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RESUMEN

Los receptores Fc participan en el reconocimiento de antigenos al captar
la fraccién Fc de las inmunoglobulinas.  Son mediadores importantes de ia
respuesta celular en defensa contra agentes infecciosos. En el presente
trabajo se analizd el patrén de fosforilacién de los receptores FcyRl y FeyRlI
para humano en respuesta a la agregacion en células THP-1 con tratamiento
diferenciador 1.2% DMSO y células sin tratamiento.

Se cultivd la linea celular en presencia y ausencia de 1.2% DMSO
durante 1, 3, 5y 7 dias. Con la finalidad de evaluar el efecto diferenciador se
midio la proliferacion celular con azul de tripano encontrandose una fuerte
disminucion de 1a proliferacion en células con tratamiento, encontrandose una
diferencia significativa. Con el mismo fin se analizéd la actividad de tres
enzimas lisosomales: fosfatasa acida, fosfatasa alcalina y B-D-Glucuronidasa.
Se encontrd que aunque hubo mayor actividad enzimatica en células inducidas
a diferenciarse, la diferencia no fue estadisticamente significativa. Por lo
anterior se concluye que el DMSO es un débil diferenciador de esta linea
celular.

El andlisis de los patrones de fosforilacion se realizd en células con 1, 3,
5 y 7 dias de tratamiento, al término de los cuales las células fueron
estimuladas con anticuerpos antireceptor-FcyRl & antireceptor-FeyRI,
posteriormente se indujo la agregacidn de los receptores con un anticuerpo
secundario. Las células fueron lisadas, y las proteinas separadas mediante
SDS-PAGE vy transferidas a membrana de nitrocelulosa. Al comparar los
patrones de activacién se obtuvo un fuerte incremento en la fosforilacion de
una proteina de 50 kDa (kilodaltones) al cabo del guinto dia de tratamiento con
DMSO. _

Se realizé la inmunoprecipitacidn de los receptores FeyRI y FoyRI en
células estimuladas con 1.2% DMSO y sin estimular durante 3 dias. Se
analizaron los patrones de fosforilacidn en tirosina mediante Western-blot.

Los patrones de fosforilacién para ambos receptores parecen ser
distintos, encontrando que para el receptor FeyRI se activan 4 proteinas de
aproximadamente 57, 64, 80 y 94 kDa tanto en ceélulas tratadas como en
células sin tratamiento de diferenciacién. Sin embargo, se observa disminucion
en la fosforilacion para las células con tratamiento.

Para el receptor FcyRIl coprecipitan 8 proteinas fosforiladas en tirosina
de 40, 48, 84, 72, 97 y 168 kDa; contrariamente a lo que sucede con el receptor
FcyRI la fosfarilacion se incrementd en las proteinas de 64, 72 y 168 kDa para
células con tratamiento. Ello podria indicar la posible participacion de estas
proteinas durante el proceso de diferenciacién.

Se comprobd ademas la fosforilacidén de ambos receptores durante el
entrecruzamiento por medio de un Westem-blot utilizando anticuerpos anti-
FeyRly FoyRIL




INTRODUCCION

Los receptores Fcy estan involucrados en el reconocimiento de
antigenos por medio de la captacion de la fraccion Fc de las inmunoglobulinas
tipo G (IgG). Se hallan presentes en la membrana de neutrdfilos, eosindfilos,
basofilos, células B, células T, células NK, plaguetas, monocitos, macréfagos,
celulas endoteliales, células de placenta, células dendriticas, y células de
Langerhans. Son asi mediadores importantes de la respuesta celular en la
defensa contra agentes infecciosos.

La captacion del complejo antigeno-anticuerpo por los receptores Fc
conducen a ia activacion de la regién ITAM por proteinas tirosina cinasa de la
familta Src en respuesta a la agregacion de los receptores en la superficie de la
celula, desencadenandose una serie de eventos que consisten en la activacion
de proteinas tirosina cinasa. En general para los receptores Fcy resultan
activadas, la fosfolipasa C gamma 1 (PLPy1), fosfolipasa C gamma 2 (PLPy2),
Vav, Gap (Kiener et al., 1993). Para los receptores FcyR y FcaR se ha
encontrado que la activacion de las funciones efectoras depende de la
activacion de la familia de cinasas de la familia Src. Se ha demostrado la
asociacion de Lyn al receptor FeaR (Gulle et al 1998).

Para el caso de los receptores Fey de 1a linea celular THP-1 se tienen
antecedentes de algunas de las proteinas que se activan durante el
entrecruzamiento de los receptores. Se sabe que se fosferilan rapidamente
multiples proteinas tirosinas cinasas de la familia Src ademas de los
receptores. Algunas de ellas ya han sido identificadas tal es el caso de una
proteina de 72 kDa (kilodaltenes) conocida como Syk, la cual se ha encontrado
asociada al receptor FcyRIl {(CD32) (Ghazizadeh et al., 1995). Los analisis de
inmunoprecipitacion del receptor han demostrado que a este receptor se
asocian también las fosfoproteinas p59hck (Hek) y p5S8lyn {Lyn), las cuales son
de las mas abundantes en el patron de fosforilacion (Ghazizadeh et al., 1999) y
pertenecen a la familia Src. Ademas de la fosforilacion de multiples proteinas
tirosina cinasa de 160, 120, 100, 75, 72, 60, 56, 46 y 40 kDa (Ghazizadeh et al_,
1994). Se ha reportade que la fosforilacion de una proteina de 115 kDa se
asocia a la subunidad reguladora p85 de la Pl-3-Cinasa, cuando esta dltima
resulta activada per el entrecruzamiento del receptor FeyRIE  Esta proteina de
115 kDa se le ha identificado como producto def protooncogen ccbl.
Resultando asi activadas P-I1-3Cinasa y Cbl (Matsuo et al., 1996).

Por otra parte al analizar los resultados de la activacion del receptor
FeyRI (CDB4) no se encuentran asociadas las cinasas Hek ¢ Lyn, sin embargo
la ruta de transduccién también involucra a la tirosina cinasa Syk (Rezaul et al
1998; Taylor et al., 1997). Rankin et al., (1993}, reporta ademas la fosforilacion
de varias tirosinas de 110, 80, 60y 52 kDa.

Ghazizadeh y Fleit (1994) reportan que las rutas de sefalizacion para los
receptares FeyRl y FoyRIl parecen ser distintas, sin embargo los eventos de
activacién han sido poco elucidados y se desconocen los eventos de
sefalizacién en células inducidas a la diferenciacion.




MARCO TEORICO

Nuestro sistema inmunolégice nos protege contra agentes infecciosos
como: bacterias, virus, hongos y otros parasitos. Muchas de las respuestas del
sistema inmundlogico inician la destruccién y eliminacion de los organismos
invasores y de las moléculas toxicas que producen. (Alberts et al., 1983).

De acuerdo a los mecanismos de defensa contamos con la inmunidad
natural (tambien llamada nativa ¢ innata) y la inmunidad adquirida o especifica en
la cual los mecanismos de defensa son inducidos o estimulados por agentes
extranos (Abbas et al., 1995). Cualquier macromolécula extrafia al organismo
puede inducir a una respuesta inmune, estas moleculas reciben el nombre de
antigenos.

LLas células que constituyen ia inmunidad natural sen fas células fagociticas
macrofagos, neutréfilos, eosindfilos y un tipo de linfocitos llamado células asesinas
naturales & NK {natural killer); y por otra parte se encuentran las células que
constituyen la inmunidad especifica y gue consta de los linfocitos T y B asi como
de los productos que secretan, como los anticuerpos en el caso de las células B.
{Alberts et al., 1983).

Existen 2 clases de respuesta especifica; la respuesta humoral (células B) y
la respuesta mediada por células {células T). Las células T desempefian un papel
regulador crucial en la inmunidad y son necesarias para colaborar con las células
B para la produccién de anticuerpos (Benjamini et al., 1996).

En la respuesta humoral hay produccion de anticuerpos que circulan por la
sangre y que se unen especificamente al antigeno extrafio que los ha inducido.
La union del anticuerpo al antigeno, facilita a las células fagociticas la ingestion del
antigeno, y a menudo activa un sistema de proteinas sanguineas, denominadas
colectivamente complemento, que ayudan a destruir al agente extranc (bacteria)
{Abbas et al., 1995).

La respuesta inmunitaria mediada por células, implica la formacion de
células especializadas que reaccionan principaimente con los antigenos extrafos
situados sobre la superficie de las células huésped, ya sea matando la célula
huésped si el antigeno es un virus infectivo, o induciendo a oftras células del
huésped, como por ejemplo a los macrofagos a destruir el antigeno (Alberts et al.,
1983; Abbas et al., 1995).

Los receptores involucrados en el reconocimiento de antigenos del sistema
inmune incluyen al receptar de la célula T (TCR), al receptor de la célula B (BCR) v
a los receptores Fc (FcR).

Existen receptores Fc especificos para cada tipo de anticuerpo; FcyR une
especificamente inmunoglobulina G {!gG), FcoR, FcdR, FeeR y FcuR unen
inmunoglobulina A (IgA), inmunoglobulina C (lgD), inmunoglobulina E (igE), e
inmunoglobulina M {lgM) respectivamente.

La mayoria de los receptores Fc de humano y de ratén son miembros de la
superfamilia de la inmunoglobulinas (IgSF), como es el casc de los receptores
FcyR, los otros pertenecen a la familia de las lectinas.




Los FcR reconocen no a los antigenos, sino a la porcidn Fc de los
anticuerpos. La interaccion del complejo inmune {antigeno-anticuerpo) con el
receptor especifico {(FcyR) inician un nimerc de procesos bioldgicos que tienen
como fin |a destruccion del antigeno mediante la endocitosis del complejo inmune,
estimula la secrecion de varios mediadores inflamatorios, ademas modula la
respuesta inmune por interaccion del FeyR con los linfocitos.

Los macréfagos en la respuesta inmune

La funcion principal de un menocito-macréfago es la ingestion de particulas
menores de 0.1 um mediante fagocitosis, son activos para matar bacterias,
hongos y células tumoarales {Stites et al., 1993).

Los monocitos-macrofagos constituyen la linea celular de fagocitos
monecnucleares, los cuales maduran en condiciones naturales, a partir de una
célula germinal pluripotencial con ayuda de diversos factores estimuladores de
colonias (CSF por sus siglas en inglés Colony Stimulating Factors), que incluyen
factor estimulador de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF), Interleucina
3 (IL-3), y factor estimulador de colonias de macrofagos (M-CSF), asi como
interleucina 4 (lIL-4) e Interferones (IFN). Sin embargo puede inducirse la
diferenciacion {fin del proceso de maduracion} mediante el uso de agentes
quimicos tanto in vivo como in vitro.

Los macréfagos poseen receptores de superficie (FcyR) que se unen a
inmunoglobulinas, 1gG1 e 1gG3 por sus fragmentos Fc (Hunter et al,, 1994). La
localizacion especifica del sitio de unién al receptor para el Fc de |la IgG3 parece
estar en el dominio C,y3. La captacion pasiva de anticuerpos por tales receptores
Fc representa la activacion de macréfagos, que pueden entonces funcionar de
manera citotdxica (Stites et al., 1993).

Las diferencias entre macrdfagos activados y macrdfagos en reposo son
morfolagicas, metabdlicas y funcionales. Un macréfago activado tiene aumentada
la capacidad para matar microorganismos o células tumorales. La activacion del
macréfago es evidente por los cambios que se presentan, hay cambios
morfolégices (mayor tamanio, plegamiente de la membrana ptasmatica, incremento
de la formacidon de pseuddpodos, incremento en el numero de vesiculas
pinociticas); cambios metabdlicos (incremento en el metabolismo de la glucosa y
estallido respiratorio oxidante), y cambios funcicnales (migracidn mas vigorosa én
respuesta a factores quimiotacticos, aumento en la actividad microbicida) debido a
la estimulacion de los FeyR (Kiener et al., 1993).

La diferenciacién de monocitos a macréfagos conduce a un aumento en ia
respuesta a lipopolisacarido (LPS) en téminos de un aumento progresivo de
Interleucina 6 (IL-6) y TNF-« producidos, y la adquisicién de un estado antiviral
mediado por IFN-§ (Gessani et al,, 1993).

La importancia de! proceso de diferenciacion

Dentro de la médula dsea, a partir de la célula madre pluripotencial, con
ayuda de IL-3 se genera un monoblasto, el cual da lugar al promonocito bajo la




influencia de IL-3 y GM-CSF, este promonaociio madura a monocito, por accion del
GM-CSF, para finalmente dar origen a un macrofago tisular bajo influencia del M-
CSF y GM-CSF.

En condiciones jn_vitro se ha logrado inducir a la diferenciacion a células
transformadas del linaje mieloide tales como las lineas K562 y KG-1, las cuales
son lineas cuyc estade de diferenciacion es eritroblaste y mieloblasto
respectivamente. HL-80 tiene un estado de diferenciacibSn mas avanzado:
promielocito.  Continuan en grado de diferenciacion ML-1 y 3 gque son
mielomonoblastos, U337 es monocito y |a linea mas madura es THP-1 (Tabla 1).

TABLA 1

Linea Estado de célula a fa que Inductores de
celular diferenciacién diferencia diferenciacidn
K562 Blaste yfo Entroblasto Eritroblasto Hemina, Butirato
KG-1 Mieloblasto Macréfagos Forbol diésteres, Teleodicinas
HL-60 Promielocito Granulocito, Macréfagos | Forbol diésteres, DMSO
ML-1y | Mielomonoblasto Macrdfagos, ocasionat | Forbol diésteres, Teleodicinas

mente granulocitos
Ua37 Menocito tMacrdfagos Forbol diésteres, Teleodicinas
THP-1 Monoblasto Macréfagos Forbol diésteres

Existen lineas con estados menos diferenciados, por ejemplo la linea
celular mielomonocitica WERI-38 y aun fa linea celular HL-60, las cuales
dependiendo del factor con que se estimule pueden diferenciarse a granulccito
(mediante G-CS8F), o hacia macréfago {con forbol diester TPA) (Metcalf et al,
1986). En cambio las lineas mas maduras como U937 y THP-1 solo pueden
diferenciarse a macréfagos con cierios agentes. Ademas de los forbol diésteres,
principaimente e! TPA, se han reportado agentes eficaces en la diferenciacion de
la linea THP-1 como: la Bufalina {(Numazawa, et al., 1996), 1a Mizoribina (Kunihiro
etal, 1997), el 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) (Suematsu et al, 1995) y
el 1,25-Dihidroxivitamina D3, (Bhalia et al., 1989) aunque se ha reportado que
todos los derivados de la vitamina D, provocan diferenciacidn en células del linaje
mieloide. El TPA, la 1,25-Dihidroxivitamina Da, y el acido retinoico (Bhatla et al.,
1989) tienen también efecto en U937 {una linea muy similar en comportamiento y
estado de madurez a THP-1).

Este aumento en el metabolismo se ha comprobado numerosas veces
{Takeda et al, 1982; Tsuchiya et al, 1982; Collins et al, 1979) en células
leucémicas como ML-3 y HL-60, con el agente diferenciador TPA, el cual conduce
a macrdfago; un aumento en la adherencia de hasta 95%, desarrollo de
pseudopodos del 40%; morfologia de macréfago en un 95%; fagocitosis del 60%:
reduccion de azul de tetrazolio de hasta 40%; aumento en la expresion de
receptores Fc de hasta un 20%. Ademas de un aumento en la secrecidn y
actividad de enzimas tales como: beta-glucuronidasa y fosfatasa acida las cuales
se incrementan de 2 a 20 veces con |z diferenciacion a macréfagos
(Koeffler, 1983).




La linea célular THP-1, expresa los 3 tipos de receptores para 1gG, se
reportan de 10 a 30 X 10° receplores FcyRVcéiula y de 50-70 X 10° receptores
FcyRIl/célula en condiciones normales, sin embargo estas cifras aumentan cuando

se estimula con IFN-y, el receptor F&yRIl se encuentra muy poco expresado
(Fanger et al., 1989).

Actualmente tiene gran importancia la investigacion en el proceso
diferenciador de células tumorales, como es el caso de la leucemia mieloide aguda
(AML) originada de una transformacion neoplasica que conduce a un blogueo en
la maduracion celular y como consecuencia una reorganizacién del estado
mieloblasto o promielocite, Los pacientes leucémicos mueren debido a que las
celulas blasto no maduran al estado funcional, en cambio proliferan y se acumulan
rdpidamente. Una cuestion central en el estudio de AML, es que las células
leucémicas son capaces de madurar bajo ciertas condiciones ambientales lo cual
tiene importancia terapedtica, (Koeffler,1983),

Caracteristicas de {os receptores Fc

Desde un punto de vista funcional los receptores Fc se pueden dividir en dos
tipos, los que activan a las células y los que no las activan. Los receptores que
activan a las células poseen uno o varios dominios citoplasmaticos semejantes a los
motivos del BCR & del TCR. Incluso muchos FcR comparten los motivos
activadores con el BCR 6 TCR bajo condiciones apropiadas y activan respuestas
celulares usando las mismas rutas de transduccion que 10s receptores antigénicos.
Los receptores que no activan a las células no tienen dominio iTAM {Daerén, 1997).

Los receptores Fc son miembros de la familia de las inmunoglobulinas, en el
hombre encontramos 3 clases de estos receptores hFcyRl (CD64), hFeyRIl (CD32),
hFcyRIN (CD186) los cuales dan origen a 12 diferenies isoformas.

Se han identificado y mapeado un total de 8 genes para los FcyRs a lo largo
del cromosoma 1. Los genes que codifican para los receptores FeyR son similares
para ratones y humanos. Tres genes codifican para el receptor de alta afinidad
FcyRI (FoyRIA, FcyRIB y FoyRIC) (Ernst et al, 1992) y cinco genes para los
receptores de baja afinidad FeyRIl (FeyRIIA, FeyRIB y FeyRHC) (Qui et al,, 1990) y
FcyRIN (FeyRIIA v FeyRIIB) (Ravetch y Perusia, 1989).

Subunidades de los FcyR

Cada receptor Fcy humano posee una subunidad o con 3 regiones: una
extracelular, una transmembranal y una citoplasmatica, excepto en los receptores
solubles (sFcyRIby, sFoyRIc, sFeyRlla;, sFeyRllla y sFeyRIlb) y una subunidad
homodimérica vy, ¢ ¢ heterodimérica y{, con 2 regiones, la transmembranal y la
citoplasmatica. En los 3 tipos de FeyR !a cadena a es la responsable de la fijacion
de! ligande pues esta subunidad contiene los dominios tipe inmunoglobulinas de la
clase C: localizados en |a region extracelular (Ravetch, 1994).
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La asociacion de las cadenas y es esencial para la transduccidn de sefales,
lo cual se comprobd en células linfoides, mieloides vy fibroblasticas transfectadas
con 2 isoformas de FcyR!I (FoyRIHA y FeyRINIB) y una quimera yo, encontrando que
la cadena y es ia responsable del proceso de transduccién (Withmuelier et al.,
1692). Interesantemente la alta afinidad de FcyRI esta asociada con las cadenas
homodiméricas vy, en células U937 dierenciadas (no asi en células no
diferenciadas) (Emst et al, 1993). La subunidad y ademas de mediar la
sefalizacion al interior de la célula es esencial para el ensamblado del receptor en
la superficie celular {Raveich, 1994).

FecyRI

El FcyRi (CD64) humano es una glicoproteina integral de membrana ia cual
puede unir IgG mondmera con alta afinidad. Mediante electroforesis en presencia
de SDS la molécula tiene un peso molecular aparente de 72 kilodaltones (Anderson,
1982). Su constante de afinidad (Kd) estd entre 10 y 10° M (Anderson y
Abraham, 1980). Este receptor posee una region extracelular de 292 aminoacidos
con 3 dominios C2 semejantes a los de la inmunoglobulina (Allen y Seed, 1989)
{Figura 1}, 21 amino&cidos en la regidon transmembranal y un tallo citoplasmatico de
61 aminoacidos. Los 3 dominios tipo C2 de la regidn extracelular son Unicos para
FcyRl y no se hallan en FeyRI 6 FeyRIILL

Este receptor es constitutivamente expresado en monocitos y macréfagos y
en todas las lineas celulares de este linaje como U837, HL60 y THP-1 (Looney et
al., 1986). y puede ser inducido en neutrdfilos y eosindfilos.(Fanger, et al., 1989). El
Interferén-y (IFN-v) modula esta expresion; granulocitos, neutréfilos y eosindfilos
cultivados toda la noche en presencia de [FN-y 6 factor estimulador del crecimiento
de granulocitos {(G-CSF) expresan un alto numero de estos receptores (Perussia et
al, 1983). En monocitos y macrofagos y lingas celulares asociadas el nimero de
receptores se incrementa de 10 a 20 veces incubando en presencia de IFN-y
{Guyre et al, 1983).

Se han identificado 3 iscformas, codificadas por los genes: FcyRIA, FeyRIB y
FcyRIC. Estos genes se distribuyen en las bandas p12-13 y q21 mientras que las
subunidades a y v de FceRl, FeyRIl y FeyRIll se ubican en la banda q22 (Qui et al.,
1990). Los genes para FcyRI estan constituidos por 6 exones, 2 codifican para el
péptido sefal, un exdn para cada dominioc C2 y un exén para las regiones
transmembranal y citoplasmatica,

FeyRI une especificamente 1gG1 e 19G3 (Kurlander y Batker, 1982), aunque
puede unir con baja afinidad IgG4. A causa de la alta afinidad del FcyR! por su
ligando el numero de receptores es$ alto, varia de acuerdo al tipo celular y puede ir
de 10* a 4 X 10%célula (Anderson y Abraham, 1980: Fries et al., 1982)

Existen varios anticuerpos monoclonales especificos para FcyRI, los cuales
s& unen al menos a dos sitios distintos determinantes del receptor, estos sitios son
de unién con el ligando. Los anticuerpos monoclonales 32 {Anderson et al., 1986) y
62 se unen a un epitope distinto al que se unen los anticuerpos 22 y 44, ninguno de
estos anticuerpos inhibe la unidn del ligando. El anticuerpo 197 bloguea el sitio de
unién al ligando debido a que es una lgG2 con alta afinidad por el sitic de unidn




{(Anderson, 1989). El anticuerpo 10.3 se une cerca del sitio de unién y esto inhibe la
unién del complejo inmune pero no del ligando solo (Dougherty et al, 1987}
(Tabla 2)
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FIGURA 1. Representacion esquematica de los cuatro isoformas del receptor FcyRI, conteniendo
las 3 regiones: extracelvlar con dominios tipc CH2 (inmunoglobulina), transmembranal mediante la
cual el receptor se ancla a la membrana citoplasmatica donde los cilindros representan la region
ITAM [D/E-X(2)-Y-X(2)-L/I-X(7)-Y-X(2)]. Los receptores FoyRIb1 y FeyR1¢ son formas solubles del
receptor unidas a la membrana por un enlace glicosil-fosfatidilinositol (GPI} (Winkel y Capel, 1993).

FcyRI

El receptor clase il humano FcyRIl (CD32) fue por muchos afios poco
estudiado debido a su baja afinidad por la gG, los métodos para unir 1gG al
receptor no permitian percibirlo (Kurlander et al., 1984; Kulczycki, 1984). Solo
mediante mdltiples ligandos fue posible detectarlo.  Mediante analisis por
electroforesis SDS-PAGE, el receptor presenta un peso molecular aparente de 40
kilodaltones (Rosenfeld et al., 1985). Tiene una constante de afinidad baja, menor
a 10’ M. Este receptor une sélo IgG en forma de complejo ¢ potimero.




TABLA 2. Caracteristicas generales de los receptores Foy humanos

Tipo de Molécula Genes Transcritos Afinidad por Monoclonales Expresidn
receptor (cromosoma) 1gG (Ka} Constitutiva Inducida
hFeyRI 72 kDa (1g21.1) Alta 32,197,22 monocitos, neutréfilos
(CDB4) hFcyRIA hFgyRla (o%10¥mh 4462,10.1 macréfagos {IFN-y, G-CSF)
hFcyRIB shFcyRID1 lineas célulares eosindfilos
hFeyRIb2 mielotdes {IFN-v)
hFeyRIC shFcyRIG
hFeyRI 40 kDa (1g23-24) Baja v.3,2E1 monocitos, neutrofilos
(CD32) hFcyRIIA hFeyRIlal (<10° M KB&1,AT10 eosindfilos, basofilos
hFcyRIla2 KuFc79 macrdfagos, células B
hFeyRIB hFcyRIIb1 CIKMS células de langerhans
hFcyRIIb2 41H16 células endoteliales
hFeyRITb3 plaquetas, células de
hFcyRIIC hFcyRllc placenta, lineas célulares
mielcides.
hFeyRII 50-80 kDa {1q23-24)
(CD16) hFcyRINA hFcyRilla Media 3G8,B73.1 monocitos monocitos
(+ 3X100 MY VEP13,GRM1 macrofagos (TGFR)
hFcyRIlB hFcyRIIth - Ba}a CLBGran1 células NK eosindfilos
(<10' M7 CLBGran11 células T (IFN-v)
Bw209/2 neutrofilos
1D3,MG38

Leut1a/b/c




E! analisis de DNA ha revelado que estas proteinas contienen regiones
extracelulares de 180 aminoacidos que conforman dos dominios tipo
inmunoglobutina (C2), una regidn transmembranal de 27 a 29 aminoacidos y un
dominio citoplasmatico de longitud variable (44 a 76 aminoacidos) (Brooks et al.,
1989).

Este receptor es el mas ampliamente distribuido en monocitos y macréfagos;
granulocitos incluyendo neutréfilos y eosindfilos; células B; y plaguetas (Cohen et al,
1983; Looney et al, 19863).
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FIGURA 2. Representacidn esquematica de los seis diferentes transcritos para el receptor FeyRH,
los dominios extracelulares estan unidos por puentes disulfuro y al igual que los receptores tipo | y 1l
pertenecen a la superfamilia de las inmunoglobulinas. El receptor FcyRlIla; es una forma soluble. El
FecyRIiIb, posee un motivo de regulacion negativa conocido como [TIM, en la regidn citoplasmaética
(Winket y Capel, 1993).

Para el receptor tipo |l se han identificado 6 diferentes transcritos codificados
por un total de 3 genes: FcyRIIA, FoyRIIB vy FeyRIIC (Figura 2) localizados en el
cromosoma 1 banda q23-24 (Qui et al,, 1990). En contraste al receptor FoyRI y
FcyR!H donde un exdn codifica las regiones citoplasmatica y transmembranal, para
el FeyRIl tres distintos excnes codifican para la region citoplasmatica (C1-C3), los
productos de los genes lIA y IIB difieren en el péptido sefial y en la region




citoplasmatica. Se sabe que el gen FcyRHC genera una via desigual de
entrecruzamiento a los genes FcyRIIA y FoyRIIB.  El sitio de entrecruzamiento fue
mapeado aproximadamente 300 nucleotidos abajo del exédn C1 (Winkel y Capel,
1993).

Su expresion en la superficie celutar varia de acuerdo al tipo de célula, en
plaguetas encontramos un ndmero de alrededor de 1000 receptoresicélula y en
macrofagos hay mas de 40,000 (Karas et al., 1982}, Las cuatro subclases de 1gG
son capaces de activar plaguetas a través del FeyRII, aunque las IgG1 e IgG3 se
unen con mas facilidad a la superficie de estas células.

Los anticuerpos monoclonales especificos para este receptor son el
anticuerpo V.3, 2E1 (Farance et al., 1988) KB61 (Pulford et al., 1988), 41H16,
AT10, KuFc79 y CIKMS el cual puede unirse a FoyRI

FcyRIN

El receptor FeyRIIl humano {CD16), al igual que el receptor FcyRIl es un
receptor de baja afinidad y no puede ser percibido por union directa del ligando, se
requieren complejos inmunes. Este receptor migra en geles SDS-PAGE entre los
50 y 80 kilodaltones debido a su continua glicosilacién (Lanier et al., 1988; Fleit y
Kuhnle, 1988). Tiene una constante de afinidad media: aproximadamente 3 X 10
M’ para el transcrite FeyRllla, y baja: menor a 107 M para el transcrito FeyRIlIb.

Al igual que los otros receptores FcyRIIl une especificamente 1gG1, aungue
los neutrdfilos parecen ser incapaces de unir IgG3 (Kulczycki, 1984). Se ha
estimado que el nimero de receptores en varios tipos celulares esta en un rango de
2 X 10%célula (Fanger et al., 1989).

Para el receptor tipo Il se han identificado 2 genes FcyRIIIA y FcyRIIB que
codifican para 2 transcritos ambos se localizan en et cromosoma 1 bandas g23-24,
a una distancia de 200 kilobases del gen FcyRIl. Los productos de ambos genes
codifican proteinas con regiones extracelulares de aproximadamente 190
aminoacidos consistentes en 2 dominios tipo IgG. El gene FcyRIIA codifica para un
receptor transmembranal de 25 aminoacidos, mientras que el producto del gen
FcyRIIIB esta unido al exterior de la membrana plasmatica por un enlace glicosil-
fosfatidilinositol (GPI). La diferencia mas importante entre los productos de los 2
genes del FeyRI estd localizada en el aminoacido 203, una serina en el FeyRlllb
determina el enlace GPl, es decir que se forme el receptor soluble, y una
fenilalanina en FcyRllla codifica para las regiones transmembranal y citoplasmatica,
es decir se forma el receptor fijo a la membrana. El receptor FcyRIilb se expresa en
granulocitos y eosindfilos, es de baja afinidad; en cambio el receptor FeyRltla se
expresa en monccitos {subpoblaciones), macrdfagos, células NK y algunas células
T (Braakman et al., 1992) (Figura 3).

Exisien varios anticuerpos monoclonales para este receptor, los mas
empleados son 3GB, 4F7 (Fleit et al., 1982), VEP13 {Rumpold et al, 1982)
Leultalbic, B73.1, CLB Gran1 y CLB Gran11.
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FIGURA 3. Representacion esquematica de los 2 transcritos para e! receptor FcyRIIl, los cilindros
representan 1a region conocida como ITAM 6 ARAM (antigen recognition activation motif), fa cual es
el sitio de anclaje para las proteinas tirosinas cinasas de las familias Syk y Src (Winkel y Capel,
1993).

Funciones biolégicas

Los receptores para IgG (FcyR) juegan un papetl esencial en la eliminacion de
agentes infecciosos a través del complejo antigeno-anticuerpo, ademas de ser
importantes en la activacion de |a citotoxicidad en células tumorales (Fanger et al.,
1989).

Multiples funciones biologicas se activan por la via de los 3 receplores Foy.
Casi todos los receptores requieren el entrecruzamiento; la ocupacidn del receptor
por el ligando parece no ser esencial a diferencia de los receptores para hormonas
o factores de crecimiento, Se ha observado que existen funciones especificas para
cada una de las isoformas de los FcyR. En monocitos y macréfagos el FeyRI regula
la fagocitosis (Anderson et al., 1990) y la citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ADCC) (Fanger et al, 1983). El entrecruzamiento del FcyRI en
monocitos activa la generacion de aniones superéxide (Anderson et al. 1886}, y se
induce la liberacion de IL-6 (Krutmann et al., 1990) y TNFq (Debets el al., 1980).




Por otra parte la fagocitosis de eritrocitos opsonizados con IgG es acompafada por
la liberacion de iL-1 {(Simms et al., 1991).

El entrecruzamiento de FcyRli y FeyRIll también puede activar la fagocitosis
aunque de manera parcial (Anderson et al, 1990} lo cual se ha comprobado en
fibroblastos de la linea celular 3T6 (Tuijman et al., 1992) y en la linea celular COS
(Indik et al., 1991}, ambas transfectadas con el receptor FcyRlla. Se observd que el
FcyRila es mediador en la fagocitosis de eritracitos opsonizados con IgG, asi como
de la ADCC en varios tipos celulares, (Fanger et al., 1989}, FcyRII regula et estallido
respiratorio en neutrdfilos (Huitzinga et al., 1989). Otros estudios reportan que
FcyRIIb puede activar ademas de la ADCC, la liberacion de enzimas lisosomales y
la generacién de aniones superoxido (Fanger et al., 1989).

Transduccion de senales
El motivo ITAM

Para que se de la respuesta celular mediada por receptores Fc, éstos deben
agregarse en la superficie de la célula por la unién de anticuerpos y antigenos
multivalentes.

La regulacidn de la respuesta inmune es efectuada por un gran ndimero de
receptores celulares que al interactuar con su ligando (el complejo inmune) se lleva
a cabo el entrecuzamiento y activacion del receptor, 1o cual se comprobé con el
receptor para IgE en ¢élulas cebadas (Segal et al., 1977). Esto desencadena una
serie de eventos conocidos como sefializacidn o transduccion de sefiales, durante
los cuales los residuos de tirosina {Santana et al., 1996) que se localizan en Ia
secuencia conservada denominada ITAM (immunoreceptor tyrosine-based
activation motif) (Cambier, 1994) 6 ARAM (antigen recognition activation motif) en la
region citoplasmatica son fosforilados (Weiss, 1993).

Esta secuencia fue descrita iniciaimente por Reth (1989). E! primer
aminodacido especifico del motivo estd cargado negativamente, puede ser acido
aspartico (D) 6 acido glutamico (E); el tercero y el quinto son tirosinas (Y) y el cuarto
y el sexto son leucina (L) & isoleucina (1). Los 6 aminoacidos se localizan siempre a
la misma distancia y forman una o-hélice en diversos receptores como son: CD3, el
receplor de la célula T (TCR), FceRI, lgo e Igp (Reth, 1989).

Los receptores Fc que activan a las celulas, tienen 2 tipos de dominios ITAM.
El primero de ellos cuya secuencia es D/E-X(2)-Y-X(2)}-LA-X(7)-Y-X{2)-U/I, esta
presente en la mayoria de FCR, posee 7 residuos variables entre las 2 secuencias
YXXL; son receptores multicadena compuestos de una subunidad o que une al
tigando y se asocia con una ¢ dos subunidades de transduccién de sefiales en ¢!
citoplasma y en ia cual se localiza el ITAM. El segundo tipo de receptores posee 12
residucs en lugar de 7 entre las mismas 2 secuencias YXXL, y solo tienen una
cadena (FcyRIIA y FoyRIC) (Cambier et al., 1994).

Los receptores Fc que no activan a las células se pueden dividir en 2
categorias, la familia con una sola cadena tipo Ig como en el caso del receptor
FcvRIIB, cuyo dominio citoplasmatico, posee un motivo que inhibe la activacién




celular iniciada por ofros receptores. Este motivo contiene una sola secuencia
YXXL y se ie conoce come Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibition Motif (ITIM)
(Daerén et al,, 1995). La segunda categoria de estos receptores na inhibe ni activa
a las células. Estan involucrados en el proceso de transcitosis de Ig a través del
epitelio, son los receptores poliméricos (plgR) para 1gA e IgM, y los receptores
neonatales para lgG (FcRn). Finalmente e! receptor para IgG sin ITAM (FeyRIIB) no
es capaz de activar por si mismo, pero contribuye en la sefalizacién asociandose
con otros receptores {Daerdn, 1997).

La region conocida como ITAM, es la responsable directa del proceso de
senalizacion. Estudios realizados en receptores mutados indican que la
fosforilacion del dominio ITAM es necesaria para que ocurra la sefalizacion (Isakov,
1998). La importancia del ITAM fue revelada por experimentos de ingenieria
genética, en los cuales se modifico al receptor utilizando receptores quiméricos que
poseian tallos citoplasmaticos de largos variables, en el caso del ITAM de CD3e
encontraron gue posee un numera menor ¢ igual a 22 residuos (Romeo, et al 1992),
18 de los cuales permiten transducir las sefiales que activan la movilizacion de
calcio (Ca®"), la produccién de IL-2, la fosforilacién en tirosina y la induccion de |a
actividad citotdxica. Los residuos conservados de leucina/lsoleucina parecen ser
esenciales para activar la sefial (Letourner y Klausner, 1992).

El modelo actual de senalizacién para el inmunoreceptor, propone que el
ITAM es fosforilade en sus residuos de tirosina por interaccién con proteinas
tirosina cinasas de la familia Src, en respuesta a la agregacion de los receplores.
Estos residuos fosforilados constiuyen un sitio de anclaje para las proteinas tirosina
cinasas de las familias Src y Syk/ZAP 70, las cuales al unirse a los ITAM
fosforilados se activan, aumentando su actividad catalitica (lwashima et al., 1994).
Estas cinasas activadas catalizan la fosforilacion y activacion de varios sustratos
celulares como la fosfolipasa Cy1 (PLCy1) (Azzoni et al., 1992; Liao et al., 1992),
una cinasa activadora de mitogeno (MAPK), fosfatidil-inositol-3-cinasa (P13-Cinasa),
entre otras (Figura 4). El sustrato en particular depende del tipo de célula, la
funcion celular activada, y el tipo de receptor que se esté activande.

Aungue el sistema de transduccién de sefiales en la estimulacion de
receptores Fcy no ha sido bien establecido, numerosos estudios sugieren que
participan varias proteinas tirosina cinasas de la familia Src tales como: Lyn, Fyn,
Fgr, Hek, Yes, Lck y la cinasa Syk como resultado del entrecruzamiento de los
receptores (Agarwall et al., 1993; Ghazizadeh et al., 1994b).

Estudios recientes sefialan que el proceso de transduccion de sefiates en
FcyR involucran la fosforilacidon en residuos de tirosing, lo cual se ha demostrado
ampliamente en una gran cantidad de células con este receptor, como células T,
células B, células NK, monacitos y plaguetas (Eiseman y Bolen, 1992; Samelson
et al., 1990), ademas de Ia hidrdlisis del fosfatidilinositol fosfato y la movilizacién
intracelular del calcio.

Se ha encontrado que los miembros de |a familia Src estan involucrados en
el proceso de transduccion de sefiales de la fagocitosis, aungque no se conoce con
detaile el mecanismo (Santana et al., 1996). Las plaquetas proveen un sistema de




estudio para los eventos de sefializacion a través de receptores Fc, ya que sdlo
expresan FcyRI, cuando este receptor se entrecruza & inmunoprecipita se detectan
varias proteinas fosforiladas de 150, 119, 107, 97, 93, 85, 82 y 68 kDa, asi como
una proteina de 40 kDa que corresponde al receptor (Huang et al., 1992),

1Py

GSK3 @ .
w NF-ATc
She PKC
MAPK Vav e
&” Calcineurina «— . $Ca?

JN /Syk

FIGURA 4. El entrecruzamiento de FeyR, genera la fosforilacion del dominio iTAM en sus residuos
de tirosina lo cual sirve de anclaje a las proteinas tirosina cinasas de la familia Src. Estos eventos
activan por un lado la hidrdlisis del PIP2 para la hidrdlisis del DAG, la liberacién de calcio y
activacion de los factores de transcripcién, vy por otro lado aclivacion de la ruta de p21ras, lo cual
resulta en la fosforilacién de Raf y posteriormente de la cinasa MAP que se transloca al nicleo,
donde su blanco son factores de transcripcion.
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La familia de proteinas tirosina cinasas Src

Estas enzimas se encuentran involucradas en el proceso de transduccion de
senales que controlan el crecimiento celular, asi como funciones especializadas de
células diferenciadas (Eiseman y Bolen, 1990).

La familia Src consta de 8 miembros: ¢c-src, ¢-yes, fyn y lyn gque se expresan
en gran variedad de células y tipos de tejidos y se expresa por lo regular mas de un




miembro de la familia. Lck, hck, c-fgr y el gen blk presentan un patrén mas limitado
de expresion y se hallan en diferentes tipos de células de origen hematopoyéticc
{Tabla 3). Sin embargo cada una de estas cinasas puede diferir en la distribucién
en tejido, compartamentalizacidn subcelular y sustrato especifico (Cooper y Howell,
1993).

Seis de estas cinasas: Lck, Fyn, Lyn, Hek, Fgr y Blk se expresan en células
hematopoyéticas y estan involucradas en la ruta de transduccion de sefales. p56"™
y p60" estan involucradas en la sefalizacion y activacion de células T {Burkhard
el al., 1994), p56™* p56"" y ps0"™ participan en la activacién de célutas B (Sacuaf
et al., 1994; Yamanashi et al., 1990). La participacion de p56"™ y p60*™ se ha
demostrado después de la activacion de FceRIl en celulas cebadas (Eiseman y
Bolen, 1992; Penhallow ef al., 1995).

TABLA 3
Miembros Peso Células | Células | Células | Monocitos | Granulocitos | Plaquetas
dela molecular T B NK
familia Src (kDa}
C-5IC 60 X X K KXXAX
c-yes 62 XX XX ? X
fyn 59-60 XXX KXX KAX X X
lyn 55-58 XXX XX XX ? XX
lck 56 199,944 KXXX
hick 59-64 KX ? X
c-fgr 58 XX XXX
bk 56 HHXHX

TABLA 3. Expresién relativa de las proteinas tirosina cinasas, miembros de la familia Src, en
células de origen hematopoyético, la expresién relativa se determind por ensayos de cinasas
{Bolen, 1991},

Estas enzimas se hallan asociadas fisicamente al receptor transmembranal.
Una pequena fraccién de las cinasas de esta familia se asocia directamente con el
inmunoreceptor. Fyn se une directamente a [a cadena e de CD3 (Samelson et al.,
1980), Fyn, Lyn y Blk se asocian a las cadenas o y P del receptor de células B
(Clark et al., 1992).

Se ha demostrado por otra parte la asociacion de p56** con el receptor
FcyRIIA en células asesinas naturales (NK) la activacion de p56ick ocurre
rapidamente (menos de 30 segundos), ofras proteinas que se han encontrado
asociadas a FcyRIIA son la subunidad £ del receptor de 1a célula T (TCR), y ZAP-70
(Cone et al., 1993).

En el caso del receptor antigénico de la célula T (TCR) la sedalizacion se
inicia por interaccion de las proteinas tirosinas cinasas (PTK's) (Letourner y Klauser,
1992). La agregacion del receptor por un estimulo extracelular activa las funciones
efectoras de la célula T a través de la cadena { del receptor (Romeo et al., 1992)
(una proteina transmembranal dimerica), en el residuo 17 de la secuencia motivo




interactua con la cinasa ZAP-70; una lirosina cinasa restringida a linfocitos T y
células NK, implicada en la via de senalizacién del TCR. Dicha interaccion se lleva
a cabo a través de 2 dominios con homologia src (lwashima et al,, 1984). Se ha
encontrado también asociacién con p60"Y" (Samelson et al., 1990).

Proteinas tirosina cinasa de la familia Src: Fyn, Lyn, Lck, Blk, Hck y Fgr.
Acido
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( sH2 SH2 Doifﬁiﬁqk:i{i'asa COOH

FIGURA 5. Proteinas que interactuan con la region ITAM. La unidn de eslas proteinas a |a region
motivo del ITAM se efectla a tavés de los dominios SH2 de [as tirosinas con la regién bifosforilada
del dominio ITAM. Esto permite que sean activadas las tirosinas Syk y/6 ZAP-70 para
posteriormente dedencadenar los eventos de sefializacion {Isakov, 1398).

Activacién de los miembros de la familia Src

Los miembros de la familia src presentan una organizacién similar (Bolen,
1991). La secuencia requerida para la miristoilacién (unién de un 4cido graso a la
proteina para que ésta pueda unirse a la membrana) se encuentra en el extremo
amino terminal de la enzima en el cual el miristato se une covalentemente a la
glicina en la posicion 2. Adyacente a este dominio se encuentra una regién unica
de 50-80 aminodcidos que varia entre los diferentes miembros de la familia Src,
este dominio es el que quiza controla las interacciones especificas entre las PTK de
la familia Src y otras proteinas celulares (Bolen, 1991). La siguiente regidn de
aproximadamente 60 aminoacidos contiene las regiones SH2 y SH3 (SH de
homologia Src¢) (Stahl et al., 1988). (Figura 5),

Los andlisis genéticos sugieren que los dominios C-terminal, SH2 v SH3 son
importantes para regular la actividad de las proteinas tirosina cinasa (PTK) de la
familia Src (Bolen, 1991). El dominio SH3 puede ayudar en la localizacion de ia
enzima, desde el citoesqueleto hacia ia membrana plasmatica (Roadaway et al.,
1989), para intreractuar con otras proteinas con regiones ricas en prolina. Tal es el
caso de la cinasa Lck cuyas regiones ricas en prolina del dominio SH3 interactian
con la regién SH3 de otras proteinas como son ¢-Cbl, PI-3-Cinasa, Ras-GAP, HS1 y
CD2 {Denny et al., 1999). El dominio SH2 representa una regidn de unién de las
fosfotirosinas (Matsuda et al., 1990). La regién carboxilo terminal representa casi
siempre el dominio catalitico o de cinasa, es una regidén con homologia Src
{homologia src 1 & dominio SH1).

Semejante a otros miembros de la familia Src, Lck contiene un dominio
cinasa C-terminal, un dominio SH2 y un dominio SH3, este dltimo le permite
interactuar con otras proteinas mediante la union de secuencias




En su estado natural la enzima Src se asocia a la membrana mediante un
receptor transmembranal, manteniendo una actividad baja. La activacion de ias
proteinas de la superficie celular asociadas con la enzima requieren la dimerizacién
del receptor; de este modo se coaproximan y se asocian las PTKs no receptores.
Esta coaproximacion estimula la autofosforilacion de la tirosina lo cual resulta en un
cambio conformacional De este modo se incrementa la actividad de las PTK y
permite que el substrato seleccionado se una g la enzima activada y sea fosforilado
(Bolen, 1991) (Figura 6).

Las cinasas Src poseen un residuo conservado de tirosina en el carboxilo
terminal, que cuando son fosforilados, interactuan directamente con el dominio SH2
autdlogo; asi la fosforilacién del residuo de esta tiresina regula negativamente la
actividad de ia cinasa {Cooper y Mac Auley, 1988).

Dominios
Dominios homologos
hemelogos $H2, SH3

SH2, SH3

Deminio

Dominio d
cinasa

cinasa

Autofosforilacien .~

q
-
o -
&
=3 Zona Sefial encendida
B regutadora
< Zona
o Dominios reguladora
SHZ2, SH3
Fasfotirosil
fosfatasa
Substratos Zona
reguladora

FIGURA 6. Modelo de activacién fisioldgica de los miembros de la familia Src, iniciada por la
coaproximacién de otra proteina tirosina cinasa {(PTK), Ello estimula la autofosforilacién resultando
en un cambic conformacional que permite a la enzima actuar sobre su sustrato.
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Syk

Syk es una proteina tirosina cinasa compuesta de 2 dominios con homologia
Sre (SH2)? y un dominio catalitico; pertenece a la familia de tirosinas Syk/ZAP-70.
Participa en la activacién de multiples receptores inmunes, como el receptor para
lgE (FceRI) (Benhamou et al., 1993; Hutchcroft et al., 1992a) y los receptores para
IgG (FoyRI y FoyRIIl) (Agarwall et al., 1993; Durden y Liu, 1994). Una vez que ha
sido activado un inmunoreceptor, Syk es reclutada y asociada directamente a las
tirosinas fosforiladas del dominio ITAM (Hutchcroft et al., 1992b).

Se ha identificado a la proteina tirosina syk involucrada en la sefalizacion de
otros recepteores de reconecimiento inmune como el recepior antigénico de linfocitos
B (Hutchcroft et al., 1992b), el cual es una inmunoglobulina de superficie que se
asocia con moléculas adicionales para formar el complejo de sefializacién e iniciar
una cascada de eventos bioquimicos en los cudles se incrementa la actividad de
proteinas tirosina cinasas de 150, 123, 101, 81, 69 a 73, 59, 61, 51 y 42 kDa (Gold
et al., 1990).

En células de la linea mielomonocitica WEHI 231, también se ha
comprobado que el entrecruzamiento del receplor conduce a la rapida fosforilacion
en firosina de la proteina syk72 y ofras cinasas de la familia Src como lyn
(Yamanashi et al., 1991}, blk y fyn (Burkhardt et al, 19891). Se ha observado
ademas que el aumento en la actividad de estas proteinas tirosina cinasa se debe a
la activacion de la fosfolipasa C y a la generacién de inositol (Hutcheroft et al.,
1991).

El entrecruzamiento de los receptores FcyRl y FeyRIl en células HL-60
induce una rapida fosforilacion en tirosing, para el receptor FoyR| tiene su maximo
de 5 a 10 minutos después del entrecruzamignto, mientras que para el FeyRIl |a
fosforilacién ocurre antes de los primeros 5 minulos. Los ensayos de cinasas e
inmunoprecipitacion revelan la presencia de una proteina de 72 kDa identificada
como p72%* (syk), asi como una proteina de 68 y otra de 115 kDa en ambos
receptores {Agarwal et al., 1993).

Por otra parte se sabe que la fosforilacion en tirosina de FoyRIl
desencadena a ruta de sefializacion de p21 ras (Figura 4), en la cudl 1a proteina
adaptadora She, que no tiene dominios SH2, es fosforilada en el residuo 317 de
tirosina creandose un sitio de unidn concenso para el dominio SH2 de otra
proteina adaptadora Grb2 la clal estd compuesta de un dominio SH2 y dos
dominios SH3 los cuales flanguean al dominio SH2 (Ravichandran et al., 1995),
Estos dominios SH3 de Grb2 median la interaccion entre Grb2 y el factor
intercambiador de nucleotidos de guanina (Sos), via dominios SH3, Grb2
interactila con las secuencias ricas en prolina de Sos. La unidn del dominio SH2
de Grb2 a Shc, forma al complejo Shce/Grb2/m-Sos-1, esté complejo se trasloca a
la membrana celular e induce el intercambio de GDP por GTP en ras, resultando
en la aclivacion de ras.

Se ha encontrado recientemente que la sefializacion a través de FcaR se
realiza a través de la subunidad y del receptor FceR puesto que esta cadena y
contiene un motivo funcicnal que se acopla a estos receptores durante la cascada
de sefializacion. En FcoR de células U937 inducidas a la diferenciacion con IFN-y,




se ha enconirado la activacién de las proteinas adaptadoras Grb2, She, SHIP,
Crkl, Cbl y SLP-76 durante el proceso de transduccién (Park et al., 1999).

La union de GTP a Ras activa una cascada de serinas/treoninas cinasas,
esto se inicia con la activacidon del dominio efector de ras el clal interactua con
una region reguladora amino terminal de la cinasa serinaftreonina Raf, resultando
en el reclutamineto de Raf a la membrana plasmatica (Sun et al, 1994). Aunque la
interaccion de Ras-Raf obligatoriamente acliva a Raf, (Stokoe et al., 1994), Raf
una vez activada fosforila y asi activa a la tirosina cinasa MEK, la cual fosforila en
sus residuos de tirosina a 1a cinasa MAP (Nebreda, 1994). Esta cinasa MAP una
vez activada fosforila multiples sustratos citoplasméticos incluyendo otras
serinasftreoninas cinasas, ademas de traslocarse al nicleo donde su blanco son
factores de transcripcién (Karnitz et al., 1996).

Pl3-Cinasa

La fosfatidil-inositol-3-cinasa {PI3-Cinasa) es una cinasa lipidica constituida
* de una subunidad reguladora de 85 kDa (p85) y una subunidad catalitica de 110
kDa (p110) {Carpenter et al., 1990) La subunidad p85 contiene un dominio SH2
que puede unirse en la membrana a las proteinas fosforiladas en tirosina
induciendo asi la activacion de la enzima (Cantley et al., 1991). Recientemente se
ha sugerido la participacion de esta cinasa lipidica en la sefializacion del receptor
Fcy, la activacion de FoyR! y FoyRIIl (Noriyuki et al., 1994) en células U937 induce
un incremento en la actividad de P13-Cinasa (Ninomiya et al., 1994). Una vez que
esta enzima ha sido activada a causa de la liberacidn de calcio intracelular, puede
activar una gran variedad de receptores con dominios de tircsina cinasa como los
receptores para citocinas, el receptor de la célula T {TCR), el receptor de |a célula B
(BCR). Se ha demostrado que el entrecruzamiento del BCR incrementa 6 veces los
niveles de PI-3 4 bifosfato en lineas maduras de ¢élula B como BAL-17 e inmaduras
como WEHI-213; dicho aumento ocurre a los 15 segundos (Gold y Aebersold,
1994).

El entrecruzamiento de FeoyRl y FeyRIl en neutréfitos humanos induce
liberacion de ([Ca®')i), o cual libera al PIP; y activa a la PIP-3 Cinasa, esto se
comprobd con el uso de wortmanina la cual interfiere con la ruta de las proteinas
cinasas C, como consecuencia $& inhibid la actividad de PIP-3-cinasa {Vossebeld et
al., 1997).

Se ha demostrado que la agregacién del receptor FcyRIA en células
monociticas mediante complejo inmune ¢ anticuerpc anti-receptor, da como
resultado un aumento en la concentracion de calcio intracelular ([Ca®']i) (Odin et al.,
1991; Rankin et al., 1993}, el fosfatidilinositol es transformado y la PLC-y1 es
fosforilada en sus residuos de tirosina (Liac et al., 1992).

La actividad de la PI3-Cinasa se asccia con ciertas firosinas cinasas
importantes en la proliferacidon celular. PI-3-Cinasa cataliza la fosforilacidén de
fosfatidilinositol, 4-fosfato (Pl4-fosfato) y Fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP;) en la
posicion D3 (Cantley et al, 1991), la actividad de esta enzima en las células
incrementa la estimulacidén de receptores con aclividad intrinseca de tirosina cinasa
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como es el caso de receplores para factores de crecimiento como el factor de
crecimiento epidermal (EGF), la insulina, el factor estimulador de colonias (CSF) y
el factor de crecimiento derivado de plaguetas (PDGF).

Se sabe que al adicionar un inhibidor de tirosina cinasas a células
musculares de ratén estimuladas con PDGF la enzima PI-3-Cinasa pierde actividad
y por lo tanto no se genera fosfalidilinositol 4,5 bifosfato (PiP2), ni tampoco sus
productos  fosfatidilinositol  1,4,5-trifosfate  (PIP3) y fosfatidilinositol 1,3,4,5,-
tetrafosfato (PIP4) (Auger et al., 1989). El tratamiento de células monociticas con
inhibidores de cinasas bloguea la ruta de sefalizacidn a través del receptor FoyRIl,
incluso la movilizacion de calcio, la fosforilacidon de tirosinas y la fagocitosis
{Ghazizadeh y Fleit, 1994a).

PKC

PKC es una de las proleinas tirosina cinasa que participan en el proceso de
transduccion, Las isoformas de PKC dependiendo de su estructura y cofactor de
regutacion se dividen en 3 grupos: Las que son activadas por calcio y diacilglicerot
(PKCa, PKCBI,PKCBIl y PKCy), las que son independientes de calcio pero
activadas por diacilglicerol {PKC8, PKCe, PKCn, y PKCB) y las atipicas las cuales
na requieren calcio o diacilglicerol (PKCC, PKCW/| y PKCp). Se ha visto que la
agregacion del receptor FeyRIE en células US37 tratadas con IFN-g (inducidas a la
diferenciacién) incrementa la actividad de algunas de las isoformas de PKC
esencialmente las independientes de calcio como: PKCg, PKCyu, PKC), estas
isoformas se translocan a la membrana como resultado de la activacién,  Ello
implica que el estado de diferenciacién involucra rutas de sefalizacion diferentes a
las rutas de una célula en estado de reposo (Melendez et al., 1999).

Fosforilacion en células THP-1

Se ha cbservado que el entrecruzamiento de los receptores FcyRIl y FeyRII
(con los anticuerpos 32.2 y IV.3) en células THP-1 induce un rapido aumento en |a
fosforilacion de tirosinas del rango de los 110, 80, 60 y 52 kDa (Rankin et al., 1993).
Se observa una actividad maxima a los 5 minutos de entrecruzamiento de los
receptores. También se ha visto que para que ccurra la fosforilacion es importante
fa regulacién a fravés de la fosfolipasa C, ya que al emplear herbimicina A,
genisteina 6 erbstatina (inhibidor de cinasas), el flujo de calcio se inhibe y con ello la
fosforilacion (Scholl et al., 1992).

La agregacton del receptor de baja afinidad FcyRIl en esta linea celular
induce la activacion de varias proteinas tiresina cinasas (PTK) de 160, 150, 120,
100, 75, 72, 80, 56, 46 y 40 kDa, las cuales inmunoprecipitan con el receptor el cual
también resulta fosforilado (Ghazizadeh et al., 1994%). p59™* (hck) y p56"" (lyn), se
ha demostrado que estdn presenles en células THP-1, la actividad de estas
enzimas se incrementa cuando el receptor FeyRIl se entrecruza. Sin embargo las
enzimas hck y lyn no se encuentran asociadas al receptor de alta afinidad FeyRI
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(Ghazizadeh et al., 1994b). En cambio se ha reportado un aumento en la
fosforilacién en proteinas de 110, 80, 80 y 52 kDa (Rankin, et al., 1993).

Por otra parte se ha visto que el entrecruzamiento de ambos receptores
activa la internalizacién del receptor en vesiculas endociticas de 5 a 10 minutos
después de la unidn del ligando, este proceso es dependiente de la actividad de
tirosinas cinasas (Ghazizadeh y Fleit, 1994a).

El entrecruzamiento de! FcyRIl causa la fosforilacion en tirosina de la enzima
PI3-Cinasa y del producto del protooncogene c-cbl (Cbl), ambos inmunoprecipitan
juntos -lo que sugiere una posible funcidén de Cbl en la fagocitosis (Matsuo et al,,
1996).

Se han descubierto nuevas interacciones como la asociacion de Cbl con la
cinasa Fyn en lisados de varios tipos celulares como la linea celular murina
dependiente de Interleucina-3, 32D cl3. Debido a que Cbl se une a la proteina de
fusidn glutation-s-transferasa {GST) que codifica para los dominies de homologia
SH2 y SH3 de las cinasas Fyn, Hek vy Lyn.  Esto podria indicar que Cbl es un
sustrato de las cinasas de la familia Src que se activan en respuesta al
entrecruzamiento de los receptores {Hunter et al, 1999). Asi las cinasas de la
familia Src son responsables de la fosforitacion de Cbl y regulan ia fosforilacidn de
Pl-3-Cinasa.

Otro de los posibles sustratos de ia familia Src es p105°®t (CasL), un
miembro de la familia de proteinas p130cas. Lo cual se ha comprobado para el
receptor de células T {TCR) y sélo para las cinasas Fyn y Lck mas no ZAP-70
(Kanda et al., 1999).

Se sabe que el entrecruzamienio de los receptores Fcy desencadena una
serie de reaccciones que consisten en la fosforilacion de proteinas. Sin embargo
las rutas de sefalizacién no se conocen aln con detalle, por lo cual se requieren
estudios mas ampliocs sobre el tema. Basandose en las diferencias estructurales
gque se presentan en cada tipo de receptor es posible suponer que los patrones de
fosforilacién son diferentes, tanto para células indiferenciadas como inducidas a la
diferenciacion.

El andlisis de las proteinas con actividad de tirosina cinasa que resultan def
enfrecruzamiento de los receptores en respuesta a la union al anticuerpo; y el
analisis de las diferencias existentes entre un estado activado y no activado de la
celula a nivel de activacion de proteinas nos permitira entender mejor la funcion de
estos receptores en la respuesta inmune.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En cierlos tipos celulares, y de manera particular en monocitos-macréfagos,
existen 3 clases de receptores FoyR (FoyRi, FcyRI y FoyRIHN). Estos receptores
tienen caracteristicas estructurales y funcionales importantes tal como la unidn al
complejo antigeno-anticuerpo para su eliminacion. Se sabe también que cuando
estos receptores son aclivados, mediante un enlace-cruzado del receptor Fc can
la fraccion Fc de las 1gG, se desencadena una serie de reacciones que consisten
en la fosforilacion de diversas proteinas por accién de las proteinas cinasas, tal
proceso de sefalizacion tiene como desting al nucleo, donde se activan genes
que codifican para la sintesis de las proteinas que se requieren, ya sea para uso
interno de la célula o para exportacién. Dichos procesos son vitales para el
funcionamiento de la célula. Sin embargo las rutas de sefializacion para cada uno
de los FeyR, no se conocen adn en detalle, para lo cual se requieren estudios
sobre el tema.

Proponemos que un paso importanie para entender la activacion de
funciones efectoras a través de receptores Fc, es la caractenzacion detallada de
los complejos de sedalizacién ensamblados después de la agregacién de los
diferentes tipos de receptor y que involucran a cadenas de los receptares, cinasas
y fosfatasas asociadas y los sustratos de las mismas. En especial, es importante
determinar hasta qué grado una misma isoforma del receptor puede ensamblar
complejos de activacion diferentes, dependiendo no solamente del tipo celular,
sino del estado de diferenciacidén/activacién de la célula.
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HIPOTESIS

Se sabe que el proceso de transduccién de sefiales a través de receptores
Fc involucra la fosforilacion del receptor y activacion de las proteinas tirosina
cinasa que participan. Esta activacion se lleva a cabo por medic del dominio ITAM
que al ser fosforilado sirve como punto de anclaje para 1as tirosina cinasas. Una
vez fosforiladas, estas proteinas pueden llevar a cabo diversas actividades que
desembocan en el disparo de las respuestas celulares.

Suponemos que la capacidad de los receptores FoyR para mediar distintas
funciones o bien mediar respuestas de mayor o menor magnitud, depende de su
plasticidad para ensamblar distintos complejos moleculares de transducccion de
sefiales. Asi la composicion especifica de los complejos moléculares que se
forman como resultade de la agregacidén de los receptores FcyR, podria estar
determinada por varios factores, entre eiflos:

A) Las diferencias en la secuencia de amincacidos del dominio ITAM existentes
para cada tipo de receptor Fc, lo cual puede influir en la especificidad de
interaccion entre la region que contiene el ITAM y moléculas con dominio SHa.

B) El estado de diferenciacion factivacion de la célula, pues esto puede influir
sobre los niveles de expresién de las tirosina cinasas y/o de sus sustratos, asi
como de ofras moléculas que pueden formar parte de 1os complejos de activacion,
como p2iras.

Por lo tanto se espera que las tirosinas cinasas que resultan activadas con
la fosforilacion del ITAM, sean distintas para cada uno de los receptores Foy, y
también influira el estade de diferenciacion de la célula.
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OBJETIVO GENERAL

El objetivo del presente trabajo es el de analizar las proteinas fosforiladas
en tirosina que resultan activadas por la agregacion de los receptores FeyRI y
FeyRIl Y comparar los patrones de fosforilacion en célutas no diferenciadas y en
células inducidas a la diferenciacién.

OBJETIVOS PARTICULARES

1) Establecer las condiciones de diferenciacidn de monocito a macrdfago en la
linea celular THP-1 evaluando:

-Aumento en actividad de fosfatasa acida

-Aumento en actividad de fosfatasa alcalina

-Fagocitosis

~-Cambio de morfologia

-Disminucion de la proliferacion

-Aumento de receptores Fcy.

2) Estandarizar las técnicas de estimulacién de los FcyR, utilizando anticuerpos
antireceptor y un segundo anticuerpo para inducir agregacion.

3) Analizar proteinas fosforiladas en tirosina activadas por la agregacion de los
receptores FcyRl y FoyRII

4) Comparar los patrones de fosforilacién en células no diferenciadas y en células
inducidas a la diferenciacion.

5) Establecer la relacion entre el resultado de los paramentros medidos en células
caon tratamiento diferenciador y la activacion de las tirosina cinasas.




METODOLOGIA
Cultivo Celular

Las células THP-1 se cultivaron en medio RPMI suplementado con 10% SFB
(Gibco BRL, USA) previamente desactivado (Apendice 1), 10 mM aminoacidos
no esenciales {Sigma, Chem. USA} y 10 mM piruvato de sodio (Sigma, Chem.
USA), 100 mg/ml estreplomicina y 100 U/ml penicilina, Los cultivos se
mantuvieron en una incubadora (Forma scientific, USA), en atmésfera himeda
(97% de humedad relativa), al 5% de CO» y una temperatura de 37°C.

Induccién a la diferenciacion de la linea cefular THP-1

Se realizd el cultivo de células THP-1 en medio RPMI suplementado al 10 %
SFB, en presencia de 1.2 y 1.6% de dimetilsulféxido (DMSO), 2 ng, 1 ng, 500
pg, 250 pg y 125 pg/ml de M-CSF, 5 ng/mi de IL-1, 5 ng/ml de IL-6 y 100 Ul/ml
de IFN-y, durante 1, 3, 5y 7 dias. Para corroborar y caracterizar la adquisicion
de distintas propiedades como resultado de! tratamiento diferenciador se
determinarcn, para cada tratamiento las siguientes propiedades:

A) Cambios en la morfologia; Se detectaron por cobservacion diaria de los
cultivos en un microscopio invertido {(American optical, Co.USA).

B) Disminucién de la proliferacion celular: Se analizé por conteo del nimero de
células presentes en el cultivo a los dias 1, 3, 5 y 7 dias, empleando el
hemocitémetro y se estimo la viabilidad por exclusion de azul de tripano.

C) Aumento en la actividad de 3 enzimas hidroliticas: fosfatasa acida, fosfatasa
alcalina y B-D-Glucuronidasa, medidas alosdias 0, 1,2y 3.

Andlisis de viabilidad.

Se llevd a cabo mediante la técnica de exclusion con azul de tripano. 10 ul de
la muestra (células resuspendidas en medio de cultivo} se mezclaron con 10 w
del reactivo azul de tripano (Sigma, Chem. USA), se realizd el conteo del
numero celular de esta mezcla en una camara de Newbauer {6 hemocitémetro)
{Spencer 1/10 mm} descartando las células muertas (céluias tefiidas de azul).

Determinacion de la actividad enzimética: fosfatasa acida, fosfatasa
alcalina y p-D-glucuronidasa.

Células THP-1 s& mantuvieron en cultivo 3 dias en medio RPM! 10% SFB en
presencia y ausencia de 1.2% DMSO. Se realizaron determinaciones a los
dias 0, 1, 2 y 3, en lisados totales y en enzima liberada al medio. Se
sembraron 150,000 células/pozo en placas de 96 micropozos de 200 pl
{Nunclon, Dinamarca), resuspendidas en 100 pl de Hanks completo (Apéndice
1), sin y con estimulo [10 uM Forbal miristato (Sigma, Chem, USA)] para medir
enzima liberada y sin estimulo para medir enzima en lisados totales, se incubd
durante 2 horas a 37°C, 5% de CO., atmésfera humeda. Al cabo de 2 horas, a
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las células destinadas a ser lisadas se les adiciono triton (Sigma, Chem. USA)
para una concentracién final de 1% y se incubd 10 min. Las células se
centrfugaron en upa centrifuga de placas (Hermle Gmbh, Alemania),
posteriormente se tomarcn 45 yl del sobrenadante del lisado total o de enzima
liberada y se incubaron con 100 ul de sustrato para fosfatasa acida, fosfatasa
alcalina 6 p-D-glucuronidasa {Apéndice 1} segln la determinacidn. Se incubd
90 minutos para las fosfatasas y 120 minutos para p-D-glucuronidasa, a 37°C y
se cuantificé la actividad en un lector de placas (Bio-tec Instruments, Inc.
ELx800) a una tongitud de onda de 405 nm. Previamente a reaccién se detuvo
con 100 pl 2N NaOH (Sigma, Chem. USA) para las fosfatasas y 100 pl 0.2 M
de NaQH para B-D-glucuronidasa.

Determinacion de proteinas por el método de Lowry

Estas determinaciones se hicieron para equilibrar las cantidades de proteina
que se utilizaron en los ensayos enzimaticos, pues se reguiere colocar
cantidades iguales de proteina en cada uno de los pozos y poder establecer la
comparacion entre células no tratadas y células inducidas a la diferenciacion.
Se realizé empleando un Kit de Bic-Rad (Lowry modificado) para determinacién
de proteinas en detergente, colocando 5 pl de les lisados problema (cels. THP-
1, lisadas con 1% de tritén)} en placas de 96 pozos, cada muestra por triplicado.
A los lisados se adiciond 25 ul de la solucion de trabajo (20 pl de reactivo “S”
por 1 ul de reactive “A”) y 200 ul del reactivo “B". Después de 15 minutos de
incubacidn a temperatura ambiente, se midid la actividad en un lector de placas
a una longitud de onda de 750 nm {650-750 nm).

Inmunofluorescencia indirecta

I millon de células THP-1 se lavaron 1 vez con medic MEM, se
resuspendieron en buffer de lavados (Apéndice 1}, se colocaron en tubos para
FACS en hielo, se incubaron con 10 pg del anticuerpo primario (IV.3 y 32.2)
durante 90 minutos. Se usaron como controles células solas, y células con
IgG1 kappa, e! cual es un isolipo del anticuerpo 32.2 (Sigma, Chem, USA). Las
muestras se lavaron 2 veces con 1 ml de buffer de lavados. Se incubd con un
segundo anticuerpo conjugado con biotina dilucion 1:100 durante 1 hora. Se
lavé 2 veces con buffer de lavados. Se agregéd streptavidina flucresceinada
(Sigma, Chem, USA) dilucidn 2:100, se incubd una hora en obscuridad. Se
lavé 2 veces con buffer de lavados y una vez con PBS. Se incubd con
paraformaldehido al 1% (Apéndice 1) durante 25 minutos. Se lavo 2 veces con
PBS vy se resuspendio en 1 ml de PBS. Las muestras se analizaron en un
Facscan. Se analizaron las gréficas obtenidas.

Estimulacion de receptores FcyR
20 millones de células se incubaron durante 10 min a 4°C en 1 ml de medio

RPM! 3% SFB, después de ese tiempo se estimularon con 10 pg/ml de
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anticuerpo especifico para FcyRI (32.2) 6 FeyRit (IV.3) durante 10 min a 4°C, se
lavaron una vez con 1 ml de medic RPMI 3% SFB a 3000 rp.m. en una
microcentrifuga (Gerdlebau Eppendorf, Germany). Posteriormente se indujo 1a
agregacion de los receptores con 100 ug/ml de anticuerpo conejo anti-IgG de
ratén (Sigma, Chem. USA) durante 5 min 2 37°C. Para terminar a reaccion de
fosforilacién, las células se lavaron rapidamente con 500 ul de medio RPMI frio,
se agregaron 500 pl de buffer de lisis y se incubo a 4°C durante 15 min. El
tisado se centrifugd para eliminar restos celulares a 13,000 r.p.m. durante 10
min. a-4 °C.

Analisis de proteinas fosforiladas en tirosina inducidas por la agregacion
de los receptores Fc en lisados totales

Para retirar el DNA y residuos celulares se centrifugaron las muestras a 13,000
r.p.m. durante 10 minutos a 4°C. Al sobrenadante resultante se le adicionaron
2 volumenes de acetona fria (J.T.Baker, México) y se incubo toda la noche a
4°C, para lograr la precipitacién de las proteinas. Al dia siguiente se
centrifugaron las muestras a 13,000 r.p.m. durante 30 minutos a 4 °C. Se
desechd el sobrenadante y el precipitado, el cual contenia ademas de las
proteinas intracelulares, desechos comc restos de DNA vy lipidos, para
eliminarlos se lavé la muestra 5 veces con acetona fria, se elimind [a acetona
restante en el Speed-vac (Savant Instruments Inc, Germany). Ei precipitado
obtenido sé resuspendid en 20 ul de buffer de Laemmili (Apéndice 1) y 2 ul de
1M Ditiotreitol (DTT) (Sigma, Chem. USA), Las proteinas se separaron
mediante electroforesis SDS-PAGE en un gel 10% (Apéndice 1);
posteriormente se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se realizé un
inmunoblot utilizando anticuerpos anti-fosfotirosina. Los anticuerpos primarios
se detectaron con anticuerpos conjugados con fosfatasa alcalina (Ver técnica
de Western-Blot).

Inmunoprecipitacion
Células THP-1 en cultivo, inducidas y sin inducir a la diferenciacion, se
estimularon para inducir a la agregacion de los receptores {como se describe
arriba), posteriormente se lavaron con medio RPMI sin suero fetal de bovino, se
les adiciond 1 ml de buffer de lisis (Apéndice 1), se incubd 15 min. a 4°C,
posteriormente se centrifugaron los lisades a 13,000 r.p.m. durante 10 min. a
4°C para eliminar desechos celulares. El sobrenadante en el cual estaban
contenidas las proteinas celulares se incubd toda la noche a 4°C con 20 pl de
proteina A-sefarosa acopladas al anticuerpo especifico anti-receptor (Apéndice
1). Al dia siguiente el inmunoprecipitade s lavé 5 veces con 500 p! de buffer
de lavado de inmunoprecipitacion {(Apéndice 1), se retiré todo el buffer de
lavado y se adicionaron 20 pl de buffer de Laemmli y 2 pl de 1 M Ditiotreitol
(DTT).

Las proteinas se separaron mediante electroforesis SDS-PAGE al 10%,
posteriormente se transfirieron a membranas de nitrocelulosa y se realizd un
inmunoblot utilizando anticuerpos anti-FeyRI (32.2), anti-FcyRIl (IV.3) ¢ anti-
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fosfotirosina.  Los anticuerpds primarios se detectaron con  anticuerpos
conjugados con fosfatasa alcalina {(Ver técnica de Western-Blot).

Electroforesis.

La separacion de las proteinas se llevo a cabo por la técnica de electroforesis
en geles de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). El detergente
SDS (dodecil-sulfato de sodio) confiere carga negativa a los complejos
resultantes, rompe los enlaces no covalentes de las proteinas provocando que
las moléculas pierdan su conformacion, pues es un agente reductor de enlaces
disulfuro. Se preparo un gel 10% de acrilamida para el gel separador y 4%
para €l gel concentrador {Apéndice 1). Las muestras de proteinas se hirvieron
en 20 pi de buffer de Laemmli y 2 pl de 0.1 M ditiotreitol (DTT) durante 5
minutos. La electroforesis se realizé a 100 volts en buffer de corrida (Apéndice
1) durante 1.5 hrs.

Western blot.

Posteriormente se lfevé a cabo ia electrotransferencia (Western blot), para
identificar proteinas especificas mediante el uso de anticuerpos dirigidos. La
transferencia se logra humedeciendo el sandwich papel-membrana-gel en
buffer de transferencia (Apéndice 1), este sandwich se colocd entre los platos
electrodes de carbén durante 1.5 hrs a 120 miliamperes. La transferencia de
proteinas se verificd por tincion de ta membrana con solucion de rojo Ponceau
(Sigma Chem, USA). Las regiones donde no hay proteinas, se bloquearon con
5% leche (Svelty Nestle, México) en TBS (Apéndice 1) durante toda la noche a
4°C.

Al dia siguiente la membrana se lavd con TBS-Tween-20 (Sigma, Che.
USA) 2 veces antes de las incubaciones con anticuerpos. La membrana se
incubé con 3 ug de anticuerpo primario raton anti-FcyRi (32.2), anti-FcyRII
{IV.3) & una dilucién 1:2500 de anticuerpo anti-fosfotirosina (Sigma Chem,
USA) en leche-TBS-0.1% Tween durante 2 horas. Al término de la incubacion
se lavd 5 veces con TBS-Tween, cada lavado de 5 minutos y se incubd con el
anticuerpo secundario conegjo anti-ratén {Sigma Chem, USA) durante 1 hora
(dilucion  1:4000) en leche-TBS-0.1%Tween, se realizaron nuevamente 5
lavados de & minutos cada uno con TBS-0.1% Tween. Finalmente se incubd
con un 3er anticuerpo chivo anti-conejo (Sigma Chem, USA) el cual estd
cenjugado con la enzima fosfatasa alcaling, la cual en presencia de su sustrato
[1.65 mg de Nitroazul de tetrazolic (Sigma Chem, USA) y 0.82 mg de 5-Bromo-
4-Cloro-3-indolil-fosfato (Sigma Chem, USA)] produce un precipitado coloreado
que corresponde a las proteinas especificas reconocidas por el anticuerpo
primaria.
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RESULTADOS

Evaluacion de la disminucién de la proliferacién de la linea celular THP-1.

Con la finalidad de analizar los patrones de fosforilacion obtenidos en
células THP-1 indiferenciadas e inducidas a la diferenciacion, se establecieron
condicicnes de diferenciacion para esta linea celular. Se empled el
Dimetilsulfoxido (DMSQ) que es un agente diferenciador de células del lingje
mieloide, como es el caso de la linea THP-1 (Collins et al., 1979; Koeffler, 1983;
Takeda et al., 1982).

Se evaluaron parametros propios de la diferenciacion para células
mieloides, como disminucién de la proliferacion, aumento de la actividad de
enzimas como fosfatasa Acida, fosfatasa alcalina y B-D-glucurcnidasa, cambios
morfotogicos y aumento en la expresion de receptores FcyRl y FeyRIi, para lo cudl
se sembraron células de la linea THP-1 y se incubaron en presencia de DMSO,
para inducir la diferenciacion de las células de monocito a macréfago.

Para encontrar 1a concentracién ideal de DMSQO a utilizar, se probaron 2 de
las citadas en la literatura, 1.2 v 1.6% (Takeda, et al., 1982) las cuales eran las
mas altas sin llegar a ser toxicas, ademas de tener un mayor efecto sobre lineas
mieloides, tal como la linea THP-1.

Se realizaron cinéticas de proliferacién seguidas durante 7 dias. La
disminucion de la proliferacion se evalué mediante conteo celular y se estimo la
viabilidad celular por exclusidn de azul de tripanc en células tanto en suspension
como adheridas.

Se sembraren 80,000 células en placas de 96 pozos y se incubaron en
presencia de 1.2% y 1.6% de DMSO, durante 7 dias. Se observd que al emplear
la concentracién de 1.6% se adheria un mayor nimero de células al tercer dia
pero también habia mas muerte celular, razén por la cual se empled la
concentracion de 1.2% para el resto de los experimentos donde la viabilidad
celular era de aproximadamente 80%.

Posteriormente se realizaron cinéticas de proliferacion sembrando 50000
células en 2.5 ml. de medic, en presencia y ausencia de DMSO, con lo cual se
obtuvieron mejores resultados. En el casc de células en suspension la
proliferacion celular se detuvo a partir del tercer dia, se obtuvo una diferencia
significativa al séptimo dia de! tratamiento con respecto a las células no tratadas
las cudles continuaron proliferando de manera exponencial (Gréfica 1). En el
analisis estadistico para dos varianzas con un riesgo de 0.01, la varianza de los
datos de células sin DMSQ (Datos 1) fue de 3.1101E+12 y para los datos de las
células con DMSO (Datos 2) fue de 4.5377E+10; fue positiva la hipdtesis alterna
H1: 6% { # 6% 2, con una F de Snedecor de 68.5393 y una F de tablas de 15.9770.
Con respecto a las células adherentes tratadas con DMSO éstas mantuvieron
aproximadamente el mismo numero al paso de los dias, pues una vez iniciado el
procesc de diferenciacion las células ya no proliferan (Grafica 2), se obtuvo
también una diferencia significativa en una prueba de hipétesis para dos varianzas
para datos 1 (sin tratamiento) la varianza fue de 3.6825E +10, y para datos 2 (con
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DMSO) la varianza fue de 1113498251; fue aceptada la hipotesis: - o% ; 6% 5, con
una F de Snedecor de 330.717261 y una F de tablas de 15.977093.

Evaluacion de morfologia de células inducidas a la diferenciacion con
DMSO.

Los cambios morfoldgicos se evaluaron cualitativamente por observacion
directa de las células al microscopio invertido. Fue evidente que al tercer dia las
células mostraban una morfologia diferente a la de tas células sin estimulo, esto
es células mas extendidas, adheridas al substrato, con mayor tamafio fo que
indica que posiblemente estaban en proceso de diferenciacion (Figura 7).

El hecho de encontrar un mayor numero de células en ausencia de DMSO,
indica que las células estan proliferando, pues no hay un agente que interfiera en
el ciclo de division celular; en cambid en presencia de DMSO la divisién es menor,
ya que al iniciarse el proceso de diferenciacién cambian las funciones celulares,
deteniéndose la division de la célula para incrementar las funciones metabdlicas
propias de una célula diferenciada, tales como la capacidad fagocitica, aumento
en el estallido respiratorio, disminucion de su proliferacién, etc.

Sin embargo, para realizar una evaluacion cuantitativa se requiere sembrar
células de manera adecuada para qgue sean tefidas y cuanlificar a las células con
cambios morfologicos, y ademas utilizar tecnicas de tincion especificas para
determinar el tipo de célula diferenciada que esta induciendo el DMSO.

Evaluacion de la actividad de las enzimas fosfatasa acida, fosfatasa alcalina
y B-D-Glucuronidasa como indicadores de diferenciacién

Otro de los marcadores de diferenciacion es el aumento en la actividad
enzimatica, por ello se cuantificd el incremento en la actividad de fosfatasa acida,
fosfatasa alcalina y p-D-Glucuronidasa. Se sembraron 150 000 células/pozo, en
ausencia y en presencia de 1.2% de DMSQ. Las células se incubaron en sotucién
de Hanks completo y se evalué la cantidad de enzima liberada durante 2 hrs, asi
como la enzima total de las células (lisados celulares) para luego hacerla
reaccionar con $u sustrato.

Fue necesario estandarizar {a cantidad de proteina que se& colocaba por
pozo en estos ensayos, pues de o contraric se obtenian datos erréneos, debido a
que ef conteo celular no era suficiente.

Se detectd aumento en la actividad enzimatica en la linea celular THP-I,
siendo la enzima fosfatasa acida la que presentd una mayor aclividad. Las
determinaciones se hicieron de 1 a 3 dias de cultivo en presencia y ausencia del
agente diferenciador, este lapso de tiempo parece ser suficiente para que la mayor
parte de las células en cultivo logren diferenciarse. El patrén de comportamiento
observado para cada una de las enzimas es similar y cambia al inducir a la
diferenciacién con respecto al de las células no diferenciadas.

Al determinar |la cantidad de enzima fosfatlasa acida liberada al medio, y
haciendo fisado total (Grafica 3), se observa una mayor cantidad de enzima en las
células inducidas a la diferenciacion con DMSO con respecto a células
indiferenciadas, se observa ademas que a partir del dia 2 la actividad de la enzima
se incrementa en las células tratadas con DMSO.
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Grafica 1. Efectos dependientes de la concentraciéon de BDMSQO y el tiempo en la proliferacién
de células THP-1, Se sembraron 50,000 céls./pozo en presencia y ausencia de 1.2% de
DMSO durante 7 dias. Se evalud la cinética de proliferacién celular, considerando células en
suspension viables. La viabilidad se determiné por exclusién con azul de tripano. Como
control se utilizaron células sin estimulo.
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Gréafica 2 Efectos dependientes de la concentracion de DMSO y el tiempo en la proliferacion
de células THP-1. Se sembraren 50,000 céls./pozo en presencia de 1.2% de DMSO durante 7
dias. Se evalud la cinética de proliferacion celular, considerando células adheridas al
sustrato viables. La viabilidad se determiné por exclusion con azul de tripano. Come
control se utilizaron células sin estimuld.
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Al analizar el comportamiento de la enzima fosfatasa alcalina liberada al
medio y en lisados totales (Grafica 4) se obtiene que no hay una diferencia
significativa entre células tratadas con DMSQO y células sin tratamiento. Sin
embargo, puede apreciarse que al igual que las otras 2 enzimas las células
tratadas con DMSOQ resultan tener una mayor actividad con respecto a las células
no tratadas.

La enzima B-D-glucuronidasa también se incrementa al ser expuesta al
DMSO con respecto a células sin tratamiento (Gréafica 5), esto se midid en lisados
totales sin embargo el analisis estadistico para dos varianzas muestra que no hay
diferencia significativa en las tres enzimas evaluadas (ver tablas de analisis
estadistico, Apéndice 2).

Evaluacién del incremento en el nimero de receptores Fcy como indicador
de diferenciacion

Se reatizaron ensayos de inmunoflucrescencia indirecta con el fin de
analizar el aumento de receptores FcyR| (Gréafica 6a) y FcyRl (Grafica 6b) en
células inducidas a la diferenciacion y células sin tratamiento. No se encontro
ninguna diferencia entre los tratamientos, lo cual nos indica que el nimero de
receptores FeyRl y FeyRII no se incrementd con el tratamiento de diferenciacion.

Efecto de diferentes agentes inductores de la diferenciacion

Por otro lado, también se probaron distintas concentraciones de
Lipopolisacaride bacterial {LPS), en células THP-1 con la finalidad de inducirias a
la diferenciacion, pues se han reportado diversos efectos sobre la funcion de las
célutas inmunes en general, y macrafagos en particular; los eventos moleculares
intracelulares que media e! LPS no son claros. Se sabe que LPS es un activador
de macréfagos, razdn por la cual podria pensarse que interviene en el procesc de
diferenciacion. Se probaron varias concentraciones y se evalud praliferacién
celular los dias 1, 3, 5y 7 {Grafica 7). No se observo el efecto esperado, pues en
ninguna de las concentraciones empleadas las células detuvieron su proliferacion
de manera significativa, aunque en el rango de concentraciones de 0.1 a 6.4 ng/mi
disminuyo la proliferacion celular.

Asimismo se sabe que distintas citocinas, tales como el M-CSF, el IFN-y, |a
IL-1 y la IL-6; intervienen en el procesc de hematopoyesis. Las dos interleucinas
juegan un papel importante en la maduraciéon de monocitos normales hacia
macrofagos, el interferén-y, y el M-CSF lambién intervienen en la maduracion de
células del linaje mieloide pero lo hacen en estadios antericres a las interleucinas
1y 6. Losresultados de la incubacion de células THP-1, en presencia de IL-1, IL-
6, IFN-y {Grafica 8a) y M-CSF (Grafica 8b) muestran que estas citocinas no
gjercieron efecto algunc sobre las células, esto se observd al evaluar |a
proliferacion de las células a los 5 dias de cultivo.
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Grifica 3. Determinacion de la actividad de fosfatasa acida en células THP-1 indiferenciadas
e inducidas a la diferenciacién con 1.2% de DMSO durante 3 dias. Se sembraron 150000
céls/pozo , se incubaron durante 2 horas en hanks completo; se evalud la enzima liberada al
medio lisando a Jas células. El lisado se incubd con 4.5 mM p-nitrofenilfosfato en buffer de
acetato de sodio como sustrato durante 2 horas, se leyd la absorbancia a 405 nm.
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Grafica 4. Determinacién de la actividad de fosfatasa alcalina en células THP-1
indiferenciadas e inducidas a la diferenciacion con 1.2% de DMSO durante 3 dias. Se
sembraron 150000 céls/pozo , se incubaron durante 2 horas; la enzima liberada se evalud
flisando las células al término de este tiempo e incubando con 4.6 mM p-nitrofenilfosfato en
buffer de dietanolamina como sustrato durante 2 horas, se leyé la absorbancia a 405 nm.
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Grafica 5. Deternminacion de la actividad de pB-D-Glucuronidasa en c¢élulas THP-1
indiferenciadas e inducidas a la diferenciaciéon con 1.2% de DMSO durante 3 dias. Se
sembraron 150000 céls/pozo , se incubaron durante 2 horas; la enzima liberada se evalué
lisando las células al término de este tiempo e incubando con : 0.01 M de p-nitrophenyl p-D-
Glucuronido como sustrato durante 2 horas, se leyé la absorbancia a 405 nm.

Deteccion de proteinas fosforiladas en tirosina en células sin diferenciar e
inducidas a la diferenciacion

Una vez determinadas las condiciones de diferenciacién de las células
THP-1 se procedié a detectar el estado de fosforilacion en tirosina de diferentes
proteinas, tanto en células no diferenciadas como en células inducidas a la
diferenciacion, puesta que esta bien documentada la participacion de las proteinas
tirosina cinasas en los procesos de sefalizacion.

Se realizéd el andlisis de proteinas en lisados totales, en esle caso se
observaron gran cantidad de proteinas que incluyen proteinas citoplasmaticas y
ofras unidas a la membrana como es el casc de los complejos unidos a los
receptores Fc (Figura 8).

Se realizaron estimulaciones en la linea celular THP-1 con los anticuerpos
monocionales mAb32.2, vy mAbIV.3, posteriormente se indujo a la agregacion de
los receptores con un segundo anticuerpo, se lisaron las células y se precipitaron
las proteinas, se separaron por electroforesis SDS-PAGE, se transfirieron las
proteinas @ membranas de nitrocelulosa y se incubaron con anticuerpos anti-
fosfotirosina. Lo anterior se hizo en células sin diferenciar y en células inducidas a
la diferenciacién con DMSO.
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Grafica 6. Ensayo de inmunofluorescencia indirecta. Se incubaron células THP-1 en presencia y ausencia de 1.2% DMSO
durante 3 dias, 1 X 10° células se incubaron con anticuerpos primarios {anti-FcyRl y anti-FeyRil), después con un segundo
anticuerpo conjugadoe con biotina y finalmente con estreptavidina fluoresceinada donde: FeyRI sin DMSO (2b) vy con 1.2% DMSO (3b)
y anti-FeyRIl sin DMSQ (Bb} y con DMSO (7b),. Se utilizaron como control de isotipo 1gG1 kappa (1a y 5a) y anticuerpo secundario
(1b y 5b.) En las gréficas 2, 3, 8 y 7 aparecen a |a izquierda los controles negativos solo con anticuerpo 2° (letra a). En |a grafica 4

aparece FcyRI sin tratamiento (4a) y con tratamiento (4b) y en la grafica 8 aparece FcyRl sin tratamiento (8a) v con tratamiento (8b)
Las muestras se leyeron en un FacScan.
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Grafica 7. Efectos dependientes de la concentracion de Lipopolisacarido (LPS) y el tiempo
en la proliferacién de células THP-1, Se sembraron 300000 céls./pozo en presencia y
ausencia de 0.012, 0.025, 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6, 3.2y 6.4 ug/ml durante 7 dias. Se
evalué la cinética de proliferacion celular, considerando células en suspensién viables. La
viabilidad se determiné por exclusién con azul de tripano. Come control se utilizaron
células sin estimulo.
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Grafica 8. Efectos dependientes de la concentracion de (a) IL-1, IL-6, IFN-y, y (b) M-CSF en la
proliferacién de células THP-1. Se sembraron 50000 céls./pozo en presencia y ausencia de;
a) 5ng/mi de IL-1, IL-6 y 100 U¥/ml de IFN-y, durante 5 dias; b}125, 250, 500 picogramos, 1 y 2
nanogramos de M-CSF durante 7 dias Se evalud la cinética de proliferacién celular,
considerando células en suspensién viables. La viabilidad se determiné por exclusién con
azul de tripano. Como control se utilizaron células sin estimulo.

Al realizar el corrimiento electroforético del lisado total en gel de poliacrilamida,
teflido posteriormente con azul de Coomassie, se observa una gran cantidad de
proteinas (Figura 8); sin embargo al realizar el inmunoblot e incubar con el
anticuerpo anti-fosfotirosina, se observa gue no todas las proteinas se fosforilan
(Figura 9).
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Se analizd por Western-blot el cambio en la formacidon de los complejos
moleculares a través del paso de los dias. Para esto se hicieron estimulaciones
con anticuerpos anti-receptor Fc en células sin inducir a la diferenciacion y células
iratadas con DMSO durante 1, 3, y 5 dias, con esto pudimos observar alguncs de
los cambios que pueden estar ocurriendo durante el proceso de diferenciacion.

En el inmuncblot (Figura 9) se observa en general que en células que han
sido estimuladas con los anticuerpes 32.2 y V.3 hay un mayor grado de
fosforilacidn con respecto a las células control, esio se observa a los dias 1, 3y 5,
tanto en células sin tratamiento como inducidas a la diferenciacion.

Pueden observarse diferencias notorias en el patrén de fosforilacion de
proleinas para células no diferenciadas, con respecto al patrén de células
diferenciadas, pues al primer dia observamos la activacion de gran numero de
cinasas de aproximadamente 26, 28, 50, 54, 57, 83 y 98 kDa. Al tercer dia se
activo un menor numero de cinasas en respuesta al entrecruzamiento, se
observan las cinasas de aprox. 50 y 83 kDa. Al quinto dia el patron de activacion
es mucha mas especifico que al dia uno, la proteina de 50 kDa es practicamente
la unica proteina fosforilada al entrecruzar al receptor FeyRl en células tratadas
con DMSO, y en el caso del receptor FcyRIl en células tratadas, se activan las
cinasas de aprox. 55, 64, 72 y 92 kDa. Para células no tratadas solo se activan las
cinasas de 55 y 64 kDa, y lo hacen en menor proporcion.

Son evidentes los cambios en los patrones de fosforilacidin que
corresponden a cada uno de los dias analizados, principalmente en una proteina
de aproximadamente 50 kDa en la cual varia el grado de fosforilacion con el
transcurso del tiempo, su fosforilacion se incrementa al quinto dia de tratamiento
en celulas inducidas a ia diferenciacion.

Cabe sefialar que el patrén de fosforilacion entre células estimuladas con €l
anticuerpo V.3 y 32.2 es similar al primer dia de tratamiento y varia ligeramente al
tercer dia con respecto al controi (células sin estimular), sin embargo es al quinto
dia de tratamiento cuando las diferencias entre los patrones de fosforilacion
correspondientes a cada uno de los receptores se hacen mas evidentes.

El andlisis de profeinas fosforiladas en tirosina en lisados totales, también
se realizd en células THP-1 incubadas con Forbol ester miristato (TPA) a una
concentracién 10 uM, durante 5 dias (Figura 10}, éste es un agente diferenciador
reportado ampliamente en |a bibliografia para esta linea celular (Suematsu et al.,
1995). Al analizar el lisado mediante inmunoblot, incubando con anticuerpos anti-
fosfotirosina, pudieron observarse similitudes en los patrones de fosforilacion al
quinte dia de tratamiento en células incubadas con DMSO y tratadas con TPA,
tales como el aumento en la fosforilacién de una proteina de aproximadamente 50
kDa en células tratadas con ambos agentes.

Deteccién de proteinas fosforiladas en tirosina mediante
inmunoprecipitacion

Posteriormente, se llevaron a cabo inmunoprecipitaciones de los receptores
FcyRi y FcyRIl con el fin de analizar solo a las cinasas de tirosina que estuvieran
unidas al receptor formando un complejo de senalizacion. Este es un sistema mas
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limpio y especifico, gue nos permite tener mas seguridad y control sobre las
proteinas cinasas que se estan buscando, en este caso de los complejos que
participan en la ruta de senales.

Se realizaron estimulaciones con los anticuerpos IV.3 y 32.2 en células
THP-1 sin tratamiento e inducidas a la diferenciacion durante 3 dias, periodo en el
cual ya se estaba dando el proceso de diferenciacion. Las células fueron lisadas y
el lisado se incubd, con esferas de proteina A-Sefarosa acopladas al anticuerpo
anti-receptor, durante. toda la noche a 4°C; el inmunocprecipitado se separd
mediante electroforesis SDS-PAGE vy se realizd un inmunoblot con anticuerpos
anti-recepter con el fin de comprobar la inmunoprecipitacidn de ambos receptores.
En la Figura 11 a, puede observarse la proteina de aproximadamente 72 kDa que
corresponden al receptor FoyRlI, tanto en células sin tratamiento como en células
tratadas, notandose un ligero aumente en la fosforilacion en células tratadas. De
igual forma, puede observarse la proteina de aproximadamente 40 kDa que
corresponde al receptor FoyRIIl para células no tratadas y con tratamiento (Figura
11 b). Se observan las cadenas pesada y ligera de los anti-receptor utilizados
para inmunoprecipitar.

Con la finalidad de analizar los complejos moleculares ensamblados con
cada uno de los receptores a través del dominio ITAM, se utilizd el mismo
procedimiento mediante el cual se detectd la presencia de ambos receptores, pero
realizando un inmunoblot con anticuerpos anti-fosfotirosina.  Se detectaron
diferentes moléculas unidas a cada uno de los receptores. Con el receptor FcyRl
coprecipitaron 4 proteinas, (Figura 12), de aproximadamente 57, 64, 80 y 94 kDa;
estas mismas proteinas coprecipitan en células ne estimuladas y en células
inducidas a la diferenciacién, ocbservandose una disminucidn en la fosforilacién en
células inducidas a la diferenciacién con DMSQ, con excepcidn de la proteina de
80 kDa en [a cual aumentd la fosforitacidon. En el caso del receptor FcyRII
coprecipitaron 6 proteinas fosforifadas en tirosina  (Figura 12} de
aproximadamente 40, 48, 64, 72, 97 y 168 kDa, estas proteinas también se
encuentran en células inducidas a la diferenciacién, perc contrariamente a lo que
sucedio con el receptor FeyR, la fosforilacidn se incremento principalmente en fas
proteinas de 64, 72 y 168 kDa,

Esto indica que existen diferencias en el patrdn de fosforilacién de células
inducidas a la diferenciacién y células sin diferenciar asi como entre ambos
receptores. La estimulacién con el mAbIV.3 produce un patron de fosforilacion
diferente al de células control y al de las células estimuladas con el anticuerpe
32.2.
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Figura 7. Células THP-1 en cultivo celular tratadas durante 3 dias en presencia y ausencia de 1.2% de DMSO. A) Células sin
tratamiento, se observa la agrupacién de colonias en forma de racimo caracteristica de ia linea celular en condiciones de crecimiento
normal. B} Células en presencia de 1.2% de DMSO durante 3 dias, se observa la dispersién de las colonias, C} Céiulas con el mismo
tratamiento durante 7 dias se observa como las células se fijan al sustrato, algunas presentan proyecciones del propio citoplasma al

inducir a la diferenciacién.
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Figura 8. Células THP-1, indiferenciadas, se estimularon con los anticuerpos 32.2 (anti
FeyRI) y IV.3 {(anti FcyRIl), se lisaron, se separaron las proteinas en un gel SDS-PAGE 12.5%
el cual se tiflo con azul de Coomassie. Se indican los marcadores de peso molecular en kDa,
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Figura 10. Células THP-1 fueron inducidas a la diferenciacion durante 5 dias con 10 pM TPA
({Forbol ester miristato), se entrecruzaron los receptores Fc uniendo un anticuerpo anti-receptor
(generado en ratdén), posteriormente se realizd la estimulacién con un segundo anticuerpo
_ {ratén anti-conejo) durante 5 minutos, las células se lisaron las células con buffer de lisis, las
proteinas se separaron mediante electroforesis SDS-PAGE y se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa. Se realizd un western-blot incubando con anticuerpos anti-fosfotirosina, los
cuales se detectaron con anticuerpos conjugados con fosfatasa alcalina. Los marcadores de
peso molecular se indican en kilodaltones.
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Figura 9. Se sembraron céiulas THP-1 en presencia y ausencia de 1.2% Dimetilsulfoxido (DMSO) durante 1, 3 y 5 dias en medio Iscove’s
suplementado al 10% con S.F.B., en atmésfera hameda, 5% de CO; y a 37° C. Se entrecruzaron los receptores Fc uniendo un anticuerpo
anti-receptor {generado en ratdén) y después un segundo anticuerpo (ratén anti-conejo), se lisaron las célutas con buffer de lisis, las
proteinas se separaron mediante electroforesis SDS-PAGE y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Se realizd un western-blot
incubando con anticuerpos anti-fosfotirosina, los cuales se detectaron con anticuerpos conjugados con fosfatasa alcalina. Los
marcadores de peso molecular se indican en kilodaltones.




KDa ] FeyRIl

DMSO ]_Drmso CTRL -~  +
) 4 i
97- o 68. :
68- ;
| a-| .
. 43- !
i
; 29-
|
1
| ] .

Figura 11, Células THP-1 indiferenciadas e inducidas a la diferenciacién con 1.2% de DMSO, se estimularon con los anticuerpos 32.2
{anti-FcyRl) y IV.3 {anti-FcyRIl) y se indujo agregacién con un anticuerpo conejo anti-ratén. Las células se lisaron, se inmunoprecipitaron
ambos receptores, las proteinas se separaron en un gel SDS-PAGE 12.5% y se realizé un Western Blot con anticuerpos anti-receptor.
Inmunoprecipitacion de los receptores FeyRI (A) y FeyRIl (B) en células no diferenciadas e inducidas a la diferenciacién. Los anticuerpos
primarios se detectaron con anticuerpos conjugados con fosfatasa alcalina. Se indican los marcadores de peso molecular en kDa.
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Figura 11, Células THP-1 indiferenciadas e inducidas a la diferenciacién con 1.2% de DMSO, se estimularon con los anticuerpos 32,2
(anti-FcyRi} y IV.3 (anti-FcyRIl) y se indujo agregacidn con un anticuerpo conejo anti-ratén, Las célutas se lisaron, se inmunoprecipitaron
ambos receptores, las proteinas se separaron en un gel SDS-PAGE 12.6% y se realizé un Western Blot con anticuerpos anti-receptor.
Inmunoprecipitacion de los receptores FcyRi (&) y FeyRII (B) en células no diferenciadas e inducidas a la diferenciacién, Los anticuerpos
primarios se detectaron con anticuerpos conjugados con fosfatasa alcalina. Se indican los marcadores de peso molecular en kDa.
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Figura 12. Células THP-1, indiferenciadas e inducidas a la diferenciacién con 1.2% de DMSO, se estimularon con los anticuerpos 32.2
(anti-FcyRl) y V.3 (anti-FcyRll), v se indujo a la agregacién con un segundo anticuerpo, el lisado proteico se incubd con esferas de
proteina A-Sefarosa. El inmunoprecipitado se analizé en un gel SDS-PAGE 12.5% y se realiz6 un Western Blot con anticuerpos
antifosfotirosina. Los anticuerpos primarics se detectaron con anticuerpos conjugados con fosfatasa alcalina. Se indican los
marcadores de peso molecular en kDa.
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Figura 12. Cétulas THP-1, indiferenciadas e inducidas a la diferenciacién con 1.2% de DMSO, se estimularon con 05 anticuerpos 32.2
(anti-FcyRl) y IV.3 (anti-FcyRIl), v se indujo a ia agregacién con un segundo anticuerpo, el lisado proteico se incubdé con esferas de
proteina A-Sefarosa. El inmunoprecipitado se analizé en un gel SDS-PAGE 12.5% y se realizé un Western Blot con anticuerpos
antifosfotirosina. Los anticuerpos primarios se detectaron con anticuerpes conjugados con fosfatasa alcalina. Se indican los
marcadores de peso molecular en kDa.
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DISCUSION

El proceso de diferenciacion en células de leucemia mieloide bajo condiciones
normales estd determinado por estimulos extemnos, tales como agentes endogenos
(diferenciadores) que pueden provocar respuestas tales como: aumento en |la expresion de
receptores Fc hasta en un 20% (Harmis et al., 1985), adhesién al sustrato por la sintesis y
ensamblaje de proteinas del filamento come vimectina, laminina A y laminina C, hasta en
un 95%, sintesis y liberacién de productos bioldgicamente activos. Aumento en la
actividad de enzimas como la lizosima, la fosfatasa acida, fosfatasa alcalina y B-D-
Glucuronidasa de 2 a 20 veces después de |a diferenciacion (Koeffler, et. Al 1983; Harmis
et al., 1985), entre ofros.

El uso de agentes diferenciadores endogenos tales como: acido retinoico (RA),
interferén gamma (IFN-y), VD3, dimetilsulfoxido (DMSQ), forbolestermiristato (TPA), entre
otros, en lineas celulares mieloides, induce cambics tanto en el fenotipo como a nivel
metabdlico, cambios como los que ya arriba se mencionaron, sus efectos se han probado
en lineas como HL-60 donde el tratamiento con 1% DMSO causa entre ofros aumento en
la adherencia (Collins, et al., 1978), y el tratamiento con 10nM de TPA causa aumento en
la actividad enzimatica de 10 a 20 veces (Rovera, et al., 1979). En la linea celular THP-1
no existen trabajos que reporten diferenciacién con DMSO, se ha comprobado el efecto
diferenciador del TPA, y la 1,25-Dihidroxivitamina D3 (1,25{(0OH),D3), sobre el aumento en la
expresion de los receptores Fc, incrementd de lisozima, aumento en la fagocitosis,
produccién de CO; por ia oxidacién de (a glucosa y adhesién de las células al sustrato,
(Suematsu et at,, 1897; Bhalla et al., 1989), una vez que ha sido tratada con los agentes.

En este trabajo se tomaron como indicadores de la diferenciacién de la linea THP-1,
la disminucién de la proliferacion, adhesidon de ias células al sustrato, los cambios
morfolégicos y la actividad de 3 de las enzimas hidrolasas lisosomales: fosfatasa 4cida,
fosfatasa alcalina y B-D-glucuronidasa, las cuales son sintetizadas por el macrofago. Estas
enzimas estan involucradas en la degradacién intracelular de las particulas fagocitadas.,

Para establecer las condiciones de diferenciacion in vitro para la linea celular THP-
1, se probaron agentes diferenciadores sintéticos como el DMSO y naturales tales como
citocinas (IL-1, IL-6, M-CSF) y LPS, ya que se sabe que con este Ultimo los macrofagos
activados pueden volverse hiperactivos en respuesta a la pared celular de las bacterias
(Roit, et al., 1989). Ni las citocinas ni el LPS funcionaron adecuadamente sobre Ia linea
celular, pues no detuvieron la proliferacion, ni se observaron cambios morfoldgicos ©
adhesién al sustrato, lo cual es uno de los principales indicadores de que las células se
estdn diferenciando; por lo que no se continuaron realizando estudios con ellas. De
acuerdo con los resultados obtenidos en la linea celular THP-1 no hay un efecto
diferenciador al incubar con M-CSF & LPS. Por otra parte, aunque la IL-1 e IL-6 no se
probaron a distintas concentraciones, se emplearon las concentraciones citadas en la
literatura, sin que pudiera observarse algin efecto en la linea THP-1. Esto puede deberse
a que se trata de una linea celular en un estado de diferenciacién mas avanzado que otras
lineas como HL-60 6 k562 y no esta respondiendo a estos agentes naturales pues éstos
actuan en etapas mas tempranas.

Con el tratamiento diferenciador 1.2% DMSO observamos al tercer dia una

disminucion en la proliferacion de las células que crecen en suspension con respecto a las
céluias control, lo cual puede indicar que se inicia el proceso de diferenciacion, a su vez, et
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ndmero de células adheridas se incrementd al dia 3, lo cual es uno de los principales
eventos que acompaiian a las células que estdn en proceso de diferenciacién, Una de las
causas es la disminucion del receptor para insuling, ya que la insulina es un importante
regulador del crecimiento, dando como resultado la disminucidn de la proliferacién que
acompana a la diferenciacion.

Sin embarge la intensidad con la actian los distintos agentes diferenciadores varia
de acuerdo a la linea celular y al agente diferenciador (Koeffler, 1983), ef OMSO que
diferencia fuertemente a la linea HL-80, observamos que diferencia débilmente a la linea
THP-1. 'Comparamos el efecto de! DMSO con el de la bufalina y el TPA sobre esta linea
(solo se cbservaron los cambios al microscopio), la bufalina y el TPA parecen tenar un
mayor efecto diferenciador sobre las células comparado con el efecto del DMSC el cual
induce a la diferenciacion en un mayor tiempo, ya que los cambios marfolégicos como
adherencia al sustrato y surgimiento de proyecciones que se observan en 2 a 3 dias al
tratar con TPA 6 bufalina; con 1.2% DMSOQ los observamos después del 5° dia. Por otra
parte los cambios en el nivel enzimatico no se hacen evidentes hasta después de! tercer
dia, ademas de que s6lo hay una diferencia apenas significativa para la fosfatasa acida ya
que las enzimas B-D-Glucuronidasa y fosfatasa alcalina no mostraron diferencias
significativas con e! tratamiento diferenciador. Se ha observado que el mayor efecto
diferenciador en células de linaje mieloide lo produce el TPA, al causar una mayor
disminucién de la proliferacién, incremento en el nimerc de receptores, aumento en la
fagocitosis y en la reduccién de NBT (Suematsu et al., 19895; Takeda et al., 1982)

El ensayo de inmunofluorescencia indirecta revela que con el tratamiento 1.2%
DMSO no se incrementd ef nimero de receptores, esto concuerda con lo que se ha
encontrado en células THP-1 en presencia de DMSO donde la expresién de moléculas
HLA tipo | y I, que se incrementa en el proceso de diferenciacion, no presenta cambios
significativos.

La mieloperoxidasa es una enzima especifica del linaje mielomonocitico, se expresa
constitutivamente en monocitos y en células como HL-60, sin embargo la actividad de esta
enzima se pierde al inducir a estas células con TPA 6 RA a la diferenciacion, pero no se
afecta al emplear DMSO (Rovera, et al., 1977). Se ha reportado que el DMSQ diferencia a
la linea HL-60 (Collins et al., 1979) de linaje menos maduro que la linea THP-1, ello pudiera
ser una de las causas por la cual el DMSO no tiene un efecto tan evidente en las células
THP-1, Ya que aunque ambas tienen un origen leucémico, por su morfologia se sabe que
es una linea con un estado de madurez mas avanzado que las lineas K562 ¢ KG-1
también leucémicas. Presenta incluso en su superficie los tres tipos de receptores para
inmunoglobulina g (lg), actividad napthyl butirato esterasa, lisozima y de fagocitosis, es
ademas positiva para HLA clase [y Il

En la célula existen enzimas hidroliticas, para la digestion intracelular controlada de
macromotéculas; tal es el caso de las hidrolasas lisosomales (Catepsina B, b-D-
glucuronidasa, hialuronidasa y fosfatasa acida), proteinasas neutrales (colagenasa,
elastasa y activador de plasmindgeno), lisosima y arginasa, dichas enzimas se encuentran
dentro de vesiculas membranosas llamadas lisosomas. Cuando las células monociticas
sufren un proceso de diferenciacién, la actividad enzimatica se incrementa.

La presencia o ausencia de ciertas enzimas nos indican el estado de maduracién
de la célula, por ello se les conoce como marcadores. Por ejemplo, las enzimas a-
naftitacetatoesterasa (NAE) que es una enzima detectada sélo en megacariocitos y
monocitos, y la fosfatasa acida la cual aparece 3 dias después del tratamiento
diferenciador, son marcadores de células diferenciadas, pues se incrementan con la
diferenciacién de la célula, esto se ha comprobado al diferenciar células HL-60 con TPA.
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Otros marcadores son la mieloperoxidasa y fa acetatocloroesterasa (CAE), éstos
contrariamente a la fosfatasa 4cida y a ta {NAE), disminuyen al inducir a la diferenciacién
(Rovera, et Al,, 1980),

En este estudio se observa que de acuerdo a los parametros medidos como
marcadores de diferenciacién, para la linea celular THP-1, el agente diferenciador DMSO
induce a la diferenciacidn de esta linea lo cual se demuestra por el incremento en la
enzima fosfatasa acida la cual es sintetizada en mayor cantidad en el estadio de
macréfago; como respuesta a los requerimientos de este estado celular en el cual la célula
fagocita gran cantidad de particulas las cuales debe degradar en su interior con la ayuda
no de una, sino de varias enzimas (Oppenheim, et al., 1981).

La actividad de fosfatasa acida fue la mas ajta de las tres enzimas que se
determinaron, para células tratadas y no tratadas; lo cuai indica que aun sin estimular la
actividad de esta enzima es alta, debido a que esta enzima esta involucrada en la
degradacion intracelular, la cual es una funcion importante en &l macréfago (Oppenheim,
et. Al.,1981). Estos resultados concuerdan con lo encontrado por Koeffler en 1981, donde
induce a las lineas KG-1, HL-60 y K562 a diferenciarse con TPA y observa que la enzima
p-D-Glucuronidasa se encuentra en menor proporcion que la enzima fosfatasa acida,
aunque en ambos casos la cantidad de enzima se incrementa al inducir a la diferenciacion
(Koeffler, et Al., 1981; Tsuchiya et al., 1982). Esto podria indicar que la enzima fosfatasa
acida es mas necesaria en el macrofago, que la p-D-Glucuronidasa, o bien que se requiere
una mayor cantidad para lievar a cabo funciones de hidrélisis y degradacion.

La actividad que se observdé para la enzima fosfatasa alcalina fue baja en
comparacién con la de fosfatasa acida, tanto en células control como en células inducidas
a la diferenciacién y no hay diferencias significativas en los tratamientos. La enzima
liberada es apenas ligeramente mayor en células tratadas con respecto a las células
control. Esta baja actividad se debe probablemente a que el pH dentro de los lisosomas y
al cual estdn activas las enzimas es de alrededor de 5, y para que las enzimas basicas se
activen requieren ser liberadas a un pH basico en el ciloplasma.

La actividad de ta enzima B-D-glucuronidasa fue mayor en las células tratadas con
DMSO, aunque la actividad de esta enzima mostré ser muy baja. Las diferencias no
fueron significativas entre células tratadas y no fratadas. Sin embarge la actividad fue
siempre ligeramente mayer en las células tratadas con el agente diferenciador al igual que
para las otras dos enzimas analizadas.

El aumento en la actividad enzimatica y la disminucion de la proliferacién, asi como
el aumento en |a adherencia celular indica que baje las condiciones usadas, las células
fueron inducidas a diferenciarse, por lo que fueron utilizadas para analizar los patrones de
fosforilacion inducidos por la agregacion de receptores Fc; y realizar una comparacion de
estos patrones en células diferenciadas y no diferenciadas para tratar de establecer si
ambos receptores interactuan con las mismas proteinas 6 si se trata de vias diferentes
cuando las células estan diferenciadas.

Se sabe que la regidn ITAM de fos receptores es esencial para el proceso de
transduccién de sefales al activar a las cinasas iniciadoras de la cascada de activacion,
evento que incluye el aumento en la concentracion de calcio intracelular ([Ca®li} y aumento
en la fosforilacién de tirosinas y varios de sus sustratos para inducir eventos tales como la
activacion de factores de transcripcion como NF-AT {Factor nuclear de transcripcion ) y la
expresién dei marcador de superficie CD89 (lrving y Weiss, 1991).
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Andlisis mutacionales de receptores quiméricos demostraron que la fosforilacidn de los
residuos de tirosina del dominio ITAM es esencial para que ocurra el proceso de
sefalizacién (Letoumeur y Klausner, 1992), pues una vez que el dominio ITAM ha sido
fosforilado a causa del entrecruzamiento de los receptores, es el punto de anclaje para las
proteinas tirosina cinasas (PTK), que paricipan en los procesos de transduccion. Se ha
establecido recientemente la participacién de 1a familia de cinasas Src en dichas rutas de
sefializacion, donde la formacion de los complejos se lleva a cabo a través de dominios de
homologia tipo 2 (SH2). Sin embargo las rutas de sefalizacion no estdn adn
completamente comprendidas.

Suponemos que el dominio ITAM paricipa en la ruta de sedalizacién; pues las
diferencias en las secuencias de aminoacidos en el dominio ITAM para cada tipo de
receptor provocan patrones de fosforilacion distintos para cada uno de los receptores Fcy,
esto fue observado en células estimuladas con el anticuerpo IV.3 y 32.2 en células sin
diferenciar y células inducidas a la diferenciacion.

Para e! caso de células THP-1 se han analizado los patrones de fosforilacian al
agregar a los receptores FoyRI y FoyRIl {Scholl, et al, 1992; Rankin, et al., 1993;
Ghazizadeh, et al., 1994), se ha observado que la fosforilacién para FeyRI ocurre antes de
fos 5 min. y para FeyRl 5§ a 10 minutos después de Iz agregacién. La estimulacion y
entrecruzamiento de los receptores, provoca una rdpida fosforilacion en gran nimero de
proteinas. En los ensayos realizados en este trabajo observamos que existen diferencias
en el patron de fosforilacion en células estimuladas con los anticuerpos 32.2 {anti-FcyRl) y
IV.3 (anti-FcyR!Yl), con respecto al control, tanto para células indiferenciadas como
inducidas a la diferenciacion. Es decir la fosforilacidn de tirosinas se incrementd al
entrecruzar a los receptores Fc.

Se ha reportado para ambos receptores Fey un aumento en la fesforilacién de
diversas proteinas (Ghazizadeh, et al., 1994 ; Rankin, et al., 1993). Algunos autores han
encontrado que la proteina de 72 kDa que se activa para el receptor FoyRIl es Syk
(Ghazizadeh, et al., 1995). Otros autores coinciden en la activacién de Syk para ambos
receptores (Argawal, et al., 1993), este estudio se hizo en células HL-60.

En los resultados que aqui se presentan Se encontrd que al realizar la
inmunoprecipitacion del receptor FeyRI en células THP-1 tratadas con DMSQ y en células
sin tratamiento las cinasas que inmunoprecipitan son las mismas, el peso de estas
tirosinas cinasas es de aproximadamente 57, 64, 80 y 94 kDa. Sin embargo las cinasas de
57, 64 y 96 kDa disminuyen su fosforilacion en las células con tratamiento a tal grado que
casi no se observan, en cambio la cinasa de 80 kDa incrementa su fosforilacién en células
con DMSQ. Esto nos habla de un posible cambio en la activacion de las tirosinas cinasas
en células que estan siendo inducidas a la diferenciacion con respecto a células no
inducidas.

En el caso de este receptor (FcyRl), las cinasas de 57 y 64 kDa pudieran
corresponder a las cinasas Lyn, que tiene un rango de peso molecular de 55 a 58 kDa y
Hek que va de los 59 a 64 kDa, respectivamente. Esto tendria que comprobarse utilizando
anticuerpos especificos anti-Lyn y anti-Hck, ello se deduce a partir de los amplios reportes
que se han publicado con respecto a la participacidn de las proteinas tirosinas cinasas en
el proceso de transduccién de sefiales, muy en particular se sabe de la participacién de
miembros de la familia Src en el proceso de transduccién para receptores FcyR, asi como
de otras muchas tirosinas mas de diversos pesos que no estan plenamente identificadas.

48




Sin embargo Ghazizadeh et al., (1994) reporta que Lyn y Hck no se asocian al receptor
FcyR), esto tendria que ser comprobado con anticuerpos anti-Lyn y anti-Hek.

Se ha reportado que el patrdn de proteinas que resulta al estimular al receptor
FeyRl y FoyRIl en la linea celular THP-1 es similar ya que algunas de las cinasas que
participan se han encontrade para ambos receptores como es el caso de Syk (p72)
{Argawal, et al., 1993; Scholl, et al., 1992}, una fosfoproteina de 68 kDa identificada como
paxilina (uno de los substratos de las tirosinas cinasas asociadc a citoesqueleto), una
proteina de 95 kDa producto del protooncogen Vav, y una proteina de 115 a 165 kDa
conocida como FAK 0 cinasa de adhesion focal (Pan, et al., 1999). Kiener et al., {1993)
demastrd que la estimulacion en monacitos a través del receptor FeyR| y FeyRIl induce la
fosforilacion de la Fosfolipasa C (PLCly1, PLCy2, Vav y Gap; asi como algunas otras
cinasas de 40 y 75-85 kDa. Liao et al., (1992) sugiere que al estimular a ambos receptores
hay hidrolisis del fosfatidilinositol.

Sin embargo en las inmunoprecipitaciones del receptor FcyRIl realizadas en este
trabajo se obtuvo que precipitaron tirosinas de 40, 48, 64, 72, 97 y 168 kDa, de estas
cinasas sblo la de 64 kDa se encuentra en ambos receptores y como ya se menciond
arriba posiblemente se trate de Hck. De manera especifica se ha reportado la participacion
de Lyn y Hek en el proceso de transduccidon de receptores FeyRIl en células THP-1
(Ghazizadeh et al., 1994b).

Por otra parte la proteina de 72 kDa probablemente corresponda a la proteina
tirosina cinasa Syk de ia cual se ha hablado ampliamente sobre su participacién en la
activacion del receptor FeyR!l (Ghazizadeh, et al., 1995), asi como para FeyRI (Taylor, et
al., 1997). No sabemos si la proteina de 72 kDa corresponde a la cinasa Syk, pues no se
ulilizaron anticuerpos especificos anti-Syk para determinarlo. En cambio para FcyRi no se
detecto la activacién de alguna firosina con ese peso, aun cuando no se descarta la posible
parlicipacion de esta proteina pues se ha reportado su activacibn cuando ambos
receptores son entrecruzados.

En el caso de la proteina de 168 kDa detectada para FcyRIl pudiera estar
relacionada con la cinasa FAK 6 cinasa de adhesion focal {Pan, et al., 1999) que tiene un
rango de peso de entre 115 a 165 kDa. Aunque esto no se ha comprobado.

Se ha reportado que la presencia del receptor FcyRIi es esencial para la endocitosis
del complejo inmune (Ceuppens et al.,, 1988). Es probable que el incremento en la
fosforilacién de las cinasas que se activan al estimular al FeyRIl en células inducidas a fa
diferenciacién responda a este hecho.

Asi como se detectaron cambios en el patron de fosforilacion para el receptor FeyR!
en células tratadas con DMSO con respecto a las células no tratadas, también para el caso
del receptor FcyRil se detectaron cambios y contariamente a lo que sucedid con el receptor
tipo |, la fosforilacion ne disminuye sino que se incrementa ligeramente en las proteinas de
64, 72 y 168 kDa.

Se ha reportado que el estallido respiratorio se asocia con ta fosforilacién de tirosinas y
activacién de Syk; ya gque la generacién de reactivos intermediarios de oxigeno (ROI),
como aniones superdxido, peréxido de hidrégenc y radicales hidroxilo funcionan como
seqgundos mensajeros en las rutas de transduccién de sefales de citocinas, factores de
crecimiento asi como de la ruta de las proteinas tirosina cinasas (PTKs). Por otra parte,
durante el proceso de diferenciaciéon uno de los eventos que se dan es la produccion de
reactivos intermediarios de oxigeno, esto activa la ruta de PTKs y es posible que por esto
se incremente la fosforilacién de la proteina de 72 kDa que suponemos puede ser Syk.
Algo similar podria estar ocurriendo con las cinasas de 84 y 168 kDa, ya que los pesos de
estas cinasas corresponden con los pesos de Hck y FAK. Esto parece indicar que el
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receptor FcyRIl, es importante en el proceso de diferenciacién y que se estan activando
vias de sefializacion distintas para ambos receptores. Por otra parte la participacion de
Syk es esencial, su asociacién con el dominio ITAM se da después de la aclivacion-
fosforilacién de las cinasas de la familia Src, a través de dominios SH2.

Es importante identificar a estas proteinas que se activan por la estimulacién de
ambos tipos de receptores y analizar si existen otras proteinas que se acliven a través de
éstos, para poder establecer que proteinas y cuantas de eflas estan formando los
complejos de transduccion de sefiales que se asocian a cada receptor.

Estas diferencias en los patrones de fosforilacién sugieren que al inducir cambios
morfolégicos y fisioldgicos en la célula, algunas de las principales funciones sufren
cambios que finalmente actian en la fosforilacién o desfosforilacion de proteinas
importantes que intervienen en el ciclo celular de acuerdo al estado en el que se localiza la
célula; como lo &5 el aumento en la fosforilacién de proteinas requeridas para la adhesion.
Se sabe que el antigeno CD14 transmite al ser estimulado una sefal de activacion, pues
tiene actividad de proteina cinasa, esto sugiere que la sefalizacion ocurre por fosforilacién
de proteinas. De hecho algunas proteinas muestran un aumento en la fosforilacion
después de activar a monocitos con LPS. (Ziegler, et.al., 1993).

Por otra parte la proteina tirosina cinasa C (PKC) juega un pape! crucial en el
crecimiento celular y la diferenciacién. La activacién de esta enzima es un evento
temprano en la cascada de transduccién {2 a 5 minutos), el Diacilglicerol (DAG), el cual
activa.a la PKC, esta siendo continuamente activado en el proceso de diferenciacién, ello
sugiere que este proceso requiere una activacidn prolongada de PKC (Nishizuka, 1986).
Se sabe que la exposicion de células HL-60 y U937 al TPA activa a la proteina cinasa C
(PKC) por translocacion de la enzima del citosol a la membrana celular (Krapt y Anderson,
1983}, asi como incremento en el patrén de lipidos celulares, los niveles de colesterol y
fosfatidilcolina se incrementan mientras que los niveles de fosfatidiletanolamina se
reducen.

Fosfolipidos tales como fosfatidilserina y fosfatidilinositol permanecen inalterados
{Kohler, et al., 1990), todos eslos cambios en el nivel de lipidos es muy posible que
repercutan en el proceso de transduccion y mas especificamente en las cinasas que se
activan y que tan fuerte es la fosforilacién ello explica las diferencias en el patrén de
fosforilacién analizado a los dias 1,3 y 5. En dicho experimento observamos cambios
drasticos del dia 1 al dia 5, esto nos indica que en el caso de células inducidas a la
diferenciacién, la fosforilacién de tirosinas se ve incrementada durante el proceso, y se
vuelve mas especifica, pues se activan sdlo ciertas cinasas, como es el caso de una
tirosina de aproximadamente 50 kDa la clal se mantiene presente desde el primer dia y
aumenta su fosforilacion al quinto dia de tratamiento. Todos estos cambios en los
patrones de fosforilacién ocurridos con el transcurso de los dias nos indica que estin
ocurriendo cambios no solo morfolégicos sino también cambios a nivel de activacién y
desactivacion de proteinas que probablemente participen en el proceso de diferenciacion.
El estudio de Meléndez et at., (1999}, muestra que la agregacion del receptor FcyRI en
células U937 fratadas con IFN-y; incrementa fa actividad de algunas iscformas de PKC
(proteina tirosina cinasa C) dependientes de calcio a diferencia de células control, lo cual
involucra rutas de senalizacion diferentes en células que estan en estado de reposo con
respecto a celulas en estado de diferenciacion.

En este y otros estudios se ha comprobado la fosforilacion del receptor al
interactuar con su ligando. Para el caso de los receptores FoyRl y FeyRI) en células THP-1
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esto se encuentra bien documentado en células indiferenciadas. Estudios en plaquetas
demuestran que la activacién de FeyRIl induce la fosforilacion de miiltiples proteinas
tirosinas cinasas e incluso del receptor (Huang et al,, 1992). Con el presente trabajo
pudimos percatamos de que aun en células inducidas a la diferenctacién el receptor es
fosforilado, e incluso la fosforilacién del mismo se incrementa con respecto a células no
estimuladas aungue muy levemente.

El dominio ITAM cuenta con un dominio consenso cuya secuencia es: D/E-X(2)-Y-
X{(2)-LI-X(7)-Y-X{2}-L/\, esta misma secuencia la encontramos en otros tipos de receptores
como CD3y,CD3e, CD3§, TCRL,, TCR{;, TCRG, Iga, IgB, FceRI-B, FeeRl-y, tanto en
humano como en ratén. La presencia de estos residuos conservados de tirosina,
leucinafisoleucina (L/1) y los espacios entre éllos, son criticos para las funciones biolégicas
de! ITAM (Isakov, 1998), pues esta estructura permite ensambiar al receptor multipies
moléculas de sefalizacion y fosforilarlas en sus residuos de tirosina. Se ha demostrado
ampliamente la participacion de las PTKs de la familia Src en el proceso de transduccién
de sefiales. Esta familia que consta de ocho miembros, presenta mecanismos de
regulacion y funcion similares, asi como regiones de homologia en su estructura. Sin
embargo las cinasas que se activan al estimular al receptor de ta célula T(Lck y Fyn), no
son exactamente las mismas que se activan al estimular al receptor de la célula B (blk, lyn
y fyn) 6 al estimular a! FeyR (hek, lyn). Pues si bien los diferentes receptores presentan
regiones iguales, también presentan secuencias que varian de un receptor a otro incluso
para cada una de las isoformas de FcyR. Ello sugiere que las rutas de sefalizacion
pueden ser diferentes para cada isoforma debido a 1a vanacién en las secuencias que
comprenden al dominio ITAM; tal como se encontrd en ios resultados de este trabajo.

Respecto al mecanismo por el cual ocurren los cambios morfologicos y fisiologicos,
se sabe que el agente diferenciader Mizoribina actda inhibiendo la formacién de nosina-5-
Manofosfato (IMP} el cual catafiza la reaccién de sintesis de nuclectidos de guanina
implicados en al crecimiento celular y la diferenciacién (Kunihiro, etal., 1997). No se
conoce el mecanismo de diferenciacion del BMSO y no puede asegurarse que actue de
igual forma que la mizoribina, se sabe que la bufalina que es también un agente
diferenciador actia inhibiendo a las Na+ y K+ ATPasas (Numazawa, et.al., 1998). Sin
embargo al observar una disminucién en la fosforilacién de algunas proteinas, podriamos
suponer que dejan de ser activadas en la sefalizacién, algunas proteinas que intervienen
en la proliferacion, pues una de las principales caracteristicas de las céluias en proceso de
diferenciacién, es que cesan de proliferar. La Bufalina, otro inductor de la diferenciacion en
fa linea celular THP-1, se ha visto que tiene efecto en ia expresion de protooncogenes,
ocasionando una pérdida en la expresién de ¢c-myc, y c-myb y sobreexpresion de Erg-1 y c-
fos. Estos efectos comesponden a una activacion de proteinas tirosinas cinasas (PTKs),
debido al procese de diferenciacion {Numazawa et al., 1996).

Basados en las diferencias en el patrén de fosforilacion encontrados para
receptores FcyRl Y FeyRil, podemos concluir que es necesario realizar una serie de
experimentos utilizando péptidos sintéticos que representan las regiones ITAM de ambos
receptores para determinar si precipitan las mismas proteinas que se estan fosforilando al
estimular con el anticuerpo anti-receptor y de esta manera demostrar la participacién de las
regiones |TAM en ta formacién de complejos de transduccién de sefiales diferentes para
cada receptor,
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CONCLUSIONES

Eil tratamiento con 1.2% DMSO durante 3 dias induce disminucién de la
proliferacién, adhesion al sustrato, cambios morfolégicos en aproximadamente 10% de la
pobiacian en cultivo, la diferencia fue estadisticamente significativa. No hay aumento en la
expresion de receptores,

La actividad de las enzimas fosfatasa acida, fosfatasa alcalina y B-D-Glucuronidasa
es superior en células con tratamiento diferenciador con respecto a las células control. No
hay diferencia estadistica significativa en ios tratamientos.

El DMSO empleado a la concentracion 1.2% es un débil diferenciador de Ia linea
celular THP-1.

El proceso de diferenciacién produce cambios en la activacion de proteinas a través
del paso de los dias, son menos las cinasas que se activan al dia 5 y la activacion de estas
se incrementa con respecto al dia 1 del tratamiento, Permanece activa una cinasa de 50
kDa, la cual se activa fuertemente al quinto dia en celulas con tratamiento.

Al entrecruzar e inmunoprecipitar al FoyRI se detecté la fosforilacion en tirosina de 4
cinasas de aproximadamente 57, 64, 80 y 94 kDa. Las cuales estan presentes en células
inducidas a la diferenciacion y células sin tratamiente. En célutas inducidas a ia
diferenciacién se incrementa la fosforilacién de la proteina de 80 kDa. Las cinasas de 57 y
64 kDa podrian corresponder a las cinasas Lyn y Hek respectivamente pues asi se ha
reportado para esta finea celular sin embargo esto debe ser comprobado para poder
asegurario.

Al entrecruzar e inmunoprecipitar al FcyRIl se detectd la fosforilacion en tirosina de
6 tirosinas cinasas de aproximadamente 40, 48, 64, 72, 97 y 168 kDa. En células con
tratamiento diferenciador se detectd un ligero aumento en la fosforilacion de las tirosinas
de aproximadamente 64, 72 y 168 kDa

Los patrones de fosforilacioén entre los receptores FcyR! y FeyRIE son diferentes
pues se activan proteinas tirosina cinasas de diferente peso molecular, excepto por una
tirosina de 64 kDa que se localiza €n ambos receptores.
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APENDICE 1

Suero Fetal de Bovino (SFB)

El usoc de este suero en cultivos celulares requiere una desactivacion previa de
proteinas del complemento contenidas en el suero, ya que estas causan lisis
celular. Esta desactivacién se realiza con una incubacion a 56°C en bafio maria
durante media hora.

Hanks completo
CaCl; 2.H,0 (Merck,Méx.), MgSOQ, (J.T.Baker, Méx), KCi (J.T.Baker, Méx) KHzPO,
(J.T.Baker, Méx)}, NaCl (Técnica quimica, Méx.), Na;HPO, (Sigma, USA).

Sustratos enzimaticos

Sustrato para fosfatasa acida: 4.5 mM de p-nitrofenilfosfato {Sigma, Chem. USA)
en buffer de acetato de sodio [0.1 M Acido acético (J.T.Baker, Mex.), 0.05% tritén
(Sigma, Chem. USA}], pH 4.5.

Sustrato para fosfatasa alcalina: 4.5 mM de p-nitrofenilfosfato (Sigma, Chem.
USA) en buffer de dietanolamina [0.1 M dietanolamina, 0.05% triton (Sigma,
Chem. USA)], pH 9.5.

Sustrato para B-D-glucuronidasa: 0.01 M de p-nitropheny! -D-glucuronido {Sigma,
Chem. USA en buffer de acetato de sodio.

Buffer de lavados .

95 % Buffer salino fosfato (PBS), 5 % suero fetal de bovino (SFB) (Gibco BRL,
USA), 0.1 % azida de sodio. Filtrado con membrana de 0.45 pm.

PBS: 8 g de NaCl (Técnica quimica, Méx.), 0.2 g de KCI (J.T.Baker, Méx), 1.44 g
de Na;HPO, {Sigma, Chem. USA), 0.24 g KHPO, {J.T.Baker, Méx), llevar a 1 litro
de agua destilada, pH. 7.4.

Paraformaldehido 1%

0.1 g de paraformaldehido se disolvieron en 4 ml de PBS, esta solucidn se calentd
y se le adicioné NaOH, para terminar de disolver, se ajusté a pH 7.5 con HCI, se
llevo a 10 ml vy se filtrd con una membrana de 0.45 um.

Buffer de laemmli o buffer de la muestra

0.0625 M tris-HCI pH 6.8 {Gibco-BRL, USA), 2% dodecil suifato de sodio (SDS)
(Gibco-BRL, Life Technologies inc, USA), 10% glicerol (Sigma, Chem. USA),
0.02% azul de bromofenot {(Sigma, Chem. USA)}.

Gel Separador 10%

3.33 mi de una solucion 30:0.8 acrilamida-N-N' metil-bisacrilamida {Gibco-BRL,
Life Technologies, Inc, USA}; 1.25 mi buffer del gel separador (3.0 M Tris-HCI, pH
8.8) {Gibco-BRL, USA);0.1 ml de dodecil sulfato sédico (SDS) al 10% (Gibco-BRL,
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Life Technclogies Inc, USA), 0.5 mi de 1.5% persulfato de amonio (Life
Technologies Inc, Gibco BRL, USA); 4.8 m| de agua bidestilada; 0.015 mi de N, N,
N, N-tetrametilendiamina (temed) (Gibco-BRL, Life Technologies Inc, USA).

Get Concentrador

1.25 mi de una solucion 30:08 acrilamida-N, N'metil-bisacrilamida, 2.5 ml de buffer
del gel concentrador {0.5 M Tris-HCI, pH 6.8); 0.1 ml de deodecil sulfato sédico al
10%; 0.5 m! de 1.5% persulfato de amonio, 5.6 ml de agua bidestilada, 0.015 ml
de temed

Buffer de lisis

1% Triton X-100 {Sigma, Chem. USA), 150 Mm NaCl, 10 mM Tris (pH 7.5), 1%
Aprotinina (Sigma Chem., USA), 30 mM NaF, 1 mM EDTA (Sigma, Chem. USA), 1
png/ml Leupepting, 1 Mm Fenilmetilsulfonilfiuoruro (PMSF) (Gibco-BRL, USA), 10
Mm Ortovanadato de sodio {Sigma, Chem. USA).

Buffer de lavado de inmunoprecipitacion (Técnica Blots anti-PY)

0.1% Triton X-100, 150 mM NaCl, 10 mM Tris {pH 7.5), 1% Aprotinina (Sigma
Chem., USA), 30mM NaF, 1 mM EDTA (Sigma, Chem. USA), 1 ng/m! Leupeptina,
1mM Fenilmetilsulfonilfluorura (PMSF) (Gibco-BRL, USA), 10 Mm Crtovanadato de
sodio) {Sigma, Chem. USA).

Acoplamiento de esferas de Sefarosa-proteina A al anticuerpo anti-receptor
Se colocaron 20 ul de esferas de proteina A-Sefarosa (Gibco-BRL, USA) por tubo
eppendorf, las esferas se lavaron 2 veces con 500 ul de buffer de lavado [0.1% de
Triton X-100, 150 Mm NaCl, 10 mM Tris, pH 7.5, 5% Glicerol (Sigma Chem.,
USA)], se adicionaron 3 pg de anticuerpo anti-receptor FeyRI (32.2) 6 FeyRI1 (IV.3)
por tubo mas 40 pl de Buffer de lavado, se incubo en agitacién durante 2 horas a
4°C. Posteriormente se lavaron las esferas 2 veces con 500 pl de buffer de
lavado.

Buffer de corrida
0.25 M Tris-HCi, pH 7.5; 1.92 M glicina (Gibco-BRE, USA), 1% SDS; (pH 8.3).

Buffer de transferencia
25 Mm Tris; 192 mM glicina, 0.05% SDS; 20% metanol (EM., Alemania).

TBS (Tris buffer salino)
0.15 M NaCl, 0.02 M Tris-HCI (pH 7.5), en agua destilada.




APENDICE 2

Analisis estadistico de 2 muestras: Células THP-1 creciendo en  suspension,

sin tratamiento (Datos 1) y celulas con tratamiento 1.2% DMSC (Datos 2).

diferencia entre los tratamientos fue significativa.

Datos 1 (Sin DMSO}

Datos 2 (Con DMSQ)

La

Media 1351444 .4 290724.8
Desviacion estandar 1763541.8 213017.769
Coef. de variacion % 130.4931 73.2712
T de Student 4.6040 4.6040
Mediana 1161416.5 329486
varianza 311ME +12 45377 E+ 10
Hipétesis sobre las variancias, comparaczion entre dos variancias
variancia Datos 1 31101E+12
estimada de
variancia Datos 2 4 5377E+10
estimada de
Ho: oy = &} , riesgo a= 0.01
Posibles hipdtesis F de Snedecor |F de tablas Resultado: |Decision:
jalternas:
Hi:¢,° <o, 0.014590163| 10.8993845 igual Aceptar Ho
H1: 5" > o, 68.53932982| 10.8993845 mayor Rechazar Ho
Hi:a’#0,7| 6853932982 159770934 diferente |Rechazar Ho

Andlisis estadistico de 2 muestras: Células THP-1 adheridas al sustrato, sin

tratamiento (Datos 1) y células con tratamienfo 1.2% DMSQO (Datos 2).

diferencia entre los tratamientos fue significativa.

Datos 1 (Sin DMSO)

Datos 2 {Con DMSQ)

La

Media 150896 144212
Desviacion estandar 191899.216 10552.2426
Coef. de variacion % 1271731 731717

T de Student 4.6040 4.6040
Mediana 129990 192475
varianza 356825 E +10 111349825

variancia
estimada de
variancia
estimada de
Ho: o2 = o’

Datos 1

Datos 2

3.6825E+10

111349825

Hipétesis sobre las variancias, comparacidn entre dos variancias

, riesgo a= 0.01

Posibles hipdtesis F de Snedecor |F de tablas Resultado: |Decision:
alternas:
Hi:oy <o;| 0.003023731] 10.8993845 igual Aceptar Ho
Hi: 0,5 > 6’| 330.7172614| 10.8993845 mayor Rechazar Ho
Hi:o =0 330.7172614] 15.9770934| diferente |Rechazar Ho
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Analisis estadistico de 2 muestras: Células THP-1, sin tratamiento {Datos 1) y
células con tratamiento 1.2% DMSO (Datos 2). Se hicieron determinaciones de la
enzima fosfatasa acida. La diferencia entre los tratamientos no fue significativa.

Hipotesis sobre las variancias, comparacién entre dos variancias

variancia Datos 1 007376086
estimada de

variancia Datos 2 0.19625196
estimada de
Ho: ol =0, , riesgo o= 0.01

Posibles hipotesis allernas: |F de Snedecor |F de lablas Resultado: |Decision:
H1: o <o, | 2.660651853] 18.1098585 igual Aceptar Ho
H1: 64> o
H1: o =a;] 2.660651853 29.4567144 igual Aceptar Ho

Andlisis estadistico de 2 muestras: Células THP-1, sin tratamiento (Datos 1) y
células con tratamiento 1.2% DMSO (Datos 2). Se hicieron determinaciones de la
enzima fosfatasa alcalina. La diferencia entre los tratamientos no fue significativa.

[Hipétesis sobre las variancias, comparacién entre dos

variancias
variancia Datos 1 0.00088117
estimada de
variancia Datos 2 0.00489242
estimada de
Ho: ol = a5’ , riesgo a= 0.01
Posibles hipotesis F de Snedecor |F de tablas Resultado: |Decision:
alternas:
Hi: 0,5 <o;’| 5552160566 18.1098585 igual Aceptar Ho
HT: o > o)
Hi: o =c;] 5.552160566] 204567144 igual Aceptar Ho

Andlisis estadistico de 2 muestras: Células THP-1, sin tratamiento {Datos 1) y
células con tratamiento 1.2% DMSO (Datos 2). Se hicieron determinaciones de la
enzima B-D-Glucuronidasa. La diferencia entre los tratarnientos no fue significativa.

Hipotesis sobre las variancias, comparacién entre dos variancias

variancia Datos 1 9.5199E-05
estimada de
variancia Datos 2 0.00012587
estimada de
Ho: oy = @t , riesgo o= 0.01
Posibles hipotesis F de Snedecor |F de tablas Resultado: [Decision:

alternas:

H1: 6, <o, 1.322123992| 18.1098585 igual Aceptar Ho
Hi: " > oy
H1: o = a7 1.322123992] 29.4567144 igual Aceptar Ho
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Lista de abreviaturas utilizadas en esta tesis

32.2
iv.3
ADCC
AML
BCR
c2
(ca™)
CD3

CD3e
Célufas NK
Células T
CSF

Cnd

D

DAG
DMSO
DNA

E

FcR

FeRn
FcyRI (CD64)

FeyRIA, FoyRIB, FoyRIC
FeyRIl (CD32)

FoyRMA, FeyRIIB, FeyRIIC
FeyRII (CD16)

FcyRINA, FeyRIB
FeyeR

FepR

G-CSF

GM-CSF

GPI
HL-60

|
IFN-y
laG
IgG1
IgG3
IgSF
IL-1
ITAM

Anticuerpe monoclonal para el receptor FeyRl.

Anticuerpo monoclonal para el receptor FcyRIl.
Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos.

Leucemia mieloide aguda.

Receptor de la célula B.

Dominio extracelular del receptor Fe tipo inmunoglobulina.
Calcio intracelular.

Antigeno CD3, esta compuesto de 3 subunidades v, 8 y ¢, se
asocia al receptor de la célula T {TCR}) para la expresién en
superficie y la transduccidn de sefiales del receptor.
Subunidad epsilon del antigeno CD3.

Células asesinas naturales.

Células det timo.

Colony Stimulating Factors (Factor estimulador de colonias).
Dominio 3 de IgG de Iz regién contante de la cadena pesada.
Aminoacido: acido aspatico.

Diacilglicerol.

Dimetilsulfoxido

Acido desoxiribonucleico.

Amincacido; acido glutamico.

Receptores Fc (fraccién cristalizable).

Receptores Fc neonatales.

Receptor para la fraccion cristalizable de inmunoglobulina G
tipo 1. :
Genes que codifican para el receptor FcyRI.

Receptor para la fraccién cristalizable de inmuncglobulina G
tipo 2.

Genes que codifican para el receptor FcyRIL.

Receptor para la fraccién cristalizable de inmunoglobulina G
tipo 3.

Genes que codifican para el receptor FcyRIIlL

Receptores Fc para Inmonoglobulina E.

Receptores Fc para Inmonoglobulina M.
Granulocyte-Colony Stimulating Factors (Factor estimulador
de colonias de granulocitos).

Granulocyte-Monocyte-Colony Stimulating Factors {Factor
estimulador de colonias de granulocitos y macrofagos).
Enlace glicosi-fosfatidilinositol.

Linea celular mieloide indiferenciada, puede tefiirse como
mieloblasto, promielocito.

Aminoéacido: iscleucina.

Interferén gama.

Inmunoglobulina G.

Inmunoglobulina G isotipo 1.

Inmunoglobulina G isotipo 3.

Superfamilia de inmuncglobulinas.

Interleucina 1.

Immunoreceptor tyrosine-based activation motif.
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ITiM
v.3
K562

kD
KG-1

L
PS
MAPK
M-CSF

P13-Cinasa
PlgR
PIP,
PiP;
PiP4
PKC
PLCY1
PTK
SH2
SH3
TCR
THP-1

TNF-a
TPA
Ug37

Monoblasto.

Vitamina Dy
Y

Immunoreceptor tyrosine-based inhibition maotif.
Anticuerpo monocional para el receptor FeyRIL
Linea celular, blasto indiferenciado, con nlclec prominente y
un citoplasma basofilo..
Kilodaltones.
Linea celular mieloide indiferenciada, puede teiiirse como
mieloblasto, promielocito, mielocito y granulocito.
Aminoacido: leucina.
Lipopolisacarido.
Cinasa activadora de mitogeno.
Monocyte-Colony Slimulating Factors (Factor estimulador de
colonias de macrofagos).
Fosfatidilinositol 3-Cinasa.
Receptores poliméricos.
Fosfatiditinositol 4,5-bifosfato.
Fosfatidilinositol 1,4,5-trifosfato.
Fosfatidilinositol 1,3,4,5-tetrafosfato.
Tirosina Cinasa C.
Fosfolipasa Cy1.
Proteina tirosina cinasa
Regién de homologia Sre tipo 2
Region de homologia Src tipo 3
Receptor de Iz célula T.
Linea celutar mieloide indiferenciada, similar a U937,
presenta actividad naftil butirato esterasa, lisozima y
fagocitosis. Tiene moléculas de histocompatibilidad clase | y
Il (HLA).
Factor de necrosis {umoral alfa.
12-o-tetradecanoilforbol-13-acetato.
Linea celular mieloide indiferenciada, morfoldgicamente es un

1,25-Dihidroxivitamina Ds.
Aminoacido: tirgsina.
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