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Resumen

El LPS es un componente de la pared celular de bacterias Gram negativas e
induce la produccion de citocinas inflamatorias como TNF-a y otros mediadores
de la respuesta inmune innata. El complejo receptor para LPS en el monocito lo
conforman CD14, TLR4 (el receptor principal), MD2 y otras proteinas asociadas
como CD55, CD11b/CD18, CD47, proteinas de choque térmico HSP 70/90 y los
receptores para Fc de IgG (FcyRs) CD64, CD32 y CD16; estos dltimos se han
encontrado también en el complejo ya activado por LPS. Se sabe que complejos
mnmunes formados por IgG inducen la produccién de citocinas inflamatorias
mediante los receptores FcyRs, pero no se sabe lo que ocurre con IgG soluble que
no se encuentra formando complejos inmunes. Objetivo: Describir y valorar la
importancia de la IgG soluble (sIgG) en la producciéon de TNF-a inducido por LPS
en células monociticas humanas. Métodos: Hicimos un seguimiento temporal
de la produccion de TNF-oo en células monociticas humanas (células
mononucleares CD14+, células mononucleares adherentes y linea celular THP-
1) co-estimuladas con LPS + sIgG y con ligandos de TLR2 + slgG. Mediante
ELISA determinamos la produccion de TNF-o a las 12 horas; medimos la
acumulacion intracelular de TNF-a a las 5 horas usando citometria de flujo;
cuantificamos con qPCR el ARNm de TNF-a en la primera hora; medimos la
acumulacion intranuclear del factor de transcripcion NF-kB por citometria de
flujo en los primeros 30 minutos; determinamos la fosforilacion de NF-kBp65 y
la degradacién de IkB-a por Western Blot en los primeros 10 minutos; y
finalmente, inhibimos farmacolégicamente a las cinasas IRAK1/4 y SYK que
participan en la senalizaciéon de la produccion de TNF-a. Resultados: La

produccion de TNF-a en células monociticas humanas aumenta 30% al co-
estimular con LPS + sIgG comparado con estimular solo con LPS; lo cual no
sucedid al co-estimular con ligandos de TLR2 + sIgG y cuando se estimula solo
con la sIgG no se observa producciéon de TNF-a. La coestimulacion con LPS +
sIgG afect6 la via de senalizacion de NF-kB (aumento en la fosforilaciéon y
translocacion nuclear de NF-«Bp65 y la degradacion acelerada de IkB-a). El
aumento en el ARNm de TNF-a al coestimular con LPS + sIgG fue de 2.5 veces
comparado con estimular con LPS y uUnicamente en estos experimentos
detectamos efecto al estimular solo con sIgG, siendo este del 56% del ARNm de
TNF-a producido al estimular con LPS. La inhibicién farmacoldgica de las
cinasas IRAK1/4 y SYK suprimié el aumento en la produccién de TNF-a al
coestimular con LPS + sIgG.
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1. Introduccion

1.1. De la inmunidad innata y los receptores TLRs

El reconocimiento de los componentes moleculares propios y extranos es la
piedra angular de la respuesta inmune [1]. El reconocimiento temprano de
algunos microorganismos invasores por parte de las células del sistema inmune
se realiza principalmente a través de monocitos, macrofagos, células dendriticas
y neutrofilos que expresan receptores de reconocimiento de patrones o PRRs
capaces de reconocer patrones moleculares asociados a patégenos o PAMPs, que
estan presentes en los microorganismos [2].

Los PAMPs se caracterizan por ser practicamente invariantes entre clases
enteras de patdogenos y son esenciales para la supervivencia de los mismos. El
reconocimiento efectivo de los PAMPs por los PRRs constituye una parte
fundamental de la inmunidad innata, que se caracteriza por ser rapida, por no
requerir de una exposicion previa a los patégenos y desencadena complejas vias
de senalizacién que culminan en respuestas inflamatorias mediadas por varias
citocinas y quimiocinas que favorecen la erradicacion de los patdgenos en un
primer momento de la respuesta inmunitaria [3].

Se conocen cinco tipos de receptores PRRs (clasificados en base a su semejanza
estructural y funcional); los primeros en describirse y los que mas se han
estudiado son los receptores tipo Toll (TLRs) [4].

El grupo de receptores tipo Toll en humanos esta conformado por diez miembros,
cuatro de ellos se expresan intracelularmente en endosomas (TLR3, TLR7, TLRS8
y TLRY) y seis receptores son de membrana celular (TLR1, TLR2, TLR4, TLR5,
TLR6, TLR10) [5], su funcién combinada lleva al reconocimiento de muchos
PAMPs de microorganismos intracelulares y extracelulares.

La region citoplasmatica de los TLRs muestra una gran similitud con la de la
familia de receptores de interleucina 1 (IL-1) y a este dominio se le conoce como
dominio del receptor Toll/IL-1 (TIR), pero a pesar de esta similitud, las regiones
extracelulares de ambos receptores no estan relacionadas estructuralmente [6].

11



1.2. Del receptor TLR4 y el reconocimiento de LPS

El miembro mas estudiado de la familia de los TLRs es el receptor TLR4, el cual
reconoce a muchos ligandos diferentes, entre los mas estudiados se encuentran
los lipopolisacaridos (LPS) de bacterias Gram negativas, las cuales pueden llegar
a tener hasta 3.5 x 106 moléculas de LPS en su membrana externa [7].

La regién inmunogénica del LPS se denomina lipido A (reconocido por TLR4),
figura I-1, pero cuando el LPS esta anclado dentro de la membrana externa
bacteriana no se puede reconocer esta region. Cuando se libera el LPS a causa
del crecimiento o de la lisis bacteriana, el lipido A queda expuesto e inicia una
respuesta inmunitaria [8].

OH
0]
1
HO-P-0O 0 (o)
OH O NH 0
o 0 (0] (@) NHoo_ l? . O_
(0] OH
OH OH
3-0HC14 ¢ 3.0H
e €14 ., 3-OHC4
3-OH C14

Figura I-1. Estructura del lipido A de Escherichia coli. Region inmunogénica
conservada del lipopolisacarido LPS, considerado como uno de los PAMP mds potentes

que activan al sistema inmunitario innato. Imagen tomada de [7] que tiene licencia de
acceso libre Creative Commons CC BY 3.0 Caxm.
https:/ /creativecommons.org/licenses/by/3.0/deed.es

El reconocimiento de LPS en el lipido A comienza con su unién a la proteina de
unién a lipopolisacaridos (LBP), luego LBP cataliza la transferencia de LPS a
CD14 [9], que es correceptor de LPS; CD14 esta unido a la membrana celular a
través de un GPI (glicosil-fosfatidilinositol) y se expresa en monocitos,
macrofagos y leucocitos polimorfonucleares. CD14 se une a los complejos LPS-
LBP y debido a que carece de dominios transmembranales o citoplasmaticos, se
cree que no senaliza por si mismo, pero si potencia el reconocimiento de LPS [10].
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La activacion de vias de senalizacion la realiza el receptor TLR4 que se
encuentra a su vez en un complejo con la proteina de diferenciacién mieloide 2
(MD-2), observable en la figura I-2. Asi pues, el sistema membranal de
reconocimiento del LPS esta formado por el complejo multiprotéico CD14-TLR4-
MD-2, donde MD-2 es la proteina que se une directamente a la region homofébica
del fragmento de lipido A del LPS, figura I-1, y quedando la regién hidrofilica de
los grupos fosfato del lipido A hacia el receptor TLR4 [11-13].

Exterior de la célula
LBP p sz
I Membrana
Citoplasma

(i) (ii) (iii)

Figura I-2. Reconocimiento de LPS. El LPS se transfiere a MD-2 desde el complejo
de reconocimiento CD14-LBP-LPS (i), esto produce la conjugacion de LPS-MD-2 con
TLR4 (ii) lo que conduce a la dimerizacién de TLR4-MDZ2 y la formacién del complejo
TLR4-MD2-LPS (iii). Imagen tomada de [14] que tiene licencia de acceso libre Creative
Commons CC BY 3.0 ©=2a. https:/ /creativecommons.org/licenses/by/3.0/deed.es

Tras la uniéon de LPS al complejo CD14-TLR4-MD-2, se produce su dimerizacion
que conduce al reclutamiento de moléculas adaptadoras por medio de los
dominios TIR de TLR4, iniciando asi una cascada de senalizacién que activa al
factor de transcripcién nuclear kB (NF-kB) y conduce a la produccién de citocinas
proinflamatorias, como IL-6 y el factor de necrosis tumoral o o TNF-a, entre
muchas otras, dependiendo del tipo celular [15].

1.3. De las funciones de TNF-a

El factor de necrosis tumoral oo 0 TNF-a es una potente citocina proinflamatoria
que desempena un papel importante en el sistema inmunitario durante la
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inflamacién ya que ejerce efectos pleiotropicos como la proliferacion celular, la
diferenciacién y la apoptosis en varios tipos de células. Ademas, TNF-a tiene una
actividad citotoxica significativa que provoca la necrosis tumoral, también tiene
homologia estructural con la linfotoxina «o; y de estos dos hechos proviene el
nombre de TNF-a [16, 17] .

El TNF-a esta relacionado con la vasodilatacién, los edemas, la fiebre, la
adhesion de leucocitos, la produccién de especies reactivas de oxigeno y la
apoptosis [18, 19]. Sin embargo, la produccién inadecuada o excesiva de TNF-a
puede ser danina y se ha reportado que provoca enfermedades como la artritis
reumatoide, la enfermedad inflamatoria intestinal, la artritis psoriasica, la
psoriasis y la uveitis no infecciosa, entre otras; por lo tanto, el TNF-a puede
clasificarse como un factor clave en el desarrollo patolégico de estas
enfermedades e incluso paraddjicamente en la progresion de ciertos tipos de
cancer [20, 21].

El TNF-a se produce en grandes cantidades principalmente por monocitos,
macrofagos y neutrofilos; sin embargo, también lo producen muchos otros tipos
celulares como linfocitos B, células NK, células endoteliales, fibroblastos, células
del musculo liso, cardiomiocitos, osteoclastos, osteoblastos, astrocitos, células
dendriticas, células de la microglia, queratinocitos, adipocitos, células
adrenocorticales, células cebadas (que lo almacenan preformado en sus granulos)
y células mesangiales [22, 23].

1.4. De la produccion de TNF-a inducida por LPS

La producciéon de TNF-a se puede inducir por complejos inmunes, diversos
ligandos PAMPs, como los ligandos de los receptores TLRs y entre estos, el LPS
se considera como uno de los mas potentes inductores de la produccién de TNF-
o, también se puede inducir su producciéon por el propio TNF-o mediante los
receptores de TNF-a llamados TNFRs [24].

En la fase temprana de la respuesta a LPS (figura I-3), la sefializacién de su
receptor TLR4 depende de MyD88 (proteina 88 de respuesta primaria mieloide)
y hay evidencia que indica que es crucial para la expresion inducible de citocinas
proinflamatorias [25], se requiere que MyD88 se una a la proteina TIRAP
(proteina adaptadora que contiene dominios TIR) que es una proteina
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adaptadora que une a TLR4 con MyD88 [26]; esta union lleva a la activacion de
las cinasas IRAK-1 e IRAK-4 (cinasas 1 y 4 asociadas al receptor de IL-1) que a
su vez estimulan la actividad de ligasa de ubiquitina E3 de TRAF6 (Factor 6
asociado al receptor de TNF) [27, 28]. La actividad de ligasa de ubiquitina E3 de
TRAF6 induce su propia auto ubiquitinacién en Lys63 y asi conjuga las cadenas
de ubiquitina y otras moléculas de senalizaciéon que estan involucradas en la
activacion de una cinasa dependiente de ubiquitina llamada TAKI1 (cinasa 1
activada por el factor de crecimiento transformante 3, TGF-B) [29, 30].

Una vez activada, TAK1 forma un complejo con las proteinas TAB1, TAB2 y
TAB3 (proteinas 1, 2 y 3 de unién a TAK1) y activa, corriente abajo, a las cinasas
del complejo IKK (IKKa-IKKB-IKKy) que fosforilan a los IkBs (inhibidores de
NF-xB), lo que lleva a su respectiva degradacién por ubiquitinaciéon en Lys48 y
a la posterior activacion de NF-kB [31], que se transloca al ntucleo e inicia la
transcripcion de una gran cantidad de genes de citocinas proinflamatorias,
incluidos los que codifican para TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-12p40 y COX-2
(ciclooxigenasa 2) [32].

Ahora bien, ademas de activar NF-xB, TAK1 también fosforila y activa MAPKSs
(proteinas cinasas activadas por mitdégeno) como ERK (cinasa regulada por
senales extracelulares), JNK (cinasa de c-Jun N-terminal) y p38 que potencian
todavia mas la produccién de citocinas proinflamatorias mediante el factor de
transcripcion AP-1 (proteina activadora 1) [33, 34], véase la figura I-3.

Cabe mencionar que el factor de transcripcion NF-kB es una familia compuesta
por 5 proteinas: RelA (p65), RelB, c-Rel, p105/p50 (NF-xkB1) y p100/p52 (NF-
kB2), que se asocian entre ellas formando homo o hetero dimeros hasta un total de
unos 15 diferentes, de los cuales el heterodimero p65/p50 es el mas abundante e
mvolucrado en la senalizacién inducida por LPS [35, 36]. Estos dimeros, se
mantienen inactivos en el citoplasma por su unién a la familia de inhibidores
IxBs, de los cuales hay tres canodnicos: IkB-a, IkB-f e IkB-¢ que son
preferiblemente los blancos de la subunidad IKKp del complejo IKK y que se
unen a diferentes tipos de dimeros de NF-kB, siendo IkB-a el que esta mas
relacionado y mas estudiado con la via descrita previamente [37].
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Figura I-3. Vias de senalizaciéon de TLR4. En la fase temprana de la activacion de

TLR4, la via es dependiente de MyD88 y da como resultado la expresion de genes
proinflamatorios via NF-xB, también se activan las MAP cinasas ERK, Jnk y p38 que
aumentan la expresion de citocinas proinflamatorias ahora por el factor de transcripcion
AP-1. Por otro lado, la via independiente de MyD88 requiere del reclutamiento de TRIF
y TRAM que sucede posterior a la internalizacion de TLR4 en endosomas, lo que induce
la transcripcion de IFNs de tipo 1y genes inducibles por IFNs. Explicacion detallada en
el texto. Imagen tomada y modificada de [38] que tiene licencia de acceso libre Creative
Commons CC BY 4.0 C=2=. https:/ /creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.es

Por otro lado, en la figura I-3 también se puede observar la fase tardia de la
respuesta a LPS, ahora la senalizacion de TLR4 depende de TRIF (proteina
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adaptadora con dominios TIR inductora de interferén B), y que sucede posterior
a la endocitosis del complejo receptor de TLR4; esta via induce la transcripcién
de genes de interferones (IFNs) de tipo I y otros genes inducibles por IFNs, esta
via involucra el reclutamiento de las proteinas adaptadoras TRIF, TRAM
(proteina de membrana asociada a la translocacion) y TRAF3 (factor 3 asociado
al receptor de TNF) [39]; este reclutamiento lleva a la activacion de TBK1, que
es la cinasa 1 de union a TANK (activador de NF-xB asociado a miembros de la
familia TRAF) y también a la activacion de la cinasa IKKeg, en un mecanismo que
se cree que involucra la ubiquitinacion de TRAF3 y al reclutamiento dependiente
de ubiquitina de TBK1 e IKKe [40]. Las cinasas TBK1 e IKKg activadas luego
fosforilan al factor de transcripcion IRF3 (factor 3 regulador de interferdon)
provocando su dimerizacién, lo que conduce a la transcripcion de los genes de
IFN de tipo I, IFN-a e IFN-f [25].

Ademas de la activacion de IRF3, la via de senializaciéon de TLR4 dependiente de
TRIF activa a NF-kB a través de la estimulacion de RIP1 (proteina adaptadora
1 que interactua con receptores de cinasa) que se encuentra asociada con TRAF6
y que activa a TAK1 [2], véase la figura I-3.

1.5. De la inmunidad adaptativa y los anticuerpos

A diferencia de los receptores de reconocimiento PRRs que estan codificados en
el genoma, las respuestas inmunitarias adaptativas dependen de receptores que
se seleccionan a través de procesos azarosos de recombinaciéon somatica de una
gran variedad de segmentos de genes [41]. Las células del sistema inmunitario
adaptativo incluyen a los linfocitos T, efectores de respuestas inmunitarias
celulares que maduran en el timo, y los linfocitos B de la médula 6sea, que, al
activarse, proliferan y se diferencian en células plasmaticas, las responsables de
producir anticuerpos [42, 43].

La via de produccién de anticuerpos comienza cuando el receptor de unién a
antigeno de las células B (BCR) reconoce y se une a algin antigeno en su forma
nativa. Las células Th secretan citocinas como la IL-6, que ayudan al linfocito B
a multiplicarse y dirigir el tipo de anticuerpo que se producira posteriormente al
diferenciarse en células plasmaticas [43, 44].

Los anticuerpos secretados se unen a los antigenos en la superficie de los
patogenos, marcandolos para su destruccion a través de la activacion del
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complemento, la promocion de la fagocitosis por opsonizaciéon y la eliminaciéon de
los patdégenos por parte de las células efectoras inmunitarias como los monocitos,
macrofagos o células dendriticas entre otras, tras la eliminacion de los
patogenos, la cascada del complemento elimina los complejos antigeno-
anticuerpo [45].

Las células plasmaticas producen cinco tipos principales de anticuerpos o
inmunoglobulinas (Ig), que son: IgA (dimérica), IgD (monomérica), IgE
(monomérica), IgG (monomérica) e IgM (pentamérica y la primera en
producirse). En particular, la IgG es el principal anticuerpo producido durante
la respuesta inmunitaria secundaria, es el inico capaz de atravesar la barrera
placentaria, interviene en la neutralizacién de toxinas y virus, tiene la capacidad
de opsonizar (recubrir) antigenos e incluso patégenos completos para su
eliminaciéon por células fagociticas y puede fijar y activar al sistema del
complemento [46—48].

1.6. De la diversidad y estructura de los anticuerpos

La diversidad de los anticuerpos es una consecuencia de la configuracion
germinal de los genes que codifican las cadenas ligeras o pesadas de las
inmunoglobulinas, las regiones que codifican para las regiones variables estan
compuestas de dos o tres juegos de secuencias, que gracias a un proceso de
recombinacion genética dan origen a una combinacién particular, siendo las
regiones determinantes de la complementariedad (CDRs) las que hacen tnico a
cada anticuerpo, ya que estas regiones hipervariables son las responsables de la
especificidad de cada anticuerpo [49].

Los anticuerpos pueden ser escindidos por proteasas, como la papaina que rompe
la IgG en tres fragmentos, un fragmento Fc y dos fragmentos Fab idénticos [50].
Esta protedlisis permitié demostrar que la capacidad de reconocimiento se
encuentra en el fragmento Fab. Por otra parte, en el fragmento Fc se encuentra
la informaciéon para asociarse con moléculas efectoras como las del sistema de
complemento o su unién a receptores especificos denominados receptores Fc de
IgG (FcyRs) que son expresados en una diversidad de células efectoras del
sistema inmune permitiendo la fagocitosis de microorganismos o incluso recubrir
células completamente por complejos antigeno-anticuerpo [51].
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Los anticuerpos se componen de inmunoglobulina (Ig), la cual tiene una
estructura globular con dominios caracteristicos que asemejan una "Y" (~150
kDa), y es en realidad un tetramero que consta de dos cadenas ligeras (L, del
inglés light) y dos cadenas pesadas (H, del inglés heavy) [52], como se observa en
la figura I-4, que representa al isotipo IgG:

Sitios de unién de los antigenos

&

&
<\
Sitio de corte de la papaina

Sitios de unién a los componentes
del complemento o a receptores Fc

Figura I-4. Estructura de IgG. Los anticuerpos/inmunoglobulinas constan de dos
cadenas pesadas H (azul y carne) y dos cadenas ligeras L (verde y amarillo). Las dos

regiones de union al antigeno estan marcadas con un circulo: estan formadas por las
regiones variables en la punta del anticuerpo. Las cadenas pesadas tienen (empezando
del extremo N-terminal) un dominio variable (Vu), seguido de un dominio constante
(Cul), una regién de bisagra y dos dominios constantes mds (Cu2, Cu3). Las cadenas
ligeras tienen un dominio variable (Vi) y un dominio constante (Cr). Cada cadena pesada
estd unida a una cadena ligera por medio de un puente disulfuro, mientras que las dos
cadenas pesadas estan unidas por dos puentes disulfuro. Imagen tomada y modificada
de https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Antibody_basic_unit.svg que tiene
licencia de acceso libre Creative Commons CC BY-SA 4.0 S8

https:/ /creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0/deed.es

Las cadenas pesadas de los anticuerpos presentan una region variable que se
genera por la edicion de 3 juegos de secuencias denominadas: Vu, Du y Ju (V:
variable; D: diversidad; J: unién, del inglés junction). En cambio, la region
variable de las cadenas ligeras se genera por ediciéon de 2 juegos de secuencias:
VL y Jr. La combinatoria de estas secuencias permite generar cerca de 1010
combinaciones de diferentes secuencias variables.
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Esta diversidad se incrementa ain mas por procesos moleculares como la
hipermutacién somatica que altera la secuencia de la region hipervariable
anadiendo un nimero variable y azaroso de nucleétidos. Mas aun, la eficiencia
de cada anticuerpo se pone a prueba en los centros germinales donde se
seleccionan so6lo aquellos anticuerpos que poseen mayor afinidad por sus
antigenos. Todo esto genera una diversidad mucho mayor de la que se genera
por la simple recombinacion de las secuencias V, D y J (figura I-5).

Finalmente, es importante subrayar que estos eventos de recombinacién
genética e hipermutacion ocurren en células individuales que maduran y son
seleccionadas dando origen a una sola clona de célula plasmatica responsable de
generar un solo tipo de anticuerpo [53].
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Y Alineamiento de secuencias repetidas
Formacién de asas con secuencias intermedias
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Figura I-5. La diversidad de los anticuerpos. La diversidad de la regién
hipervariable en los anticuerpos se genera a nivel genémico e inicia por seleccionar uno
de los tres elementos V (variable), D (diversidad) vy J (unién, del inglés junction) a través
de un mecanismo de hibridacion, corte y ligamiento. Una vez que se seleccionan los dos

primeros elementos (Dul y Ju6) la recombinacion se repite para seleccionar un elemento
V(variable), en este ejemplo Vul. El resultado es un gen de la cadena pesada editado que
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presenta una combinacion VDJ particular. Cuando las células ingresan a los centros
germinales se introducen mutaciones en la region hipervariable. La seleccion del isotipo
de la region constante (“switch” de isotipo) se da por medio de un empalme alternativo,
en este ejemplo se selecciona el isotipo IgG1. De esta manera la misma combinacion
(Vul/Dgl/Ju6) puede emplearse para generar anticuerpos de cualquier isotipo [53].

1.7. Del estado conformacional de IgG

La IgG es el isotipo de inmunoglobulina dominante en infecciones cronicas y en
enfermedades autoinmunes mediadas por anticuerpos y se puede encontrar en
diferentes estados conformacionales, formando complejos inmunes, en forma
monomeérica o en multimeros.

Cuando la IgG se une a su antigeno, se forman complejos inmunes (IC) que se
unen a sus células efectoras que, dependiendo del antigeno, son insolubles (1IC)
o solubles (sIC) [54].

La composicion de los sIC depende de la cantidad de epitopos reconocidos por
IgG en una sola molécula de antigeno y la capacidad del antigeno para formar
multimeros. También se sugiere que los cambios en los tamanos de los sIC
impactan directamente en las respuestas de los Fc)Rs [55].

La abrumadora mayoria de estudios sobre los efectos de los anticuerpos estan
relacionados a su conformacion como complejos inmunes, y se han usado modelos
de agregacion por calor HA-IgG que simulan a los ICs [56].

Incluso, se creia que la activacién celular no se producia por la unién de
anticuerpos monoméricos, sino que dependia de la unién de multiples
fragmentos Fc de anticuerpos presentes solo en los complejos inmunes, que
entonces serian los activadores fisioldgicos de las células efectoras inmunitarias
innatas, aunque se sabia de la capacidad de union de IgG monomérica al receptor
de alta afinidad FcyRI o CD64 [57, 58].

Particularmente, se ha descrito que altas dosis de IgG intravenosa, que es
principalmente monomérica y no forma complejos inmunes, tiene efectos
antiinflamatorios, que aun siguen siendo investigados [59]. Por lo que el estado
conformacional de IgG se considera relevante y se sugiere que es distinto entre
complejos inmunes e IgG monomérica.
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1.8. De los receptores de Fc de IgG (FcyRs)

La afinidad y la especificidad de unién del dominio Fc para diferentes FcyRs esta
determinada por diferencias en la secuencia de aminoacidos de los subtipos de
IgG (IgG1-IgG4), asi como por la estructura y composicion glucosidica asociada
a Fc. Estos dos determinantes impulsan la diversificacion del dominio Fe, lo que
da como resultado dominios Fc de IgG con diferentes capacidades para acoplarse
y activar los diversos miembros de la familia FcyRs expresados por los leucocitos
efectores [60].

Los receptores de Fc se clasifican en los de tipo I y tipo II, segin el estado
conformacional del dominio Fc que interactia con el receptor. Los receptores de
Fc de tipo I interactiian con la conformacién abierta del dominio Fc, pero no con
la conformacién cerrada como lo hacen los receptores de Fc de tipo II [61].

Los FcyRs canonicos de tipo I humanos constituyen una familia formada por 6
miembros: FcyRI (CD64), FcyRIIa (CD32a), FeyRIIb (CD32b), FeyRIIe (CD32c),
FcyRIIla (CD16a) y FcyRIIIb (CD16b), figura 1-6. Estos receptores son capaces
de reconocer tanto IgG monomeérica como complejos inmunes de IgG asociados a
antigenos o asociados a la opsonizacién de microorganismos [58].

FcyRI FcyRlla FcyRIlb FcyRllc FcyRllla FcyRlllb

CD64 CD32a C32b CD32c CD16a CD16b
caden::q 1% ﬁ 3 i i ; GPI
contdn ITAM 1TIM

Figura 1-6. Los FcyRs humanos de Tipo 1. Los FcyRs humanos se dividen en tres
tipos: FcyRI, FcyRIIl y FcyRIII. Estos receptores se pueden agrupar por funcion (FcyRIIb

es el unico receptor inhibidor) o por afinidad por IgG (FcyRI es el tinico receptor de alta
afinidad). Imagen tomada y modificada de [62] que tiene licencia de acceso libre Creative
Commons CC BY 4.0 ©=2a. https:/ /creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.es
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La mayoria de los FcyRs (CD64, CD32a, CD32c y CD16a) pueden inducir sefiales
de activacién después de unirse a Fc de IgG porque los dominios intracelulares
de sus cadenas y tienen motivos de activaciéon llamados ITAM (motivo de
activacion de inmunorreceptor basado en tirosina) que son necesarios para la
senalizacion de los FcyRs. Las funciones mediadas por ITAM incluyen
fagocitosis, desgranulacion, citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(ADCC), secreciéon de citocinas y mediadores lipidicos, y producciéon de
superoxido, todo lo cual depende del tipo de célula y de las senales externas
inducidas por el ligando [63].

En el caso del receptor FcyRIIIb (CD16b), se expresa como una proteina anclada
a GPI y, por lo tanto, es incapaz de transducir senales; sin embargo, CD16b atun
tiene la capacidad de transducir senales de activacion luego del
entrecruzamiento del receptor, principalmente al asociarse y actuar
sinérgicamente con receptores activadores como CD32a [64, 65]. Por el contrario,
FcyRIIb o CD32b representa el tnico FcyR inhibidor, mediando la actividad de
senalizacion a través de un motivo inhibidor de inmunorreceptor basado en
tirosina o ITIM presente en su region citoplasmica, figura I-6 [66].

1.9. De las vias de senalizacion de los receptores FcyRs

La activacion de los FcyRs por complejos inmunes induce la agregacion de los
receptores, seguida de la activacion y el reclutamiento de cinasas de la familia
Src, como Lyn y Fyn, que inducen la fosforilacion de las tirosinas conservadas en
los motivos ITAM, que lleva a la activacién y reclutamiento de la tirosina cinasa
Syk. La cinasa Syk fosforila directamente a la proteina adaptadora SLP65 que
une y activa a varias proteinas involucradas en la respuesta celular, como la
fosfolipasa C gamma 1 (PLCy), la tirosina cinasa de Bruton (Btk) y la
fosfatidilinositol 3 cinasa (PI3K) [67, 68].

La hidrdlisis de fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2) por PLCy genera inositol
1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG) que conducen a la movilizaciéon de
calcio y la activaciéon de la proteina cinasa C (PKC), respectivamente. El flujo de
calcio y la activacion de PKC promueven respuestas celulares como la
desgranulacion y la produccion de citocinas. La PI3K cataliza la fosforilacion de
PIP2 en fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3) en la membrana plasmatica. Los
dominios de homologia de pleckstrina contenidos en proteinas como PLCy,
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proteina cinasa B (PKB/Akt) y Btk, se unen a PIP3, reclutandolos asi en la region
intracelular de la membrana celular y promoviendo su fosforilacién y activacion
(figura I-7, 1zquierda) [69, 70].

ITAM ITIM ITAMi

Complejos inmunes Coligacioén lg monomérica

[ BTK PLCy ‘ BLNK IRAK1
Ptdins l Ptdins “— TRAF-6
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l (B4P,  (345Ps T (45P, l
DAG l l
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MAPK / NF-xBR ~__
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Estallido respiratorio l
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Fagocitosis
ACTIVACION INHIBICION INHIBICION

Figura I-7. Vias de senalizaciéon de FcyRs. Izquierda: Proceso de activacion

dependiente de FcyRs con motivo ITAM (ejemplo, hFcyRIla) por complejos inmunes, la
cascada de sefializacion depende de las cinasas Syk y PISK que finalmente termina con
la produccion de citocinas/quimiocinas, liberacion de especies reactivas de oxigeno y los
procesos ADCC (citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos) y fagocitosis. En
medio: Proceso de inhibicion mediado por FcyRIIb con motivo ITIM por coligacion con
un receptor heterélogo (ejemplo, BCR) que induce el reclutamiento de fosfatasas (SHIP o
SHP) que inhiben las vias de sefializacion dependientes de PISK. Derecha: la activacion
de FcyR (ejemplo, hFcyRIIA) con dominio ITAM que inhibe la produccion de citocinas
mediada por LPS-TLR4. Explicacion detallada en el texto. Imagen tomada y modificada
de [70] que tiene licencia de acceso libre Creative Commons CC BY 4.0 S=2m.

https:/ /creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.es

La activacion dependiente de motivos ITAM pueden controlarse mediante el
receptor inhibidor FcyRIIb, tnico portador del motivo inhibidor ITIM. La
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inhibicién de la activacion celular por este motivo requiere la coligaciéon mediada
por complejos inmunes entre FcyRIIb y algin receptor activador como el receptor
antigénico de linfocitos B o BCR que promueve el reclutamiento de las fosfatasas
de inositol SHIP-1 y SHIP-2. Estas convierten PIP3 en PIP2, deteniendo asi las
vias mediadas por los FcyRs activadores (figura I-7, en medio) [66, 70].

Recientemente se ha identificado otro mecanismo inhibidor que involucra a los
propios motivos ITAM. De hecho, después de interacciones de ligandos de baja
avidez, los FcyRs que estan asociados a los motivos ITAM inducen senales
inhibitorias sostenidas sin coligacién con otros receptores, este mecanismo esta
involucrado en la homeostasis inmune [71]; al ser una sefial inhibitoria mediada
por ITAM, se le llama ITAMi al motivo. Se ha demostrado que varios receptores
de baja afinidad, como FcyRITA y FcyRIITA pueden funcionar como receptores
bifuncionales para inducir senales de activacion o inhibicién, una propiedad que
puede aprovecharse para reducir la susceptibilidad a enfermedades
autoinmunes e inflamatorias. La activacion de los FcyR que portan un motivo
ITAMi se asocian con un mecanismo de acciéon de IgG monomérica e induce
senales inhibitorias que implican la activacion y el reclutamiento de la fosfatasa
SHP-1 (figura I-7, derecha) [70, 72].

1.10. De la relacion entre TLR4 y FcyRs

En este trabajo evaluaremos los efectos de LPS y sIgG, y para el entendimiento
de estos efectos es necesario conocer de las interacciones entre la senalizacién de
sus receptores, TLR4 y FcyRs respectivamente. El control de la respuesta
inmune es muy complejo, se ha sugerido que las respuestas inmunitarias
adaptativas estan controladas por el reconocimiento del sistema inmune innato
y viceversa; en particular, los TLRs y los FcyRs son considerados importantes
reguladores de las respuestas inmunitarias [73].

Los receptores para LPS: CD14 y TLR4; y los receptores para Fc de IgG: CD64,
CD32a, CD32b y CD16 son parte de las proteinas que expresan las células del
linaje monocitico y en conjunto se consideran como marcadores de superficie de
estas células [58, 74], ademas existe evidencia de relaciones cruzadas entre las
vias de senalizacion de TLR4 y FcyRs. Es importante senalar que esa
comunicacion cruzada funciona a diversos niveles, desde la asociaciéon hasta la
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interaccion entre estas dos familias de receptores; a continuacion, mencionamos
algunos ejemplos de esto.

A nivel de asociacion de proteinas, se ha demostrado por la técnica de FRET
(transferencia de energia de resonancia por fluorescencia), que en el monocito en
reposo, CD14 se encuentra en balsas lipidicas asociadas a HSP70/90 (proteinas
de choque térmico 70 y 90), CXCR4 (receptor 4 de quimiocina CX) y GDF5 (factor
de diferenciacion de crecimiento 5) [75], CD55, CD47 y a los receptores FcyRs
CD64 y CD32; sin embargo, interesantemente cuando se agrega LPS al cultivo
celular, el complejo multiprotéico libera a CD47 e incorpora al FcyR CD16 y a
TLR4 [76, 77]. También se ha observado que el bloqueo de la dimerizaciéon de
TLR4 (necesaria para la senalizaciéon) anula la asociaciéon dependiente de LPS
con FcyRI o FeyRIIa en balsas lipidicas [78].

En otra serie de experimentos de asociacion de proteinas, se observé que los
receptores FcyRII y FcyRIII coinmunoprecipitan con TLR4 cuando se activan
macréfagos con LPS + complejos inmunes de IgG, indicando que los FcyRs
podrian estar haciendo heterodimeros con TLR4 [79]. También, la cinasa Syk,
involucrada en la senalizacion de los FcyRs, coinmunoprecipita con TLR4 en
monocitos, macrofagos y neutréfilos incluso sin haber estimulado con LPS, por
lo que algunos autores consideran ahora a Syk como parte constitutiva del
complejo TLR4, receptor de LPS [80].

A nivel de senalizacion, se ha reportado que el entrecruzamiento del receptor
CD16 en monocitos desencadena la expresion de citocinas como TNF-a, IL-6 e
IL-1B con los mismos elementos transduccionales que los que induce el LPS
mediante TLR4 [81, 82]. Adicionalmente, se tienen reportes de que complejos
inmunes de IgG con fibrinégeno citrulinado activan a FcyRIla y TLR4 en
macrofagos aumentando la producciéon de TNF-a [83].

En modelos experimentales de sepsis en ratones, la deficiencia de FcyRs permite
la sobrevivencia de los mismos, al disminuirse la produccién de citocinas
proinflamatorias inducidas por LPS mediante TLR4 [84].

A nivel clinico, se ha mostrado que el aumento de monocitos CD14+ CD16+
(correceptor de LPS y FcyRIII respectivamente) de pacientes con sepsis
aumentan la producciéon de TNF-a de manera sinérgica con TLR4 mediante el
aumento de la fosforilacion de la cinasa Syk (que es importante en la senalizacion
mediada por FcyRs) [85, 86]. En experimentos de hemoperfusién con fibras
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inmovilizadas de polimixina B (potente antibidtico que se une a LPS y lo inactiva
imposibilitando su uniéon a TLR4) reduce el numero de monocitos CD14+ CD16+
en pacientes con sepsis [87]. En pacientes con artritis reumatoide quiescente
FcyRIIb disminuye el efecto de las respuestas inducidas por TLR4 [88].

Por todos los estudios mencionados anteriormente, en el laboratorio entendimos
que existe una relacion estrecha entre el complejo receptor TLR4 y los receptores
FcyRs, esta relacion es necesaria para el planteamiento del problema de la tesis,
ya que en nuestros experimentos utilizariamos los ligandos de ambos grupos de
receptores, LPS e IgG respectivamente.
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2. Planteamiento del
problema

El efecto que tiene la IgG en el sistema inmunolégico es reportado en la literatura
principalmente por causa de los complejos inmunes de IgG, los cuales se
producen por la opsonizacion de diferentes estructuras celulares o,
artificialmente, formando agregados por calor o por inmovilizaciéon de
estructuras poliméricas de IgG recubriendo cajas de cultivo; y con respecto a los
complejos inmunes, se requiere necesariamente de la interaccion especifica de
IgG con su antigeno respectivo para formarlos [60, 89-91].

Varios estudios sugieren que la IgG que no forma complejos inmunes,
mayormente IgG monomérica, no tiene efecto en la transduccion de senales en
la mayoria de los receptores FcyRs (excepto para el receptor de alta afinidad
CD64), y que su mecanismo de accion, por ejemplo, cuando se utiliza en altas
concentraciones de manera intravenosa (IgG IV), en pacientes con enfermedades
autoinmunes, es saturando a los FcyRs de los leucocitos, impidiendo de esta
manera la unién de los complejos inmunes de IgG, que serian los verdaderos
responsables de la senalizacion [59].

En nuestro grupo de investigacion estuvimos interesados en estudiar las
funciones de IgG monomeérica, pero a falta de esta, utilizamos IgG soluble (sIgG,
preparada a partir de la sangre de miles de donantes sanos), principalmente
monomérica que, aunque contiene dimeros, no forma complejos inmunes y es
equivalente a IgG IV, que se usa clinicamente, pero considerablemente mas
barata. Habiamos observado en experimentos previos en nuestro laboratorio que
la sIgG aumentaba la produccién de TNF-a inducida por LPS, en contradiccion
a lo publicado en estudios realizados con la sIgG clinica, IgG IV [92].

Por lo cual iniciamos la primera fase de este estudio, que es descriptivo en su
mayoria y consiste en mostrar que sIgG modula la producciéon de TNF-a inducido
por LPS especificamente (y no por otros ligandos, como de TLR2), que no es un
artificio de las técnicas utilizadas, que es reproducible y que sucede en células
monociticas; lo cual realizamos mediante el analisis de distintos parametros
como la expresion, la transcripcién y la activacion de elementos transduccionales
clasicos de la via de senalizacion de TLRA4.
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3. Hipotesis

La IgG soluble (sIgG, preparada a partir de la sangre de miles de donantes sanos,
que se encuentra de forma monomérica y dimérica, pero no forma complejos
inmunes) es capaz de modular los niveles de producciéon de TNF-a inducida por
LPS de manera especifica (y no cuando la producciéon de TNF-a es inducida por
otros ligandos, como el ligando peptidoglicano de TLR2) en células monociticas
humanas provenientes de CMN de sangre periférica y linea celular THP-1, y que
el mecanismo de senalizacién esta relacionado con los receptores de Fc de IgG.

4. Objetivo general

Investigar la importancia de los anticuerpos IgG solubles en la produccién de
TNF-a inducido especificamente por LPS en dos tipos de células monociticas
humanas: CMN de sangre periférica y linea celular THP-1.

4.1. Objetivos particulares

e KEvaluar el estado conformacional de IgG (monomérica, dimérica o
complejos inmunes) en la solucion que utilizamos para los estimulos.

e Determinar el inmunofenotipo de receptores para LPS (CD14 y TLR4), del
receptor TLR2 (también induce la produccion de TNF-o) y para los
receptores de Fc de IgG (CD64, CD32 Y CD16) en las células monociticas
humanas CMN de sangre periférica y la linea celular THP-1.

e Comprobar que subpoblaciones de CMN de sangre periférica responden a
los estimulos de LPS y de sIgG.

e Realizar curvas de dosis-respuesta de produccion de TNF-a en respuesta al
LPS y a la sIgG en CMN de sangre periférica y linea celular THP-1.
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Evaluar si sIgG tiene efecto en la produccion de TNF-a inducida por
ligandos de TLR2 en células monociticas humanas de CMN de sangre
periférica y la linea celular THP-1.

Determinar el nivel de produccién de TNF-a en respuesta a LPS + slgG
en células monociticas humanas de CMN de sangre periférica y la linea
celular THP-1 por 2 metodologias distintas, detectando TNF-a en
sobrenadantes a las 12 h por ELISA y con citometria de flujo midiendo la
acumulacion intracelular de TNF-a a las 5h.

Determinar los niveles de transcripcion del gen de TNF-a y el
funcionamiento de la via de activacion del factor de transcripcion NF-«B,
al coestimular a la linea celular THP-1 con LPS + slgG.

Utilizar inhibidores farmacolégicos de cinasas involucradas en la
senalizacion de TLR4 (IRAK1 e IRAK4) o de los FcyRs (Syk y Akt) para
determinar si existen cambios en el fenotipo observado en la linea celular
THP-1 en respuesta al LPS y a la sIgG.
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5. Materiales y métodos

5.1. Condiciones generales

Las células, medios de cultivo celular, suplementos para el crecimiento celular,
reactivos y los demas materiales que se ocuparon en este trabajo fueron
manipulados en condiciones de esterilidad con guantes en un cuarto de cultivo

celular y utilizando una campana de seguridad biolégica de flujo laminar
(NuAire®, cat. NU-425-400; MA, USA).

Los medios y suplementos para el crecimiento celular junto con los reactivos
fueron almacenados segun las condiciones generales y de temperatura indicadas
por cada fabricante.

Los materiales ocupados de plastico eran nuevos y los de vidrio reutilizados,
estos ultimos se esterilizaban mediante presion en autoclave o gas en la Central
de Equipos y Esterilizacion (CEYE) del Instituto Nacional de Ciencias Médicas
y Nutriciéon Salvador Zubiran (INCMNSZ; CDMX, MEX).

Las células se cultivaron en una incubadora (NuAire®, cat. NU-4500; MA, USA)
con atmosfera humidificada y flujo de CO2 ajustado en forma automatica al 5%
y a 37 °C. Se usé el microscopio 6ptico para verificar la integridad de las células
con las que se trabajo.

El potenciometro para medir el pH de las soluciones amortiguadoras utilizadas
se calibro6 con dos soluciones patréon en el rango de pH que correspondiera, para
posteriormente esterilizarlas por medio de sistemas de filtraciéon estériles con
filtros de 0.22 pum.

Las micropipetas utilizadas fueron manipuladas en condiciones de esterilidad y

calibradas cada 3 meses por el Departamento de Ingenieria Biomédica del
INCMNGSZ.
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5.2. Determinacion del estado conformacional de sIgG

Se enviaron soluciones muestra de sIgG humana (Sigma-Aldrich®, cat. 14506;
MO, USA) y de IgG IV TEGELINE® (LFB Biomedicaments®, -cat.
103M2012SSAIV; Les Ulis, FRA) al laboratorio de Purificaciéon de Proteinas por
FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) e Identificacion de Proteinas por
Espectrofotometria de Masas de la Unidad de Servicios de Apoyo a la
Investigacion y a la Industria (USAII), Facultad de Quimica, UNAM; de donde
se obtuvieron los cromatogramas correspondientes.

La técnica ocupada en el USAII fue la cromatografia liquida de filtracion en gel
(SEC, por sus siglas en inglés) y se utiliz6 un equipo automatizado de
purificaciéon de Proteinas (cromatoégrafo de liquidos de baja presion FPLC, marca
AKTA de General Electric (GE), modelo Avant 25) y una columna Superdex 200
pg 16/600 de 100 mL (GE Healthcare, cat. 18-1156-96, USA) con un intervalo de
resolucion molecular de 10 a 600 kDa; la concentraciéon de la muestra fue de 1
mg/mL y se carg6é 1 mL con un flujo de 0.5 mL/min y se utiliz6 para la fase movil
las siguientes fases, Fase A2: agua (lavado de la columna), Fase Al: PBS para
sIlgG humana Sigma-Aldrich® y RPMI para IgG IV TEGELINE® (equilibrado
de la columna y elucion de la muestra) y Fase B2: etanol al 20% en agua
(almacenamiento de la columna).

5.3. Cultivo celular

Las células mononucleares (CMN) de sangre periférica se obtuvieron como se
describe mas adelante en el apartado 5.4 y se cultivaron en medio de cultivo
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 que se hidraté a partir de sobres
(Gibco®, cat. 17112959; MA, USA) y se suplement6 con 10% v/v de suero fetal
bovino, FBS (Gibco®, cat. 26140079; MA, USA) que se inactivé previamente por
calor a 56 °C durante 30 min.

Adicionalmente, el medio se suplementé con una solucién de
antibidtico/antimicotico (Gibco®, cat. 11570486; MA, USA) con 10,000 U/mL de
penicilina, 10,000 pg/mL de estreptomicina y 25 pg/mL de antimicoético
anfotericina B Fungizone®. Las células se cultivaron a una densidad inicial de
1x106 células/mL por 1 h, posteriormente se lavaron 3 veces con medio de
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crecimiento sin FBS para retirar las CMN no adherentes y se volvié a agregar
medio de crecimiento con SFB para continuar con los estimulos.

Por otro lado, la linea celular THP-1, que deriva de una leucemia monocitica
aguda, se compré a la American Type Culture Collection (ATCC® cat. TIB-202;
MD, USA) y se cultivé en RPMI-1640 suplementado con 10% v/v de suero fetal
bovino y con adicién de una solucién de antibidtico/antimicético de la misma
forma que para las CMN de sangre periférica descrita anteriormente y, siguiendo
con las indicaciones de la ATCC, ademas, el medio se suplement6 con 2 mM de
L-glutamina, 2.5 g/Li de glucosa, 1 mM de piruvato de sodio, 10 mM de HEPES y
0.05 mM de 2-mercaptoetanol.

El crecimiento celular se mantuvo a una densidad entre 0.1 y 1X106 células/mL
como maximo. Las células se alimentaron y se subcultivaron dos veces por
semana y se utilizaron solo hasta el pasaje 20 en cultivo.

Tanto las CMN de sangre periférica como la linea celular THP-1 se sembraron
en botellas de cultivo estériles de 75 cm? de plastico NUNC® (Thermo
Scientific®, cat. 156800; MA, USA) o placas estériles de plastico de 6, 12, 24 0 48
pozos Costar® (Corning®, cat. 10146810; NY, USA) dependiendo de si el objetivo
era el cultivo celular, o la experimentacién. Antes de cada experimento se verifico
la viabilidad de las células en el microscopio, mediante tincién con azul de
tripano.

5.4. Obtencion de CMN de sangre periférica

Se aislaron CMN (células mononucleares) de sangre periférica a partir de los
paquetes leucocitarios (buffy coats) presentes en fracciones de baja densidad de
unidades de sangre donadas al banco de sangre del Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutriciéon Salvador Zubiran.

Las CMN de sangre periférica se separaron por centrifugacion en gradiente de
densidad de Lymphoprep® (AXIS-SHIELD®, cat. AXS-1115758; Oslo, NOR) por
30 min a 400 x g en tubos de fondo cénico de 50 mL (Corning®, cat. 10509891;
NY, USA).
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5.5. Estimulacion celular

Las CMN de sangre periférica y las células THP-1 se sembraron a una densidad
de 5x105 células/mL en placas de 24 pozos Costar® y se estimularon con
diferentes concentraciones, en general 10 ng/mL, de LPS (ligando de TLR4) de
Escherichia coli 0111:B4 (Sigma-Aldrich®, cat. L2630; MO, USA), y con 10
ug/mL u otras concentraciones de sIgG humana (Sigma-Aldrich®, cat. 14506;
MO, USA), o con ambos estimulos a diferentes tiempos, desde 30 min hasta 12 h
dependiendo del experimento.

Antes de utilizar el LPS o sIgG para la estimulacion, y para evitar su agregacion,
se sonicaron ambas soluciones a 300 Hz durante 5 min en un sonicador con bano
de agua Bransonic® (Branson/SmithKline, cat. B-52; CT, USA).

Para algunos experimentos, tanto con CMN de sangre periférica como con células
THP-1, se utilizaron 2 ligandos diferentes de TLR2, el ligando sintético
Pam3CSK4 (InvivoGen, cat. tlrl-pms; CA, USA) y el ligando natural
lipofosfoglicano (LPG) de Leishmania major (donado por el Dr. Ingeborg Becker
de la Facultad de Medicina de la UNAM; CDMX, MEX); ambos se utilizaron como
estimulos a 1 pg/mL, tanto solos como en combinaciéon con 10 pg/mL de sIgG
humana.

Para los experimentos de tinciéon intracelular, tanto las CMN de sangre
periférica como la linea celular THP-1 se incubaron con los estimulos respectivos
y ademas con 10 ug/mL de Brefeldina A o BFA (Sigma-Aldrich®, cat. B6542; MO,
USA) durante 5 h.

Para los experimentos con los inhibidores farmacoldgicos de cinasas, las células
THP-1 se incubaron previamente con cada inhibidor por 1 h; con 5 uM del
inhibidor de IRAK 1/4 (Calbiochem®, cat. 407601; CA, USA) o con 0.71 uM del
inhibidor de Syk (Calbiochem®, cat. 574711; CA, USA) o con 0.73 uM del
ihibidor de Akt VIII (Calbiochem®, cat. 124018; CA, USA). Las concentraciones
utilizadas de los inhibidores se obtuvieron al escoger la inhibicién media
obtenida de las curvas de dosis-respuesta a LPS de cada uno de los inhibidores
mediante citometria de flujo o ELISA. Inmediatamente después de la incubacion
con los inhibidores, las células fueron estimuladas con los ligandos de TLRs solos
o combinados con sIgG humana.
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5.6. Marcaje de receptores de la superficie membranal y
deteccion intracelular de TNF-a para citometria de flujo

Monocitos humanos se purificaron a partir de CMN de sangre periférica por
seleccion positiva para CD14+ mediante perlas inmunomagnéticas de tecnologia
MACS (Milteny1 Biotec®, cat. 130-118-906; CA, USA) siguiendo las indicaciones
del fabricante.

Tanto para los monocitos CD14+ purificados de CMN de sangre periférica como
para las células THP-1, los receptores de la superficie membranal se marcaron
utilizando técnicas estandar con anticuerpos monoclonales murinos unidos a
fluoroforos que detectan proteinas humanas como se indica a continuacion.

Anti-hCD14-APC clona M5E2 (BD Pharmingen®, cat. 550376; NdJ, USA), Anti-
hTLR2-FITC clona TL2.1 (eBioscience®, cat. 14-9922-82; MA, USA), Anti-
hTLR4-PE clona HTA-125 (eBioscience®, cat. 14-9917-82; MA, USA), Anti-
hCD64-PE clona 10.1 (Biolegend®, cat. 305007; CA, USA), Anti-hCD32 FITC
clona FUN-2 (Biolegend®, cat. 303201; CA, USA) y Anti-hCD16-FITC clona 3G8
(BD Pharmingen®, cat. 560996; NJ, USA).

Para la deteccién de TNF-a intracelular, se incubaron las células CMN de sangre
periférica y las células THP-1 con BFA por 5 h, se permeabilizaron utilizando los
reactivos Cytofix/Cytoperm® (BD®; cat. BDB554714; CA, USA) segun las
indicaciones del fabricante e incubaron posteriormente durante 1 h a 4 °C con

cantidades saturantes del anticuerpo monoclonal murino Anti-hTNF-a-PE clona
MAb11 (BD Pharmingen®, cat. 559321; NdJ, USA).

Las células se lavaron y se fijaron en paraformaldehido al 1%. Se adquirieron un
total de 30,000 a 50,000 células por cada condiciéon en un citometro de flujo
FACSCalibur® (BD®, cat. 643271; CA, USA). Los graficos y el analisis de los
datos se realizaron utilizando los programas BD CellQuest Pro® (BD®, cat.
349226; CA, USA) o FlowJo® (BD®, cat. 9.9.6 release; CA, USA).
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5.7. ELISA para TNF-a

Después de estimular tanto las CMN de sangre periférica como la linea celular
THP-1 por 12 h, se obtuvieron los sobrenadantes libres de células, por
centrifugacion y lavado, y se almacenaron a 4 °C para posteriormente evaluar la
produccion de TNF-a por ELISA.

El TNF-a de los sobrenadantes se cuantific6 mediante un ensayo tipo sandwich
de ELISA (ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas) que se elaboré en el
laboratorio con anticuerpos de captura y deteccion de un kit de ELISA para

deteccion de TNF-a (Thermo Scientific®, cat. KAC1751; MA, USA) en placas de
96 pozos Costar® y con otros componentes que se tenian por separado.

Las placas se recubrieron durante toda una noche a 4 °C con 4 ug/mL de
anticuerpo de captura de TNF-a en PBS, se lavaron tres veces con una solucion
de PBS/BSA/Tween-20 y se bloquearon con SuperBlock® (Thermo Scientific®,
cat. 37515; MA, USA) durante 15 min a 37 °C y se volvieron a lavar con PBS-
BSA-Tween-20.

A las placas recubiertas con el anticuerpo de captura se les anadid, ademas de
los sobrenadantes recolectados, una curva de concentracién patréon de TNF-a
humano recombinante (R&D Systems, cat. 210-TA; MN, USA), y las placas se
incubaron por 2 h a 37 °C; después, las placas se lavaron e incubaron durante 1
h mas con 300 ng/mL de anticuerpo de detecciéon para TNF-o humano acoplado
a biotina.

Después del lavado, las placas se incubaron con fosfatasa alcalina (Sigma-
Aldrich®, cat. P7998; MO, USA) y esta reaccion se detuvo con una soluciéon de
NaOH 1 M.

Las placas se leyeron a 405 nm en un espectrofotometro con lector de placas
Multiskan® FC (Thermo Scientific®, cat. 51119000; MA, USA). El limite inferior
de sensibilidad de la técnica es de 15 pg/mL.
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5.8. Transcripcion reversa y PCR en tiempo real para la
valoracion de la expresion genética de TNF-a

Después de la estimulacion de las células THP-1, se extrajo el RNA total a los
diferentes tiempos evaluados empleando el reactivo de TRIzol® (Gibco®, cat.

15596; MA, USA) y se realiz6 la transcripcion reversa con un kit de sintesis de
cDNA (Thermo Scientific®, cat. K1621; MA, USA).

El cDNA fue utilizado para realizar una PCR cuantitativa en tiempo real con la
mezcla maestra qRT-PCR TagMan® (Applied Biosystems®, cat. 4444557; CA,
USA) y para el analisis de datos se usé el método comparativo AACt.

Las reacciones de PCR en tiempo real se realizaron en pozos duplicados de
acuerdo con el protocolo para ensayos de expresiéon genética TagMan® en un
sistema de PCR en tiempo real StepOnePlus® (Applied Biosystems®, cat.
4376600; MA, USA).

Se evalud el gen de TNF-a con secuencia Hs00174128 m1l con una sonda
TagMan® (Applied Biosystems®, cat. 4331182; MA, USA). Los valores de Ct
para el gen TNF-a fueron normalizados con el gen rRNA 18S eucariético con
secuencia X03205.1, de los controles enddgenos TagMan® (Applied Biosystems®,
cat. 4319413E; MA, USA).

5.9. Deteccion intranuclear de NF-xB p65 por citometria de
flujo

Para detectar la translocaciéon nuclear de NF-xB, se estimularon las células
THP-1 con LPS o LPS + sIgG y se buscoé la presencia de la subunidad p65 de NF-
kB al interior del nicleo.

Se estimularon 1x10¢ células THP-1 durante 30 min con LPS o LPS + slgG y se
centrifugaron (todas las centrifugaciones del método son con microcentrifuga a 4
°C) a 5,000 rpm durante 5 min.

Después de retirar el sobrenadante por completo, las células se congelaron
rapidamente durante 10 min en un bafo seco de hielo y etanol, y luego se lisaron
mediante la resuspension en 100 pl. de una solucién amortiguadora hipoténica
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(10 mM HEPES, 10 mM KCI, 1.5 mM MgCl2 y 1 mM de DTT recién anadido, pH
=17.9).

La integridad de los nucleos se evalu6 al microscopio mediante tincién con azul
de tripano Corning® (Thermo Scientific®, cat. 25-900-CI; MA, USA), y se observo
s1 los nicleos permanecian intactos, con forma redonda y tenidos de color azul.

Los nucleos se recuperaron mediante centrifugaciéon por 5 min a 5,000 rpm,
después se elimindé cuidadosamente el sobrenadante empleando una
micropipeta, los ntcleos se fijaron afnadiendo 100 pL de paraformaldehido helado
al 4% en PBS por 30 min e inmediatamente, los nicleos se marcaron para el
analisis por citometria de flujo o se mantuvieron a 4 °C para la tincién al dia
siguiente.

Después de la fijacion anterior, los nicleos se centrifugaron por 3 min a 5000
rpm y el sobrenadante se eliminé cuidadosamente con una micropipeta;
posteriormente, los nicleos se permeabilizaron resuspendiendo en 100 ulL de una
solucién helada de Triton X-100 al 0.1 % y paraformaldehido al 4 % en PBS.

Después de 10 min de incubacion en hielo, los nicleos se centrifugaron 3 min a
5,000 rpm y el sobrenadante se eliminé cuidadosamente pipeteando lentamente.
Luego, los ntcleos se bloquearon resuspediendo suavemente en 500 ul. de PBS
helado que contenia 4% de FBS y se incubaron durante 20 min en hielo.

Después, se centrifugaron por 3 min a 5,000 rpm y se resuspendieron en 100 pL
de FBS al 4% en PBS helado que contenia 2 ug/mL del anticuerpo policlonal
primario de conejo Anti-hNF-kB p65 (SC Biotechnology®, cat. sc-372; CA, USA)
e incubaron en hielo por 20 min; al finalizar, los nicleos se lavaron con 500 plL
de FBS al 4% en PBS helado y se mezclaron por los tubos por inversion y se
centrifugaron a 4,500 rpm durante 1 min mas.

Después de una cuidadosa eliminacion del sobrenadante, los ntcleos se
resuspendieron en 100 puL. de FBS al 4% en PBS helado que contenia 1 pl. de
anticuerpo policlonal secundario de cabra Anti-IgG de conejo conjugado con FITC
(Jackson ImmunoResearch®, cat. 111-095-003; MD, USA) y se incubd con los
nucleos durante 20 min en hielo.
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Después de un lavado final como en el paso anterior, ahora los nucleos se
resuspendieron suavemente en 400 pul. de PBS helado que contenian 1% de
paraformaldehido y se analizaron mediante citometria de flujo.

5.10. Western Blot

Células THP-1 cultivadas en placas de cultivo Corning® de 10 mm de diametro
(Corning®, cat. 10556661; NY, USA) fueron sembradas a razén de 3x106
células/placa) se estimularon con LPS, sIgG o ambos y luego, en puntos de tiempo
predeterminados, las placas con las células se colocaron en hielo durante 5 min
y se centrifugaron a 400 X g durante 5 min seguido de lisis celular.

Los extractos celulares se obtuvieron por lisis en una solucion amortiguadora de
RIPA (0.1% deoxicocolato de sodio, 1% Nonidet-P40, 0.1% SDS en PBS, pH 7.3,
con inhibidores de proteasas) seguido de centrifugaciéon a 400 X g 5 min.

La concentracion de proteina se determindé mediante ensayo de Bradford Quick
Start® (Bio-Rad®, cat. 5000205; CA, USA) y el lisado celular total (5 ug/carril)
se mezcld con una solucién amortiguadora Laemmli (Bio-Rad®, cat. 161-0737,;
CA, USA) y se sometio a electroforesis en geles de poliacrilamida Tris-Gly al 10%
bajo condiciones desnaturalizantes empleando 2-mercaptoetanol en SDS-PAGE.

Los geles se transfirieron a membranas de PVDF de 0.45 um (Millipore®, cat.
IPVHO00010; MA, USA) y se bloquearon TBS-Tween-20 al 0.1% con 5% de leche
descremada en polvo.

Las membranas se incubaron con los anticuerpos primarios (todos fueron
policlonales de conejo o monoclonales murinos Anti-humanos de SC
Biotechnology®; CA, USA).

Anti1-NF-xB p65 1:5,000 (cat. sc-372), Anti-p-NF-xB p65 S536 1:1,000 (cat. sc-
136548) con NaF 1 mM, Anti-IkB-a 1:2,000 (cat. sc-371), Anti-a-Tubulina 1:5,000
(cat. sc-5286), Anti-Akt1/2/3 (cat. sc-81434) y Anti-p-Aktl S473 (cat. sc-293125)

Las membranas se bloquearon con TBS-Tween-20 al 0.1% con 5% de leche
descremada en polvo durante toda la noche a temperatura ambiente. Después
se lavaron con PBS-Tween-20 al 0.1% y se incubaron durante 1 h con los
anticuerpos primarios.
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Al final de esta incubacién las membranas se lavaron una vez mas con PBS-
Tween-20 al 0.1% y finalmente se incubaron con el anticuerpo secundario de
cabra anti-IgG de conejo 1:15,000 (cat. sc-2004) o anticuerpo secundario de cabra
anti-IgG de ratén 1:10,000 (cat. sc-2005) ambos de SC Biotechnology®; CA, USA,
esta incubacion se realizé en una solucion amortiguadora de TBS-Tween-20 al
0.1% con 5% de leche descremada en polvo.

El revelado de los Western Blots se realizé exponiendo una pelicula de rayos X
(Kodak®, cat. 7200; NY, USA) a las membranas tratadas con el reactivo
quimioluminiscente SuperSignal® West Pico PLUS (Thermo Scientific®, cat.
34579; MA, USA).

5.11. Transfeccion de siRNAs de receptores FcyRs

La técnica se realizé en dos dias y se sigui6 el protocolo de transfeccion de siRNAs
y todos los reactivos necesarios eran de SC Biotechnology®; CA, USA.

En el dia 1 se sembraron células THP-1 a razén de 0.5x106 células/mL en medio
RMPI con 10% FSB sin antibiético (muy importante), en una botella de cultivo
de 25 cm? y se cultivaron en incubadora estandar de 12 a 18 h.

En el dia 2, se prepardé la solucion de transfecciéon que se obtuvo al mezclar la
solucion A (por cada transfeccion, 8 pl. de siRNA en 100 pl. de medio de
transfeccion sc-36868) y la solucion B (por cada transfeccion, 8 ul. de reactivo de
transfeccion de siRNAs sc-29528 en 100 uL. de medio de transfeccion sc-36868).
Se mezclaron ambas soluciones y se incubaron por 45 min a temperatura
ambiente.

Los siRNAs que se ocuparon eran de SC Biotechnology®; CA, USA y fueron los
siguientes:

siRNA irrelevante para control (cat. sc-37007), siRNA CD16 (cat. sc-42758),

siRNA CD32a (cat. sc-29992), siRNA CD32b (cat. sc-42774) y siRNA CD64 (cat.
sc-35017).
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Durante los 45 min de incubacion de la solucién de transfeccion, se prepard una
dilucién 1:1 de células THP-1 con RPMI sin antibidtico y sin FSB, y se
centrifugaron a 1800 rpm por 5 min. Se removié el sobrenadante y resuspendio
en medio RPMI sin antibidtico y sin SFB a razén de 2 mL por cada 1x10¢ células.

Se centrifugaron los tubos nuevamente a 1800 rpm por 5 min y se les removié el
sobrenadante y se resuspendieron 1x106 células en 800 ul. de medio de
transfecciéon de siRNAs (cat. sc-36868) y se sembraron en cajas de 12 pozos con
800 uL en cada pozo para cada condicién de transfeccion.

Terminado lo anterior, se agregd la solucion de transfecciéon que previamente se
incubd por 45 min, a razoén de 200 uL por cada pozo de transfeccion, que al sumar
resulta en 1 mL de medio de transfecciéon con 1x106 células por cada pozo. Se
incubaron las células por 6 h en incubadora en condiciones estandar.

Se agregd 3 mL de medio RPMI con solo 1% de FSB con antibiético en cada pozo
(se puso menos FSB, para desacelerar el ciclo celular).

Finalmente, se incubaron al menos 48 h, el tiempo dependi6 de a qué hora el
siRNA de interés ejercié su mayor efecto.

5.12. Analisis estadistico

La cuantificacion por ELISA del TNF-a de los sobrenadantes de los cultivos
celulares, el mRNA de TNF-a y los valores de las diferentes densitometrias de
los Western Blots fueron analizados con una prueba t de Student no apareada
(tipo 2, de dos colas) utilizando el programa Prism® 9.0.2 (GraphPad® Software;
CA, USA), y se considero6 que los valores eran significativos cuando p < 0.05.
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6. Resultados

6.1. Determinacion del estado conformacional de la IgG
que se uso para los estimulos

El objetivo principal de este trabajo fue describir el efecto bioldgico que tiene la
IgG cuando no se encuentra formando complejos inmunes; entonces se determiné
el estado conformacional de la IgG que se us6 para los experimentos mediante
FPLC (cromatografia liquida rapida para proteinas) en una columna SEC
(cromatografia de exclusién por tamano), figura 1.
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Figura 1. Analisis cromatografico de 1gG. (A) Preparacion de slgG humana,
(Sigma-Aldrich® 14506) que se analiz6 mediante SEC en un equipo para FPLC
automatizado y se eluyé con PBS, mads informacion en el texto. (B) Preparacion de IgG
polivalente para uso en humanos soluble y certificada (IgG 1V, TEGELINE®, LFB,
Francia) que fue analizada con la misma técnica y sistema que la Figura 1A, salvo que
se eluyo con RPMI, los niimeros en los picos indican el peso molecular en kDa.

Para ambas muestras mostradas en la figura 1, se utilizé la columna Superdex
200 pg 16/600 de 100 mL que tenia un intervalo de resolucién molecular de 10 a
600 kDa; la concentracion de las muestras fue de 1 mg/mL y se cargd 1 mL con
un flujo de 0.5 mL/min, mas detalles se pueden consultar en el apartado
correspondiente de materiales y métodos. Estos experimentos fueron enviados
para su realizacién en la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacién y la
Industria (USAII) de la Facultad de Quimica de la UNAM.

En la figura 1A se muestra el cromatograma de la preparacion de sIgG de Sigma-
Aldrich®, que es la que se utilizé como estimulo en todos los experimentos de
este trabajo. El cromatograma muestra que la primera fraccién eluyé a los 50
mL y tiene un peso molecular de 341 kDa; esta fraccion corresponde al 5% del
contenido proteico total y su peso molecular corresponderia al estado dimérico
de IgG. A los 58 mL se observé la segunda fraccién, que era el pico mas
prominente, de un peso molecular de 162 kDa, que es el peso molecular que se
esperaria para IgG monomérica; este correspondié al 62% del contenido proteico
de la muestra. Finalmente, se eluyeron 4 fracciones mas en 100, 105, 118 y 139
mL que no determinamos que eran, pero podrian corresponder a péptidos de con
pesos moleculares menores a 5 kDa; es probable que estos fragmentos fueran
producidos por la lisis de IgG y correspondian al 33% restante del contendido
proteico. Estos resultados contrastan con la descripciéon del fabricante que
reporta un minimo de 95% de IgG en sus liofilizados y nuestro cromatograma
mostré que la suma de la IgG monomérica (62%) y la IgG dimérica (5%) sélo llega
al 67% del contenido proteico total.

Los experimentos mostrados en la figura 1B se realizaron en las mismas
condiciones que los de la figura 1A, salvo que la elucion fue con RPMI en vez de
PBS; la muestra ocupada fue una preparacion de IgG polivalente soluble de uso
en humanos y que tiene certificacion del fabricante de ser monomérica. El
cromatograma muestra que a los 50 mL eluye la primera fraccion de un peso
molecular de 344 kDa que corresponde al 6% de la proteina total. A los 58 mL
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eluyé la fraccion principal de 156 kDa, correspondiente al 94% de la proteina
total. Los pesos moleculares de estos dos picos son consistentes con el de los
dimeros (344 kDa) y los mondmeros (156 kDa) de IgG respectivamente, que
reporta el fabricante en su certificado de analisis.

Solo la IgG IV TEGELINE® (figura 1B) tenia una certificaciéon del fabricante de
que era IgG monomérica, nosotros la usamos como estandar primario y por su
elevado precio, decidimos utilizar la sIgG humana de Sigma-Aldrich® para los
estimulos (figura 1A); se observo que sus perfiles cromatograficos eran similares
y, segun sus respectivos fabricantes, ambas eran IgG polivalente, lo cual no se
comprobd directamente, sino que solo se verifico su estado conformacional como
dimeros o monémeros de IgG.

6.2. Caracterizacion de receptores TLRs y FcyRs en los
monocitos de CMN de sangre periférica

Caracterizamos el inmunofenotipo molecular de monocitos provenientes de CMN
de sangre periférica usando citometria de flujo. El objetivo fue determinar la
presencia en la superficie celular de los receptores asociados a los ligandos o
estimulos que se ocuparon en este trabajo, figura 2.

Uno de los intereses del laboratorio era comparar el efecto entre dos receptores
relacionados que inducen la produccién de TNF-a, por lo que ademas de evaluar
para CD14 y TLR4 (correceptores de LPS), también inmunotipificamos para
TLR2 (receptor de P3C y LPG), ademas de a los FcyRs (receptores de IgG).

Se obtuvieron CMN de sangre periférica a partir de unidades de paquetes
leucocitarios de donantes del banco de sangre del INCMNSZ utilizando un
gradiente de Lymphoprep®; posteriormente, se aislaron monocitos mediante
Inmunoseparaciéon magnética utilizando anticuerpo anti-CD14 como se describe
en materiales y métodos.

Los resultados de un experimento representativo de la tinciéon de superficie de
los receptores previamente mencionados en los monocitos obtenidos de CMN de
sangre periférica se puede observar en la figura 2, la viabilidad de las células se
verific6 en microscopio mediante tinciéon con azul de tripano.
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Figura 2. Inmunofenotipo de células mononucleares (CMN) de sangre

periférica. Tincién de superficie de diferentes receptores de monocitos CD14+ humanos
purificados por inmunoseparacion magnética (ver apartado de materiales y métodos) a
partir de CMN de sangre periférica de donantes del banco de sangre del INCMNSZ. Los

histogramas de color gris corresponden al control negativo sin tincion.

En la figura 2, la fluorescencia esta representada en el eje de las abscisas, y en
el eje de las ordenadas se grafica el porcentaje de células positivas, que esta
normalizado al 100% con respecto al control sin tincién y representado por los
histogramas de color gris.

En el primer histograma de la figura 2 que corresponde al receptor CD14, se
observa que toda la poblacién celular es positiva a CD14, en mayor o menor
grado. La asimetria del histograma representa diferentes subpoblaciones
celulares en la muestra. La positividad a CD14 es esperada ya que estas células
se obtuvieron a partir de inmunoseparaciéon magnética con anticuerpo Anti-
CD14. Células obtenidas de CMN de sangre periférica que son CD14+ se
consideran monocitos.
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Siguiendo con el segundo histograma de la figura 2, detectamos al receptor
TLR2, lo hicimos porque mas adelante usariamos sus ligandos P3C o LPG como
estimulos en nuestras condiciones experimentales. Observamos un pico
simétrico, lo que interpretamos como una poblacién homogénea de monocitos
TLR2+.

En el tercer histograma de la parte superior de la figura 2 podemos observar la
determinacion de la expresion del receptor TLR4. Si bien el pico mostr6 simetria,
éste presentd una base mas amplia del lado izquierdo, sugiriendo una pequena
poblacion de monocitos con baja expresion de TLR4. Aun asi, consideramos que
se mostraba una poblacion mayoritariamente homogénea de monocitos TLR4+.

En el primer histograma de la parte inferior de la figura 2 se muestran los
resultados obtenidos para CD64, Ginico receptor de Fc de IgG que esta reportado
que tiene la capacidad de unir a IgG monomérica. Detectamos 2 poblaciones
ligeramente traslapadas. El pico mas pequeno representa a los monocitos que
tienen baja expresion de CD64; y el mas grande y predominante los que tienen
proporcionalmente mayor cantidad de CD64 en su superficie; aunque se sabe que
los monocitos producen constitutivamente CD64 en una relacion directamente
proporcional con la produccion de CD14.

El segundo histograma de la parte inferior de la figura 2 corresponde a la
deteccion del receptor de Fc de IgG CD32. De este receptor existen 3 subtipos:
CD32a, CD32b y CD32c, aunque el anticuerpo Anti-CD32 utilizado en la técnica
de tincién no distingue entre ellos. Los niveles combinados del receptor CD32
fueron similares en toda la poblacion de monocitos, siendo un pequeno
desplazamiento a la izquierda levemente observado.

Finalmente, los niveles en superficie del receptor CD16 se observan en el
histograma inferior de la derecha de la figura 2. Se sabe que existen dos
subpoblaciones de monocitos que se diferencian entre ellas por sus niveles bajos
o altos de CD16. Observamos monocitos CD16- que tienen valores que se
traslapan con los valores del control sin tincion, otra poblaciéon heterogénea de
monocitos con una producciéon intermedia del receptor CD16 y una tercera
poblacion minoritaria desplazada hacia la derecha de monocitos CD16+.

Aunque la técnica de tincién de superficie de los receptores es semicuantitativa
y es consistente con las publicaciones al respecto del inmunofenotipo que se
espera de los monocitos; lo que consideramos como un resultado positivo.
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6.3. Solo los monocitos de CMN de sangre periférica
respondieron a los estimulos y no los linfocitos

El inmunofenotipo de células CD14+ (monocitos) de CMN de sangre periférica
que se mostr6 en la figura 2 se realizd mediante purificacion por
Inmunoseparaciéon magnética utilizando anticuerpo primario anti-CD14; el cual
se ha reportado en la literatura y en nuestro laboratorio también que inhibe la
actividad del correceptor CD14 (necesaria para la senalizacién en respuesta a
LPS). Por lo cual, realizamos experimentos en un ambiente libre de anticuerpo
anti-CD14 ya que no disponiamos del sistema para purificacién negativa.

Como se ocup6 la poblacion completa de CMN de sangre periférica, la cual tiene
dos subpoblaciones predominantes, la de monocitos y la de linfocitos, era
importante realizar un control que mostrara que solo los monocitos responden al
LPS, y no asi los linfocitos.

En las CMN de sangre periférica, los monocitos son una minoria, siendo éstos en
condiciones normales 8-16% de las células presentes en los CMN de sangre
periférica. Las subpoblaciones mencionadas se pueden observar en la figura 3.
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Figura 3. Linfocitos y monocitos en CMN de sangre periférica. Tincién de

superficie con anticuerpo Anti-CDI14 de CMN de sangre periférica, los monocitos se
diferencian de los linfocitos ya que son CDI14+ vy tienen una mayor dispersion lateral.
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La respuesta al LPS se midié como la acumulacion intracelular de TNF-a, que
ademas se utiliz6 como un marcador de la actividad proinflamatoria de los
monocitos; en la figura 4 puede observarse un experimento representativo.
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Figura 4. Respuesta a LPS de monocitos y linfocitos en CMN de sangre
periférica. Histogramas que muestran la acumulacion intracelular de TNF-a (el
numero en la esquina superior derecha es la intensidad media de fluorescencia, MFI)
medida en subpoblaciones de monocitos o linfocitos de una muestra de CMN de sangre
periférica en condiciones sin estimular (CONTROL) o 5 h después de exposicién a LPS
10 ng/mL en presencia de BFA, un experimento representativo de un total de tres.

En las figuras 3 y 4 se trata de las mismas células, en la figura 4 se escogieron
las regiones de linfocitos y monocitos definidas por la dispersion lateral y por la
positividad para la tincién de superficie de CD14, mostradas en la figura 3.

Como se observa en la figura 4, la estimulacion con LPS de CMN de sangre
periférica aumenta la acumulacion de TNF-a intracelular en la subpoblacion
celular definida como monocitos y no asi en la subpoblaciéon de linfocitos, que es
lo que se queria mostrar.
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6.4. Curva dosis-respuesta de monocitos de CMN de sangre
periférica que fueron co-estimulados con LPS + sIgG

Se determiné la concentracion de sIgG que se utilizé en los experimentos, se
sabia previamente en el laboratorio que los monocitos de las CMN de sangre
periférica se podian activar con LPS 10 ng/mL y la respuesta a esta activacion
se midié como la producciéon de TNF-a mediante la técnica de ELISA, figura 5.
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Figura 5. Curva dosis-respuesta para sIgG en monocitos. CMN de 5 donadores

del banco de sangre del INCMNSZ se estimularon con 10 ng/mL de LPS (barras negras)
y las cantidades indicadas de slgG, las barras blancas indican que no hubo estimulacion

(C=control) o se estimulé solo con sIgG 50 ug/mL; se evalué el TNF-a en sobrenadantes
a las 12 h mediante ELISA; p<0.05.

En la figura 5 se dividi6 el eje de las ordenadas en dos segmentos para que se
observe con claridad que los monocitos producen una cantidad minima de 156
pg/mL de TNF-a cuando son estimulados inicamente con sIgG 50 ug/mL (Gltima
columna), y que esto no es significativamente diferente a los 124 pg/mL de TNF-
o producidos por los monocitos no estimulados (C=control, en la figura 5).

La atenciéon en la figura 5 debe centrarse ahora en las barras negras, donde
simultaneamente se estimula a los monocitos con LPS 10 ng/mL (se mantiene
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constante) junto con diferentes concentraciones de sIgG pg/mL; se observé una
tendencia creciente hasta alcanzar una saturacién (donde ya no era
estadisticamente significativa la diferencia) en la condiciéon de slgG 50 pg/mL;
por otro lado, las condiciones de sIgG 0 y 10 pug/mL muestran una diferencia
estadisticamente significativa con p<0.05 en la produccién de TNF-a. Con estos
datos, decidimos entonces ocupar la concentracion de sIgG 10 ug/mL para los
experimentos siguientes.

6.5. Monocitos de CMN de sangre periférica no aumentaron

la producciéon de TNF-a cuando se co-estimularon con el
ligando P3C de TLR2 + slgG

Quisimos determinar la especificidad de la respuesta a sIgG, si era un efecto
relacionado con LPS ligando de TLR4, u otros ligandos inductores de la
produccion de TNF-o combinados con sIgG también tenian un efecto potenciador,
por lo que probamos con el ligando sintético de TLR2: Pam3CSK4, denominado
P3C en la figura 6B y donde se observaron los niveles de TNF-a producidos por
los monocitos de CMN de sangre periférica estimulados con diferentes ligandos.
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Figura 6. Producciéon de TNF-a de monocitos en respuesta a LPS + sIgG y P3C
+ sIgG. (A) CMN de sangre periférica de 5 donantes del banco de sangre del INCMNSZ
se estimularon in vitro con 10 ng/mL de LPS (ligando de TLR4), 10 ug/mL de slgG, o
ambos, y se evalué la produccion de TNF-a en sobrenadantes a las 12 h mediante ELISA.
(B) Mismas condiciones experimentales del inciso A para tres donantes, pero usando P3C
(ligando de TLR2) a 1 ug/mL en vez de LPS. C=Control sin estimulo, *p<0.05.
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En la figura 6 se detect6 la presencia de TNF-a mediante cuantificacion por
ELISA en los sobrenadantes de monocitos de CMN de sangre periférica a las 12
horas posteriores a la estimulacién. Los monocitos que no se estimularon
(C=Control) o que fueron estimulados Unicamente con slgG, no produjeron
cantidades detectables de TNF-a.

En la figura 6A, el rango de produccién de TNF-a de los monocitos de CMN de
sangre periférica de los distintos donantes es heterogénea e iba desde 7,168
pg/mL hasta 11,718 pg/mL cuando estos han sido estimulados con LPS, que
corresponde a una variacion hasta del 63% en la produccion de TNF-o; aun asi,
pudimos encontrar una diferencia estadisticamente significativa de un 30% de
aumento en la producciéon de TNF-a al co-estimular con LPS + sIgG comparado
con estimular solo con LPS (la prueba estadistica se hizo con los porcentajes de
variacion, en vez de las concentraciones de TNF-a); aunque el efecto observado
deja de ser estadisticamente significativo cuando calculamos el promedio de
produccion de TNF-a en concentracion de pg/mL, debido a la variaciéon intrinseca
en la respuesta al LPS en los monocitos de diferentes donantes.

En la figura 6B se usaron monocitos de CMN de sangre periférica de tres
donantes, los cuales se estimularon con el ligando sintético P3C del receptor
TLR2. Los resultados fueron distintos a los de la figura 6A donde se us6 LPS, ya
que si se estimulé con P3C o co-estimulé con P3C + sIgG no hubo diferencias
estadisticamente significativas en la produccion de TNF-o entre ambas
condiciones, la producciéon promedio de TNF-a fue de 12,500 pg/mL sin importar
s1 se uso la sIgG en los estimulos o no.

El TNF-a autoinduce su produccion en los monocitos de CMN de sangre
periférica, por lo que decidimos también medir la acumulacion intracelular de
TNF-a (en vez de solo cuantificar en sobrenadantes) agregando Brefeldina A
(BFA, que inhibe el trafico vesicular) desde una hora previa y hasta que finaliz6
la estimulacién de 5 h de los monocitos de CMN de sangre periférica.

En la figura 7, se observa un experimento representativo de un total de tres,
donde se graficaron los niveles de acumulaciéon intracelular de TNF-o en
respuesta a los estimulos indicados en monocitos de CMN de sangre periférica
que habian sido marcados simultaneamente con anticuerpo anti-CD14-APC y
anti-TNF-o-PE. El nimero dentro de los histogramas en la esquina superior
derecha es la intensidad media de fluorescencia (MFI, por sus siglas en inglés).
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Figura 7. Acumulacién intracelular de TNF-o en monocitos como respuesta a
la co-estimulaciéon con LPS + sIgG o P3C + slgG. Monocitos de CMN de sangre
periférica, de un donante del banco de sangre del INCMNSZ, se estimularon in vitro
como se indica en cada columna en presencia de BFA durante 5 h. Se grafican las células

que fueron CD14+ usando un anticuerpo anti-CDI14-APC y se usé simultdneamente el
anticuerpo anti-TINF-a-PE para detectar la presencia intracelular de TINF-«, mediante
citometria de flujo. Se muestra un experimento representativo de un total de tres, el
numero en la esquina superior derecha es la intensidad media de fluorescencia (MFI).
Control = sin estimulo, LPS 10 ng/mL, P3C 1 ug/mL y slgG 10 ug/mL.

Pudimos observar que en las condiciones control sin estimulo o la estimulacion
con slg@G, la acumulacion intracelular de TNF-a es muy similar, con valores de
MFI de 16 y 20 respectivamente, figura 7. Estos resultados fueron consistentes
con lo observado previamente por la técnica de ELISA en la figura 6, que mostré
que sIgG no indujo una producciéon de TNF-a significativamente diferente al
control sin estimular.

En la figura 7 se compara también la acumulacién de TNF-a cuando los
monocitos se estimularon con LPS y cuando se co-estimularon con LPS + slgG;
donde se observé un aumento de 161 MFI y quedd evidenciado también que no
toda la poblacion de monocitos respondio.

Ahora bien, en los paneles inferiores de la figura 7, los monocitos se estimularon
con P3C, un ligando sintético del receptor TLR2, y se co-estimularon con P3C +
slgG en el siguiente panel. Lo que se observo es que no hubo diferencias
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significativas (cuando se analizan los tres experimentos realizados, datos no
mostrados) entre estimular con P3C y co-estimular con P3C + sIgG, incluso la
MFTI es ligeramente menor, pasando de 220 a 214.

6.6. Cambio de modelo de estudio: de monocitos de CMN de
sangre periférica a la linea celular monocitica THP-1

Decidimos cambiar de modelo de estudio por las siguientes razones:

1) Variaciones intrinsecas de hasta el 63% en la produccién de TNF-a como
respuesta al LPS en los monocitos de CMN de sangre periférica de los
diferentes donantes.

2) No teniamos manera de purificar los monocitos para evitar trabajar con
poblaciones celulares mezcladas con linfocitos y otras células provenientes
de las CMN de sangre periférica.

3) La activacion previa de los monocitos de CMN de sangre periférica de los
diferentes donantes; es decir, muestras de monocitos ya producian TNF-a
sin que hubieran sido estimuladas previamente en el laboratorio.

4) Limitaciones de horario y cantidad de muestras obtenidas del banco de
sangre del INCMNSZ.

5) Las técnicas de transfeccion de siRNAs no habian sido probadas antes en
nuestro laboratorio, quisimos estandarizar primero en una linea celular.

Elegimos entonces continuar este trabajo con la linea celular humana THP-1, de
origen monocitico, e hicimos los mismos experimentos que ya habiamos hecho
antes con los monocitos de CMN de sangre periférica.

6.7. Caracterizacion de los receptores TLRs y FcyRs en la
linea celular THP-1

Se realiz6 el mismo inmunofenotipo a la linea celular THP-1 que lo que se hizo
para los monocitos de CMN de sangre periférica que se mostraron en la figura 2,
los receptores de superficie de nuestro interés eran los correceptores para LPS:
CD14 y TLR4, el receptor TLR2 y los receptores FcyRs: CD64, CD32 y CD16, se
pueden observar los resultados de la citometria de flujo correspondiente en la
figura 8 a continuacioén.
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Figura 8. Inmunofenotipo de monocitos de la linea celular THP-1. Tincién de
superficie de los receptores indicados en la linea celular THP-1. Los histogramas de color

gris corresponden al control negativo sin tincion.

Se observa en la figura 8 que se encontraban presentes los dos receptores que
reconocen a LPS, el receptor CD14 y el receptor TLR4. La poblacién de células
THP-1 es homogénea para ambos receptores, y CD14 ademéas es un marcador
molecular de monocitos.

El receptor TLR2 es de la misma familia que TLR4 y era necesario verificar su
presencia ya que posteriormente usariamos ligandos de TLR2 para comparar con
los efectos observados al utilizar el ligando LPS de TLR4. Encontramos que
TLR2 se expresa de manera homogénea en las células THP-1 como se observa en
el histograma superior central de la figura 8.

En la figura 8 también se mide la expresion de los receptores de Fc de IgG, los
FcyRs. Observamos la presencia de CD64, CD32 y CD16, todos ellos se expresan
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de manera homogénea también en las células THP-1 cuando se comparan con los
monocitos de CMN de sangre periférica mostrados en la figura 2.

Debido a que la linea celular THP-1 tiene como origen una leucemia monocitica
aguda, sabiamos que era inestable genéticamente, y por esta razén los
experimentos mostrados en la figura 8 se realizaron con una regularidad
semanal para verificar que las células THP-1 todavia expresaban en su
superficie todos los receptores mencionados. Alrededor del pasaje 20 en cultivo,
que correspondia aproximadamente a un mes y medio, es donde se observo que
las células THP-1 disminuian la expresion de los receptores de interés, por lo que
se procedia a descongelar otro vial de células THP-1 de los primeros 3 pasajes.

6.8. Curva dosis-respuesta de TNF-a para los estimulos
LPS, LPS + sIgG o sIgG en células THP-1

Determinamos los niveles de produccion de TNF-a en las células THP-1 al
estimularlas con cantidades variables de LPS o sIgG. Cuantificamos la
produccion de TNF-a mediante la técnica de ELISA en los sobrenadantes donde
de las células THP-1 a las 12 h posteriores a la estimulacion, figura 9.
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Figura 9. Curvas de dosis-respuesta para la producciéon de TNF-a por células
THP-1 en sobrenadantes a las 12 h. (4) Células THP-1 se estimularon con dosis
crecientes de LPS (barras blancas) o co-estimulando con 10 ug/mlL de slgG (barras
negras), después se evaltio la produccion TNF-a mediante ELISA. (B) Células THP-1
fueron estimuladas con dosis crecientes de slgG (barras blancas) o co-estimulando con
10 ng/mL de LPS (barras negras), y se evalué la produccién de TNF-a mediante ELISA.

n=5,*p < 0.05.
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En la figura 9A se observa la producciéon de TNF-a de células THP-1 estimuladas
con concentraciones crecientes de LPS (barras blancas), desde 2 ng/mL hasta
1250 ng/mL y la condicién control era sin estimular; en las barras negras los
experimentos consistian en co-estimular con una cantidad constante de sIgG 10
ug/mL, y el control era agregar inicamente slgG.

Pudimos observar (barras blancas de la figura 9A) que las células THP-1
responden a LPS de manera proporcional a la dosis utilizada, a mayor cantidad
de LPS utilizado mayor era la producciéon de TNF-a; y los niveles de produccion
de TNF-a ya no eran estadisticamente diferentes a concentraciones mayores a
250 ng/mL de LPS. En cambio, en las barras negras se muestra la producciéon de
TNF-o en respuesta a la co-estimulaciéon con LPS + slgG, variando las
concentraciones de LPS y manteniendo constante a 10 pg/mL la concentracién
de sIg@G, donde pudimos observar que a partir de 250 ng/mL de LPS + sIgG, la
produccion de TNF-a ya no era estadisticamente diferente; también observamos
que para cualquier concentracién de LPS que se ocupd, al co-estimular con sIgG
se tuvo un aumento estadisticamente significativo en la producciéon de TNF-a.

En ambos casos de la figura 9A, los controles sin estimular y los que fueron
estimulados solo con sIgG se inducia una minima producciéon de TNF-a, ya en
los limites inferiores de la deteccion de la técnica de ELISA.

En la figura 9B hicimos experimentos donde mantuvimos constante la
concentracion de LPS a 10 ng/mL y fuimos variando las concentraciones de sIgG
para la co-estimulacion con LPS + sIgG; mostramos un corte en el eje de las
ordenadas de la grafica para hacer notoria la diferencia entre la produccion de
TNF-a al estimular solo con sIgG (barras blancas) y al co-estimular con LPS +
sIgG (barras negras); al estimular solo con sIgG se produjeron cantidades de
TNF-a que iban de 20 a 30 pg/mL independientemente de la concentracion de
slgG utilizada; la producciéon de TNF-a no fue estadisticamente diferente al
control sin estimular en estos experimentos.

Ahora bien, también vemos en la figura 9B que al co-estimular con LPS 10 ng/mL
y concentraciones variables de sIgG (barras negras), la produccion de TNF-a
aumenta desde la primera concentracion de 2 ug/mL sIgG ocupada y usando
concentraciones mas altas de slgG ya no era estadisticamente diferente la
producciéon de TNF-a, aunque se observo una pequena tendencia al alza.
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Al final escogimos la concentracion de 10 ng/mL de LPS y 10 ug/mL de sIgG para
los estimulos de los experimentos restantes, porque a esas concentraciones era
donde mas diferencia hubo en la produccion de TNF-a entre la estimulaciéon con
LPS y la co-estimulacién con LPS + sIgG.

Repetimos 4 veces mas los experimentos de estimulacion con LPS y co-
estimulacién con LPS + sIgG, pasando de una n = 5 de la curva dosis-respuesta
de la figura 9, a una n =9 en la figura 10; en la cual se observé que al co-estimular
con LPS + sIgG hubo un aumento del 33% respecto a la estimulaciéon solo con
LPS, pasando de 1113 ng/mL a 1480 pg/mL de TNF-a respectivamente.
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Figura 10. Aumento en la produccion de TNF-a por células THP-1. Células THP-
1 se estimularon con 10 ng/mL de LPS (barra blanca) y co-estimulando con 10 ug/mlL
de slgG (barra negra), después se evaltio la produccion TNF-a mediante ELISA a las 12
h. C=Control sin estimular, n=9, * p < 0.05.

Por otro lado, debido a que TNF-a autoinduce su produccién, realizamos
experimentos de acumulacion intracelular de TNF-a utilizando BFA para inhibir
el trafico vesicular en las células, de la misma manera que ya lo habiamos hecho
con monocitos de CMN de sangre periférica mostrada en las figuras 4 y 7; un
experimento representativo de tres en total se muestra en la figura 11 a
continuacién.
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Figura 11. Curva dosis-respuesta para células THP-1 por acumulacién

intracelular de TNF-a. Células THP-1 se estimularon con dosis crecientes de LPS,

agregando simultdneamente 10 ug/mlL de slgG o unicamente 10 ug/mL de sIgG en
presencia de BFA. Se evaltio la acumulacion intracelular de TNF-a mediante citometria
de flujo a 5 h posteriores a la estimulacién. Los niimeros en los histogramas representan
la intensidad media de fluorescencia. CONTROL= sin estimular.

En la figura 11 la concentracion de 10 ug/mL de sIgG permanecié constante en
todos los experimentos y s6lo variamos las concentraciones de LPS (1, 10 y 100
ng/mL); en la figura 11 tuvimos varias lecturas de los resultados a la vez, la
primera lectura era que en las condiciones CONTROL sin estimular o
estimuladas tUnicamente con slgG, la produccion de TNF-a no era
estadisticamente diferente en ningin caso.

La segunda lectura de la figura 11 era en la columna que corresponde a la
estimulacion con LPS, se observd que entre mas se aumento la concentracion de
LPS, desde 1 ng/mL hasta 100 ng/mL, mas se acumul6 el TNF-a intracelular, lo
que indico la relacion esperada de una curva de dosis-respuesta.

La tercera lectura de la figura 11 era en la columna de la coestimulacién con LPS
+ slgG, donde observamos también la relacién dosis-respuesta. En el caso
particular del histograma de la coestimulacion LPS 1 ng/mL + sIgG, se observd
la presencia de dos subpoblaciones de células THP-1, las de la regiéon de la
derecha que eran mas responsivas que las de la region de la izquierda, este efecto
se perdi6 cuando se aumento la concentracion a 10 y 100 ng/mL de LPS + slgG,
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lo que se interpret6 como un umbral de la respuesta al LPS de todas las células
THP-1 en la concentraciéon de 10 ng/mL de LPS.

La cuarta y ultima lectura de la figura 11 fue cuando comparamos la
estimulaciéon con LPS contra la co-estimulacion con LPS + sIgG. En todas las
concentraciones evaluadas de LPS pudimos observar que siempre que co-
estimulabamos con LPS + sIgG, la acumulaciéon intracelular de TNF-a aumenta.

Los aumentos en la producciéon de TNF-a con la co-estimulacién de LPS + sIgG
comparadas con la estimulaciéon con LPS fueron del 59% para LPS 1 ng/mL, 35%
para LPS 10 ng/mL y del 31% para LPS 100 ng/mL, manteniendo en estos
experimentos siempre una concentracion constante de 10 ug/mL de sIgG.

6.9. Células THP-1 no aumentaron la producciéon de TNF-a
cuando se co-estimularon con el ligando LPG de TLR2 +
sIgG

Asi como hicimos con los monocitos de CMN de sangre periférica en los
experimentos de la figura 7, ahora con las células THP-1 también se probd su
respuesta a otros ligandos de receptores TLRs, con la finalidad de determinar si
el efecto observado para LPS ligando de TLR4 se podia replicar ahora con LPG
ligando de TLR2 (ya no usamos el ligando sintético P3C de TLR2 porque ya no
lo tuvimos disponible) o era especifico solo para LPS.
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Figura 12. Acumulacion intracelular de TNF-a de células THP-1 en respuesta
a LPS + slgG y LPG + slgG. Células THP-1 se estimularon segtin se indica en cada
columna en presencia de BFA durante 5 h. Se detecté la acumulacion de TNF-a mediante

citometria de flujo. Se muestra un experimento representativo de un total de tres. Los
nuimeros en los histogramas representan la intensidad media de fluorescencia Control =
sin estimulo, LPS 10 ng/mL, LPG 1 ug/mL, slgG 10 ug/mL.

Pudimos observar en los experimentos de la figura 12 que la co-estimulaciéon con
LPS + sIgG respecto a la estimulacién con solo LPS tuvo un aumento en la
acumulacion intracelular de TNF-a del 70% (de 21.5 a 36.6 MFI); pero es claro
que tanto en el histograma de LPS como en el histograma de LPS + slgG se
distinguen dos poblaciones de células THP-1, que probablemente estén
relacionadas con su diferente capacidad de respuesta a los estimulos.

Si ahora nos enfocamos en los paneles de la figura 12 que corresponden a la
estimulacion con LPG ligando de TLR2 o LPG + sIgG nos damos cuenta de que
no hay diferencias en la acumulacién intracelular de TNF-a, y muy notorio es
que solo una pequena poblacién de las células THP-1 son responsivas a LPG,
desafortunadamente ya no contdbamos con el ligando sintético P3C de TLR2, y
los resultados con LPG y LPG + sIgG no cubren los objetivos planteados para la
realizacién de este experimento particular ya que la respuesta a LPG es baja
comparada con el LPS o con P3C.

6.10. La transcripcion del gen de TNF-o aument6 en células
THP-1 estimuladas con LPS + sIgG

Una vez que pudimos repetir en las células THP-1 los experimentos que se
hicieron previamente en monocitos de CMN de sangre periférica, y que se
observaron resultados equivalentes en el inmunofenotipo y en la respuesta a los
estimulos, empezamos con experimentos orientados a la descripcién mecanistica
del aumento en la produccién de TNF-a en las células THP-1 co-estimuladas con
LPS + slgG comparadas con las estimuladas con LPS, empezamos con buscar
cambios a nivel de la transcripciéon del gen de TNF-a en respuesta a los
estimulos, como lo mostramos en la figura 13 a continuacion.
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Figura 13. Curso temporal de la transcripciéon del gen de TNF-a en células
THP-1 tras la co-estimulaciéon con LPS + sIgG. Células THP-1 se estimularon con
LPS, sIgG o ambos y el mRNA se obtuvo en los tiempos indicados. Las reacciones de q-
RT-PCR se realizaron ocupando el gen de rRNA 18S como control enddégeno para
calcular la cantidad de mRNA de TNF-a con n = 3. CONTROL = células sin estimular.
*p <0.05.

En la figura 13 se observé el curso temporal, desde 5 min hasta 60 min, de la
transcripcion del gen de TNF-a en células THP-1, las cuales fueron estimuladas
segun lo indicado en la leyenda de la esquina superior derecha; utilizamos el
rRNA 18S como control endégeno para la normalizacién en cada muestra.

Solo a los 60 min posteriores a la estimulaciéon pudimos observar diferencias en
la transcripcion del gen de TNF-a y notamos varios efectos. El primer efecto fue
un aumento significativo de 2.5 veces en la transcripcion del gen de TNF-a por
la co-estimulacion con LPS + sIgG comparado con la estimulacion solo con LPS,
que contrasta con el aumento de solo el 30% de TNF-a a nivel de proteina (figura
10). El segundo efecto que se observé fue un aumento significativo de 3 veces en
la transcripcion del gen de TNF-a al estimular solo con sIgG comparado con el
CONTROL sin estimular; resultado que no habiamos visto previamente en los
experimentos realizados con las técnicas de ELISA y citometria de flujo, ya que
la estimulaciéon solo con sIgG no producia hasta el momento algin efecto
detectable que fuera significativamente diferente al control sin estimular.

61



6.11. La translocacion de la subunidad p65 del factor de
transcripcion NF-«xB aument6 en células THP-1 cuando
se co-estimularon con LPS + sIgG

El factor de transcripcion heterodimérico NF-kB, previa su translocacion
nuclear, induce la transcripcion del gen de TNF-a. Detectamos la acumulacion
nuclear de la subunidad p65 de NF-xB, que se interpreté como la translocacion
nuclear del factor de transcripciéon. Para este fin, utilizamos una técnica de
citometria de flujo modificada, donde en vez de permeabilizar células completas,
permeabilizamos los nucleos de las células estimuladas e hicimos una tincién con
un anticuerpo anti-NF-kB p65-FITC, la integridad de los ntcleos se observo en
el microscopio mediante tincién con azul de tripano.
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Figura 14. Aumento de la acumulacién nuclear de la subunidad p65 de NF-kB
en células THP-1 en respuesta a la estimulacion con LPS + sIgG. Células THP-1
se activaron durante 30 min, se lisaron y sus niticleos se conservaron y tifieron para

detectar p65 intranuclear por citometria de flujo. Los grdficos de dispersion frontal y
lateral muestran el patron diferencial entre células y niicleos. Los histogramas muestran
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los niveles intranucleares de p65 detectados por citometria de flujo. Los niimeros
representan la intensidad media de fluorescencia de p65. Se muestra un experimento
representativo de 3 en total. C = CONTROL, células no estimuladas.

Los paneles de la primera columna de la figura 14 se muestran los patrones de
dispersion frontal y dispersion lateral tanto de células completas como de los
nucleos aislados, se puede observar que los nucleos se pueden diferenciar
rapidamente de las células, ya que son mas pequenos y menos granulares que
las células; la integridad de los nicleos se revisé en el microscopio, y solo cuando
la integridad nuclear estaba intacta, se hacian los experimentos.

Del lado derecho, en los histogramas de la figura 14, podemos observar que
cuando las células THP-1 no fueron estimuladas o se estimularon solo con sIgG,
las cantidades de NF-kB p65 son similares con 7.9 y 8.5 de MFI respectivamente.

En el histograma de la figura 14 que corresponde a la co-estimulacién con LPS +
sIgG hubo un aumento de 2.4 veces en la acumulacién nuclear de NF-«xB p65 al
comparar con la estimulacién solo con LPS, este resultado fue estadisticamente
significativo al evaluar el promedio de los tres experimentos realizados (datos no
mostrados). Estos resultados fueron consistentes con el aumento de 2.5 veces en
la transcripciéon del gen de TNF-a (figura 13), cuando se co-estimul6 con LPS +
sIgG respecto a la estimulacion solo con LPS.

6.12. La fosforilacion de la subunidad p65 de NF-«B
aumenté cuando las células THP-1 fueron co-

estimuladas con LPS + sIgG

En la via de senalizacién para la produccién de TNF-a, la subunidad p65 de NF-
kB se fosforila previamente a su translocacion nuclear (figura 14), en el
laboratorio detectamos la fosforilacion de la subunidad p65 de NF-kB mediante
un inmunoensayo tipo Western Blot como se puede observar en la figura 15 a
continuacion.
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Figura 15. La co-estimulacién de células THP-1 con LPS + slgG aumenté la
fosforilacion de la subunidad p65 de NF-«xB. Células THP-1 fueron estimuladas
durante 5 min y los extractos celulares totales se usaron para detectar las proteinas fosfo-
p65 y p65 mediante un inmunoensayo tipo Western Blot. Se muestra un experimento
representativo de tres en total. La grdfica de barras de la derecha representa la
densitometria del cociente entre fosfo-p65 sobre p65 de los 3 experimentos, la cantidad de
p65 total se usé como control de carga, *p<0.05.

En la parte izquierda de la figura 15 se muestra un Western Blot representativo
de 3 experimentos en total, que sirvié para detectar la fosforilacion de la
subunidad p65 de NF-kB, en la linea inferior colocamos p65 total, que se usd
como control de carga. E1 CONTROL correspondié a células sin estimular, y
también estimulamos con el propio TNF-a, que autoinduce su produccion y que
usamos como control de la fosforilacién de la subunidad p65 de NF-«xB.

En la parte derecha de la figura 15, la grafica de barras corresponde a la
densitometria promedio de los 3 experimentos realizados, pudimos observar un
29% de aumento en la cantidad de fosfo-p65 cuando las células THP-1 se co-
estimularon con LPS + sIgG comparado con la estimulacién solo con LPS y
ninguan cambio significativo entre el control sin estimular y la estimulacion solo
con slgG, los valores estan normalizados a la condicién control sin estimular.
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6.13. IxB-a se degrad6 mas rapidamente cuando las células
THP-1 fueron co-estimuladas con LPS + sIgG

Hicimos experimentos para caracterizar la degradacion del inhibidor IxB-a de
NF-kB, un evento que debe medirse en los primeros minutos después de la
estimulacion y que se pueden los resultados en la figura 16 a continuacion.
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Figura 16. La coestimulacion con LPS + sIgG en células THP-1 causa mas
degradacion de IkB-a. Células THP-1 se activaron con los estimulos que se indican y
se obtuvieron extractos totales de células en los distintos tiempos mostrados. La

degradacion de IkB-a se detecté mediante un inmunoensayo tipo Western Blot y se realizo
la densitometria de IkB-a. La grdfica de barras de la derecha resume los resultados de
tres experimentos independientes normalizado a C = Control sin estimular, p<0.05.

Un inmunoensayo tipo Western Blot representativo de tres experimentos
independientes se puede observar en la figura 16 que corresponde a una cinética
temporal de la degradacion del inhibidor IkB-a de NF-xB.

Utilizamos a la a-tubulina como control de carga. Y del lado derecho de la figura
16 se encuentra la grafica de barras de las densitometrias de los tres
experimentos realizados.

Pudimos observar que la degradaciéon del inhibidor IxB-a sucede a partir de los
5 min cuando se co-estimularon las células THP-1 con LPS + sIgG. Es notable
que desde este tiempo ya se llegb al maximo de la degradacion del inhibidor IxB-
o, lo que se corrobora con que, a partir de este momento, ya no son
significativamente distintas entre ellas las cantidades de IkB-a a los 10, 15 0 20
min. Es una degradacion de IkB-a practicamente de manera inmediata.
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Continuando con la cinética temporal de la figura 16, si ahora centramos nuestra
atencion en lo que ocurrié al estimular las células THP-1 solo con LPS, podemos
ver que la degradacion de IkB-a sucedié hasta después de los 10 min posteriores
a la estimulacion, siendo ya indistinguibles estadisticamente las cantidades de
IxB-a a los 15 0 20 min en esta condicion.

Ahora bien, si comparamos uno a uno cada tiempo entre la coestimulacién con
LPS + sIgG en comparacién con la estimulacion solo con LPS, vemos que hay
diferencia estadistica en los tiempos 5, 10 y 15 min.

Por otro lado, si a las células THP-1 no se les estimula (C = Control en la figura
16) o se les estimula solamente con sIgG, no se observan cambios en la
degradacion de IxB-a.

6.14. Inhibidores farmacologicos de las cinasas IRAK-1/4,
Syk y Akt disminuyeron la produccion de TNF-a en
células THP-1 que fueron estimuladas con LPS o co-
estimuladas con LPS + slgG

Siguiendo con la descripcion de la transduccion de senales de la produccion de
TNF-a, decidimos inhibir farmacoléogicamente a las cinasas IRAK-1 e IRAK-4,
indispensables para la fosforilacion y posterior degradacion del inhibidor IxB-a
del factor de transcripcion NF-kB; inhibimos también a las cinasas Syk y Akt,
que estan involucradas en la transduccion de sefnales de la produccion de TNF-a
y simultaneamente participan en la via de senalizacion de los FcyRs.

En la figura 17A se muestra un experimento representativo de 3 realizados con
células THP-1, estas fueron incubadas con un inhibidor de las cinasas IRAK-1 e
IRAK-4 (IRAK Inh en la figura 17 en general) junto con BFA (figuras 17A y 17B)
para inhibir el trafico vesicular durante 1 hora previo a la estimulacién con LPS,
sIgG o ambas como se indica.

En la figura 17B se pueden observar el promedio de los 3 experimentos de la
figura 17A, donde vimos que cuando se estimulé solo con LPS en presencia del
IRAK Inh, la acumulacion intracelular de TNF-a disminuyé en un 41%, pasando
de una intensidad media de fluorescencia (MFI) de 13.9 sin inhibidor a 8.2 con
el inhibidor, este resultado fue significativo con *p < 0.5 (las prueba estadisticas
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en todos los casos se hicieron con los valores de MFI y después se calculd el
porcentaje de cambio) y fue nuestro control de inhibicién con IRAK Inh.
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Figura 17. El inhibidor de IRAK-1 e IRAK-4 inhibié la produccion de TNF-a en
células THP-1 que fueron estimuladas con LPS o co-estimuladas con LPS +

slgG. (A) Experimento representativo de tres de células THP-1 que se incubaron con
DMSO o inhibidor de IRAK-1 e IRAK-4 (IRAK Inh, 5 uM) por 1 h en presencia de BFA
previo a la estimulacion con LPS, slIgG o ambos. El TNF-a intracelular se evalud
mediante citometria de flujo a las 5 h después de la estimulacion, los nimeros en los
histogramas corresponden a la intensidad media de fluorescencia. (B) Grdfica que
muestra el promedio + desviacion estandar de los tres experimentos realizados en (A).
(C) Células THP-1 se incubaron con DMSO o inhibidor de IRAK-1 e IRAK-4 (IRAK Inh,
5 uM) por 1 h previo a la estimulacion con LPS, sIgG o ambos. Se evalué la produccion
de TNF-a en sobrenadantes a las 12 h después de la estimulaciéon por ELISA. Las barras
representan promedios + desviacion estdndar de 3 experimentos realizados, *p < 0.05,
DMSO =dimetilsulféxido, vehiculo.
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En la figura 17B cuando se co-estimul6 con LLPS + sIgG en presencia del IRAK
Inh, la acumulacion intracelular de TNF-o también disminuyé en un 51%,
pasando de una MFI de 19.1 sin inhibidor a 9.4 con el inhibidor, siendo este un
cambio significativo con p < 0.05.

Cuando en la figura 17B no se agregé el IRAK Inh, solo DMSO, y se comparé la
estimulacion con LPS y la co-estimulacion con LPS + sIgG se observé un aumento
significativo del 37% pasando de una MFI de 13.9 a 19.1 respectivamente; es
decir, que el DMSO no alterd los resultados observados en los experimentos
previos, el DMSO se us6 como control porque era el disolvente del IRAK Inh.

Cuando comparamos en la figura 17B la estimulaciéon con LPS y la co-
estimulacion con LPS + sIgG, ambas en presencia de IRAK Inh, ya no pudimos
detectar diferencias significativas, aunque pasamos de una MFI de 8.2 para LPS
a 9.4 para LPS + sIgG.

Por otro lado, en la figura 17C, realizamos experimentos similares a los descritos
en la figura 17B, solo que ahora detectamos los cambios en la producciéon de TNF-
o mediante la técnica de ELISA a las 12 h posteriores a los estimulos.

En la figura 17C, las diferencias entre agregar o no el IRAK Inh cuando se
estimulan las células THP-1 con LPS o se co-estimulan con LPS + sIgG produjo
una disminucion del 86% y del 88% respectivamente en la produccion de TNF-a,
que es cuando se compara barra blanca y barra negra para el grupo de la
estimulacion con LPS o para el grupo de la co-estimulacién con LPS + sIgG.

En la figura 17C, el aumento en la produccion de TNF-a por causa de la
coestimulacion de las células THP-1 con LPS + sIgG es del 32% (comparando
ambas barras blancas) pero se abate hasta el 21% (comparando ambas barras
negras), esté ultimo valor no es significativo.

Hicimos experimentos similares a los de la ELISA de la figura 17C, pero ahora
inhibiendo a las cinas Syk y Akt con inhibidores farmacoldgicos que
denominamos por simplicidad SYK Inh y AKT Inh, que fueron incubados
también por 1 h antes de la estimulacién con LPS, sIgG o ambas; los dos
inhibidores estaban disueltos en DMSO, por lo cual agregar DMSO solamente se
us6 como control, los resultados de dichos experimentos pueden observarse en la
figura 18 a continuacion. Todas las pruebas estadisticas se hicieron con las
concentraciones de TNF-a en pg/ml y luego se calcul6 el porcentaje de variacion.
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Figura 18. L.os inhibidores de Syk y Akt inhibieron la produccién de TNF-a en
células THP-1 que fueron estimuladas con LPS o co-estimuladas con LPS +

slgG. (A) Células THP-1 se incubaron con DMSO o inhibidor de Syk (SIK Inh, 0.71 uM)
por 1 h previo a la estimulacién con LPS, slgG o ambos, y se evalué el TNF-a en
sobrenadantes por ELISA a las 12 h después de la estimulacion. (B) Células THP-1 se
incubaron con DMSO o inhibidor de Akt (AKT Inh, 0.73 uM) por 1 h previo a la
estimulacién con LPS, sIgG o ambos, y se evalué el TNF-a en sobrenadantes por ELISA
alas 12 h después de la estimulacion. En ambos paneles las barras representan promedio

+ desviacion estdndar de los 3 experimentos realizados, *p < 0.05, DMSO
=dimetilsulféxido. C = CONTROL, células no estimuladas.

En la figura 18A, observamos que el SYK Inh abate la producciéon de TNF-a en
las células THP-1 que fueron estimuladas con LPS, en un 44%. Ahora bien,
cuando co-estimulamos a las células con LPS + sIgG, el SYK Inh disminuyé la
producciéon de TNF-a en un 50% (se compara barra blanca y barra negra). Y en
ambos casos, la disminucidn es estadisticamente significativa con p < 0.05.

En la figura 18A también se puede ver que el aumento en la produccion de TNF-
o por la co-estimulacion con LPS + sIgG, ya no es significativamente diferente a
la de la estimulaciéon con LPS (se comparan ambas barras negras) y el efecto
potenciador inducido por la co-estimulaciéon LPS + sIgG se pierde por completo.

Ahora bien, en la figura 18B se observo que en presencia del AKT Inh, la
producciéon de TNF-a disminuye 58% en células THP-1 estimuladas con LPS. Si
ahora las células se co-estimulan con LPS + sIgG, el AKT Inh disminuye la
produccion de TNF-a en 65%, esto es comparando barra blanca con barra negra,
siendo este resultado significativo con *p < 0.05.
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En la figura 18B también vemos que el efecto potenciador en la produccion de
TNF-a por la co-estimulacion con LPS + sIgG ya no es estadisticamente diferente
con respecto a la estimulacion con LPS, comparando ambas barras negras, y es
un resultado equivalente a lo que se observo en la figura 18A con el SYK Inh.

6.15. Resultados no publicados

En este apartado mostramos unos experimentos Unicos que empezamos a
realizar para continuar con la busqueda de mecanismos asociados a la co-
estimulacion con LPS + sIgG en las células THP-1; empezamos indagando con la
cinasa Akt e hicimos experimentos de cinética temporal, buscando determinar la
activacion de Akt medida como su fosforilacion.

LPS LPS+slgG
C 5 100 15 200 5 10' 15 20" slgG
AKt-P [™ = =« e i . e on - G @ |

Akt |-—__.__.__-—-——-—|

a-TubuIina|—— e —— —----|

w
1

N
1

Cociente Akt-P / Akt

Tl

5 10' 15' 20° 5 10' 15' 20 sigG
LPS LPS+slgG

Figura P-1. Akt se activa durante la coestimulacion LPS + sIgG en células THP-
1. Células THP-1 se activaron con LPS o LPS + sIgG y se obtuvieron los extractos
celulares en los tiempos indicados. La forma Akt-P (fosforilada) fue detectada por

inmunoensayo tipo Western Blot en los extractos al igual que la forma no fosforilada Akt.
n=1C=CONTROL, células no estimuladas.
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En el experimento de la figura P-1 estimulamos células THP-1 con LPS o co-
estimulamos con LPS + sIgG desde los 5 min y hasta los 20 min como se indica,
obtuvimos extractos totales y realizamos un inmunoensayo tipo Western Blot
para detectar tanto a Akt total como a la forma fosforilada Akt-P (Akt activado)
y como control de carga utilizamos a a-Tubulina.

En la figura P-1, se observé que las células THP-1 tenian una cantidad de Akt-P
desde el inicio, sin haber sido estimuladas todavia, que viene normalizado a 1.

Cuando las células de la figura P-1 fueron estimuladas con LPS vimos una
disminucién momentanea y luego un aumento en la cantidad de Akt-P.

Aunque lo mas notorio de la figura P-1 es que cuando co-estimulamos a las
células THP-1 con LPS + sIgG vimos un aumento en los niveles de Akt-P, desde
los 5 min y hasta los 20 min observamos diferencias de hasta 3 veces mas,
comparados con el control sin estimular.

Incluso cuando solo estimulamos con sIgG vimos valores de Akt-P similares a
cuando co-estimulamos con LPS + sIgG, que interpretamos como un efecto
directo de sIgG sobre la activacion de Akt.

Finalmente, inhibimos la transcripcion de varios FcyRs con la finalidad de
repetir los experimentos, pero ahora en células THP-1 que tuvieran disminuida
la cantidad de FcyRs y con esto determinar si alguno de estos receptores pudiera
estar involucrado en el aumento de la producciéon de TNF-a al co-estimular
células THP-1 con LPS + sIgG.

Utilizamos la técnica de RNA de interferencia y mediante el uso de secuencias
previamente reportadas en la literatura mandamos sintetizar los cebadores
respectivos y estandarizamos las condiciones experimentales obteniendo los
resultados que mostramos en la figura P-2.

El problema fue que no salié el control de estimulacién; es decir, que no se
observaron diferencias entre la estimulacién con LPS y la co-estimulacion con
LPS + sIgG. Y como la condicién ST era el control, no pudimos interpretar los
otros datos de la figura P-2.
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Figura P-2. Transcripcion de TNF-a en células THP-1 en presencia de
diferentes siRNAs. Células THP-1 fueron incubadas por 72 h en presencia de los
SiRNAs de los receptores Fc de IgG: CD16, CD32a, CD32b y CD64 como se indica,
posteriormente las células fueron estimuladas con LPS, sIgG o ambos y se obtuvo el
mRNA de TNF-a. Las reacciones de q-RT PCR se realizaron ocupando el gen de rRNA
18S como control enddgeno para calcular la cantidad relativa de mRNA de TNF-«a con
n =1. ST = Sin Tratamiento, Control = células incubadas con siRNA irrelevante.
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7. Discusion

En este trabajo evaluamos la capacidad que tiene la IgG soluble (sIgG) para
aumentar la produccion de la citocina proinflamatoria TNF-o en células
monociticas humanas estimuladas con LPS.

Los anticuerpos del isotipo IgG se pueden encontrar en forma de monémeros, en
forma de dimeros, formando complejos inmunes o en forma de agregados
multiméricos inducidos por calor, estos ultimos son usados como un modelo
experimental de los complejos inmunes de IgG [93, 94].

Las funciones de los complejos inmunes de IgG son variadas dependiendo del
tipo celular del que se trate: mejoran la presentacion de antigenos en células
dendriticas, inducen respuestas inmunoldgicas efectivas en linfocitos T, inducen
la fagocitosis mediada por anticuerpos en monocitos e inducen la citotoxicidad
celular mediada por anticuerpos en células NK, entre otras funciones [95-97].

A nosotros nos interesaba evaluar la participaciéon de IgG, que no formara
complejos inmunes, en la produccién de la citocina proinflamatoria TNF-a, pero
a falta de esta IgG (que generalmente es monomérica), ocupamos IgG soluble
(sIg@3), que se encuentra mayormente en forma monomeérica, aunque contiene en
teoria alrededor de un 5% de dimeros de IgG [97], la sIgG de Sigma-Aldrich®
que usamos es, en principio, equivalente a la IgG IV (intravenosa) que es
ocupada clinicamente como tratamiento en enfermedades autoinmunes y se sabe
que tiene efectos diferentes a los producidos por complejos inmunes de IgG [83].

También existen complejos inmunes de IgG que son solubles [98], por lo que
quisimos verificar que la sIgG que estariamos usando no se encontraba formando
complejos inmunes, pero lo mas importante era que buscabamos que fuera
equivalente a una IgG IV de uso clinico.

Ocupamos IgG IV TEGELINE® como control, esta IgG IV es un medicamento
que se utiliza como tratamiento para pacientes con enfermedades autoinmunes
como la trombocitopenia inmune primaria y también se usa en pacientes con
diferentes tipos de inmunodeficiencias primarias o secundarias con la finalidad
de aumentar los niveles de IgG en suero para llegar a concentraciones normales
[99], v lo mas importante para nosotros era que se obtenia de la misma forma
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que la sIgG de Sigma-Aldrich® que teniamos, a partir del liofilizado del suero
sanguineo de diez mil donadores sanos.

Determinamos el estado conformacional de sIgG con una columna de exclusién
molecular mediante FPLC como lo mostramos en la figura 1 y que es una técnica
habitual para la determinacion de los estados conformacionales de IgG [100].

En la figura 1 podemos observar la comparaciéon entre ambas preparaciones de
IgG. La IgG IV (figura 1B) tiene tinicamente 2 picos, el de 344 kDa y el de 162
kDa, que son el 6% y el 94% del contenido de proteina total y que corresponden
a los pesos moleculares de los dimeros y de los mondémeros de IgG
respectivamente que ya han sido publicados previamente [101].

En cambio, nuestra sIgG Sigma-Aldrich® (figura 1A) tiene, ademas de los picos
de 341 kDa y 162 kDa de los dimeros y monémeros de IgG (5% y 62% de proteina
total respectivamente), otros 4 picos mas pequenos que en conjunto se
corresponden a fragmentos posiblemente proteicos que son menores a 5 kDa y
que en conjunto representan el 33% de la proteina total restante, a pesar de que
el fabricante Sigma-Aldrich® certifica que el liofilizado que vende tiene al menos
el 95% de proteina IgG, este 33% de proteina de bajo peso molecular
posiblemente serian fragmentos de sIgG.

Creemos que estos fragmentos de sIgG se podrian deber a la degradacion de IgG
en la solucién debido a la temperatura o incluso variaciones de pH a la hora de
preparar las muestras para el FPLC, lo cual ya ha sido reportado anteriormente
en otros estudios [102—104], incluso se ha investigado acerca de la estabilidad a
largo plazo de las soluciones de anticuerpos, desde 6 meses hasta 3 anos y se ha
encontrado que hay degradacion de los mismos [105], este es el intervalo de
tiempo en el que nosotros almacenabamos nuestras soluciones de sIgG. También
podrian ser otras proteinas en la muestra, aunque esta solucion de sIgG de
Sigma-Aldrich® ha sido purificada por el fabricante, la proteina mas abundante
en el plasma sanguineo es la albumina, pero es de 67 kDa de peso molecular,
muy distinto a lo que encontramos, ya que lo que observamos pes6 menos de
5kDa, asi que por el momento desconocemos que serian esos fragmentos.

Los experimentos que realizamos con sIgG no los haciamos todos en el mismo

momento, este dato es importante ya que se ha visto que la degradacién de los
anticuerpos en solucion esta en funcion del tiempo de almacenamiento [105].
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Nuestros experimentos los volviamos a realizar en diferentes ocasiones para
usarlos como control en los monocitos de CMN de sangre periférica o para
verificar que el fenotipo persistia en las células THP-1. No tuvimos deteccion de
alguna respuesta distinta a la observada desde el inicio con la solucion de sIgG
recién preparada, por lo que razonablemente podriamos descartar el efecto de los
fragmentos de bajo peso molecular, que seguramente si variaron a lo largo del
tiempo total de almacenamiento.

En cambio, donde tuvimos mas inquietudes fue en lo relacionado al 5% de IgG
dimérica presente en la sIgG de Sigma-Aldrich®, ya que hay reportes de
actividad de estos dimeros. Dependiendo del contexto fisiolégico del que se trate
y el tipo de células involucradas, hay diferentes tipos de reportes en la literatura,
algunos son los siguientes:

A) La IgG dimérica es incapaz de inducir desgranulacion de neutroéfilos in vitro
o de activar al sistema de complemento [106]. B) La IgG dimérica se une a
distintos receptores FcyRs que la IgG monomérica en macréfagos derivados de
monocitos y macrofagos activados [107]. C) Los receptores FcyRII y FeyRIII no
pueden unir ni IgG dimérica ni multimérica, pero si IgG monomérica, aunque
con baja afinidad [565]. D) La IgG dimérica inhibe la fagocitosis de eritrocitos
opsonizados en macrofagos M-CSF, pero no en macréfagos GM-CSF comparado
con IgG monomérica [108].

No podemos saber si el efecto observado en nuestros experimentos fue por causa
de los dimeros o de los mondémeros de sIgGG, aunque encontramos que habia 12
veces menos IgG dimérica (5%) que IgG monomérica (62%) en los preparados de
slgG de Sigma-Aldrich® que usamos.

Para determinar cual IgG esta participando tendriamos que enriquecer nuestra
solucion con IgG monomérica y volver a hacer los experimentos para determinar
s1 el efecto es el mismo al que reportamos con la mezcla de sIgG monomérica y
dimérica. Los efectos de sIgG dimérica y sIgG monomérica son diferentes e
involucran la activacién de diferentes receptores FcyRs como se describe en [55].

Lo que si pudimos determinar es que nuestra slgG de Sigma-Aldrich® es
equivalente a la IgG IV TEGELINE®, que también es una mezcla de monémeros
(95%) y dimeros (5%) de IgG y que se usa clinicamente. Esto es importante
porque ya estaba reportado previamente que los mecanismos de accién de IgG
IV son distintos a los inducidos por complejos inmunes de IgG [569]. Si no fuera
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por el precio y la accesibilidad, hubiéramos usado la IgG IV TEGELINE® en vez
de la sIgG de Sigma-Aldrich® que terminamos ocupando.

Sin hacer distincion, nos referiremos a la solucion de IgG de Sigma-Aldrich® que
ocupamos en los experimentos como sIgG (monomérica + dimérica) haciendo
énfasis solo a su solubilidad, para diferenciarla de los complejos inmunes de IgG
no solubles de mayor peso molecular a los observados en la figura 1.

La manera de evaluar los efectos inflamatorios de sIgG es midiendo alguna
citocina proinflamatoria como TNF-a; los monocitos, macréfagos y neutrofilos
son los principales productores de TNF-a en el sistema inmunoldgico, aunque
otros tipos celulares también pueden producirlo. Se sabe que las células no tienen
reservas de TNF-a, sino que siempre lo producen después de ser estimuladas. El
LPS es considerado el principal inductor de la produccion de TNF-a, sin
embargo, también otros antigenos virales, micéticos y parasitarios, la
enterotoxina, la anafilotoxina Cba, el superantigeno, los complejos inmunes, la
IL-1B, el IFN-y, el GM-CSF, el TGF-B e incluso el propio TNF-a por mecanismos
autocrinos es capaz de inducir la expresion de mas TNF-a [22].

En los experimentos de cuantificacién de TNF-a por ELISA y de acumulacién
intracelular de TNF-a, no observamos efecto al estimular solo con sIgG, por lo
que se necesité inducir la produccién de TNF-a, y lo hicimos ocupando a LPS
como inductor y después lo mezclamos con sIgG para medir su efecto combinado,
por lo que resulté relevante determinar que al menos todos los receptores
tradicionalmente involucrados en las respuestas a LPS y slgG estuvieran
presentes en nuestros modelos experimentales, tanto en los monocitos de CMN
de sangre periférica, como en las células THP-1.

Entonces mediante citometria de flujo determinamos la expresion de los
correceptores de LPS, TLR4 y CD14, de los receptores FcyRs de IgG, CD64, CD16
y CD32 y también del receptor TLR2, que es de la misma familia de receptores
que TLR4 porque comparariamos efectos con otros ligandos inductores de la
produccion de TNF-a.

Con lo que respecta a los receptores TLR4 y TLR2 vimos solo una poblaciéon de
monocitos que expresaban cada uno de los receptores, y en general en la
literatura estos resultados son los habituales [109]. En particular, el receptor
CD14, ademas de ser parte del clister de reconocimiento de LPS junto con el
receptor TLR4 [77], es considerado un marcador de superficie de monocitos [110],

76



lo cual usamos para caracterizar a nuestras células como células monociticas y
en el caso de las CMN de sangre periférica, previamente inmunoseparamos con
anticuerpo anti-CD14, ademas.

En la figura 2 de monocitos de CMN de sangre periférica, vimos que la poblacién
de células CD14+ no era homogénea, esto podria deberse principalmente a dos
posibilidades.

Primero, se sabe que las poblaciones de monocitos expresan distintas cantidades
de CD14 dependiendo de su estado de diferenciaciéon, de su exposicién a
diferentes patégenos o incluso a diferencias étnicas de los donadores,
denominando como CD14+ a los que producen menos y CD14++ a los que
producen mas del receptor [111].

Y en menor medida como una segunda posibilidad, la inmunoseparacion
magnética de CMN de sangre periférica que se hizo para la figura 2 fue con un
anticuerpo anti-CD14, el cual puede interferir con el marcaje del otro anticuerpo
anti-CD14 utilizado en la técnica de citometria de flujo.

El receptor CD64 conocido como FcyRI, se considera un marcador de monocitos
al igual que CD14 y se sintetiza de manera constitutiva en estos [57, 112]. Los
monocitos expresan diferentes cantidades de CD64, incluso hay una pequena
poblacién que no rebasa el 10% que produce muy poco del receptor [113], lo cual
es consistente con lo que pudimos ver en nuestros resultados de la figura 2.

Con respecto a CD32 o FcyRII, no contabamos con un anticuerpo que diferenciara
entre CD32a y CD32b. Fisiologicamente ambos receptores tienen funciones
diferentes, CD32a es un activador y CD32b es un inhibidor, esto a pesar de
compartir la cadena y y de tener en general un 85% de identidad en su secuencia
de aminoacidos [114], por lo que no diferenciar entre ellos es necesariamente una
limitacion en la interpretacion de los resultados.

Finalmente, para el receptor FcyRIII o CD16 esta reportado que existen
subpoblaciones de monocitos que se pueden clasificar segin sus niveles
combinados de CD14 y CD16, donde los mas frecuentes en personas sanas son
los CD14++/CD16- que son alrededor del 80% del total de monocitos y suelen
llamarse monocitos clasicos [115]. Podemos observar similares proporciones en
nuestros experimentos de la Figura 2, aunque no los tenemos clasificados en
subpoblaciones monociticas, solo las llamamos en general células monociticas.
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Con respecto a los mismos experimentos pero ahora realizados en las células
THP-1 (figura 8), es importante mencionar que estas células de linaje monocitico
provienen de un paciente con leucemia monocitica aguda [116], por lo cual solo
sirven como un modelo de aproximacion, tienen inestabilidad genética después
del pasaje 25 y cada cierto tiempo teniamos que verificar que seguian expresando
todos los receptores que nos interesaban, responden con menor intensidad a LPS
comparadas con los monocitos de CMN de sangre periférica, y generalmente se
deben diferenciar con PMA durante unas 48 h [117].

Nosotros no diferenciamos a las células THP-1 con PMA ya que nos constaba y
estaba reportado que ademas de mejorar su respuesta a LPS, induce un aumento
significativo en la produccion de otras citocinas como son TNF-a, IL-1f, IL-8
[118]. Y no deseabamos tener una posible saturacion del sistema de produccion
de citocinas proinflamatorias, ya que precisamente eso pretendiamos medir como
efecto de la coestimulacion de LPS + sIgG.

Pudimos encontrar que todos los receptores que nos interesaban, CD14, TLRA4,
TLR2, CD64, CD32 y CD16 estaban presentes también en las células THP-1,
pero ahora en cantidades homogéneas, disminuyendo con esto el grado de
complejidad, ya que no se aprecian subpoblaciones de células THP-1 como en los
monocitos de CMN de sangre periférica.

Para la caracterizacion de receptores de superficie ocupamos monocitos de CMN
de sangre periférica obtenidos por inmunoseparacion magnética, pero para los
demas experimentos usamos CMN de sangre periférica sin inmunoseparar; por
lo que teniamos una mezcla heterogénea de poblaciones celulares.

Se sabe que las células mononucleares (CMN) de sangre periférica contienen
linfocitos T y B, monocitos y algunas células NK [119] y en lo que respecta a
nuestros experimentos de la figura 3, detectamos por granularidad y positividad
a CD14 a los monocitos, y por granularidad a los demas tipos celulares, ya que
es conocido que los linfocitos tienen menor granularidad que los monocitos [120],
sin que para este fin hiciéramos experimentos de tincién de marcadores de
superficie de linfocitos.

Nuestra conclusion fue que solo los monocitos de las CMN de sangre periférica
son capaces de producir TNF-a en respuesta al LPS, y no asi los otros tipos
celulares ahi presentes, que consideramos como linfocitos (figuras 3 y 4); estos
experimentos eran importantes para justificar el uso de todas las CMN de sangre
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periférica en vez de inmunosepararlas previamente, ya que se ha reportado que
el anticuerpo anti-CD14 disminuye la respuesta a LPS [121], asi que la decisién
de no usar este anticuerpo en los experimentos resultaba légico, aunque no
probamos el efecto directamente.

Con respecto a los estimulos, se sabe que la concentraciéon de IgG circulante en
sangre es de alrededor de 13 g/Li (8.06 x 102 M) [122] con variaciones
relacionadas a la edad y al género de las personas [123].

En este trabajo utilizamos concentraciones de IgG de alrededor de unas 1300
veces menores a las reportadas de IgG en sangre, trabajamos en el rango de 0.01
g/L (6.2 x 10-> M); esto debido a que, sila IgG in vitro se utiliza a concentraciones
similares a las de la sangre, se pueden formar agregados de IgG [124], situacién
que podria asemejarse a complejos de IgG, que era lo que queriamos evitar, y
como a 0.01 g/Li ya veiamos efectos, era util esa concentraciéon para nosotros.

Por otro lado, la constante de disociacion del receptor FeyRI, el de mayor afinidad
reportada para Fc de IgG, es aproximadamente de 1.5 x 10-8 M [125, 126], y
nosotros ocupamos concentraciones de 6.2 x 105 M de IgG, tres 6rdenes de
magnitud mayores. A las concentraciones en sangre, los monocitos de CMN de
sangre periférica ya tienen saturados los receptores FcyRI [57], y esto antes de
extraerlos de los paquetes leucocitarios y de estimularlos in vitro, por lo que
estimular a los monocitos de CMN de sangre periférica solo con sIgG no deberia
tener efecto, que fue como se observo en nuestros experimentos (figuras 5 y 6).

En la figura 5, con referencia a la curva de dosis-respuesta a la co-estimulacion
con LPS + slgG (manteniendo LPS 10 ng/mL constante) empezamos con
concentraciones de 1 pg/mL y hasta 50 ug/mL de sIgG y no observamos cambios,
los aumentos en la producciéon de TNF-a los observamos a partir de los 10 pg/mL
de sIgG y después de ahi habia una ligera tendencia creciente que no era
estadisticamente significativa hasta el mayor valor que probamos que fue de 50
ug/mL de sIgG.

Con las células THP-1 co-estimulamos con LPS + sIgG, mantuvimos constante
la concentracion de LPS a 10 ng/mL y aumentamos las sIgG hasta 100 ug/mL
sin ver un efecto mayor en la produccion de TNF-a que el ya visto con 10 ug/mL
de slgG (figura 9B), teniendo resultados consistentes con lo que se observo en los
monocitos de CMN de sangre periférica. Al estimular las células THP-1 solo con
sIgG también se saturarian los receptores de FcyRI, y segin vimos a nivel de
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proteina no habia contribucion a la producciéon de TNF-a (figuras de la 9 a la 12);
asi que, para fines practicos, la estimulacién solo con sIgG la utilizabamos como
un control negativo de la producciéon de TNF-a.

Una cosa interesante de estos experimentos es que, salvo la tendencia
ligeramente creciente, no obtuvimos una curva-dosis respuesta para slgG
cuando las células se co-estimularon con LPS + sIgG, simplemente era una
respuesta de todo o nada, a concentraciones por debajo de 10 pg/mL de sIgG no
vemos ningun efecto en la produccion de TNF-a y por encima de 10 ug/mL, un
aumento promedio del 33% en la producciéon de TNF-a.

En la literatura se reporta que la IgG IV (equivalente a nuestra sIgz) tiene
actividad antinflamatoria [127] en monocitos, posiblemente bloqueando a los
receptores de Fc de IgG e impidiendo la uniéon de complejos inmunes que inducen
actividad proinflamatoria [128]. En nuestro caso, teniamos que inducir la
produccion de TNF-a con LPS y co-estimular simultaneamente con sIgG para
observar una actividad proinflamatoria que es contraria a lo reportado
previamente.

Si sIgG indujo en la co-estimulacion con LPS, el aumento en la produccion de
TNF-a, siendo que los monocitos de CMN de sangre periférica son ya un sistema
previamente saturado con sIgG, podria descartar la participacion del receptor de
alta afinidad FcyRI, aunque nuestros resultados preliminares (experimentos de
una sola repeticion) al inhibir FcyRI con siRNA en células THP-1 mostraron que
se abatia el efecto potenciador de la co-estimulaciéon con LPS + slgG, que
indicarian contradictoriamente que si participa FcyRI; tendriamos que realizar
mas experimentos al respecto, ya que ademas de la saturacién del receptor
FcyRI, se conoce que el mecanismo de acciéon de sIgG no esta restringido
solamente a los receptores FcyRs, y se les conoce como efectos dependientes de
Fab y consisten en la unién idiopatica de la IgG a otros receptores como TCRo/p,
Siglec-9, CD5, o a proteinas diversas como integrinas e incluso a citocinas[128] .

Podriamos en un futuro utilizar solo los fragmentos Fab o Fc de IgG en los
experimentos de co-estimulacién con LPS, en vez de la IgG intacta y con esto
determinar que fragmentos de IgG estarian participando en el aumento de la
produccion de TNF-a en las células monociticas con las que trabajamos.

El LPS es el inductor de TNF-a mas estudiado y es ligando del receptor TLRA4,
que es a su vez parte del clister de reconocimiento de LPS que incluye al
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correceptor CD14 [77]. Para el caso de los monocitos de CMN de sangre
periférica, las concentraciones de LPS que se ocupan generalmente rondan entre
1 ng/mL y 10 ng/mL [129], aunque hay autores que ocupan hasta 100 pg/mL
[130]. En nuestro laboratorio ocupamos 10 ng/mL de manera estandar para
inducir la producciéon de TNF-a en los monocitos de CMN de sangre periférica y
en las células THP-1 donde con 10 ng/mL de LLPS ya es suficiente para inducir la
producciéon de TNF-a [131].

Las células THP-1 que usamos no las diferenciamos con PMA, por los efectos
secundarios en la produccién de citocinas asociados [132], incluso hay reportes
de que hasta 3,000 genes se expresan diferencialmente después de la
estimulacion de células THP-1 con PMA [133].

Sin diferenciar, las células THP-1 producen unas 10 veces menos TNF-a cuando
las comparamos con los monocitos de CMN de sangre periférica (se puede
observar al comparar la figura 9A con la figura 6A respectivamente). En nuestras
condiciones experimentales pudimos determinar una curva dosis-respuesta para
LPS cuando estimulabamos células THP-1 con 2 ng/mL y hasta 1250 ng/mL de
LPS (barras blancas de la figura 9A y figura 11).

Vimos que por encima de los 50 ng/mL de LPS ya no podiamos detectar cambios
significativos en la produccion de TNF-a, lo que podria indicar que ya habiamos
llegado a la saturacién del sistema. Como la mitad de la produccién maxima de
TNF-a se alcanzaba alrededor de los 10 ng/mL de LPS, esa fue la concentracién
que elegimos para los estimular a las células THP-1.

Ahora bien, TLR2 es otro miembro de la familia de receptores TLR. Forma un
complejo receptor heterodimerico con TLR1 o con TLR6 y también induce la
produccion de TNF-a con una via de sefnalizacion practicamente idéntica a la de
TLR4-CD14 [134], por lo que usamos también algunos de sus ligandos para
estudiar los efectos de la coestimulacion de estos con sIgG.

Para activar a TLR2 usamos un ligando sintético, Pam3CSK4 que potencia la
produccion de TNF-a, el objetivo de estos experimentos era estudiar la capacidad
de sIgG de modificar la produccion de TNF-o en contextos de senalizacion
similares a los inducidos por LPS y TLR4.

Cuando hicimos experimentos con monocitos de CMN de sangre periférica, no
vimos ningun efecto de slgG en la produccion de TNF-a, las mismas
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concentraciones de TNF-a encontrabamos si se estimulaba con Pam3CSK4 o se
coestimulaba con Pam3CSK4 + sIgG (P3C en la figura 6B y en la figura 7).

Tampoco observamos ningtn resultado distinto al estimular células THP-1 con
otro ligando de TLR2, el lipofosfoglicano (LPG en la figura 12) o co-estimulando
con LPG + slgG; ocupamos LPG ya que no tuvimos acceso al ligando sintético
Pam3CSK4.

Estos resultados pueden indicar al menos dos cosas: 1) La concentracién que
ocupamos de los ligandos satura el sistema, por lo que la coestimulacion con sIgG
ya no es detectable. O 2) La sIgG no induce ningun efecto al ser coestimulada
con ligandos de TLR2.

Para poder descartar entre estas dos posibilidades se podria comenzar haciendo
una curva de dosis-respuesta para los dos ligandos de TLR2 que ocupamos, tanto
en monocitos de CMN de sangre periférica como en la linea celular THP-1. Lo
cual no hicimos porque lo que queriamos era explorar de manera preliminar
algunos efectos de sIgG en la produccion de TNF-a en diferentes contextos de
senalizacion. Cabe decir que las concentraciones que utilizamos en estos
experimentos fueron las que previamente se habian utilizado en nuestro
laboratorio y eran similares a lo reportado para tal efecto [135, 136].

En otro orden de ideas, es para destacar que los monocitos de CMN de sangre
periférica responden con diferentes intensidades a los mismos estimulos,
dependiendo del donador del banco de sangre de donde fueron aislados.

Entonces, debido a las variaciones intrinsecas en la respuesta a LPS de los
diferentes donadores, para poder analizar los datos de la figura 6A
correspondientes a la coestimulacion con sIgG en monocitos de CMN de sangre
periférica, tuvimos que hacer una comparaciéon por parejas; es decir, que
comparamos la producciéon de TNF-a al estimular con LPS y al coestimular con
LPS + sIgG de cada donador como una pareja de datos independientes de los
otros donadores, y al final determinamos el cambio promedio entre ambas
condiciones experimentales, en donde observamos un aumento del 30% en la
produccion de TNF-a atribuible a sIgG. No sabemos si este aumento del 30% en
la produccion de TNF-o en los monocitos de CMN de sangre periférica sea
relevante fisiologicamente.
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La complejidad para determinar esta cuestidon se puede ejemplificar con las
siguientes observaciones en enfermedades asociadas con aumentos en los niveles
de TNF-a. Por ejemplo, en pacientes con shock séptico se ha encontrado hasta 10
veces mayor cantidad de TNF-a en sangre en los pacientes que no sobreviven
[137], hay otros grupos de investigacién que reportan mas bien que los cambios
son intermedios, del orden de 2 a 3 veces mayor cantidad de TNF-a en estos
pacientes [138]. Sorpresivamente también hay otros reportes que muestran que
no necesariamente hay cambios en la producciéon de TNF-a en pacientes con
shock séptico comparado con personas normales [139].

Se ha asociado la susceptibilidad y progresién del shock séptico a polimorfismos
en el gen de TNF-a [140], lo cual abre la posibilidad a un abanico enorme de
variaciones en los niveles de TNF-a en pacientes con shock séptico o incluso otras
enfermedades relacionadas con el aumento de TNF-a como en la artritis
reumatoide, donde también se ha visto que existen diferentes niveles basales de
TNF-a en estos pacientes y que condicionan ademas su respuesta a la terapia
con infliximab [141].

Las variaciones en la producciéon de TNF-a han llevado incluso a reexaminar el
rol de TNF-o en algunas enfermedades como la esclerosis multiple [142].
También se ha visto que en pacientes psiquiatricos diagnosticados con
bipolaridad tienen hasta 5 veces mas niveles de TNF-a en sangre comparados
con los controles normales [143].

Por lo que no resulta trivial responder a la pregunta de si los aumentos en la
produccion de TNF-a que hemos observado en nuestros modelos de estudio
pudieran ser fisiolégicamente relevantes o no, a falta de evidencia experimental
nos centramos como primera aproximacion en este trabajo a la transduccién de
senales inducidas por la co-estimulacién con LPS + slIgG.

Cuando hicimos los mismos experimentos en las células THP-1, los resultados
fueron muy similares, y un resultado a considerar es que cuando co-
estimulabamos con LPS + sIgG (barras negras de la figura 9A), aunque
estuviéramos en la concentraciéon de saturacion con LPS a 1250 ng/mlL,
seguiamos viendo un aumento del 40% en la producciéon de TNF-a atribuible a
sIgG. Lo cual podria indicarnos que la transduccién de sefnales que se activa al
estimular con LPS es diferente a cuando la activacion es por la co-estimulacion
con LPS +slgG. Bien podria ser que algtin componente de la senalizaciéon de LPS
estuviera involucrado al mismo tiempo con sIgG. A modo de hipédtesis tal vez en
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la superficie celular, la sIgG pudiera aumentar la capacidad de uniéon de LPS al
clister de reconocimiento TLR4-CD14-MD-2 [77].

Otra opcidn seria que sIgG se uniera a algin inhibidor de la produccion de TNF-
o, inhibiéndolo o bloqueandolo; por ejemplo, se ha visto que, en neutroéfilos, la
IgG monomérica se puede unir a los receptores FcyRIIa y FcyRIIIb impidiendo la
senalizacion de IgG agregada que se usa para simular complejos inmunes [144].

Lo que parecen sugerir los resultados que tenemos, es que independientemente
del mecanismo de accién de sIgG, se requeriria de algin componente de
senalizacion que solo esta presente cuando las células son estimuladas con LPS.

Ahora bien, tuvimos problemas técnicos con los monocitos de CMN de sangre
periférica: habia ocasiones en que no teniamos respuesta alguna al LPS, que es
el control de activacion de nuestro sistema, en otras ocasiones sin necesidad de
estimular, los monocitos ya producian TNF-a en grandes cantidades,
probablemente por una estimulacion previa in vivo o durante su obtencién; se ha
reportado esta activacién previa como producto de la variacion individual, las
condiciones de exposicion a enfermedades de los donadores y el fondo genético de
cada persona [145].

A pesar de los problemas que tuvimos al emplear monocitos de CMN de sangre
periférica, pudimos observar un aumento consistente en la produccion de TNF-
o cuando se co-estimulaba con LPS + sIgG por diferentes técnicas demostrando
asi que lo observado no era un artefacto de las técnicas o que estuviera solo
presente en la linea celular THP-1.

Decidimos pues repetir todos los experimentos que ya habiamos hecho con los
monocitos de CMN de sangre periférica, ahora en las células THP-1, empezando

por caracterizar el inmunofenotipo (figura 8) con respecto a la expresion de los
receptores CD14, TLR2, TLR4, CD64, CD32 y CD16.

Ademas, para verificar que el cultivo de células THP-1 conservaba el mismo
inmunofenotipo, repetiamos esta caracterizaciéon cada 2 semanas, aunque esta
reportado en la literatura que los conservan hasta el pasaje 25 [146]. Cabe
mencionar que nuestros cultivos nunca rebasaron el pasaje 20.

Otra condicién que manteniamos controlada era la densidad del cultivo, para no
rebasar los 5 x 10% células/mL ya que esta reportado que hay cambios en la

84



capacidad de respuesta al LPS de las células THP-1 derivados de la densidad del
cultivo [147]. Cada semana verificabamos que nuestro cultivo respondiera a LPS,

y lo hacian con mayor intensidad cuando los cultivos estaban a una densidad de
1 x 106 células/mL.

Después de los controles de cultivo celular y presencia de los recetores
verificamos que se pudiera reproducir el aumento en la produccion de TNF-a con
la coestimulacion con LPS + sIgG y encontramos los mismos resultados
anteriormente observados con los monocitos de CMN de sangre periférica.

Hemos discutido hasta el momento esos resultados de manera conjunta porque
los experimentos eran equivalentes y para hacer notar las similitudes fenotipicas
entre los monocitos de CMN de sangre periférica y las células THP-1; pero de
ahora en adelante, estas Ultimas son las tUnicas de las que discutiremos sus
resultados ya que no seguimos trabajando con los monocitos CMN de sangre
periférica.

Se sabe que TNF-a autoinduce su produccién por mecanismos autocrinos, para
poder descartar efectos adicionales del TNF-a en los sobrenadantes de las células
THP-1, optamos también por medir la acumulacién intracelular de TNF-a,
usando Brefeldina A (BFA), inhibidor del trafico vesicular y lo medimos por
citometria de flujo a las 5 h posteriores a los estimulos obteniendo los mismos
resultados que consistian en un aumento del 30% en la producciéon de TNF-a al
co-estimular con LPS + slgG (figuras 7, 11y 12).

Habiendo establecido que el efecto de la co-estimulacién con LPS + slgG era
equivalente en los monocitos de CMN de sangre periférica y en la linea celular
THP-1, nos propusimos describir si habia cambios en eventos transduccionales
asociados a la estimulacion por LPS.

Por eso, nos enfocamos en los eventos corriente arriba en la senalizacidn,
midiendo para esto el mRNA de TNF-a. Se ha reportado en diferentes
condiciones experimentales que los niveles maximos de mRNA de TNF-a al
estimular monocitos con LPS se encuentran entre 30 min y 2 h después de la
estimulacion [148, 149].

Sabiendo esto, hicimos una curva temporal de la transcripcion de TNF-a (figura
13), donde observamos que una hora después de la estimulacién obteniamos un
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aumento de 2.5 veces en la cantidad de mRNA de TNF-a en la co-estimulaciéon
con LPS + sIgG, comparando con la estimulacién solo con LPS.

Al mismo tiempo fueron los Ginicos experimentos estadisticamente significativos
donde pudimos detectar un efecto en la estimulacién solo con slgG, que
correspondia al 56% de la transcripcion de TNF-a inducida por LPS.

Sabemos que estos resultados no corresponden a los aumentos del 30-40% que
detectamos en la acumulacién intracelular o en los sobrenadantes de TNF-a;
estas variaciones podrian explicarse por la regulacion transcripcional o
postranscripcional durante la biosintesis de TNF-a.

Por ejemplo, la region 3’ UTR (region no traducible) del gen de TNF-a tiene un
ARE (elemento rico en AU) que esta implicado en la regulacién transcripcional y
que desestabiliza su mRNA, y estabilizarlo requiere de la activacion de la via de
senalizacion de p38 MAPK que incrementa la producciéon de TNF-a [150, 151].

La conclusién al respecto en nuestros experimentos se centra en que la
coestimulacion con LPS + sIgG incrementa la actividad transcripcional de TNF-
o, aunque esto no se vea reflejado en la producciéon de la proteina. Y que la
activacion de la transcripcion de TNF-o por causa solamente de sIgG no se
observé en la traducciéon y secrecion de TNF-a.

Siguiendo con los eventos corriente arriba, nos enfocamos en la subunidad p65
del factor de transcripcion NF-xB que participa en la transcripcion del gen de
TNF-a [152], este debe ser translocado al ntucleo, que en los monocitos y
macrofagos sucede en un solo evento de larga duracién [153] a diferencia de los
patrones de oscilacién que se pueden observar en fibroblastos [154].

Nosotros pudimos detectar la translocacion de NF-kB p65 del citoplasma al
nucleo en 30 min en las células THP-1. La deteccion de NF-xB p65 nuclear se
hizo utilizando citometria de flujo para nicleos como se explica en la seccién de
materiales y métodos. La coestimulacion con LPS + sIgG aumenta en 2.4 veces
la translocacion nuclear de NF-kB p65, que directamente se correlaciona el
aumento que detectamos a nivel transcripcional.

Es decir, que sIgG podria estar utilizando elementos transduccionales comunes
a los de la via candnica inducida al estimular solo con LPS.
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En esa misma linea argumental de buscar elementos de la via canénica seguimos
explorando corriente arriba en la senalizacion hacia la fosforilacion de NF-kB
p65. La fosforilacion de NF-xB p65 en la serina 536 (S536) esta reportado que
ocurre al estimular monocitos y macroéfagos con LPS [155] v es la fosforilacion
mas descrita al respecto [156], también hay otros reportes que indican que la
fosforilacion en S536 funciona como un regulador negativo de NF-xB [156],
aunque de manera moderada.

Nosotros detectamos que en las células THP-1 habia un aumento del 29% en la
fosforilaciéon de S536 de NF-kB como respuesta a la coestimulacion con LPS +
slgG (figura 15) y correlaciona con nuestros datos acerca del aumento de la
translocacion de NF-kxB, la transcripcion y traduccion de TNF-o, mostrado
respectivamente en las figuras 14, 13 y 10.

En este punto ya pudimos preguntarnos acerca de las diferencias en las vias de
activacion de NF-kB, porque la fosforilacién en la S536 de p65 se ha reportado
generalmente que se debe a la cinasa IKK-B. Es importante recalcar que la
participacion de IKK-f se considera como parte de la via de senalizacién canénica
en la activacion de NF-xB [155, 157].

Cabe mencionar que existen reportes que muestran que en realidad la
fosforilacion en S536 de NF-xB p65 lo realiza la cinasa IKK-a [158], siendo esta
una cuestion abierta y controversial que constituye un area de oportunidad para
determinar por cual opcion podria estar ocurriendo la respuesta a la
coestimulacion con LPS + sIgG. La activacion de IKK-o se asocia
tradicionalmente a la activacion por factores de crecimiento.

Después de la estimulacion con LPS, IKK-3 se encarga de fosforilar a miembros
de la familia de inhibidores de NF-«xB, particularmente a IxB-a, su fosforilacion
induce su propia ubiquitinacién y posterior degradacion por el proteasoma [159].

Hicimos una curva temporal para medir precisamente la degradacion de IxB-a
en respuesta a la coestimulacién con LPS + sIgG comparando con la estimulacién

con LPS solamente que se puede observar en la Figura 16.

Lo que consideramos mas importante fueron los tiempos en los que sucede la
degradacion de IkB-a al coestimular las células THP-1 con LPS + sIgG.
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El efecto es observable a partir de los 5 min posteriores a la coestimulaciéon, lo
que indica que la respuesta a LPS + sIgG es una respuesta temprana atin mas
corriente arriba que la degradacion de IkB-a.

Al final de la curva temporal, a los 20 min, los niveles de IkB-a ya eran
equivalentes entre la coestimulacion con LLPS + sIgG y la estimulacion con LPS,
esto no es suficiente para explicar los resultados previos en el aumento de la
produccion de TNF-a, y nos invita a pensar que estan involucrados otros procesos
con otras IxkBs ademas de IxB-a que fue la que evaluamos, consistente con lo que
se ha observado en otros estudios [160—-162].

Por dultimo, exploramos la actividad de las cinasas involucradas con la
fosforilacion y posterior activacion del complejo IKK en la senalizacion inducida
por LPS, particularmente IRAK-1 e IRAK-4 [163], con la finalidad de encontrar
alguna diferencia entre las respuestas a la estimulacion con LPS y la
coestimulacion con LPS + sIgG.

El inhibidor que utilizamos inhibe a ambas cinasas IRAK-1/4 y en las
concentraciones que ocupamos lograbamos disminuir la produccion de TNF-a
hasta en un 41% al estimular con LPS (figura 17A), y abatimos el efecto de la co-
estimulacion con LPS + sIgG a la mitad, pero esto solo fue detectable en la
acumulacion intracelular de TNF-a a las 5 h (figura 17A) y no pudimos detectar
ningun otro cambio en la cantidad de TNF-a en los sobrenadantes de las células
THP-1 a las 12 h posteriores a los estimulos (figura 17B) ya que la nivel de
inhibicién en ambas condiciones fue del 86% y 88% para la estimulacion con LPS
o coestimulacién con LPS + sIgG respectivamente.

Cabe resaltar que utilizamos concentraciones mas bajas de las recomendadas
[164] con la finalidad de poder discernir entre los efectos de la estimulacién con
LPS y la coestimulacion con LPS + sIgG. Aun bajo esta reducciéon de
concentracion del inhibidor estariamos aun limitados en nuestra interpretacion,
ya que el inhibidor también inhibe a otras 27 cinasas segin menciona
Calbiochem® el fabricante, aunque a concentraciones mucho mayores de las que
ocupamos en nuestros experimentos.

Asi que estos experimentos con inhibidores farmacolégicos los consideramos

como una primera aproximacion a las posibles cinasas involucradas en el
aumento en la produccion de TNF-a inducida por LPS + sIgG en monocitos.
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Siguiendo esta misma idea de la aproximacion inicial decidimos estudiar ahora
la actividad de la cinasa Syk, que se ha reportado que tiene multiples funciones
en las respuestas de células hematopoyéticas y que esta involucrada de manera
esencial en la transduccion de sefiales de receptores Fc de IgG [165].

La cinasa Syk esta involucrada también en la senalizacion inducida por LPS,
mediante la unién al dominio citoplasmatico de TLR4, esta unién incrementa la
dimerizacion de TLR4 en monocitos, macroéfagos y neutrofilos [80]. La activacion
de la cinasa Syk en células de la linea THP-1 también esta bien documentada
[166].

Se ha visto que Syk puede controlar la actividad funcional de la cinasa IRAK-1
controlando la expresion del adaptador MyD88 o mediante la inhibicién de la
transcripcion de IRAK-1 [167], ambos componentes esenciales de la senalizacion
canonica de TLR4 inducida por LPS.

Incluso, de lo mas interesante es que se ha encontrado que Syk -co-
inmunoprecipita con TLR4 en ausencia incluso de LPS o algin otro estimulo
[168].

Cuando hicimos experimentos de inhibicién farmacolégica de Syk (Figura 18A)
observamos que al inhibir a Syk disminuye en un 44% el TNF-a inducido por
LPS, y el aumento en la produccion de TNF-a por causa de la coestimulaciéon con
LPS + sIgG se abate por completo.

La pérdida del aumento en la produccion de TNF-a atribuible a sIgG podria estar
relacionado con la cinasa Syk, incluso se ha reportado que al disminuir la
transcripcion de Syk mediante siRNA, la produccion de citocinas
proinflamatorias disminuye en células epiteliales de pulmén humanas
estimuladas con TNF-a [169].

Con nuestros resultados no podriamos relacionar el efecto observado con sIgG,
ya que el efecto de Syk se podria considerar parte de la senalizacion habitual en
la producciéon de TNF-a inducida por LPS [168], y ademas algunos trabajos
indican que los inhibidores farmacoldgicos de Syk podrian estar inhibiendo de
manera inespecifica a TLR4 [170].

En nuestros resultados, el efecto de sIgG combinado con LPS esta relacionado
con un efecto dependiente a la activacion con LPS; entonces, la sola disminuciéon
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de la producciéon de TNF-a inducida por LPS por causa del inhibidor de Syk
explicaria los resultados observados.

Una manera de determinar la participacion de Syk en la producciéon de TNF-a
inducida por la coestimulaciéon con LPS + sIgG podria ser detectando el estado
de fosforilacién de Syk que esta relacionado con su estado de activacion [165], o
midiendo la liberacién de Ca?* como un efecto clasico de la activaciéon de Syk y
que se ha relacionado también con la capacidad de exocitosis de TNF-a [171].

Los tultimos experimentos que hicimos con inhibidores farmacolégicos, fueron
para la cinasa Akt. Se sabe que la activacion de TLR4 por LPS activa a su vez a
la cinasa PI3K [172], que de manera clasica induce la activacion de Akt.

Se ha reportado que Akt puede inhibir la produccion de citocinas
proinflamatorias como TNF-o pero también que puede activar su produccion
[173], haciendo de la intervenciéon de Akt en la senalizacion de TLR4 un
fenémeno no descrito totalmente.

Al inhibir farmacolégicamente a Akt vimos que se abatia la produccion de TNF-
o inducida al estimular solo con LPS en un 58% (Figura 18B) y también se perdia
el efecto observado al coestimular con LPS +sIgG, metiéndonos en el mismo
dilema que tuvimos al utilizar los inhibidores de IRAK-1/4 y Syk, solo
concluyendo que Akt podria estar involucrado en la producciéon de TNF-a
inducida por LPS, pero sin poder entender si estaba relacionado con el aumento
en la produccion de TNF-a asociada a la coestimulacion con LPS + slgG,

En futuros experimentos podriamos hacer una curva de dosis-respuesta de los
inhibidores y usando concentraciones mas bajas para ver si podemos esta vez
visualizar algin cambio.

Una vez que terminamos con nuestras primeras aproximaciones a la
transduccion de senales de la producciéon de TNF-a inducida por LPS, seguimos
ahora averiguando el estado de activacion de Akt en células THP-1.

Al activarse el receptor TLR4 con LPS, se recluta a Syk, que puede ahora unirse
directamente a la subunidad p85a de PI3K y activarla, entonces PI3SK produce
PIP3 y se activa la cinasa PDK1, que fosforila a Akt1 en la treonina 308, faltando
aun otra fosforilacién en la serina 473 que es realizada a su vez por TORC2 y
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DNA-PK que, finalmente aumenta de manera significativa la actividad
enzimatica de Aktl [165, 174].

Los resultados que obtuvimos son de un solo experimento, por eso no los
publicamos, detectamos la fosforilaciéon de Aktl en la serina 473, mostrado en la
figura P-1, lo primero que observamos es que Aktl ya se encuentra basalmente
fosforilada en la serina 473 en el control sin estimular.

Al estimular con LPS, no vimos diferencias claras en el estado de fosforilacion de
Akt comparadas con el control sin estimular, pero cuando coestimulamos las
células THP-1 con LPS + slgG, detectamos un aumento de 2 a 3 veces en la
cantidad relativa de Akt1l fosforilada, pero estas cantidades son similares cuando
se estimula tnicamente con sIgG.

Lo que abre la posibilidad de que la fosforilaciéon de Aktl se deba a un efecto
directo de slgG de manera independiente a LPS, lo cual podria explicar
parcialmente nuestros resultados previos donde observabamos un aumento en
la cantidad del mRNA de TNF-a al estimular inicamente con sIgG (figura 13) y
que también se ha visto en otros estudios, pero contrastantemente dependiendo
de la activacion por LPS [175] , tal vez incluso ambas cosas pudieran estar
sucediendo en nuestro modelo de estudio.

El dltimo experimento que hicimos fue para explorar el rol que podrian tener los
receptores Fc de IgG en la respuesta a LPS + sIgG. Se sabe que IgG monomérica
solo es reconocida por el receptor de alta afinidad FcyRI o CD64 [176]. Pero no
sabiamos si1 el aumento en la produccion de TNF-a en respuesta a la
coestimulacion con LPS + sIgG que observamos a lo largo de este estudio en
realidad pudiera estar relacionado con las vias de transduccién habituales de los
receptores FcyR. Entonces, toda vez que desde el principio de este trabajo ya
habiamos determinado la presencia en la superficie celular de los receptores
FcyR: CD64, CD32 y CD16 en las células THP-1, entonces iniciamos con la
exploracion de los efectos de inhibir la transcripcién de los FcyRs mencionados
mediante la técnica de siRNAs.

Hicimos experimentos de citometria de flujo para determinar la cantidad de los
FcyRs en la superficie de las células THP-1 que fueron tratadas con los siRNAs
para demostrar que la inhibicién de los receptores si se llevaba a cabo, pero no
las mostramos en el apartado de resultados ya que se perdieron los archivos de
adquisicion originales del citometro de flujo.
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Nuestro problema en estos experimentos fue que la condicion ST (sin
tratamiento) no era consistente con los experimentos previos que teniamos y que
mostramos en la figura 13. De ese experimento solo nos parecid interesante que
en las células tratadas con el siRNA de CD32A, donde se aument6 al doble la
cantidad de mRNA de TNF-q, sin que este resultado pudiera relacionarse con
slgG, ya que como vimos en el control ST, la sIgG no tenia efecto. Estos
experimentos, esencialmente solo se utilizaron para la estandarizacion de la
técnica de inhibicién por siRNAs.

Aunque no tenemos claro un contexto biolégico directamente relacionado con la
respuesta de los monocitos a la co-estimulaciéon con LPS + sIgG a bajas
concentraciones (1300 veces menores a la plasmatica), creemos que esta
respuesta podria estar relacionada con los tejidos, mas que con la circulacion
sanguinea, donde se cree que hay concentraciones nano y micro molares de sIgG
[177] y donde los monocitos patrulleros [178] bien podrian encontrarse en
condiciones patolégicas de co-estimulacién con LPS + slgG, lo cual podria
generar una respuesta inflamatoria aumentada en respuesta a las bacterias
Gram negativas invasoras ahi presentes.

Otra de las ideas de utilizar concentraciones relativamente bajas de sIgG fue la
de encontrar una via de senalizacidon que fuera especifica, para diferenciar
nuestras observaciones de las reportadas a concentraciones elevadas de IgG IV
(50 g/L,, 3.8 veces mas que la concentraciéon en sangre y 5000 veces mayor a la
concentracién que usamos nosotros) y que nosotros usamos como referencia. Por
lo cual, a nivel de senalizacion abriria las puertas a la descripcion de otras vias
de control de la produccién de citocinas, y la relacion de los receptores FcyRs en
estos contextos de baja concentracion de slgG, tal vez podrian ser otras nuevas
vias de senalizacion involucradas.
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8. Conclusiones

Monocitos de CMN de sangre periférica y células THP-1 co-estimuladas
con LLPS + sIgG aumentan la producciéon de TNF-a en un 30% cuando se
comparan con la estimulacién solo con LPS.

Monocitos de CMN de sangre periférica y células THP-1 estimuladas con
sIgG no inducen la producciéon de TNF-a.

El aumento en la produccion de TNF-a al co-estimular monocitos de CMN
de sangre periférica y células THP-1 se detecta solo cuando se usa LPS +
sIgG y no con otros ligandos de TLR2 + sIgG, aunque la estimulacién con
los ligandos de TLR2 induzca por si misma la produccion de TNF-a.

Aumenta la transcripcion de TNF-a, la fosforilacion y translocacion del
factor de transcripcion NF-kB al coestimular células THP-1 con LPS +
sIgG comparado con solo estimular con LPS hasta en 2.5 veces.

En las células THP-1, estimular con sIgG Unicamente induce la
transcripcion de TNF-a, aunque eso no se refleja en la acumulacion
intracelular o secrecién a nivel de proteina de TNF-a.

Existen diferencias en la sefnalizacion temprana mediada por IxkB-a,

siendo su degradacion acelerada, en la co-estimulacién con LPS + sIgG en
células THP-1 comparado con la estimulacién solo con LPS.
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9. Perspectivas

Probablemente la limitacién mas importante de este trabajo es no haber valorado
el efecto de las porciones Fc y Fab por separado y el efecto de los dimeros de IgG
en la respuesta a la coestimulacion con LPS + slgG.

La separacion en fragmentos Fab y Fc permitiria distinguir en definitiva que
region de los anticuerpos solubles es responsable del efecto observado de

aumento en la producciéon de TNF-a por la co-estimulacién con LPS + sIgG.

Convendria comenzar a estudiar a detalle el fendmeno observado en nuestro
trabajo con las siguientes directrices:

1) Utilizar solo la fraccion monomérica de la IgG soluble, en vez de la
combinacion IgG monomérica + dimérica utilizada hasta el momento.

2) Determinar si el efecto observado con sIgG se debe a la regién Fab o a la
region Fe.

3) Comparar el efecto observado de sIgG con complejos inmunes o agregados
de IgG.

4) Estudiar la co-estimulacién de IgG con otros ligandos que induzcan la
produccion de TNF-a.

5) Evaluar la producciéon de otras citocinas, pro o antinflamatorias en la
respuesta a la co-estimulacion con slgG

6) Evaluar la participaciéon de receptores Fc de IgG mediante siRNAs,
entrecruzamiento con fragmentos Fab, movilizacién de CaZ2* o fagocitosis.

7) Evaluar la activacién de diversas cinasas involucradas en la produccion
de TNF-a, como Syk o Akt.

8) Encontrar un contexto fisiologico en donde estas observaciones pudieran
tener una relevancia clara.
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or THP-1 cells with LPS or LPS + soluble human IgG (sIgG) and TNF-a transcription and production, assessed
RT-gPCR, ELISA, or flow cytometry, was enhanced by 30% upon LPS + sIgG compared to LPS stimulation.
LPS + sIgG co-stimulation affected the NF-xB pathway (p65 phosphorylation and nucleus translocation, and IkB-

a degradation). The biochemical inhibition of IRAK 1/4 and Syk kinases suppressed the enhancer effect of
LPS + sIgG on TNF- a production, suggesting the involvement of both MyD88 dependent and independent
pathways. Our results suggest that during LPS activation, sIgG may participate in a TLR4 - Fc-yR crosstalk.
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Armando Goémez Puyou (QEPD).

Resumen

El control del ciclo celular es uno de los factores alterados en la proliferacion
masiva de las células cancerosas. Por esto se busca saber mas acerca de qué es
lo que sucede de manera normal y cuales son las alteraciones en el cancer. La
transicion G1/S del ciclo celular es regulada en parte por el complejo CDK2-
Ciclina E. Esta transicion es un punto de restriccién que determina la progresion
del ciclo celular; y de ahi la importancia de conocer sustratos especificos de
CDK2. Para encontrar estos sustratos se realizaran ensayos de actividad de
cinasa en diferentes extractos de lineas celulares. La CDK2 que se ocupara en el
ensayo sera una en la cual, la fenilalanina de la posicién 80 esta reemplazada
por una glicina (CDK2 F80G). Esta mutacion no altera su unién al sustrato, sélo
su uniéon a ATP, por lo cual se utilizara un ortélogo del mismo (N6-bencil-ATP),
que si es unido por la mutante y que le permite recuperar su actividad de cinasa.
El vector de CDK2 F80G se clona, se transfecta, en células empaquetadoras de
virus (Sistema Retromax™), y por infeccién de estas particulas retrovirales se
expresa en células STO; de las cuales se inmunoprecipita el complejo CDK2
F80G—Ciclina E y esto, junto con el N6-bencil-ATP se utilizara en los ensayos de
actividad de cinasa en los extractos celulares de interés (lineas celulares: 1.929,
STO, MEF-/-¢bK2. MEF, MCF7, ZR). Finalmente, se utilizara la soluciéon de
reaccion, post-ensayo de actividad de cinasa, para hacer geles bidimensionales e
identificar sustratos de CDK2 y determinar las diferencias entre los patrones
observados entre las distintas lineas celulares.
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