de mAb especificos. Alun asi, las respuestas celulares
obtenidas al activar cada receptor fueron heterogéneas, pues no todos los FcyRs fueron

capaces de inducir una elevacion en la [Ca®].

Por su parte, la diferenciaciéon celular, genera un cambio fundamental en cuanto a la
naturaleza de la respuesta de los flujos de calcio (Melendez et. al.; 1998). En este trabajo no
se indujo una diferenciaciéon de las lineas celulares de monocitos U937 y THP-1 hacia
macroéfagos. Sin embargo, en futuros trabajos seria interesante evaluar si la diferenciacion

celular genera una diferencia en la sefial, dependiente de la isoforma del FcyR que se active.

Los resultados de este trabajo proveen evidencia directa de la diferencia en la sefal inducida

por cada receptor FcyR en las lineas monociticas THP-1 y U937. Mediante éstos, se muestra
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el papel especifico de cada isoforma de los FcyRs en el control de los niveles en la [Ca**].. En
donde la movilizacién de [Ca**]; mediada por los FcyRs, representa un elemento importante

en la optimizacion de las funciones dependientes de los FcyRs en monocitos.

Estas consideraciones, justifican la necesidad de realizar investigaciones en monocitos sobre
el papel particular que juega cada FcyR, en la respuesta mediada por IgG. Por ello, es
necesario realizar mas estudios para determinar si ademds de inducir sefales diferentes en
cuanto a los niveles de [Ca®'];; estos FcyRs modulan otras vias intracelulares de manera
diferencial; como la via de activacién de las MAP cinasas o factores nucleares de regulacién

transcripcional.

12. Conclusion

En conclusidn, las lineas celulares de monocitos U937 y THP-1 expresan el FcyRl, y el FcyRIl 'y
no expresan el FcyRIIl. Ademas, los dos receptores Fcy expresados en ambas lineas celulares
poseen diferentes capacidades en cuanto a la activacidn celular mediada por el incremento

en la [Ca®"].

En los monocitos THP-1 los receptores FcyRI y FcyRIl, son capaces de inducir un aumento en
la [Ca®"];, siendo mayor la respuesta mediada por el FcyRIl. Mientras que en los monocitos

2+]i-

U937 unicamente el FcyRIl es capaz de induce un cambio en la [Ca Estos resultados

sugieren que estos receptores no llevan a cabo funciones redundantes.
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