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RESUMEN

Los monocitos y macrofagos expresan receptores para la imunoglobulina G
(FcyRs), los cuales tras su agregacion por complejos inmunes inician una serie de
eventos bioquimicos intracelulares que son necesarios para la induccién de la
fagocitosis y otras funciones efectoras. Dado que los FcyRs tienen un numero
relativamente alto de isoformas, y que parecen mediar las mismas funciones, aun
no se tiene claro si la senalizacién a través de cada isoforma de receptores FcyR
es siempre la misma, o depende de factores presentes en el medio extracelular
(citocinas) o del fenotipo (estado de diferenciacién) de la célula, considerando que
in vivo existe una gran heterogeneidad de monocitos/macréfagos en diferentes
etapas de diferenciacion y activacion.

Syk, una cinasa de residuos de tirosina es una de las primeras proteinas en
ser activadas tras la agregacion de los FcyRs y su activaciéon es esencial para la
transduccion de senales por estos distintos receptores.

En el presente trabajo se compar6 la senalizacién a través del FcyRl y
FcyRIl en células monociticas de la linea THP-1 diferenciadas o no con 1a,25-
dihidroxivitamina D3 (VD3). Se observdé que en las células THP-1 no
diferenciadas, la agregacién del FcyRI o del FcyRIl induce un aumento significativo
(de 2.3 y 1.5 veces respectivamente) en la fosforilacion de Syk. En las células
THP-1 diferenciadas por 72 horas con VD3, la agregacién del FcyRI no induce
cambios en el nivel de fosforilacién de Syk pero la agregacion del FcyRIl induce
una disminucién significativa. Estos cambios se relacionaron con cambios en la
asociacion de la fosfatasa de residuos de tirosina SHP-1 con Syk tras las
agregacion del FcyRIl en las células THP-1 diferenciadas. También se observé
que Cbl, una proteina adaptadora y con actividad de ligasa de ubiquitina, y Grb2,
otra molécula adaptadora, estdan presentes complejos de senalizacidbn que
incluyen a Syk. La agregacion de los FcyRl 'y FcyRIl no tiene cambios significativos
en la asociacién de Cbl-Syk. En células THP-1 diferenciadas por 72 horas con

VD3 la asociacién Cbl-Syk decrece significativamente respecto a las células no



diferenciadas, y mientras que tras la agregacién del FcyRl la asociacién
permanece como en los niveles basales, tras agregacion del FcyRIl aumenta 1.3
veces. En cambio, Grb2 pierde su asociacion con Syk tras la agregacion del
FcyRI. Estas observaciones indican que SHP-1 se asocia con Syk pudiendo estar
regulando su activacion, ya que la puede estar desfosforilando por su actividad de
fosfatasa, todo esto tras la agregacion del FcyRIl en células THP-1 diferencias con
VD3. Cbl y Grb2 forman parte de este complejo de senalizacién con Syk y SHP-1,
y tras la agregacién del FcyRIl se pierde la asociacién de Gbr2 con el complejo
formado, pero no tras la agregacién del FcyRIl. Experimentos similares se
realizaron en monocitos humanos obtenidos de sangre periférica y diferenciados
con VD3. Se encontrd una gran variabilidad en la fosforilacion basal de Syk, asi
como en la asociacién de Syk con SHP-1, indicando una capacidad diferente de

respuesta entre individuos.



Capitulo 1 ]
INTRODUCCION

1.1 Origen y heterogeneidad de los macrofagos

Los macrofagos y sus precursores en sangre los monocitos, forman parte
de las primeras barreras de defensa contra las infecciones por microorganismos.
Entre las principales funciones de un macréfago en la inmunidad adaptativa e
innata estan: la fagocitosis y degradacion de células apoptéticas, microorganismos
y células neoplasicas, la produccidn y secrecién de citocinas, quimiocinas y otros
mediadores solubles, asi como la presentacion de antigenos a linfocitos T.

El conjunto formado por los precursores de médula ésea, los monocitos en
circulacion y los macréfagos tisulares, se engloban bajo la denominacion de
Sistema Fagocitico Mononuclear (Imhof et al, 2004). Al igual que todas las células
sanguineas, estas células se originan en la médula 6sea a partir de precursores
hematopoyéticos (Boltz et al, 1995). Del precursor mieloide comun se origina el
progenitor de monocitos y granulocitos, el cual se diferencia al precursor de
monocitos; este, a su vez, se diferencia a monoblasto, que finalmente se
diferencia a promonocito (Imhof y Dunon, 1995). El promonocito es la primera
célula morfoldégicamente identificable como precursora de los macrofagos. Por
division del promonocito y su posterior diferenciacion, surgen los monocitos que
pasan de médula 6sea al torrente sanguineo, en donde representan entre el 1%y
6% de todas las células sanguineas nucleadas. Hay citocinas que son
determinantes para el crecimiento y diferenciacion de este linaje celular, como el
factor estimulador de colonias de macréfagos (M-CSF) y el factor estimulador de
colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF). El proceso de diferenciacion y
maduracion lleva a la induccion de un fenotipo especifico de monocito que puede
ser modificado por activacion (Ancuta et al, 2003).

Los macréfagos pueden presentar diferentes estados funcionales:
macréfagos residentes, inflamatorios y activados. En ausencia de un estimulo

inflamatorio, varias quimiocinas y moléculas de adhesién regulan la migracion de



los precursores de macréfagos y células dendriticas a tejidos periféricos (Grage et
al, 2001). Estas quimiocinas son producidas y secretadas por células endoteliales,
leucocitos o células estromales. Las quimiocinas se unen a proteoglicanos en la
superficie de las células endoteliales. La interaccién de la quimiocina con su
receptor induce una rapida activacion y sefializaciéon a través de diferentes tipos
de segundos mensajeros. Entre las moléculas que participan en la transmigracion,
se han descrito la quimiocina CXCL14, las integrinas B2 de los leucocitos las
cuales interactian con ligandos como ICAM1 (molécula de adhesion intercelular
1), y las moléculas de adhesién de las uniones (JAM1 y JAMC) las cuales
controlan la migracion de células de la sangre a través del endotelio, el intersticio
y el epitelio. También participan moléculas de la superfamilia de inmunoglobulinas
(como CD31) y selectinas. Citocinas como el factor transformante 8, quimiocinas
y factores de crecimiento, siempre unidos a proteoglicanos, influencian la
expresion de un amplio rango de genes cuyos productos contribuyen a la
migracion constitutiva de los monocitos. Las sefales responsables del fenotipo
especifico incluyen productos secretorios y de superficie de células cercanas y
de la matriz extracelular. Los macréfagos tisulares recién llegados del torrente
sanguineo sobreviven de 2 a 4 meses aproximadamente, y son aun células con
gran capacidad de diferenciaciéon, pues todavia no han alcanzado la madurez de
sus capacidades funcionales (Turpin, 1993).

En afnos recientes ha sido posible definir dos subtipos de monocitos en
circulacién: los CD14"/CD16", llamados monocitos clasicos porque su fenotipo
concuerda con la descripcion original de monocito, tienen un nivel elevado de
expresion del receptor CCR2, bajos niveles de CCR5 y niveles intermedios de
Cx3CR1 (receptor 1 de quimiocinas CX3C); también tiene una alta expresiéon de
moléculas de adhesién involucradas en el reclutamiento de leucocitos hacia sitios
de reaccioén inflamatoria. El otro subtipo corresponde a monocitos CD14*/CD16*
que tienen alta expresion de moléculas MHCII (complejo principal de
histocompatibilidad de antigenos de clase Il) asi como de CD32, expresan niveles
altos de los receptores CX3CR1, CCR5, CCR3 y son capaces de migrar

transendotelialmente, tienen un fenotipo semejante a los macréfagos (Grage et al,



2000). Se pueden encontrar homélogos de estos dos subtipos de monocitos en
varias especies de mamiferos. En presencia de IL-4 y GM-CSF, ambos tipos de
monocitos pueden diferenciarse a células dendriticas. Se ha reportado un subtipo
adicional de monocitos, el cual es CD147/CD16"/CD64*, que tiene una alta
expresion de CD86 y moléculas MHCII, una alta actividad estimuladora de
linfocitos T, asi como una alta capacidad fagocitica, semejante a la de
CD14"/CD16", y produce grandes cantidades de citocinas. Este subtipo adicional
de monocitos tiene una gran actividad estimuladora en la reaccibn mixta de
leucocitos, como los monocitos CD147/CD16"/CD64°; ellos representan un
intermediario entre los monocitos y las células dendriticas. Aun no esta claro en
qué punto del proceso de diferenciacién surgen estos subtipos de monocitos
(Gordon y Taylor, 2005).

En la tabla 1.1 se mencionan algunos de los tipos principales de
macréfagos que encontramos en los diferentes tejidos. Los macréfagos que se
encuentran en la epidermis son llamados células de Langerhans; se desconoce su
precursor, pero bajo condiciones de estrés provienen de monocitos del tipo
inflamatorio. Se ha sugerido que los precursores de los osteosclastos son
monocitos maduros de sangre periférica que expresan el receptor para M-CSF,
aunque esto no se ha demostrado in vivo. Se piensa que el precursor de los
macréfagos alveolares es reclutado de la sangre y que tiene una etapa de
proliferacién in situ para después diferenciarse a macrofago. En el Sistema
Nervioso Central (SNC) encontramos varios subtipos de macréfagos: la microglia,
macréfagos perivasculares, meningeos y del plexo coroideo. Hay también varios
subtipos de macréfagos esplénicos: de la pulpa blanca, de la zona marginal y
metalofilicos. La proliferacién local contribuye a la repoblacién de los macrofagos
esplénicos y su precursor es de origen desconocido. En el higado se encuentran
las células de Kupffer, parte de ellas tienen su origen en la proliferacion in situ de
su precursor, el cual proviene de médula ésea (Turpin et al, 1993).

En respuesta a varios estimulos inflamatorios o inmunes; hay un aumento
en el reclutamiento de monocitos y de precursores de médula 6sea, que tiene

como resultado la acumulacién de macrofagos en el tejido.



Tabla1.1 Funciones de algunos tipos de células del linaje de monocitos/macréfagos (Turpin

et al, 1993).
1

Organo/tejido Células Funciones
Médula ésea Monocitos y precursores  Control de la hematopoyesis por secrecién de
de monocitos CSF-M, GM-CSF. Fagocitosis de particulas
extrafas
S.N.C. Microglia y macroéfagos  Fagocitosis de particulas, reparacién de heridas.
del cerebro
Higado Células de Kupffer Fagocitosis de particulas y endotoxinas. Mediar

la respuesta inmunoldgica en la fase aguda
después de algun dafo o malignidad por la
produccién de IL-6

Pulmén Macréfagos alveolares  Sistema inmune respiratorio y fagocitosis de
particulas
Piel Células de Langerhans  Presentacion de antigenos, queratinizacion,
secrecion de prostaglandina E
Hueso Osteosclastos Metabolismo de calcio y secrecién-reabsorcién
de la hormona paratiroidea
Linfoide Macréfagos del tejido Reaccion inmune celular, humoral y fagocitosis
conectivo de particulas
Bazo Macrofagos esplénicos,  Eritroleucofagocitosis, fagocitosis de particulas,
de la zona marginal, de la homeostasis del yodo y reacciones inmunes.
pulpa blanca.

Los macréfagos derivados de monocitos bajo condiciones de inflamacién,
son activados por multiples moléculas como IFN-y, LPS, IL-4, IL-13, etc.
Dependiendo del estimulo, adquieren un fenotipo diferente. Pueden aumentar su
expresion del complejo principal de histocompatibilidad de antigenos de clase Il
(MCH-II), su actividad citotoxica o su actividad endocitica. También encontramos
un fenotipo que suprime la inflamacion y promueve la reparacién de tejidos al ser
estimulado por IL-10 o TGF-B. Estas distintas formas de activacién las veremos en

la siguiente seccion.

1.2 Activacion de monocitos/macrofagos

En el curso de una reaccion inflamatoria, los mecanismos pro-
inflamatorios son los que garantizan la eliminaciéon de los agentes que causan la
infeccion, toxicidad o alergia. Pero también es importante la temporalidad de la

reaccion, ya que se necesita regular de manera negativa la inflamacién, la



tolerancia y la inmunidad para asegurar la curacién de la zona afectada. Por lo
tanto es crucial asegurar el balance entre las reacciones inmunes pro-inflamatorias
y anti-inflamatorias mediante mecanismos de activacién clasicos y alternos de los
monocitos-macroéfagos (Goerdt et al, 1999).

Los principales eventos en el proceso inflamatorio ocurren de la siguiente
manera: primero hay un incremento en el suministro sanguineo al area afectada,
el cual causa el enrojecimiento y calor; después hay un incremento en la
permeabilidad capilar, la cual causa una mayor infiltracion de las células
sanguineas a través de los vasos capilares hacia los tejidos causando inflamacién
y dolor. En las primeras horas hay un aumento en la migraciéon de células blancas
de la sangre, predominantemente neutréfilos, hacia el sitio de inflamacién, seguido
por el arribo de macrofagos entre las 16 y 48 horas. Los macrofagos ayudan a
retirar las células muertas del area por fagocitosis y de esta manera se
restablecen los tejidos. Si el proceso de inflamacién es prolongado, el dafo a los
tejidos persiste y se hace mas extensa la zona en donde se esté llevando a cabo
el proceso inflamatorio, pudiendo llegar a ser de tipo crénico (Lamoureux y
Bradley, 2007).

En la activacion innata un agente microbiano es reconocido por los
macréfagos a través de receptores de reconocimiento de patrones moleculares
asociados a patogenos, como los TLR’s y CD14 (receptor de lipopolisacarido,
LPS) y un amplio rango de receptores no opsoénicos (Medzhitov y Janeway, 2000).
Estos estimulos inducen la produccion de citocinas pro-inflamatorias como IFNa/,
y especies reactivas de oxigeno y oxido nitrico, seguida por una respuesta anti-
inflamatoria regulada. Un incremento en la expresibon de moléculas
coestimuladoras en superficie favorece la presentacion de antigeno. Los
receptores “scavenger-A” y el receptor de manosa favorecen la fagocitosis de
ligandos exdgenos y propios (Gordon, 2003).

La ruta de activacion llamada clasica es mediada por un primer contacto
con IFN-y, seguido por un segundo contacto de tipo microbiano, como LPS; los

macréfagos activados por esta via son designados como M1. Los macréfagos



activados por la activacién clasica secretan IL-12, la cual favorece la diferenciacién
de células T naive a Th1.

La activacion alterna es mediada por IL-4 e IL-13 actuando a través de su
receptor; los macréfagos que son activados por esta via son llamados macréfagos
M2. Esta forma de activacién incluye a los macréfagos expuestos a IL-4, IL-13,
complejos inmunes, IL-10, glucocorticoides u hormonas esteroides. Un miembro
de la familia de TGF-B, activina-A asi como la IL-21 han mostrado recientemente
inducir también la activacién tipo M2 (Mantovani et al, 2007). Gordon vy
colaboradores introdujeron el concepto de activacion alterna, y Goerdt vy
colaboradores mostraron que este tipo de activacién preferencialmente ocurre en
condiciones inflamatorias crénicas, como en la artritis reumatoide y la psoriasis.
Los macréfagos alveolares y placentarios son un tipico ejemplo de que la
activaciéon alterna ocurre de manera natural. La IL-4 y la IL-13 estan asociadas a
una respuesta tipo Th2. In vitro, IL-4 induce en macrofagos de peritoneo de ratdn
la expresién de MHCII lo cual estimula la endocitosis y presentacion de antigeno, y
ello induce la expresion selectiva de quimiciocinas como CCL22, CCL17, y
enzimas intracelulares como arginasa, que estd implicada en el reclutamiento y
formacidn de granulomas, también incrementa los niveles de actividad de receptor
de manosa (Goerdt et al, 1999). La IL-4 e IL-13 incrementan el metabolismo de la
L-arginina y las funciones efectoras de los macrofagos. El metabolismo de la L-
arginina contrarresta los efectos de la activacion de la sintasa de 6xido nitrico 2
(NOS2) y la liberaciébn de oxido nitrico, importante en la fibrosis y en la
inflamacion granulomatosa. Se ha observado que IL-4 y los glucocorticoides
incrementan la expresién del receptor de manosa en macréfagos, incrementando
la capacidad de endocitosis y presentacion de antigeno (Gordon, 2003).

Los macréfagos activados por la via alterna ejercen un efecto
inmunosupresor hacia las reacciones mediadas por linfocitos Th1, el cual puede
ser mediado por IL-10 y/o PGE2 (Nbel et al, 2004). La quimiocina CCL1 asociada
a la activaciéon alterna de macréfagos (AMAC-1) se expresa en macréfagos
activados por IL-1, IL-13 e IL-10. Los macrofagos activados de manera alterna
pueden inducir tolerancia periférica hacia componentes propios o alergenos del



medio ambiente y también pueden favorecer el desarrollo de tumores (Goerdt et
al, 1999).

Los macrofagos M1 y varias formas M2 tienen un repertorio distinto de
citocinas y de receptores de citocinas. En general, los macréfagos M1 tienen un
fenotipo 1L-12"/IL-23"/IL-10"°. Son eficientes productores de moléculas efectoras
(intermediarios reactivos de oxigeno y nitrégeno) y citocinas inflamatorias (IL-1p,
TNF-a e IL-6), y participan como inductores y efectores en polarizar la respuesta
hacia el tipo Th1. Ellos median la respuesta en contra de parasitos intracelulares y
tumores. En contraste, varias formas de macrofagos M2 tienen un fenotipo IL-
12°%/IL-23°/IL-10" y poseen una capacidad variable de producir citocinas
inflamatorias, dependiendo de la sefial que indujo su activacion (Mantovani et al,
2007). De manera general, tienen niveles altos del receptor de manosa y de
galactosa, y el metabolismo de arginina cambia a la produccién de ornitina y
poliamidas. Los macréfagos M2 participan en reacciones polarizadas hacia el tipo
Th2, promueven la muerte y encapsulamiento de parasitos, estan presentes en el
establecimiento y progresion de tumores, en reparacidon y remodelamiento de
tejidos y tienen funciones inmunoreguladoras (Goerdt et al, 1999) (Tabla 1.2).

Tabla 1.2 Polarizacién en la activacion de los macréfagos.

Tipo de activacién Via clasica (M$ M1) Via Alterna (M¢$ M2)

Estimulos LPS + IFNy LL-4/IL-13, glucocorticoides, TGF-
Inflamacion tipo | Inflamacion por respuesta Th2
Destruccion de tejido Remodelacién del tejido vy

Funciones Muerte de parasitos | angiogénesis
intracelulares Encapsulacion de parasitos
Resistencia a tumores Favorecen un proceso tumoral
IL-1 2", 1L-23", TNF", IL-1", IL- ||_-h1_2'°, IL-23°, TNF®, IL-1ra", IL-
10° 10"

Maﬁiﬁéiﬁzsmeofleesggss Y| Quimiocinas como CXCL10 Quimiocinas como CCL22

Especies reactivas de oxigeno y | Receptores scavenger, manosa y
nitrégeno galactosa "

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________________________________]
De manera simplificada se muestran las sefiales que inducen la activacién de los macréfagos por
la via clasica (M1) y por la via alterna (M2). Las principales funciones efectoras de los macréfagos,
marcadores moleculares y moléculas efectoras estan resumidas en la tabla (adaptado de
Mantovani et al, 2007).

La actividad celular de los macré6fagos es modulada por las interacciones
que establecen con las células T, fibroblastos y células de la matriz, a través de



un amplio rango de receptores. Las citocinas y los glucocorticoides son potentes
moduladores de la activacion. Varios patégenos pueden desactivar macréfagos a
través de varios mecanismos, M-CSF, PGE2, TGF-B, TNF (Nbéel et al, 2004).

Los monocitos/macrofagos tienen un alto potencial de secrecion de
moléculas inmunoreguladoras y efectoras. Las citocinas producidas pueden ser de
tipo pro-inflamatorio o anti-inflamatorio, dependiendo del tipo de activacién que se
haya llevado a cabo; y varias de ellas sefalizan a través de la cinasa de Janus
(JAK) y el transductor de senales y activador de la transcripcién (STAT). La tabla
1.3 muestra las citocinas y otras moléculas que son producidas por los monocitos
y los macrofagos (Laomureux y Bradley, 2007).

1.3 Receptores de superficie en monocitos/macrofagos

Para llevar a cabo sus funciones, los monocitos-macréfagos expresan un
rango amplio de receptores de membrana. En la respuesta inmune innata juegan
un papel importante los receptores tipo Toll (TLR’s). Estos son proteinas
transmembranales que al ser activadas inducen la activacion de NF-kB y la
produccién de citocinas y de ciertos péptidos con actividad antimicrobiana. Los
monocitos expresan los receptores tipo Toll 2, 4, 5, 6 y 9, que estan involucrados
en la respuesta a distintos productos microbianos (por ejemplo LPS, LTA (acido
lipotetoico), y lipopéptido de micoplasma). En algunos casos, los TLRs no se unen
a estos productos directamente, sino a través de alguna molécula adaptadora que
reconoce directamente al ligando (como CD14) (Moynagh et al, 2005).

Los macréfagos expresan receptores para varios fragmentos del
complemento (C3b, C3bi, C4b) que se depositan en la superficie de bacterias y
protozoarios. Estos receptores pueden mediar la internalizacion de las particulas.
Los macréfagos también pueden llevar a cabo la internalizacién de particulas
opsonizadas con anticuerpos a través de sus receptores FcyRs, los cuales una
vez que se han agregado pueden transmitir sefiales activadoras o inhibidoras
hacia el interior del macroéfago (Viera et al, 2001).
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Tabla 1.3 Citocinas y moléculas efectoras Eroducidas por monocitos/macréfagos.

Nombre Fuente Principales efectos

Mediadores pro-inflamatorios

Activa el endotelio vascular y linfocitos T.
Destruccion local de tejido

IL-8 Macroéfagos, monocitos Quimiotactico y activador de neutrofilos

Activa linfocitos e incrementa la produccion

IL-1 Macréfagos, monocitos

a s .
IL-6 Macréfagos, monocitos de anticuerpos
IL-12 Macréfagos Agtiva a células NK, induce diferenciacion de
células T (Tht)
IL-18 Macréfagos de higado Adhesion celular, produccién de IFN-y
Mediadores anti-inflamatorios
IL-1ra Macréfagos, monocitos Antagonista de IL-1
IL-10 Monocitos Inhibe liberacién de citocinas
. Supresion de la inflamacion, saneamiento de
TGF-B Monocitos tejigos.
Quimiocinas
. ] Potente uimiotactico activador de
IL-8 Monocitos, macrofagos neutréfilos,qreclutamiento dg Lf T y baséfilos
Quimiotactico de monocitos, neutrdfilos,
. basdfilos células cebadas; induce la
MCP-1(CCL2) Monocitos liberacién yde mediadores citotéxicos de
macréfagos
Otros
Metabolitos de Lisis intracelular, citotoxicidad y dafio a vasos.
oxigeno (Oy,H20,, Macrofagos
OH", HOCI) y NO

Opsonizacién y fagocitosis de moléculas
(C3b), actividad anafilactica (C3a, C4a, C5a),

Complemento Monocitos, macréfagos quimiotaxis y degranulacion de eosindfilos y
liberacion de PGE2 (C3a), quimiotactico de
linfocitos y neutréfilos (C5a).

IL6* puede mediar una respuesta pro o anti-inflamatoria, dependiendo de la célula sobre la cual
esta actuando (Adaptado y recopilado de Laomureux y Bradley, 2007).

La expresion de algunos receptores de membrana de los monocitos-
macréfagos varia de acuerdo a su estado de diferenciacion, por lo que se les ha
usado como marcadores de diferenciacién. La mayoria de los monocitos son
CD14/CD16", otros marcadores expresados en distintos tipos de macréfagos son:
HLA-DR, CD11b (CR3) y CD11c (CR4) (estos dos ultimos marcadores son
miembros de la familia de integrinas) (Hodgson et al, 2001), CD33 (miembro de
la superfamilia de inmunoglobulinas), CD25, CD69, CD36, CD26 y HLA-DP y —DQ
(Imhof et al, 2004; Ziegler et al, 1993). El nivel de expresion de estos marcadores
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fenotipicos varia durante el curso de la diferenciacién del monocito a macrofago

(Tabla 1.4).

Tabla 1.4 Algunos receptores de macrofagos (M®’s), sus ligandos y funciones (Adaptado de
Vieira et al, 2001 y 2002).

RECEPTOR LIGANDOS FUNCION
LPS, LTA, peptidoglicano soluble, - o
, o Reconocimiento y fagocitosis de
CD14 proteina V\,/H de la supgrﬂme de patégenos y células apoptoticas.
hongos, células apoptoticas.
CD36 Colageno tipo |, fosfatidilserina, Deposito de colesterol en lipoproteinas,

trombospondina.

limpieza de células apoptbticas.

Receptores del complemento

CR1

CR3
(Cd11b/CD18)

CR4

C3b, C4b, C3bi.

C3bi, CD54 (ICAM-1); fibrinégeno,
oligodesoxinucledtidos.

C3bi.

Internalizacion de microorganismos
opsonizados.

Interaccién de M®-Lf T (CR3),
inhibicion de la producién de IL-12
(CR3).

Receptores Fcy

IgG, particulas cubiertas de IgG.

Internalizaciéon de microorganismos
opsonizados. Inhibicién (FcyRIIB) o
activacion (Fcy R, FcyRIIA y FcyRIIIA)
del M.

Receptor de

Oligosacaridos que contienen manosa

Reconocimiento y fagocitosis de

manosa y fucosa. patégenos.
NKG2D Productos del gen RAE-1 y H60. éﬁltl':"?lcllloon de M@ para la produccion de
goa?;gira de Agregacién homotipica y activacién de
segrlﬁal o CD47 (proteina asociada a integrinas). M® , interaccién de macréfagos con
Linfocitos T.
(SIRPq) infocitos
Receptores tipo Toll 3
TLR? Oligsacaridos que contienen manosa,
fucosa o galactosa, lipoproteinas.
TLR4 LPS. Unién a productos microbianos,
> activacion de macrofagos.
TLR 5 Flagelina.
TLR 6 Lipopéptido de micoplasma, zymosan.
Oligonucleotido bacterianos (CpG . .
TLR9 Unién a DNA bacteriano, herpesvirus.

DNA), dinucledtidos.

Receptor de

Vitronectina, laminina, fibronectina.

Estimulacion de la polimerizacion de

vitronectina (a,B; actina.
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1.4 Receptores para inmunoglobulina G

Dentro de los receptores de membrana presentes en los monocitos y
macréfagos estan los receptores para la porcidbn Fc de las inmunoglobulinas
(FcR), que son glicoproteinas que tienen un papel fundamental dentro del sistema
inmune, acoplando el reconocimiento especifico de antigenos por anticuerpos con
la induccién de diversas funciones efectoras.

Entre las funciones mediadas por los FcRs estan la fagocitosis,
endocitosis, generacidn de especies reactivas de oxigeno e intermediarios de
nitrégeno, eliminacién de complejos inmunes, activacién transcripcional de genes
que codifican para citocinas y quimiocinas, etc. La activacién de los monocitos y
macréfagos también induce cambios en la expresién de proteinas de superficie
involucradas en la adhesién celular y en la presentacion de antigenos. Los
monocitos y macrofagos expresan receptores para inmunoglobulina G (FcyRl,
FcyRIl, y los macrofagos también para el FcyRIIl) y para inmunoglobulina A
(FcaRI) (Van Vugty Van de Winkel, 2001).

Se han descrito cuatro tipos de receptores para la inmunoglobulina G
(FcyR): FeyRl, FeyRIl, FeyRIlly FeyRIV. De los tres primeros se conocen diversas
isoformas. Presentan una porcion extracelular altamente conservada, pero su tallo
citoplasmatico es heterogéneo. El FcyRI (CD64) es un receptor de alta afinidad,
con una porcion extracelular con tres dominios de tipo inmunoglobulina, una
porcion transmembranal y un tallo citoplasmatico. Se expresa en membrana
asociado a dos cadenas gamma (FcRy), las cuales contienen un motivo ITAM
(motivo de activacién basado en tirosina) similar al que se encuentra en los
receptores de antigeno de los linfocitos B y T. El FcyRlla (CD32) vy el FcyRllla/b
(CD16) son receptores de baja afinidad que se unen a complejos inmunes. El
FcyRlla tiene dos dominios de tipo inmunoglobulina en su porcién extracelular, una
porcion transmembranal y un tallo citoplasmatico, el cual contiene un motivo ITAM.

El FcyRllla también tiene dos dominios de tipo inmunoglobulina en su porcién
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extracelular, una porcion transmembranal y un tallo citoplasmatico. El FcyRllla esta
asociado a dos cadenas gamma, a una gamma y una zeta o dos cadenas zeta;
cada cadena gamma contiene un motivo ITAM, y cada cadena zeta contiene tres
motivos ITAM. El FcyRIllb se encuentra anclado a la membrana celular por
glicofosfatidilinositol, y se desconoce su mecanismo de activacion. El FcyRllb es
un receptor de tipo inhibitorio que no contiene los motivos ITAM, sino que contiene
un motivo ITIM (motivo de inhibicion basado en tirosina) (Daéron, 1997). En
humanos, el FcyRllb se expresa en dos formas alternas: las formas FcyRIIb1 y b2
(la forma b1 tiene un inserto de 19 aminoéacidos en el tallo citoplasmatico) (Joshi,
2005). La afinidad con la que cada receptor se une a distintas subclases de IgG
es para el FcyRl 1,3>>4>>>2, para el FcyRIl y FcyRIll es 1,3>>>2,4. El FcyRIV
tiene una afinidad por la 1gG2a e 1gG2b intermedia entre los receptores de baja
afinidad FcyRIl, Il y el receptor de alta afinidad FcyRlI (Nimmerjahn y Ravetch,
2006) (Tabla 1.5). Los motivos ITAM son secuencias que cumplen el consenso Y-
XX-LXs5.12-YX23L/l.  Los motivos ITIM tienen la secuencia (I/V/L/S)xYxx(L/V)
(Ravetch y Bolland, 2001).

1.5 Rutas de senalizacion iniciadas por la agregacion de los receptores Fcy

La agregacién de los receptores FcyR en monocitos/macrofagos por
complejos inmunes inicia una serie de eventos bioquimicos intracelulares que son
necesarios para la induccién de la fagocitosis y otras funciones efectoras. El
proceso fagocitico estd acompanado de la generaciébn de citocinas pro-
inflamatorias, la liberacion de enzimas lisosomales, y la activacion del complejo de
NADPH oxidasa el cual genera especies reactivas de oxigeno que son liberadas
dentro del fagosoma.

Las primeras enzimas intracelulares activadas después de la agregaciéon
de los receptores Fcy, son miembros de la familia Src de cinasas de residuos de
tirosina, como Hck, Fyn y, Lyn. Estas cinasas se concentran en las denominadas
balsas lipidicas (dominios de membrana ricos en colesterol y esfingolipidos); las
balsas lipidicas facilitan la localizacion de los receptores durante su agregacioén, y
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los lipidos de membrana contribuyen a la senalizacién del FcyR facilitando el
reclutamiento de cinasas a los FcyR agregados (Kiliszek, 2002). Las cinasas Src
activadas fosforilan residuos de tirosinas del ITAM, que sirven como sitios de
unién de alta afinidad para Syk, un miembro de la familia de cinasas de residuos
de tirosina Syk/ZAP70 (Cox y Greenberg, 2001). Syk cataliza la fosforilacién de
diversos sustratos, incluyendo otros ITAMs de los FcyRs, PLCy, PI3K, etc. (Fig
1.1).

Si bien todos los receptores FcyR que contienen ITAMs pueden mediar
fagocitosis, estudios realizados en células COS mostraron que el FcyRlla es mas
eficiente para la fagocitosis de particulas recubiertas de anticuerpos que la cadena
v de los receptores FcyRl/y y el FcyRllla/y (Huang et al, 2004). También se ha
demostrado que la sobreexpresion de Syk, una cinasa de residuos de tirosina, en
estas ceélulas incrementa de manera significativa la fagocitosis mediada por los
FcyR; el incremento es notablemente mas pronunciado por la cadena y del FcyRl y

FcyRllla/y que cuando es mediada por el FcyRlla (Indik et al, 1995).

Huang y colaboradores sugieren que el FcyRlla se une mas rapidamente a
Syk que la cadena y del FcyR. También sugieren que, aunque la actividad de las
cinasas de la familia Src es esencial para la fagocitosis mediada por los FcyR,
estas cinasas de manera individual (Hck, Fgr y Lyn) interactian directamente con
el FcyRlla afectando no solo la eficiencia de la fagocitosis, sino la capacidad de los
receptores para interactuar con Syk. De esta manera sugieren que las
diferencias observadas entre la sefalizacion por el FcyRlla y FcyR/y pueden estar
relacionadas con la habilidad de cada uno de ellos de interaccionar con Syk y las
cinasas de la familia Src (Huang et al, 2004).

Se ha propuesto que las cinasas de la familia Src estan constitutivamente
asociadas a Cbl, una proteina ligasa de ubiquitina, la cual esta funcionando como
una adaptadora al crear estabilidad mecénica dentro del complejo de proteinas
(Schmidt y Dickic, 2005).
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Tabla 1.5 Receptores para IgG

Afinidad por

Estructura del receptor CD Genes Isoformas | IgG (Ka) Modulacion Funcion
Vo Y Regulador
\L Negativo: G-CSF, |10 malizacion y presentacién
> 16211 IFNY, IL-10.  del antigeno, generaci6n de
% FcyRl 64 (IAqIB ic) la1 (10%°M™) iones superéxido, ADCC,
Il e Regulador positivo: fg§09|t03|s y produccion de
I IL-4, IL-3 citocinas
1Y
N b lla: Internalizacion, ADCC,
- fagocitosis, produccion de
lla, slla2, lib1y citocinas y estallido
IIb2 (sélo en respiratorio.

1q23-24 (IIA,
1B, 1iC)

. 7h g1 Regulador
macréfagos), llc - (10°M") Negativo: IL-4  1Ib2: Internalizacion
(s6lo en células )
NK) Ilb1/1lb2: Regulador negativo

de células B, macréfagos y
células cebadas.

N

FcyRIl 3

./--

¥ S
\é
-;‘ Regulador lla: fagqqtosns,. ADCC, o
generacion del ién superdxido,

1923-24 (1A, llla, lllb (sél - N ivo: IL-4 " o
FcyRlll 16 q IIIB)( ’ a,PMN()soo (1-3x107M‘) Regﬁl%agclnvropositivo produccion de citocinas,
L4 TGFB " induccion de la adhesién y
a Py apoptosis.
™YL
Regulador

é_% 16- Negativo: IL-4, IL- | - alizacién y presentacién

FcyRIV b(en 1 (en raton) ? 2-3x10'M” 10,TGB-p 4 ernalizacion y presentacio
. .. de antigeno.
il raton) Regulador positivo:
IFN-y
¢ ITAM A ITIM 1Y

Las tirosinas del ITAM contenidas en el tallo citoplasmatico estan indicadas en rombos rojos, los ITIM en triangulos verdes. Se
representan dos 6 tres dominios de unién al ligando en évalos. Todos tienen un dominio transmembranal y un tallo citoplasmatico con
excepcioén del FcyRlllb el cual esta unido a la membrana por glicofosfatidilinositol. También se muestran la funcién y caracteristicas de
los FcyR’s (Adaptado de Daeron, 1997; Ziegler et al, 1993; Hogarth, 2002 y Nimmerjahn et al, 2006).



Se ha demostrado que la agregacién de los FcyR’s induce la activacion de las
isoformas clase |IA y IB de la fosfatidil-inositol 3-cinasa, (PI3K). Estas enzimas
participan en la exocitosis y la emision de pseuddpodos, asi como en el
remodelamiento de la membrana. La subunidad p110 (la catalitica) de PI3K,
genera fosfatidil inositol 3-4-5-trifosfato, PI1(3,4,5)Ps. El PI(3,4,5)P3 es critico para
la activacion de enzimas que intervienen en el remodelamiento del citoesqueleto
requerido para la fagocitosis. Entre estas enzimas tenemos a Btk, de la familia
Tec de cinasas de residuos de tirosina involucradas en la movilizacion intracelular
de calcio, el factor intercambiador de nucleétidos de guanina para Rac, Vav (un
factor intercambiador de guanina para GTPasas de bajo peso molecular), y Akt
(una cinasa de residuos de serina/treonina involucrada en la proteccién celular
contra la apoptosis), etc. (Ganesan et al, 2006). Btk, Rac, Vav y Akt contienen un
dominio homadlogo de plecstrina (PH), una secuencia de aminoacidos encontrados
en numerosas proteinas implicadas en la sefalizacibn mediada por receptores
(Pengal, 2003). Estas enzimas se mueven del citoplasma a la membrana
plasmatica o dentro de la membrana plasmatica hacia el sitio de agregacién del
receptor, donde van a cumplir varias de sus funciones.

La polimerizacién de actina en el sitio de ingestién es regulada durante la
fagocitosis mediada por los FcyR por GTPasas de la familia Rac (Rac1 y Cdc42),
ARF (ARF6), y de la familia Rho (RhoA), las cuales son reclutadas a los
fagosomas. Cdc42 unido a GTP (GTPasa activa) estimula la polimerizacion de
actina a través de su interacciéon con WASP vy la consecuente activacion del
complejo Arp2/3 (Greenberg y Grinstein, 2002).

También Syk puede fosforilar y activar a la fosfolipasa Cy1 (PLCy1), la cual
hidroliza el PI(4,5)P, a DAG (diacilglicerol) e IP3 (inositol trifosfato). El IP3
conduce a la movilizacién de Ca?* intracelular, a través de su unién a su receptor
en el reticulo endoplasmico liso. El resultado es un incremento en la concentracién
de Ca®*" citosélico. EI DAG puede activar a PKC &/¢ (proteina cinasa C isoforma
d/e) las cuales participan en la formacion del fagosoma (Larsen et al, 2000). Una
vez activada, PKC puede fosforilar a diversos sustratos como MARKS (proteina
miristoilada en alanina). EI MARKS citosdlico fosforilado permanece asociado a
filamentos de actina y calmodulina, pero ya no los entrelaza, dando como
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resultado la desestabilizacion local del citoesqueleto de actina (Swanson y Hoppe,
2004).
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Fig 1.1 Transduccion de senales activatorias tras la agregacion de los receptores Fcy. Los
receptores FcyR reconocen complejos inmunes a través de la porcion Fc de las IgGs, una vez que
se han agregado estos receptores, cinasas de la familia Src como Lyn, Fyn y Hck localizadas en
dominios de la membrana ricos en colesterol se activan y fosforilan las tirosinas presentes en los
dominos ITAM e ITIM de los receptores Fcy. En la sefializacién de activacion la cinasa de residuos
tirosina Syk se une a los residuos de tirosina fosforilados del ITAM a través de su dominio SH2.
Syk se activa y va a fosforilar a otras proteinas rio abajo de la cascada de sefializacién, entre ellas
se encuentran PLCy y PI3K. El PIP2 es sustrato de PLCy, la cual va producir DAG e IP3. EI IP3 se
va a unir a su receptor en reticulo endoplasmico liso y va a provocar la liberacién de Cca® en el
citosol, el calcio sirve como cofactor de activacién de otras proteinas que participan en la
senalizacion que activan a NF-AT para la transcripcion de genes. ElI DAG activa a PKC, la cual va
a activar a otras proteinas implicadas en la activacién de factores de transcripcion, asi como a
MARKSs para desestabilizar el citoesqueleto de actina. PKC también activa a c-Jun y c-Fos (proto-
oncogenes) que forman el complejo AP1 (elemento de activacion en el DNA) para inducir la
transcripcion de genes. PI3K produce PI(3,4,5)P;, que sirve como activador de GTPasas
implicadas en la reorganizacién del citoesqueleto de actina asi como a PLD, la cual produce acido
fosfatidico (PA). El PA va a activar a las cinasas de fosfatos de inositol PI4P5K y Pl4K, también
activa a PLA2 (fosfolipasa A2) implicadas en la reorganizacion del citoesqueleto de actina. Grb2
(proteina 2 de unidn al receptor de factor de crecimiento) esta asociado a Sos, se acopla a Ras y
activa la via de MAPK, que activa el factor nuclear kB (NF-kB). Entre las respuestas que culminan
con la sefalizacion se tienen la fagocitosis de complejos inmunes, la secrecién de citocinas y la
produccion de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno, el estallido respiratorio y la ADCC.
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ARF6 es una GTPasa pequena que se encuentra en membrana plasmatica y
modula el ensamblaje de actina. Se sugiere que se requiere para la activacion de
la PLD (fosfolipasa D). PLD-2 esta asociada a la membrana plasmatica y cataliza
la produccion del acido fosfatidico (PA) requerido para la fagocitosis (Cox y
Greenberg, 2001). El PA activa la fosfatidil inositol 4-fosfato 5-cinasa tipo |
[P1(4)P5K] para producir fosfatidil inositol 4,5 bifosfato [P1(4,5)P2], implicado en la
polimerizacién de actina durante la fagocitosis (Trinchieri et al, 1987).

La fagocitosis de complejos inmunes a través de los FcyR activa la via de
senalizacion de Ras/Erk la cual participa en la induccion de la expresion de genes
de las citocinas proinflamatorias como IL-13 e IL-6. Se desconoce el mecanismo

preciso de senalizacién (Ganesan et al, 2006).

1.5.1 Inhibicion de la senalizacion por ITAMs

La sefial a través de ITAMs estd siempre balanceada por senales
inhibitorias de receptores que contienen ITIMs. A los ITIMs fosforilados se pueden
unir fosfatasas de residuos de tirosina SHP-1, SHP-2 o la fosfatasa de inositol
SHIP. Estas fosfatasas desfosforilan proteinas sefializadoras o lipidos, el balance
entre ITAMs-ITIMs fosforilados determina el nivel de respuesta de muchos
sistemas de receptores.

La regulacion negativa de la fagocitosis en los monocitos/macréfagos puede
ser mediada por el FcyRllb, el cual contiene un ITIM (Cox y Greenberg, 2001). La
funcién inhibitoria del FcyRIlb es mediada por la fosfatasa de inositol SHIP, la cual
se asocia con el ITIM fosforilado a través de su dominio SH2. En la membrana
celular la fosfatasa de fosfolipidos de inositol (SHIP) hidroliza PI(3,4,5)P3 a
PI(3,4)P2, también puede desfosforilar a PTK y reguladores de MAPK (Joshi,
2005) (Fig 1.2).

En la fagocitosis mediada por FcyRs en neutréfilos, los esfingolipidos son
metabolizados para producir esfingosina y ceramida libres, las cuales han

mostrado inhibir la fagocitosis de particulas recubiertas con IgG. La ceramida
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inhibe la actividad de PLD y la esfingosina compite con DAG para unirse a PKC e

impedir su activacion (Cox y Greenberg, 2002).
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Fig 1.2 Transduccion de seiales inhibitorias que se dan tras la agregacion de los receptores
Fcy. La heteroagregaciéon ITAM-ITIM es necesaria para que el FcyRllb ejerza su funcion efectora.
En el FcyRIIb las tirosinas del ITIM son fosforiladas por cinasas de la familia Src, y son sitios de
uniéon de las fosfatas de tirosina SHIP, SHP-1 y SHP-2, que van a ejercer su actividad de fosfatas
en otras proteinas activadas por la senalizacion que se da a través de los ITAMs asi como de
fosfatos de inositol. SHIP hidroliza PIP3 a PIP2 y desfosforila a reguladores de MAPK, de manera
que evita la activacion de proteinas que requieren a PIP3 para su activacion, y la activacion de la
via de MAPK. SHP-1 desfosforila a Syk e incluso ITAMs fosforilados, evitando que se activen a
otras proteinas rio abajo de la sefalizacion.

1.5.2 Regulacion de la activacion mediada por FcyRs

La homoagregacioén del Fcyllb no conduce a ninguna funcién efectora, sin
embargo, cuando hay heteroagregaciéon (ITAM-ITIM), se inhibe la activacion de los
FcyRs a través del ITAM. La funcion inhibitoria del FcyRllb, es regular

negativamente la actividad celular por ajuste de la sefial activatoria en el que los
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complejos inmunes activan a las células. El balance entre la senalizaciéon por los
receptores activadores e inhibidores determina la magnitud de la respuesta celular
(Wijngaarden, 2004).

La expresion del FcyRllb en la superficie de los monocitos humanos esta
altamente regulada por citocinas anti-inflamatorias como la IL-4, IL-10, etc.
(Tridandapani et al, 2002). En pacientes con artritis reumatoide se observan altos
niveles de expresion de los receptores activadores FcyRl y FcyRlla. El IFN-y
regula positivamente la expresién del FcyRIl. El TNFa regula negativamente la
expresion del FcyRllb y la activacion de los FcyR. La IL-10 regula positivamente la
expresion del FcyRllb y todos los receptores activadores. La IL-4 con IL-10 alteran
el balance en favor del FcyRllb y previenen la produccion de TNFa cuando son
agregados con IgG (Wijngaarden et al, 2004).

Todas estas observaciones indican que la activacion de los receptores Fcy
esta finamente regulada a través de diversos mecanismos, los cuales pueden
estar intercomunicados para que, finalmente, se tenga una respuesta inmune
apropiada ante un antigeno sin llegar a tener una respuesta inflamatoria

exacerbada o una respuesta autoinmune.

1.6 Cinasa de residuos de tirosina Syk

Syk (cinasa de residuos de tirosina de bazo) es una enzima citosoélica con
actividad de cinasa de residuos de tirosina (PTKs). Las PTKs son moléculas que
participan en el control de muchos procesos celulares. Una PTK no funcional
resulta en una variedad de enfermedades como cancer, diabetes,
inmunodeficiencias y muchas otras (Schlessinger, 2003).

Syk se expresa en todas las células hematopoyéticas y es esencial para el
desarrollo de los linfocitos y la transduccion de sefiales via distintos receptores en
células linfoides y no linfoides (Turner et al, 2000).

Tiene un peso molecular de 72 kDa, contiene un dominio de cinasa en el
extremo C-terminal, y dos dominios SH2 que se unen a ITAMs fosforilados;
también contiene una regién designada como interdominio B, que se encuentra

entre los dominios SH2 y el dominio de cinasa, el cual contiene multiples tirosinas.

21



Estas tirosinas cuando son fosforiladas actian como un sitio de union para
proteinas como la fosfolipasa Cy1 (PLCy1), Vav y Cbl, la cuales son sustratos de
Syk y ZAP70. La forma mas abundante de Syk contiene un inserto de 23
aminodcidos en el interdominio B. La forma menos abundante, SykB, no contiene
este inserto (Tabla 1.6). Se ha mostrado que la consecuencia de esta diferencia
es que Syk se une mas eficientemente al ITAM fosforilado que SykB vy por ende
es mas eficiente en la senalizacion intracelular (Turner et al, 2000).

Syk se activa como consecuencia de la agregacion FcyRs y se asocia con
los ITAMs fosforilados de los receptores FcyRl, FcyRlla y FcyRllla. Se ha
demostrado que la actividad catalitica de Syk puede ser activada in vitro por la
union de péptidos sintéticos que contienen el ITAM fosforilado. Syk es fosforilada
en las posiciones Y342 y Y346, y los dominios SH2 contenidos en mudultiples
proteinas como la PLC-y, Vav se unen a este sitio doblemente fosforilado
(Groesch et al, 2006). En células B, cuando Syk es fosforilada (en la tirosina 317)
por Lyn, se crea un sitio de unién para Cbl-c, un potencial regulador negativo en la
senalizacion dependiente de Syk; este también es sitio de uniéon del dominio SH2
presente en la subunidad p85 de PI3K (Moon et al, 2005).

1.7 Fosfatasa de residuos de tirosina SHP-1

SHP-1 (fosfatasa 1 de residuos tirosina con dominios SH2), es una enzima
citoplasmatica, de 68 kDa involucrada en mdultiples sistemas de sefalizacion. En
ratones motheaten (que carecen de esta proteina) se observan diversas
disfunciones hematopoyéticas como inflamacion crénica, autoinmunidad sistémica
y muerte por pneumonitis hemorragica (Poole y Jones, 2005). Se expresa en
macrofagos, megacariocitos, timocitos, células B y T y lineas celulares eritroides
(Thomas, 1995). Juega un papel muy importante en la regulacién de la
proliferacion en macrofagos. Hay 4 isoformas de SHP-1 que varian en la
secuencia de tres aminoacidos de la region N-terminal. Se ha identificado otra
forma de SHP-1, la SHP1-L, la cual es mas grande y difiere por 66 aminoacidos en

591
)

la region C-terminal (no tiene la serina y esto la hace mas activa para
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desfosforilar a ZAP-70 en linfocitos T, se localiza en el citoplasma (Poole y Jones,
2005).

SHP-1 contiene dos dominios SH2 posicionados en la region N-terminal. El
dominio SH2; del extremo N-terminal funciona como regulador negativo de la
activaciéon celular, y el dominio SH2, que le sigue funciona predominantemente
para el reclutamiento de otras proteinas. SHP-1 tiene un motivo catalitico,
caracterizado por la secuencia V/I-H-C-S-X-G, que es estrictamente especifico de
fosfotirosina. También contiene un tallo en la region C-terminal, el cual contiene
sitios de fosforilacion de tirosinas y serinas, y se ha propuesto que esta regién
tiene una importante funcién regulatoria (Tabla 1.6).

En el estado inactivo, el dominio SH2; de la region N-terminal interactua
con el sitio catalitico, y parte de la regién del dominio SH2,; (NXGDY/F) se inserta
dentro del sitio mismo. En cuanto se une un fosfopéptido en el dominio SH24, hay
un cambio alostérico, y la enzima se vuelve activa. Parte de la region del dominio
SH2, interactua con el dominio SH2y. De esta manera, el dominio SH2; es un
regulador critico en la actividad de fosfatasa.

Muchos estudios han mostrado que SHP-1, SHP-2 y SHIP reconocen
distintos motivos pY de varios receptores via el dominio SH2, y hay otros reportes
gque mencionan que estas enzimas pueden competir por el sitio de unién,
sugiriendo que hay cierto sobrelapamiento en las secuencias que reconocen. A
través de sus dominios SH2, pueden regular un amplio rango de proteinas
sefalizadoras (Sweeney, 2005).

En cuanto al papel que juega el tallo de la region C-terminal de SHP-1, se
proponen los siguientes mecanismos:

a) Esta region contiene residuos de tirosina que pueden ser fosforilados; las
consecuencias funcionales de esta modificacién han sido controversiales. Por una
parte se propone que esta fosforilacion puede ayudar a SHP-1 para funcionar
como adaptadora, al reclutar a proteinas como Grb2 y SHIP, a través de sus
dominios SH2. También se ha propuesto que la fosforilacion es para regular su
actividad de fosfatasa.
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Tabla 1.6 Proteinas que participan en la sefalizacion de los receptores Fcy: Syk, SHP-1, Cbl
y Grb2 (Adaptado de Poole y Jones, 2005; Schmidt y Dickic, 2005; Turner et al, 2000)

SYK ISOFORMA
Dominio
A ™ SH3
@® Cinasa
Y130 7 \ | |
Y$§?7/ Y.l342\ Yo, Y51\?520' vezs am Fosfatasa
~ DD | o
+NH3 COO-
I\ o TKB
Y317 Y342 Y\gises Y519 Y625 @ RING
Y520
Interdominio A B D PxxP---SH3
SHP-1

]
c00- 2 )

Ser

y  TyrSH2,

TKB: dominio de unién a
cinasa de residuos de

NH3 00 4 tirosina
i UBA/LZ: dominio

asociado de ubiquitina
536 564 591 UBA/ motivo zipper de

C_b’ leucina LZ

RING: dominio de unién a
proteinas conjugadas de

ubiquitina (Ubc/E2) y a
+NH3 A coo- C- residuos de tirosinas
Vvaes Yar1 o0 | | | \\| v774 fosforilada en un dominio
Y731
S642 Y674

SH2
S639 Y674 PxxP: region rica en

prolinas, sitio de unién a

COO- proteinas con dominio
+NH3 b SH3

v v soo” | \ N veos Tyr: sitio de fosforilacién
S634 Y709 de residuos de tirosina y
Y665 de uni6én a dominios SH2
Ser: sitio de fosforilacion

+NH3 Coo- c de residuos de serina.

Y341
Grb2
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La actividad enzimética de SHP-1 estd incrementada cuando las tirosinas
536 y 564 del tallo en la regién C-terminal estan fosforiladas (Zhang 2002). Se ha
observado que la fosforilacion de una serina (situada en la regién C-terminal)
puede inhibir la actividad catalitica de SHP-1, aunque no se conoce la identidad de
la molécula que lleve a cabo esta fosforilacion (Minno et al, 2004).

b) El tallo C-terminal puede interactuar con lipidos de membrana. Se ha
mostrado que una fraccién de SHP-1 se permanece constitutivamente asociada a
las balsas lipidicas en linfocitos T. Adicionalmente se ha mostrado que el extremo
C-terminal se une al &cido fosfatidico (PA), y en menor grado al fosfatidil-inositol
3,4,5 trifosfato, 4,5 difosfato y fosfatidilserina. Estos fosfolipidos pueden activar a
SHP-1, mostrando otro mecanismo de actividad regulatoria y/o localizacién celular
de SHP-1 (Poole y Jones, 2005).

Kant y colaboradores (2002) mostraron que la sobreexpresion de SHP-1
conduce a la eliminacion de la fagocitosis de eritrocitos sensibilizados en
macrofagos de la linea J774, indicando que SHP-1 regula negativamente la
fagocitosis mediada por los FcyRs. Estos autores sugieren que la sefal de
activaciéon mediada por Syk, cinasas de la familia Src (como Lyn, Fyn, Hck), la
adaptadora Cbl, la cinasa PI3K y la GPasa Rac son sefales activadoras
opuestas a las de SHP-1. También mostraron que SHP-1 se asocia con Cbl, y
gue esta asociacion lleva a la pérdida de la fosforilacion de Cbly la supresion de
Rac. También se encontré a Cbl asociada con Grb2, sugiriendo que a través de su
dominio SH2, Grb2 se une a SHP-1. En ratones motheathen en SHP-1, la
senalizacion del FcyRIl es deficiente, sugiriendo un papel de SHP-1 en el control
de la senalizacion mediada a través del ITIM (Kant, 2002), los macrofagos
hiperproliferan en respuesta al factor estimulador de colonias tipo | (CSF-1) (Zhang
et al, 2000) y se encuentra alterada la expresion de citocinas (Zhao y Curie, 2004).

La fagocitosis iniciada por el FcyRlla es regulada negativamente por la
actividad de la SHIP-1 (fosfatasa de fosfatos de inositol) y SHP-1. Ganesan vy
colaboradores (2003) demostraron que SHP-1 se asocia con la tirosina fosforilada
de la regién N-terminal del ITAM del FcyRlla, y que Syk se asocia con la tirosina
situada en la regién C-terminal del ITAM. La asociacion de SHP-1 con el ITAM del

FcyRlla suprime la fosforilacibn de la tirosina, sugiriendo que proteinas que

25



senalizan como Syk, o la subunidad p85 de PI3K, pueden ser sustrato de SHP-1.
De esta manera SHP-1 puede regular negativamente la sefnalizacion posterior.
También se mostré que SHP-1 no se requiere para la funciéon del FcyRIlb
(Ganesan et al, 2003).

SHP-1 y SHIP pueden inhibir la fagocitosis mediada por el FcyRlla y la
transduccion de senales en ausencia del FcyRIlb, sugiriendo que las fosfatasas
que contienen un dominio SH2, como SHIP y SHP-1, pueden modular la
sefalizacion por unién a los receptores activadores (Huang et al, 2003). Se
propone que SHP-1 puede actuar como un efector especifico del FcyRll, el cual

claramente inhibe la activacion de los macréfagos (Coggeshal et al, 2002).

1.8 La proteina adaptadora Grb2

Grb2 (proteina 2 de union al receptor de factor de crecimiento), es una
molécula adaptadora con un peso molecular de 23 kDa, no tiene una actividad
enzimatica intrinseca; se une a secuencias pYxXNx que se encuentran en
proteinas como EGFR (receptor del factor de crecimiento epidermal) (Machida et
al, 2005).

Grb2 usa su dominio SH2 para unirse a una tirosona fosforilada de una
proteina, y sus dos dominios SH3 los usa para unir regiones ricas en prolina de
proteinas efectoras rio abajo. Esta adaptadora ensambla y regula las actividades
de sefalizacién de complejos de proteinas en respuesta a la actividad de cinasas
de residuos de tirosina (Tabla 1.6), como en la senalizacion de Ras/MAPK (Feng,
1993) y en PI3K/Akt en respuesta a la estimulacion de un RTK en la membrana
celular (Schlessinger, 2003).

El dominio SH2 de Grb2 se une a SHP-1 y posiblemente recluta proteinas
gue contienen una tirosina fosforilada para ser desfosforiladas por SHP-1 (Kant,
2002). Se ha reportado que el dominio SH3 de Grb2 se asocia con c-Cbl

(isoforma de Cbl).
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1.9 La proteina adaptadora Cbl

Cbl (Casitas B-lineage lymphoma) es una proteina de 120 kDa que es
fosforilada en residuos de tirosina en respuesta a la activacién de receptores de
factores de crecimiento, receptores de citocinas e integrinas. Tiene  dos
actividades distintas, pero interrelacionadas: la primera es funcionar como una
proteina adaptadora que conecta a proteinas de sefalizacion dentro de un
complejo de multiproteinas y la segunda funcién es la actividad de ligasa de
ubiquitina E3, donde sus blancos son receptores con actividad de cinasas de
residuos de tirosina. Como ejemplo estan los receptores del factor de crecimiento
epidermal (EFG), del factor de estimulacion de colonias macréfagos (M-CSF) vy
otras moléculas sefalizadoras, incluyendo las cinasas de la familia Src. La
ubiquitinilacion de estas proteinas por Cbl las marca para su subsecuente
degradacion proteolitica. Estas actividades de Cbl le dan la capacidad de regular
las actividades de numerosos receptores (Schlessinger, 2003).

Cbl es un regulador negativo de receptores de cinasa de tirosina (RTKs).
Se ha sugerido que tiene multiples papeles dentro de la senalizacién,
posiblemente su funcion adaptadora o de anclaje potencia la sefnalizacion de los
RTKs (Mesesson et al, 2003).

En mamiferos hay tres isoformas de Cbl: c-Cbl y Cbl-b tienen alta identidad
de secuencia, particularmente dentro de la regién N-terminal (84% identidad).
Ambas proteinas tienen un dominio de unién a cinasa de tirosina (TKB) en la
regidon N-terminal; este dominio se une a tirosinas fosforiladas de RTKs activados
y otras moléculas de sefalizacion. c-Cbl tiene un dominio RING que se une a
enzimas conjugadas de ubiquitina (Ubc, E2) y a residuos de tirosina fosforilados
que contienen un dominio SH2 (sin tener la actividad de ligasa de ubiquitina). c-
Cbl también se une a diversos motivos ricos en prolina, a cinasas de la familia Src
y a otras proteinas (como Grb2) a través de su dominio SH3. Contiene un dominio
asociado a ubiquitina (UBA) que sobrelapa con un motivo de zipper de leucina
(LZ) en la region C-terminal. El motivo zipper de leucina media la dimerizacién de
c-Cbl. ElI dominio UBA de c-Cbl y Cbl-b parece diferir en la capacidad de unir

proteinas ubiquitiniladas. La tercera isoforma, Cbl-c, tiene los dominios
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mencionados anteriormente, con excepcion de la regién zipper de leucina
(Schmidt y Dickic, 2005) (Tabla 1.6). Cbl es regulado por fosforilacion. Cuando se
fosforila en un residuo de tirosina, se generan sitios de unién para proteinas que
tienen un dominio SH2, como Ila subunidad p85 de PI3K, Crk, proteinas
adaptadoras, el factor intercambiador de nucleotidos de guanina Vav, y
posiblemente Src y otras cinasas de la familia Src, asi como Syk/Zap70 (Rao et al,
2002).

Cbl-b puede interactuar con GTPasas que participan en el rearreglo del
citoesqueleto: se ha mostrado que Cbl facilita la estimulacion de Rac1 o Cdc42 (a
través de la subunidad reguladora p85 de PI3K) y R-Ras (Schmidt y Dikic, 2005).
Se sugiere que en osteosclastos al menos dos actividades de Cbl pueden
potencialmente contribuir en la regulacion: el reclutamiento de PI3K (uniéndose a
través de la subunidad reguladora p85) al complejo de adhesion, asi como el
reclutamiento y regulacion de la actividad de dinamina, las cuales han sido
relacionadas con la regulacion de actina de otros sistemas celulares (Horne et al,
2005). Se ha reportado que Cbl-c funciona como una adaptadora para PI3K en
células THP-1 diferenciadas a neutrofilos y estimuladas a través del FcyRIl
(Momose, 2003).

c-Cbl participa en la regulaciéon negativa de los linfocitos, a través de su
asociacién con una gran variedad de moléculas de senalizacién como Grb2, Crk,
PI3K, Vav, Syk y Zap70. La sefal de ubiquitinacién producida por Cbl representa
un mecanismo de regular negativamente la sefalizacion alterando la cantidad de
componentes transduccionales disponibles (Leo et al, 2001).

Cbl-c parece ser un regulador negativo potencial en la sefalizacion
dependiente de Syk. En las plaquetas, la mayoria de Syk activada es ubiquitinada,
sugiriendo que la poliubiquitinacién juega un importante papel regulatorio.
Experimentos en ratones deficientes de Cbl-c son consistentes con la hipétesis
de que la interacion de Cbl-c con Syk regula la desfosforilacion de Syk (Moon,
2005).
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Capitulo 2
ANTECEDENTES

Los FcyR’s son una familia de receptores con un numero relativamente alto de
isoformas, pero que parecen mediar las mismas funciones. Lo que no esta claro
es si las vias de senalizacién inducidas a través de cada isoforma de receptor son
siempre las mismas, o si esto depende de factores presentes en el medio
extracelular (como diferentes citocinas), o del fenotipo (estado de diferenciacién de
la célula), considerando que hay wuna gran heterogeneidad de
monocitos/macroéfagos en diferentes etapas de diferenciacién y activacion.

En nuestro laboratorio se busca explicar esto comparando la sefalizacion a
través de los FcyRs en células en distintos estados de diferenciacién/activacion.
Para esto se establecié un modelo de diferenciacion in vitro, usando el metabolito
activo de la vitamina D3, la 1a,25-dihidroxi-vitamina D3 (VD3) y células de la linea
THP-1, las cuales se encuentran en una etapa promonocitica, con un potencial de
maduracion hacia las etapas monocitica y de macréfago. Las células de la linea
THP-1, después del tratamiento con diferentes inductores de diferenciacion se
diferencian a macréfagos, de manera semejante a como lo hacen los monocitos
humanos de sangre periférica, MHSP. Comparandolas con otras lineas celulares
de origen mieloide, como las HL-60, U-937, KG-1 o Hell, las células de la linea
THP-1 diferenciadas tienen una mayor semejanza a los macréfagos obtenidos a
partir MHSP, es por eso que el cambio fenotipico inducido por VD3 representa un
buen modelo para estudiar los mecanismos involucrados en la diferenciaciéon de

macréfagos (Auwerx, 1991).

Trabajos previos en el laboratorio demostraron que en células THP-1 no
diferenciadas la agregacion de los FcyRIl induce la fosforilacion y activacidén
significativa de Syk, mientras que en células THP-1 diferenciadas in vitro con
vitamina D3, la agregacion de los receptores FcyRIl induce una disminucion del
nivel de fosforilacién y de actividad de Syk. La diferenciacion in vitro no induce

cambios en la expresion de las isoformas del FcyRIl (llay, llaz, by, llby, llcy,
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detectados por RT-PCR). Estos resultados sugirieron que los efectos observados
en la activacién de Syk a través del FcyRIl podian ser mediados por cambios
inducidos por la diferenciacién en la expresién y activacion basal de Syk, asi como
cambios en la asociacién de Syk con la fosfatasa de tirosina SHP-1; sugiriendo
que la senalizacion bioquimica inducida por el FcyRIl podia ser dependiente del
estado de diferenciacion de la célula (Agramonte et al, 2003).

La vitamina D3 esta involucrada en el control del crecimiento vy
diferenciacion de diversos tipos celulares. Su accién estd mediada por su unién a
un receptor nuclear, el cual es miembro de la superfamilia de receptores
hormonales (Rogler et al, 1998). En el presente trabajo se utiliz6 la VD3 como

agente inductor de diferenciacion celular.

2.1 La vitamina D3 como inductor de diferenciacion de células
monociticas

Existen diversos tipos de inductores de diferenciacion de células monociticas.
Bajo la accién de estos agentes, pueden producirse poblaciones celulares
diferentes entre si. Entre los agentes que se han reportado como capaces de
inducir diferenciacion para este linaje celular se encuentran los ésteres de forbol
(como el PMA, miristato de forbol acetato), el INF-y, VD3 (Tokuda y Levy, 1996),
acido retinoico y dimetilsulféxido (Trinchieri et al, 1987; Martinez, 2002).

La vitamina D3 es una hormona esteroide que se encuentra inactiva en el
organismo y requiere ser activada para ser funcional. Esta vitamina se forma por la
irradiacion solar de luz UV a partir de su precursor, el 7-deshidrocolesterol
presente en la piel mediante la regulacion de la hormona paratiroidea (PTH). La
forma activa de la vitamina D3, la 1a,25-dihidroxi-vitamina D3 (VD3), es un
importante regulador del metabolismo mineral y de la homeostasis del calcio
(Monkawa, 2000), y esta involucrada en el control del crecimiento y diferenciacion
de diversos tipos celulares, entre ellos lineas hematopoyéticas humanas.

La VD3 modula varias funciones de los monocitos/macréfagos, como la

guimiotaxis, la produccion de peroxido de hidrogeno, la expresién de marcadores

30



de diferenciacion (Gurlek, et all, 2002), y la expresion de moléculas MHC de
clase Il (Tokuda y Levy, 1996).

El tratamiento con VD3 de células THP-1 por 72 horas induce diversos
cambios como un incremento en la expresién de CD14 (receptor de LPS) y
CD11b/CD18 (CR3) y un aumento en la adherencia a las superficies de plastico
(Martinez, 2002).

La VD3 activa algunas proteinas con actividad de cinasa, como PKC, Raf y
MAP cinasas. La activacion del monocito/macréfago es acompanada por la
adquisicion de la actividad 1a-hidroxilasa, capaz de convertir la 25-hidroxivitamina
D3 en 1a,25(0H),D3, la forma activa (Monkawa et al, 2000).
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Fig 2.1 Mecanismo de accion de la VD3. La VD3 se une al VDR (receptor de vitamina
D3), el cual heterodimeriza con el receptor del acido 9-cis retinoico (RXR), en el nucleo
el complejo resultante se une a elementos de respuesta para la VD3 (VDRE), secuencias
de DNA hacia el extremo 5 para inducir la transcripcién. Al sitio SF2 del VDR se unen
coactivadores o corepresores y junto con una maquinaria basal de transcripcién se
activan o reprimen genes especificos.
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La forma activa de la VD3 se une al receptor nuclear de vitamina D (VDR) con
alta afinidad (Kd entre 107° y 10"'"M). Este receptor tiene un peso molecular de
52-56 kDa. Es un miembro de la superfamilia de receptores nucleares para
hormonas, que incluyen los receptores de estrégenos, progesterona,
glucocorticoides, tiroxina, aldosterona y &cido retinoico. El receptor tiene un
dominio de unién a ligando con una regién hidrofébica en la porcion —COOH
terminal y un dominio de unién a DNA en la regién reguladora de sus genes
blanco, el cual modula la transcripcién de los genes por la RNA polimerasa Il. La
unién del receptor con el ligando induce cambios conformacionales en el receptor
que propician su heterodimerizacién con el receptor del acido 9-cis retinoico
(RXR), y la formacion del complejo VDR/RXR/co-factor (Shaffer y Gertwirth, 2004).
El complejo resultante entra al nucleo y se une a una secuencia de DNA llamada
VDRE (elemento de respuesta para la VD3), actuando como un factor
transcripcional induciendo la activacion o represion de la expresién de genes. Se
ha reportado que el VDR inhibe la expresién de genes para la transicion de la fase
G1 a la fase S del ciclo celular y a una familia de genes de factores de
transcripcion (EF2). También modula la transcripcion de genes actuando sobre los
factores de transcripcion NFAT, NF«xB y la familia de factores SMAD (Boonstra et
al, 2001), e inhibe la produccién de citocinas inflamatorias como IL-12 y TNF por
macréfagos (Hewinson et al, 2003) (Fig 2.1).

2.2 Planteamiento del problema

Los receptores para la porcidén Fc de la inmunoglobulina G (FcyR) presentes
en las células leucocitarias, median un gran numero de respuestas celulares que
son importantes en la defensa del hospedero. En humanos, existen diferentes
tipos de FcyR activadores: el FcyRl, el FcyRlla y el FcyRllla, que transmiten
senales a través de una secuencia de aminoacidos denominada ITAM (motivo de
activacién basada en tirosina). El FcyRllb, en cambio, contiene un ITIM (motivo de
inhibicibn basado en tirosina), que actua como regulador negativo de la

senalizacion inducida por los FcyRs activadores.
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Las senales activadoras a través del ITAM son moduladas por senales
inhibitorias mediadas por los receptores que contienen motivos ITIM en su tallo
citoplasméatico, determinando el nivel de respuesta de muchos sistemas de
receptores en células que participan en la respuesta inmune. Es de interés
particular que una célula que contenga receptores activadores o inhibidores que
unen el mismo ligando, como el FcyRIll (CD16, ITAM) y el FcyRIIB (CD32, ITIM)
en células mieloides.

En la sefnalizacion mediada por los FcyR’s, la activacién de Syk es un paso
crucial. Trabajos previos han demostrado que en células de la linea monocitica
humana THP-1, la agregacién de los receptores FcyRIl induce la fosforilacién y
activacibn de Syk, pero en las células THP-1 diferenciadas con 1a,25
dihidroxivitamina D3 la agregacion de estos receptores induce una disminucién
significativa de la fosforilacién de Syk. También se ha visto que una proteina con
actividad de fosfatasa de residuos de tirosina, SHP-1, se encuentra asociada a
Syk, sugiriendo que el nivel de asociacion de SHP-1 con Syk esta relacionado a la
diferenciacion y que el nivel de fosforilacion de Syk es regulado por SHP-1
(Agramonte et al, 2003). Estos cambios aun no han sido determinados en
monocitos humanos de sangre periférica (MHSP).

El objetivo de este proyecto es estudiar la interaccion de Syk con la
fosfatasa SHP-1 en células monociticas humanas durante su diferenciacién con
VD3 (MHSP), asi como la participacion de proteinas adaptadoras y como en su
dependencia de la senalizacién a través de receptores para Fcy, tanto en células
THP-1 como en MHSP.
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Capitulo 3

HIPOTESIS

La diferenciacién con VD3 de monocitos humanos afecta la senalizacion a
través de los FcyR’s, debido a que se modifica la asociacién de Syk con SHP-1
y/o con las proteinas adaptadoras Cbl y Grb2.

OBJETIVO GENERAL

Determinar si la diferenciacion de células monociticas humanas inducida
con VD3 modifica la interaccion de Syk con la fosfatasa SHP-1, antes y durante la
senalizacion a través de los FcyR, asi como la participacion de Cbl y Grb2 en esta

interaccion.
3.1 OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar cambios en la asociacion de Syk y SHP-1 inducido por la
agregacion de los receptores FcyRl o FcyRIl en MHSP antes y después de
su diferenciacién con VD3.

e Determinar si hay relacion entre el nivel de fosforilacidn de Syk y su
asociacién con SHP-1 cuando los receptores FcyRI y FcyRIl son agregados
en monocitos humanos (incuye células THP-1 y MHSP) con y sin
tratamiento con VD3.

e Determinar la posible asociacion de Cbly Grb2 con Syk y SHP-1 cuando
los receptores FcyRI y FcyRIl son agregados en monocitos humanos con y

sin tratamiento con VD3.
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3.2 METAS

Objetivos 1y 2:

1. Determinar cambios en la asociacién de Syk y SHP-1 por la agregacién de
los receptores FcyRl o FcyRIl en MHSP antes y después de su
diferenciacion con vitamina D3.

2. Determinar si hay una relacién entre el nivel de fosforilacién de Syk y su
asociacion con SHP-1 cuando los receptores FcyRI y FcyRIl son agregados

en monocitos humanos con y sin tratamiento con vitamina D3.

Meta 1-2.A Evaluar por inmunoprecipitacion la asociacion de SHP-1 y Syk en
células tratadas y no tratadas con VD3.

Meta 1-2.B Determinar si la asociacion de SHP-1 con Syk se modifica como
consecuencia de la agregacion de los receptores FcyRl 'y FcyRIL.

Meta 1-2.C Determinar el nivel de fosforilacion de Syk en células tratadas y no
tratadas con VD3, antes y después de la agregacion de los receptores FcyRl y
FcyRII.

Objetivo 3

3. Determinar la posible asociacién de Cbl y Grb2 con Syk y SHP-1 cuando
los receptores FcyRl y FcyRIl son agregados en monocitos humanos con y

sin tratamiento con vitamina DS.

Meta 3.A Estandarizar la deteccién de Cbl y Grb2 en inmunoblots de lisados
totales de monocitos humanos.

Meta 3.B Determinar la presencia de Cbl y Grb2 en inmunoblots de
inmunoprecipitados de Syk obtenidos en monocitos humanos con y sin

estimulo a través de FcyRs.
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Capitulo 4 )
MATERIALES Y METODOS

4.1 Anticuerpos y reactivos

El Suero fetal de bovino (SFB) se obtuvo de Gibco Laboratories (Grand
Island, NY). La 1-a,25-dihydroxy-vitamina D3 (1a, 25-(OH),; VitD3, VD3) fué de
CALBIOCHEM (La Jolla, CA). La albumina sérica bovina (BSA) de Sigma (St.
Louis, MO). Los anticuerpos monoclonales murinos anti-humano FcyRI (32.2) y
FcyRIl (IV.3) se purificaron en nuestro laboratorio de sobrenadantes de los cultivos
de hibridomas obtenidos del ATCC. Los anticuerpos monoclonales anti-DNP 2C5
(lgG1) y 4F8 (IgG2b), usados como control de isotipo en los ensayos de citometria
también se produjeron en nuestro laboratorio de sobrenadantes de los cultivos
obtenidos de hibridomas. Los fragmentos F(ab)’, de los anticuerpos anti-FcyRI y
anti FcyRIl se prepararon a partir de los anticuerpos con pepsina inmovilizada
(Pierce), siguiendo las instrucciones del fabricante. Los anticuerpos anti-Syk (SC-
573), anti-SHP-1 (SC-287), anti-fosfotirosina (PY-20-HRP, SC-508HRP), anti-Cbl
(SC-170) y anti-Grb2 (SC-255) se obtuvieron de Santa Cruz Biotechnology (Santa
Cruz, CA). Los fragmentos F(ab)’, anti-lgG de conejo producidos en cabra y el
anticuerpo IgG-HRP anti-ratén, de Jackson Immuno Research (Amish, PA). Los
anticuerpos anti CD-14-FITC (PNIMO6450) y anti CR3-PE (CD11b) (PNIM2581)
fueron de Beckman Coulter. El anticuerpo anti IgG murino-FITC fué de Zymed.
Para el aislamiento de los monocitos humanos de sangre periférica se usoé

Lymphoprep (Axis-Shield, Oslo, Norway).

4.2 Obtencion de monocitos humanos aislados a partir de sangre periférica.
A partir de concentrados leucocitarios provenientes de donadores sanos del

Banco de Sangre del Centro Médico Nacional Siglo XXI, se realizé un gradiente de

densidad con wuna solucion de Lymphoprep para obtener la fraccidon

correspondiente a las células mononucleares (que correspondieron a los linfocitos
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y monocitos). Los monocitos se purificaron de esta fraccion por adherencia a
superficies de plastico

Se determiné la viabilidad de los monocitos humanos obtenidos, haciendo
una dilucién 1:1 de la muestra de células con azul tripan y contando las células en
una camara de Neubauer. También se determind la pureza de la poblacion
obtenida por medio de citometria de flujo, a través del marcador especifico de

monocitos CD14; asi como por tamafio y granularidad de la poblacién obtenida.
4.3 Cultivo celular y diferenciacion in vitro con vitamina D3

Se cultivaron células THP-1 en medio RPMI 1640 complementado con 10%
SFB inactivado por calor (60°C por 30 minutos), antibidticos (penicilina 100 U/mL y
estreptomicina 100 ug/mL), glutamina, aminoacidos no esenciales y piruvato de
sodio al 1%.

Los monocitos humanos obtenidos a partir de sangre periférica, asi como
las células THP-1 se trataron con VD3 para inducir su diferenciacion. Para esto, se
colocaron 3x10° células/mL en cajas Petri de 10 cm de diamétro, con VD3 a una
concentracién de 100 nM en medio RPMI complementado. Los cultivos se
mantuvieron en una atmadsfera humeda con 5% de CO, a 37°C. Los tiempos de
tratamiento fueron 24, 48 y 72 horas. Se mantuvo un control de células sin

vitamina D3 para cada tiempo de tratamiento.
4.4 Estimulacién celular e inmunoprecipitacion

Las células monociticas se ajustaron a una concentracién de 1x10’
células/mL en medio RPMI 1640 sin complementar a 4°C. Las células se
estimularon usando 30 pg de fragmentos F(ab)’, anti-FcyRI y anti-FcyRIl (32.2 y
IV.3, provenientes de raton) por 10 minutos a 4°C. Se centrifugaron en la picofuga
con un pulso de 5 segundos, se resuspendieron en RPMI 1640 con 3% de SFB.
La agregacion de los receptores se indujo con 30 ug de fragmentos F(ab)', de IgG
anti-ratdon que se incubaron a 37° por los tiempos indicados. La estimulacién se
detuvo adicionando 500 uL de TBS (10mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, pH 7.4) a 4°C,
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las células se centrifugaron en la picofuga con un pulso de 5 segundos, se retiro el
sobrenadante. Las células se lisaron con 1 ml de solucién de lisis (1% Triton X-
100, 50 mM Tris-HCI (pH 7.4), 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1mM NazVO,4, 1mM
fenil-metil-sulfonil-fluoruro, 10 mM NaF y 1 mg/mL de Pepstatina A, Leupeptina y
Aprotinina), y se mantuvieron a 4°C por 15 minutos. El lisado se centrifugd a
15000 g por 15 minutos a 4°C, descartandose el precipitado. Se cuantificd la
proteina en el lisado por el método Bradford (Bio-Rad).

Para la inmunoprecipitacién, los lisados se incubaron durante toda la noche
a 4°C en agitacion suave, con anticuerpos anti-Syk unidos a proteina A agarosa.
Los inmunoprecipitados se lavaron 4 veces con solucion amortiguadora de
lavados (solucion de lisis, pero con 0.1% de triton), y un ultimo lavado realizado
con agua mas inhibidores (5 mM EDTA, 1mM Na3VO4, 1mM fenil.metil-sulfonil-
fluoruro, 10 mM NaF y 1 mg/mL de Pepstatina A, Leupeptina y Aproptinina).
Finalmente, se adicionaron 25 pL de solucion de muestra Laemmli y se hirvieron
por 5 minutos. Las muestras se guardaron a -20°C hasta su separacion en gel
SDS-PAGE al 10%. Se realizé la transferencia de las proteinas a una membrana

de nitrocelulosa usando una camara de transferencia semi-seca (Bio-Rad).

4.5 Inmunoblots

La membrana obtenida de la transferencia de proteinas se bloqued durante
toda la noche en solucién amortiguadora de bloqueo (TBS-Tween 5%-BSA 3%) a
4°C. Después de hacer un lavado con TBS-T por 5 minutos, la membrana se
incubd con el anticuerpo primario (anti-Syk, anti-SHP-1, anti-Grb2, anti-Cbl) o anti-
pY-HRP por 90 minutos a temperatura ambiente. Después de realizar los lavados,
la membrana se incubd con el anticuerpo secundario conjugado a HRP por 30
minutos a temperatura ambiente. Para detectar la quimioluminiscencia en
peliculas fotograficas, se usé el Kit Super Signal ECL (Pierce), de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Las bandas detectadas se digitalizaron con el Gel
Doc 2000 System (Bio Rad) y se analizaron con el programa Bio Rad Quantity
One. Los niveles de expresion de las proteinas fueron normalizados respecto al

nivel de expresion de actina. Y los incrementos en la fosforilacion o asociacion
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fueron normalizados respecto a los valores obtenidos en las células sin
tratamiento con VD3 (tiempo cero) y sin estimulo.

Para eluir los anticuerpos de las membranas, estas fueron incubadas en
solucion amortiguadora de elusion (glicina 0.1M pH 2.5) por 90 minutos a 70°C.

Después de los lavados, las membranas se bloquearon como se indica arriba.

4.6 Tincidn de plata

Los inmunoprecipitados o los lisados celulares totales se separaron
mediante electroforesis (SDS-PAGE al 10%). El gel de poliacrilamida se fijé toda la
noche a 4°C en solucién fijadora (MetOH-AcOH-H,O 50-12-18%). Después de
lavar en una solucion de EtOH al 30% por 20 minutos el gel se incubd por un
minuto en una solucioén 0.02% de tiosulfato, protegido de la luz. Después de lavar
con agua miliQ se incubd en solucion de plata (AgNO3; 2 mg/mL y formaldehido
0.75uL/mL) y se lavé de nuevo con agua miliQ. Se incub6 en solucion reveladora
(0.18M Na,CO3, formaldehido 0.0125%) hasta la aparicibn de las bandas,

posteriormente se incubo6 con solucion fijadora por 10 minutos.

4.7 Ensayo de inmunofluorescencia

Las células se resuspendieron a una densidad de 1x10° células/mL en
solucion amortiguadora de lavados (PBS, 5% SFB y 0.1% de azida de sodio). Se
colocaron 300 000 células por tubo (Tubos Falcon de poliestireno). Se adicionaron
10 pg de uno de los siguientes anticuerpos: anti-receptor FcyRI (32.2), FcyRlI
(IV.3), anti-DNP 1gG1 (2C5), anti DNP 1gG2b (4F8), y se incubaron las células con
el anticuerpo por 30 minutos a 4°C. Las células se lavaron 3 veces adicionando
300 uL de solucion de lavados y centrifugando a 200 g por 3 minutos. Después de
realizar los lavados, las células se incubaron con el segundo anticuerpo, anti-lgG
FITC 7.5 ug/ml o las cantidades indicadas por el fabricante de CD14-FITC y CR3-
PE (Pharmingen) por 30 minutos protegidos de la luz. Las células se lavaron 2
veces con solucion de lavados y una vez con PBS. Las células se fijaron con

paraformaldehido al 1% en PBS por 20 minutos. Finalmente las células se lavaron
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tres veces y se resuspendieron en PBS. Se analiz6 la fluorescencia de 10,000
células en el citdometro de flujo (FACS Scan, Becton Dickinson). Los datos fueron
evaluados de acuerdo al porcentaje de células positivas para el marcador,
tomando en cuenta los controles de isotipo como negativos (=90% de las células).
El valor de intensidad media de fluorescencia de las células positivas también se
evalud. Los resultados fueron expresados como numero de incrementos respecto
al valor control (sin estimulo, sin VD3). La significancia estadistica fue evaluada
por una prueba t-Student, las diferencias fueron consideradas como significativas

cuando p<0.05.
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Capitulo 5
RESULTADOS

5.1 El tratamiento con VD3 induce la diferenciacion de células THP-1 y MHSP

Para verificar la diferenciacion de las células THP-1 y de los MHSP
(monocitos humanos de sangre periférica) inducidos por el tratamiento con VD3,
se determinaron cambios en el nivel de expresion de los receptores CD14 y CR3,
los cuales son usados como marcadores de diferenciacion en
monocitos/macrofagos. También se determind el nivel de expresion de los FcyRl y
FcyRIl por citometria de flujo a las 24, 48 y 72 horas de tratamiento (Figs 5.1 y
5.2).

Los niveles de expresion de CD14 y CR3 aumentaron significativamente en
las células THP-1 a los tres tiempos de tratamiento, hasta mas de 9 veces para las
72 horas de tratamiento con VD3 (Fig 5.3 A, B). Estos datos concuerdan con los
reportados en la literatura (Agramonte et al, 2003; Martinez, 2002; Ziegler y
Ulevitch, 1993) en donde se asocia un aumento en la expresion de CD14 y CR3
con la diferenciacion de los monocitos hacia un estadio mas maduro.

También se observé que durante la diferenciacién de células THP-1, los
porcentajes y los niveles de expresion de los receptores FcyRl y FcyRIl no

cambiaron significativamente (Fig 5.3 C, D).

En cuanto a los MHSP, el nivel de expresion de CD14 aumenté de
manera significativa desde las 24 horas en cultivo sin VD3 respecto a los niveles
de expresidon basales. Este aumento en la expresion de CD14 fué
significativamente mayor en los MHSP que estuvieron en presencia de VD3
durante el cultivo, 3.5 veces sin VD3 y 13.5 veces con VD3 (Figs 5.2y 5.4 A). Esto
indicé que hubo un aumento en la expresion de CD14 debido al tratamiento con
VD3. El nivel de expresion de CR3 (CD11b) tuvo una ligera disminucién en MHSP
con y sin VD3, la cual fué significativa a las 24 horas en los MHSP con y sin VD3,
y a las 48 horas sin VD3. A las 72 horas la expresion se fué reestableciendo y no

tuvo cambios significativos respecto a los niveles basales (Fig 5.4 B)
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El nivel de expresion del FcyRIl en los MHSP disminuyd ligeramente pero
tuvo significancia estadistica a las 24 y 48 horas de tratamiento con VD3; a las 72
horas de tratamiento no hubo diferencias significativas respecto a los niveles
basales. En cuanto al nivel de expresion del FcyRII, se observé un aumento en la
expresion (1.6 veces) a las 72 horas, y fué significativa la expresiéon en los MHSP
tratados con VD3 (2.2 veces) (Fig 5.4 C y D).
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Fig 5.1 Analisis por citometria de flujo de la expresion de los receptores CD14, CR3 (CD11b),
FcyRI (CD64) y FcyRIl (CD32) en células THP-1. Se muestran histogramas representativos en
células THP-1 tefiidas con los respectivos anticuerpos después de 24, 48 y 72 horas de
tratamiento con VD3 y se indica la intensidad media de fluorescencia de cada tiempo de la regién
positiva (M2). Las preparaciones fueron tefiidas con anticuerpos anti-FcyRI (32.2) o anti-FcyRII
(IV.3) de ratén, y una IgG anti-ratén-FITC como anticuerpo secundario. El marcaje de CD14 y CR3
se realiz6 con anti-CD14-FITC y anti-CR3-PE.
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Fig 5.2 Analisis por citometria de flujo de la expresioén de los receptores CD14, CR3 (CD11b),
FcyRI (CD64) y FcyRIl (CD32) en MHSP. Se muestran histogramas representativos de MHSP
teriidos con los respectivos anticuerpos después de 24, 48 y 72 horas de tratamiento con VD3 y se
indica la intensidad media de fluorescencia de cada tiempo de la regién positiva (M2). Las
preparaciones fueron tefiidas con anticuerpos anti-FcyRI (32.2) o anti-FcyRII (IV.3) de ratén, y una
IgG anti-ratén-FITC como anticuerpo secundario. EI marcaje de CD14 y CR3 se realiz6 con anti-
CD14-FITC y anti-CR3-PE. Los datos son reportados como porciento de células positivas, con una
intensidad media de fluorescencia obtenida de las células que fueron marcadas como positivas.

A.CD14 B. CR3 (CD11B)
15 100 100
L 75 - 75
10 +
* - 50 - 50
5 | *
LL - 25 - 25
= i 6
c o [ ! ! -0 Lo @
® @
0 0 24 48 T2 a
= Q@
O )
o
® C. FcyRI (CD64) . FeyRIl (CD32) k-
o)
€ 20 100 2.0 100
®
g 151 75 15 - L 75
5 B g
£ 10+ - 50 1.0 - 50
0.5 + - 25 0.5 - - 25
0.0 : : : L0 0.0 - : : L0
0 24 48 72 0 24 48 T2

Tiempo de tratamiento con VD3 (horas)

Incremento % expresioén
[l sinVD3 A sin VD3
B conVD3 con VD3

Fig 5.3 Nivel de expresién de los receptores CD14, CR3, FcyRl y FcyRIl en células THP-1. En
el grafico se muestra el promedio del incremento relativo en IMF (intensidad media de
fluorescencia) de la expresiéon del marcador + D.E. a las 0, 24, 48 y 72 horas de tratamiento con
VD3. El valor asignado corresponde al promedio obtenido al dividir el valor de la IMF del receptor
al tiempo indicado entre la IMF basal del receptor. Se determinaron los niveles expresion de CD14
(n=6) y CR3 (n=4), el FcyRI (n=7) y FcyRIl (n=9). % Indica una diferencia significativa en el
incremento de expresion del receptor (p< 0.05) comparado con las células no tratadas. También
se muestra el promedio del porcentaje de células que estan expresando el marcador (% de
expresion).
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Fig 5.4 Nivel de expresiéon de los receptores CD14, CR3, FcyRl y FcyRIl en MHSP. En el
grafico se muestra el promedio del incremento relativo en IMF (intensidad media de fluorescencia)
de la expresion del marcador + D.E. a las 0, 24, 48 y 72 horas de tratamiento con VD3. El valor
asignado corresponde al promedio obtenido al dividir el valor de la IMF del receptor al tiempo
indicado entre la IMF basal del receptor. Se determinaron los niveles expresion de CD14 (n=3) y
CR3 (n=3), el FcyRI (n=4) y FcyRIl (n=4). ¥ Indica una diferencia significativa en el incremento de
expresion del receptor (p< 0.05) comparado con las células no tratadas. También se muestra el
promedio del porcentaje de células que estan expresando el marcador (% de expresion).% Indica
una diferencia significativa en el incremento en las células tratadas con VD3 (p< 0.05) comparado
con las células sin tratamiento al tiempo indicado. También se muestra el promedio del porcentaje
de células que estan expresando el marcador (% de expresion).

45

% cle expresion



Al final del tratamiento con VD3 por 72 horas los MHSP permanecieron
adheridos a la superficie de cultivo, fueron de mayor tamafno y de formas
irregulares (datos no mostrados). La morfologia observada correspondio a la
reportada en macrofagos, de esta manera se corroboré que la VD3 indujo la
diferenciacion de los monocitos hacia un estadio mas maduro (de macréfago).

De esta manera pudimos reproducir los cambios observados en la
diferenciacion de los monocitos de la linea THP-1 y en MHSP hacia un fenotipo

mas diferenciado (a macrofago).

5.2 Syk se fosforila tras la agregacion de los receptores FcyRI o FcyRIl

La fosforilacion de Syk es una respuesta temprana tras la agregacion de los
FcyRs. De manera que decidimos evaluar el nivel de fosforilacion de Syk
dependiente de la agregacién de los receptores FcyRl y FcyRIl en células THP-1
y en MHSP. En experimentos realizados anteriormente en nuestro laboratorio se
determiné que 3 minutos de estimulacion con 10 ug de los F(ab)', de los
anticuerpos primarios (anti FcyRI y anti FcyRIl) y secundarios (anti IgG), son las
condiciones a las cuales se obtiene el nivel maximo de fosforilacion de Syk
después de la agregacion de los FcyRI o FcyRIl. Asi que para poder realizar una
comparacion sobre el nivel de de fosforilacion de Syk en los MHSP, se
emplearon las mismas cantidades de anticuerpos primarios y secundarios a
diferentes tiempos.

Para obtener la cinética de fosforilacién de Syk, 3x10° células fueron
incubadas con fragmentos F(ab)’;> de anticuerpos 1gG anti-receptor FcyRI (32.2) o
FcyRII (IV.3). Posteriormente, los receptores fueron agregados usando fragmentos
F(ab)’z de anticuerpos anti-IgG de ratéon, por 0,1, 3, 5, 10, 15 y 30 minutos. Se
realizaron los inmunoblots anti-pY y anti-Syk y se cuantificaron las bandas por
densitometria, como se indica en métodos.

En células THP-1 estimuladas a través de la agregacion del FcyRI se
observd un pico maximo de fosforilacién de Syk al tercer minuto de estimulacion

(aumentd 3 veces), y conforme paso el tiempo esta fosforilacion fué disminuyendo
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(Fig 5.5 A). En los MHSP se observo el pico de fosforilacién al primer minuto
(aumentd 1.6 veces), al tercer minuto aun se observo una fosforilacion mayor a la
basal, después de ese tiempo la fosforilacion disminuyd, llegando a niveles incluso
menores al basal (fig 5.5 B). En las células THP-1 y en MHSP estimulados a
través del FcyRII, el pico de fosforilacion se observo a los tres minutos (aumento
2.4 y 1.7 veces respectivamente) (Fig 5.5 C y D). El nivel de fosforilaciéon inducido
a través del FcyRIl fué menor al obtenido cuando se estimularon las células a
través del FcyRI en las céluas THP-1, y la fosforilacion en MHSP fué menor que en
las células THP-1.

Considerando que la maxima fosforilacion de Syk en las células THP-1 fué
a los tres minutos y que en los MHSP al primer y tercer minuto se observé un
nivel de fosforilacion alto, se decidid usar el tiempo de estimulacién de tres
minutos para ambos tipos de células.

Se estimularon células THP-1 a través de la agregacién del FcyRI a
diferentes tiempos, y del lisado obtenido se inmunoprecipité a Syk. Las proteinas
del inmunoprecipitado se separaron en un gel SDS-PAGE, y se visualizaron
mediante una tincién de plata con el fin de tener un patrén general de las proteinas
que inmunoprecipitaron con Syk (Fig 5.6).

La cantidad de Syk inmunoprecipitada fué la misma en cada uno de los
carriles (Fig 5.6). En el gel se apreciaron bandas (40-20 kDa) que aparecieron en
las células estimuladas y se fueron desvaneciendose conforme paso el tiempo de
estimulacion, en las células no estimuladas estas bandas no se observaron. Las
bandas parecen corresponder a proteinas que co-inmunorecipitan con Syk tras la

estimulacion, y que no lo hacen cuando las células no estan estimuladas.
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Fig. 5.5 Determinaciéon de fosforilacion de Syk en inmunoblots de lisados de células
estimuladas a diferentes tiempos a través del receptor FcyRI y FcyRIl. Se estimularon 3x1 0°
células THP-1 y MHSP usando fragmentos F(ab), del anticuerpo anti-FcyRI y anti-FcyRIl de raton,
se agregaron los receptores usando fragmentos F(ab) ', anti-raton y se incubaron las células por los
tiempos de estimulacion indicados. Las células se lisaron y los lisados fueron sometidos a SDS-
PAGE vy transferidos a membranas de nitrocelulosa. Se realiz6 el blot antifosfotirosina y
posteriormente se detectaron Syk y actina. La intensidad en la fosforilacion de Syk se obtuvo al
dividir la intensidad de la banda al tiempo indicado entre el valor de la intensidad de la banda del
tiempo 0. Se muestra el valor de la densidad optica (D.O.) de cada una de las bandas.
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Fig 5.6 Tincion de plata de un gel de poliacrilamida de la inmunoprecipitacion de Syk. Se
lisaron 3x10°células THP-1 y se inmunoprecipitd a Syk, el carril 1 corresponde a células sin
estimular (SE), en los restantes se muestran el tiempo de estimulacion de 1, 3, 5, 10, 15 y 30
minutos. La estimulacion se realizé usando un anti-FcyRI (32.2) seguida de la utilizacién de F(ab) »
anti-lgG de ratén producido en chivo.

5.3 El tratamiento con VD3 en células THP-1 no modifica la expresion de Syk
y SHP-1

Para determinar si el tratamiento con VD3 modifica el nivel de expresion de
Syk y SHP-1, se determind el nivel de expresion por inmunoblot en lisados de
células THP-1 alas 0, 24, 48 y 72 horas de tratamiento con y sin VD3. Los lisados
se corrieron en geles SDS-PAGE al 10% y se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa. Los blots se revelaron por quimioluminscencia y la intensidad de las
bandas capturadas se analiz6 usando el software Bio Rad Quantity One. Para
obtener los niveles de expresion se dividié el valor de la intensidad de la banda de
cada proteina entre el valor de la intensidad de la banda de actina. El valor
obtenido a cada tiempo de tratamiento se dividié entre el valor obtenido al tiempo
cero (Fig 5.7 A).
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Fig 5.7 Nivel de expresion de Syk, SHP-1 y actina en células THP-1 durante el tratamiento
con VD3 por 0, 24, 48 y 72 horas. Células THP-1 se trataron con VD3 por el tiempo indicado.
Syk, SHP-1 y actina se determinaron por Western blot, se muestra un experimento representativo
indicando el valor de la densidad optica (D.O.) de cada una de las bandas (A). Se muestran los
graficos que corresponden al promedio + D.E. del nivel de expresion de Syk y SHP-1(B y C). El
valor promedio obtenido (n=8) se cuantificé al dividir la intensidad de la banda al tiempo indicado
entre el valor de la intensidad de la banda del tiempo 0. ¥ Indica una diferencia significativa en la
expresion (p< 0.05) comparado con las células sin tratamiento con VD3.

Se observo un ligero aumento, aunque con significancia estadistica, en la
expresion de SHP-1 a las 48 horas de tratamiento. En los demas tiempos no se
observaron diferencias significativas en el nivel de expresion de Syk y SHP-1
durante el tratamiento con VD3 en las células THP-1 (Fig 5.7 By C).

Estos resultados indican que VD3 no modula la expresiéon de Syk y de SHP-1.

5.4 Nivel de fosforilacion de Syk y su asociacion con SHP-1 tras la
agregacion del FcyRI en células THP-1 tratadas con VD3

Para determinar la asociacion de Syk con SHP-1 y su dependencia del nivel

de fosforilacion de Syk; se inmunoprecipité Syk a las 0, 24, 48 y 72 horas de
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tratamiento con VD3, en células estimuladas o sin estimular a través de los
receptores FcyR. Se realizé6 un Western blot anti-fosfotirosina y se revelé usando
anticuerpos anti-PY-HRP. Después de eluir los anticuerpos del blot, se volvié a
bloquear la membrana y se realizaron inmunoblots anti-Syk y anti-SHP-1 en la
misma membrana. Los resultados se muestran en la Fig 5.8.

El nivel basal de fosforilacion de Syk en las células THP-1 tratadas con VD3
tuvo un aumento significativo de 1.7 y 1.5 veces a las 48 y 72 horas de
tratamiento respecto a las células sin tratamiento. Cuando las células
diferenciadas con VD3 fueron estimuladas a través de la agregacion del FcyRI, se
observé un aumento significativo de 2.3 veces en la fosforilacion de Syk en
células sin tratamiento (tiempo cero), y un aumento a las 24 horas de tratamiento.
En las células con 48 horas de tratamiento este aumento fué menor, y en células
tratadas por 72 horas ya no hubo aumento (Fig 5.8 B).

El nivel de asociacion basal de SHP-1 con Syk mostré un aumento gradual
en las células que recibieron el tratamiento con VD3, y fué significativo a las 24 y
72 horas (1.3 y 1.5 veces respectivamente) (Fig 5.8 D, barras blancas). Mientras
que en células no tratadas, la estimulacion a través del FcyRI no presenté cambios
en el nivel de asociacion de SHP-1 con Syk, si se observd que la agregacion del
FcyRI indujo una disminucion en el nivel de asociacion de SHP-1 con Syk en
células tratadas por 24 y 72 horas (Fig 5.8 D, barras negras).

En resumen, la diferenciacién de las células THP-1 con VD3 indujo un
aumento en la fosforilacion basal de Syk y en su asociacion con SHP-1. Tras la
agregacion del FcyRI la fosforilacion de Syk aumentd (2.3 veces), pero fué
disminuyendo hasta no mostrar cambios (como en las células sin el receptor

agregado a las 72 horas); y la asociacion de Syk con SHP-1 no cambio.
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Estimulacion a través del FcyRI
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Fig 5.8 Nivel de fosforilacion de Syk, y nivel de asociaciéon de SHP-1 con Syk de células
THP-1 durante el tratamiento con VD3 por 0, 24, 48 y 72 horas y estimuladas a través de
FeyRI. (A, C)Se inmunoprecipitd Syk de lisados celulares obtenidos de células THP-1 a diferentes
tiempos de tratamiento. Por Western blot se determiné Syk fosforilada, Syk y SHP-1, se muestra
un experimento representativo indicando el valor de la densidad optica (D.O.) de cada una de las
bandas. (B, D) Se muestran los graficos que corresponden al promedio + D.E. del nivel de
fosforilacién de Syk en la inmunoprecipitacion de Syk (SE n=8, CE n=5) y del nivel de asociacién
de SHP-1 con Syk (SE n=7, CE n=4) en células sin estimulo (SE) y con estimulo (CE). % Indica
una diferencia significativa en la estimulacion (p< 0.05) comparado con las células no estimuladas
y sin tratamiento con VD3.% Indica una diferencia significativa (p< 0.05) comparando células con y
sin estimulo tratadas por el tiempo indicado.
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5.5 El nivel de fosforilacion de Syk disminuye y el nivel de asociacion de Syk
con SHP-1 aumenta cuando se agrega el FcyRIl en las células THP-1
tratadas con VD3

La diferenciacion de las células THP-1 indujo un aumento similar en la
fosforilacion de Syk y en su asociacion con SHP-1 (1.5 veces). Cuando las células
fueron estimuladas a través de la agregacion del FcyRIl, hubo un aumento
significativo de 1.5 veces en la fosforilacion de Syk en células sin tratar. En
células tratadas por 24 horas con VD3 este aumento fué menor, y en células
tratadas por 48 y 72 horas la estimulacion a través del FcyRIl indujo una
disminucion significativa en el nivel de fosforilacion de Syk (1.1 y 0.6 veces
respectivamente) (Fig 5.9 B).

El nivel de asociacion basal de SHP-1 con Syk mostré un ligero aumento en
las células que recibieron el tratamiento con VD3, y fué significativo a las 24 y 72
horas (1.2 y 1.5 veces respectivamente) (Fig 5.9 D barras blancas). En células
THP-1 no tratadas o tratadas por 24 horas con VD3, la agregacion del FcyRIl no
indujo cambios en la asociacion de SHP-1 con Syk. Sin embargo, en células
tratadas por 48 y 72 horas la agregacion del FcyRIl indujo un aumento significativo
en la asociacion entre estas dos proteinas (2.6 y 2.5 veces respectivamente) (Fig

5.9 D, barras negras).

En conclusion, tras la agregacion del FcyRIl se observa una disminucién
gradual en el nivel de fosforilacion de Syk y un aumento en su asociacion con
SHP-1 en las células THP-1 diferenciadas con VD3. Dado que la VD3 no modula
la expresion de Syk y SHP-1, las diferencias observadas en el nivel de
fosforilacion de Syk asi como su asociacién con SHP-1, no se deben a la cantidad

disponible de proteina, sino a la agregacion del receptor FcyRII.
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Estimulacion a través del FcyRIl
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Fig 5.9 Nivel de fosforilacion de Syk, y nivel de asociacién de SHP-1 con Syk de células
THP-1 durante el tratamiento con VD3 por 0, 24, 48 y 72 horas y estimuladas a través de
FcyRIl. (A, C)Se inmunoprecipitd Syk de lisados celulares obtenidos de células THP-1 a diferentes
tiempos de tratamiento. Por Western blot se determiné Syk fosforilada, Syk y SHP-1, se muestra
un experimento representativo indicando el valor de la densidad optica (D.O.) de cada una de las
bandas (B, D). Se muestran los graficos que corresponden al promedio + D.E. del nivel de
fosforilacién de Syk en la inmunoprecipitacion de Syk (SE n=8, CE n=5) y del nivel de asociacién
de SHP-1 con Syk (SE n=7, CE n=3) en células sin estimulo (SE) y con estimulo (CE). % Indica
una diferencia significativa en la estimulacién (p< 0.05) comparado con las células no estimuladas
y sin tratamiento con VD3.% Indica una diferencia significativa (p< 0.05) comparando células con y
sin estimulo tratadas por el tiempo indicado.
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5.6 El nivel de expresion de las moléculas adaptadoras Cbl y Grb2 no cambia
en las células THP-1 tratadas con VD3.

El nivel de expresion de Cbl y Grb2 se determind partiendo de lisados de
células THP-1 y MHSP a las 0, 24, 48 y 72 horas de tratamiento con y sin VD3.
Los blots analizados correspondieron a los mismos que se analizaron en la
determinacion del nivel de expresion de Syk y SHP-1; se revelaron por
quimioluminiscencia y la intensidad de las bandas capturadas se analiz6 usando el
software Quantity One (Bio Rad). Para obtener un valor cuantitativo de los niveles
de expresion se dividié el valor de la intensidad de la banda de cada proteina
entre el valor de la intensidad de la banda de actina. El valor obtenido a cada
tiempo de tratamiento se dividid entre el valor obtenido al tiempo cero (Fig 5.10 A).

No se observaron diferencias significativas en cuanto el nivel de expresion
de Cbl y Grb2 en las células THP-1 durante el tratamiento con VD3 (Fig 510 By

C), por lo que concluimos que la VD3 no modula la expresién de Grb2 y Cbl.

5.7 Cbl y Grb2 estan asociadas a Syk en células THP-1, y el nivel de
asociaciéon no cambia cuando las células son estimuladas a través del FcyRIl

La actividad de Syk determina la activacion de varias moléculas
involucradas en la sefalizacion intracelular. Observamos que la agregacion de los
receptores FcyRl o FcyRIl indujo la fosforilacion de Syk, pero en las células
diferenciadas con VD3, la agregacion de estos no cambid o disminuyé el estado
de fosforilacion de Syk, y la asociacion de SHP-1 con Syk fué diferente para cada
uno de los receptores. Con el fin de determinar si los complejos de senalizacion
que inicialmente se forman tras la agregacion de los receptores FcyRI o FcyRII
son diferentes en cuanto a la participacion de otras proteinas en esta interaccion,
se determind estudiar el papel de la adaptadora Grb2 y de la adaptadora con
actividad de ligasa de ubiquitina E3, Cbl. Se ha encontrado a SHP-1 asociada a la
adaptadora Grb2, y por otra parte se ha demostrado que Cbl participa en la
regulaciéon negativa de Syk y que se asocia con esta. Para determinar la

participacion Grb2 y Cbl en el complejo de activacion de Syk tras la agregacion del
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Expresién relativa de Chl

FcyRIl y del FcyRIl, de los experimentos realizados para la determinacion del nivel

de fosforilacion de Syk y su asociacion con SHP-1, también se determin6 a Cbl y
Grb2.

- - anti-Cbl

DO 24 24 21 14

DO 109 96 9.5 10.0

anti-Grb2

anti-Actina

- -
DO 92 100 107 92

0 24 48 72 (horas)
Tratamiento con VD3

B C

—
_|
—
Expresion relativa de Grb2
_|
_|
—

0 24 48 72

0 24 48 72 Tratamiento con VD3 (horas)

Tratamiento con VD3 (horas)

Fig. 5.10 Nivel de expresién de Cbl y Grb2 en células THP-1 durante el tratamiento con VD3.
Células THP-1 se trataron con VD3 por 24, 48 y 72 horas. Cbl, Grb2 y actina se determinaron por
Western blot, se muestra un experimento representativo indicando el valor de la densidad optica
(D.O.) de cada una de las bandas (A). Se muestran los gréficos que corresponden al promedio +
D.E. del nivel de expresion de Cbl y Grb2 (B y C). El valor promedio obtenido (n=8) se cuantificé al
dividir la intensidad de la banda al tiempo indicado entre el valor de la intensidad de la banda del
tiempo 0.

En condiciones basales, hubo asociacion de Cbl y Grb2 con Syk. El nivel de
asociacion de Cbl con Syk tuvo una disminucion ligera, aunque significativa (0.2
veces) a las 72 horas de tratamiento con VD3. Cuando las células THP-1 fueron
estimuladas a través del receptor FcyRI se observd un aumento en la asociacion
de Cbl con Syk tanto en células sin tratamiento como en células tratadas por 24 y

48 horas, y luego disminuy6 hasta niveles basales a las 72 horas de tratamiento
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con VD3, pero estos cambios no fueron significativos (Fig 5.11 a). En células
estimuladas a través del FcyRIl se observd un aumento en el nivel de asociacion
de Cbl con Syk, el cual fué significativo a las 24 y 72 horas de tratamiento con VD3
entre las células estimuladas y no estimuladas a ese tiempo de tratamiento (1.5 y

1.4 veces respectivamente) (Fig 5.11 c).

La asociacion de Grb2 con Syk no cambié por el tratamiento con VD3. Sin
embargo, la estimulacion a través del FcyRI indujo la pérdida de esta asociacion,
ya que no se detectaron en los blots bandas indicativas de que Grb2 estuviera
inmunoprecipitando con Syk en las células THP-1 estimuladas a través del FcyRI
(Fig 5.11 b). En células THP-1 estimuladas a través del FcyRIl no se observaron
cambios en las células que no tuvieron VD3, pero en las células que si estuvieron
con tratamiento, la asociacion de Grb2 con Syk fué disminuyendo, y este
decremento fué significativo a las 48 horas de tratamiento, entre células

estimuladas y no estimuladas (0.4 veces) (Fig 5.11 d).

En resumen, la diferenciacion con VD3 de las células THP-1 no modificé el
nivel de asociacion de Grb2 con Syk, y hubo una ligera disminucién en el nivel de
asociacion de Cbl con Syk. Tras la agregacion del FcyRI la asociacion de Syk con
Grb2 se pierde, y la asociacion de Syk con Cbl tiene un ligero aumento en las
células no diferenciadas, pero va disminuyendo hasta llegar como a sus niveles
basales en las células diferenciadas con VD3. Esto indica que las diferencias
observadas en la asociacion de Syk con Grb2 y Cbl reflejan la formacién de
complejos diferentes tras la agregacion del FcyRI o FcyRIl ya que el nivel de

expresion de Cbl y Grb2 no cambid.
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Estimulacion a través del FcyRI
A Nivel de asociacién de Cbl con Syk
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Continuacién Fig 5.11

Estimulacidn a través del FcyRIl
C Nivel de asociacion de Cbl con Syk

IP: anti-Syk
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Fig 5.11 Nivel de asociacién de Cbl y Grb2 con Syk en células THP-1 durante el tratamiento con VD3
por 0, 24, 48 y 72 horas y estimuladas a través del FcyRI y FcyRIl. Células THP-1 sin tratamiento y
tratadas con VD3 por 24, 48 y 72 horas se estimularon usando fragmentos F’(ab), del anticuerpo anti-FcyRI o
anti-FcyRIl, y se agregaron los receptores usando fragmentos de anticuerpos F’(ab), y se incubaron las
células por 3 minutos. Se inmunoprecipitd Syk de los lisados celulares obtenidos, los inmunoprecipitados se
separaron por SDS-PAGE y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. Por Western blot se determiné
Syk, Cbl y Grb2 en los inmunoprecipitados. Se muestra un experimento representativo indicando el valor de
la densidad optica (D.O.) de cada una de las bandas, también se muestran los gréaficos que corresponden al
promedio + DS del nivel de asociacion de Cbl (n=3) y Grb2 con Syk (n=3). ¥ Indica una diferencia
significativa (p< 0.05) comparado con las células no estimuladas y sin tratamiento con VD3.% Indica una
diferencia significativa (p< 0.05) comparando células con y sin estimulo tratadas por el tiempo indicado.
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5.8 Nivel de fosforilacion de Syk y la asociacion de SHP-1 en MHSP tratados
con VD3

Con el fin de determinar si los cambios observados en las células THP-1
tratadas con VD3 y estimuladas a través de los receptores FcyRI y FcyRIl se
presentaban también en células monociticas normales, se realizaron ensayos en
MHSP. En la primera seccion de resultados se mostré que el tratamiento con VD3
indujo cambios morfoldgicos y fenotipicos en los MHSP, sugerentes de que
estaban pasando a un estadio mas diferenciado. Se necesitan varios millones de
MHSP para la determinacién del nivel de expresion de SHP-1, Cbl, Grb2 y Syk, asi
como para la determinacion del nivel de asociacion de SHP-1, Cbl y Grb2 con Syk,
en células no estimuladas y estimuladas a través de la agregacion del FcyRI y
FcyRIl, a los diferentes tiempos de tratamiento. En la practica resultdé dificil
obtener tal cantidad de monocitos del mismo donador, por lo que se ajusté la
cantidad de células usadas en los ensayos, asi como los tiempos en los que se
realizaron las determinaciones, siendo los niveles de expresion y fosforilacion
basales los que se compararon en los MHSP tratados con VD3 a las 72 horas de
tratamiento. Aun asi, no se obtuvo una cantidad suficiente de MHSP para realizar
el ensayo completo en todos los donadores (n=16). De los donadores donde si se
obtuvo una cantidad adecuada de MHSP, los resultados mostraron variaciones en
el nivel de fosforilacion y asociacion por lo que no fue posible relacionarlas como
en las células THP-1. Los resultados de 5 donadores se muestran en la tabla 5.1

Los valores indicados en la tabla corresponden a los niveles de fosforilacidon
0 asociacion obtenidos al dividir el valor de la intensidad de la banda de la
proteina en los MHSP al tiempo cero y sin estimulo entre el valor de la intensidad
de la banda de los MHSP que estuvieron en cultivo, con o sin VD3, con o sin
estimulo.

Como podemos ver hubo mucha variacion (de 0 hasta 10 veces en
magnitud) en los valores que se obtuvieron de fosforilaciéon de Syk asi como del
nivel de asociacién de SHP1 con Syk. En los donadores 1y 4 se observa que la
fosforilacion de Syk disminuy6 en las células que estuvieron en cultivo con VD3

respecto a las que permanecieron en cultivo sin la VD3; y que al ser estimuladas
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por la agregacion del FcyRIl, la fosforilacion de Syk aumento en las células
cultivadas sin VD3 y disminuy6 en las células cultivadas con VD3. Estos cambios
concuerdan con los observados en las células THP-1, aunque no se observa un
claro aumento en el nivel de asociaciéon de SHP-1 con Syk. Se observa que en los
donadores 2 y 3 hay una disminucion en el nivel de asociacion de SHP-1 con Syk
en las células que permanecieron en cultivo con o sin VD3. Para el donador 1 el
nivel de asociacion de Syk con SHP-1 aumentd en las células al tiempo cero y
estimuladas con el FcyRIIl, y en las células cultivadas con VD3 y no estimuladas.
De esta manera, como podemos observar, las respuestas que presentd cada
individuo son diferentes en todos los casos, no importando que la VD3 indujera
una diferenciacién en los MHSP. Esta diferenciacién se corrobor6é al evaluar los
niveles de expresion de CD14 y CR3 como marcadores de diferenciacion y estos
cambios no tuvieron desviaciones considerables. Esto se debe en parte, al
diferente estado de activacion basal que presenta la poblacién de monocitos entre
los distintos individuos, por lo que no hay reproducibilidad en los experimentos
realizados, y es dificil observar cambios semejantes a los observados en células
THP-1.
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Tabla 5.1 Se indican los valores correspondientes al nivel de fosforilacion de Syk y nivel de asociacién de SHP-1 con Syk.

Donador Fosforilacion de Syk Asociacion de SHP-1 con Syk
" Basal 72 horas 72 horas/VD3 Basal 72 horas 72 horas/VD3
* SE FcyRl FyRIJSE  FcyRI FoyRIl | SE FcyRI FoyRII | SE FoyRI  FoyRII| SE  FeyRI FoyRII| SE FeyRI FoyRll
1 [ 1. 09 T16]T25 ND _ «T9.7]#l12 ND_ #1211 116 1.2 1.4]7*1.7 ND_ 1.4
2 | 1 ' T*zﬁéﬁ*g.g T21'L31' ™3.5] ™2.6 'jTiz' 3.5 1' ¢*0.4§ 1*0.6 03' 1%0.2 ¢*0.3§¢*0.3§ 140.3
3 | 11 11 o07]d*04f 031 l*04)sM™.1i J*051 03] 11 071 o07|l047 07! &l02]3%061 11al*0.1
4 1ND 12 07 ND %71.3 ¢*0.4§ND %*0.6  ND ND ND

Los MHSP aislados (basal), sin tratamiento y tratados con VD3 por 72 horas se estimularon usando fragmentos F’(ab), del anticuerpo anti-FcyRI
o anti-FcyRIl y se agregaron los receptores usando fragmentos de anticuerpos F’(ab), y se incubaron las células por 3 minutos. Se
inmunoprecipité Syk de los lisados celulares obtenidos, los inmunoprecipitados se separaron por SDS-PAGE y se transfirieron a una membrana
de nitrocelulosa. Por Western blot se determiné Syk, Cbl y Grb2 en los inmunoprecipitados. Se muestran los incrementos o decrementos en la
fosforilacion y asociacion de Syk, los valores obtenidos corresponden al valor de densidad optica de la banda de SHP-1 o de fosfotirosina entre el
valor de densidad 6ptica de Syk, el valor obtenido se ajusto al valor basal obtenido. Las flechas indican que hay diferencias > 0.5 unidades
respecto al valor basal. & Indican diferencias en los valores obtenidos entre las células tratadas con VD3 y las no tratadas con VD3. ND, no
determinado. SE, células sin estimulo. FcyR, células estimuladas tras la agregacion del FcyRI. FcyRIl, células estimuladas tras la agregacion del

FcyRIl (7,4 aumento, disminucién).
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Capitulo 6

DISCUSION

La activacion de los FcyR por complejos inmunes activa multiples caminos
de senalizacion que conducen a la fagocitosis y otras respuestas. Es importante
comprender los eventos de transduccidon de sefales iniciados por la estimulacion
de los FcyR, ya que a través de ellos se regulan varios procesos
fisiologicos/patoldgicos en los que estos receptores participan, tanto en la fase
inductora como en la fase efectora de la respuesta inmune como la inflamacion, la
autoinmunidad y leucemias.

Diversos autores coinciden en que el balance entre la actividad de los
receptores activadores e inhibidores determina la magnitud de la respuesta celular
(Zhang et al, 2000; Okazawa et al, 2005). Por una parte se sabe que el dominio
citoplasmatico de la cadena gamma asociada a los FcyRI y llla, o la porcién
citoplasmatica del FcyRIla, son esenciales para las funciones de estos receptores
activadores, como la fagocitosis y la internalizaciéon de complejos antigeno-
anticuerpo (Monari et al, 2000; Hammerman 2006). Por otra parte, estas funciones
son reguladas por la actividad inhibitoria del FcyRlIIb, el cual regula negativamente
la actividad celular por ajuste del umbral en el que los complejos inmunes activan
a las células (Wijngaarden, 2004).

Para que ambos receptores lleven a cabo su funcion en la transduccién de
sefiales, es necesaria la fosforilacion de los motivos ITAM/ITIM, asi como la
activacion de cinasas de residuos de tirosina de la familia Src y de la cinasa de
tirosina Syk (Isnardi et al, 2001; Kant et al 2002; Huang et al, 2003). Ademas de la
actividad de cinasas requerida para su fosforilacion, el estado de fosforilacion de
los motivos es regulado por fosfatasas citoplasmaticas (Zhang et al, 2000; Berton
et al, 2005, Okazawa et al, 2005).

Las fosfatasas de inositol (SHIP) y de tirosina (SHP) han sido implicadas en
la atenuacion de la respuesta mediada por el FcyRIlb en células B y en

macrofagos. SHP-1 inhibe la respuesta celular por desfosforilacion de residuos de
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tirosinas en proteinas entre las cuales se incluyen el ITAM del mismo receptor
activador, cinasas de la familia Syk, PLCy y proteinas adaptadoras como SLP76
(Tamir et al, 2000). Datos previos de nuestro laboratorio mostraron que en células
THP-1 la fosfatasa SHP-1 coinmunoprecipita con Syk y que el grado de
coinmunoprecipitacién es afectado por el estado de diferenciacion de la célula y
por el entrecruzamiento de los receptores FcyRIl (Agramonte, 2003). La
participacion de SHP-1 en la regulacion de las funciones mediadas por FcyR en
macrofagos es muy importante; se ha observado que macrofagos de ratones
deficientes en SHP-1 muestran respuestas aumentadas a diferentes estimulos,
sugiriendo que en condiciones normales SHP-1 regula negativamente la activacion
de éstos (Zhang et al, 2000; Hardin et al, 2006).

El objetivo del proyecto era determinar si la diferenciacion con VD3 de las
células monociticas THP-1 afectaba la sefalizacion a través de los FcyRs debido a
una modificacion de la asociacion de SHP-1 con Syk y/o con proteinas
adaptadoras. En nuestro laboratorio se ha demostrado que el tratamiento con VD3
durante el cultivo induce diferenciacion de lineas celulares monociticas hacia un
fenotipo macréfago (Martinez, 2002; Agramonte et al, 2003). La modulacion en la
diferenciacion que VD3 induce en los monocitos se asemeja a la que sucede in
vivo, cuando los MHSP de torrente sanguineo arriban hacia el tejido, en donde
finalmente se diferenciara a macrofago. Este modelo de diferenciacion con VD3
fue el que se utilizé para poder cumplir con los objetivos del proyecto.

El tratamiento de las células THP-1 con VD3 indujo un aumento significativo
en el nivel de expresion de CD14 y de CR3 (Fig 5.3 A y B), caracteristicos del
fenotipo macréfago, asi como un aumento en la adherencia y tamafno celular,
cambios sugerentes de que se esta llevando a cabo un proceso de diferenciacion.
No se observaron cambios en el nivel de expresion de los receptores FcyRI y
FcyRIl (Fig 5.3 C y D), lo cual corrobora resultados obtenidos en el laboratorio
anteriormente y que indican que el nivel de respuesta tras la agregacién de los
receptores posiblemente no se debe a cambios en la expresion de receptores. En
MHSP tratados con VD3 también se observdé un aumento significativo en la
expresion de CD14 (Fig 5.4 A). Los cambios morfolégicos observados y el

aumento en la expresién de CD14 indican que la VD3 indujo la diferenciacién de
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los MHSP. En los MHSP la expresion de CR3 disminuy6 entre las 24 y 48 horas
de tratamiento con VD3, pero a las 72 horas la expresion regresé a sus niveles
basales (Fig 5.4B). No se observaron cambios en la expresion del FcyRI, mientras
que la expresion del FcyRIl aumentd en los MHSP a las 72 horas de tratamiento
con VD3 (Fig 5.4 C y D).

Concluimos que la VD3 modula el nivel de expresion de CD14 y CR3 en las
células THP-1, y en los MHSP principalmente en el nivel de expresion de CD14 y
en menor grado del FcyRII.

Las comparaciones en cuanto al nivel de fosforilacion de Syk se realizaron
en las condiciones de estimulacion individual del FcyRl o FcyRIl que lograban
inducir el maximo de sefal de fosforilacion de Syk en las células THP-1 y en
MHSP (Fig 5.5). Se usaron F(ab)’, con el objetivo de evitar algun tipo de
senalizacion por fosforilacion de Syk resultante de la unidn de la porcién Fc de los
anticuerpos primarios y secundarios a los FcyRs.

Se determinaron cambios en la asociacion de Syk y SHP-1 debido a la
agregacion de los receptores FcyRI y FcyRIl. Los resultados obtenidos muestran
que la agregacion del FcyRlI o FcyRIl inducen un aumento en el nivel de
fosforilacion de Syk, y este aumento fué mayor para el FcyRlI, y la asociacion de
Syk con SHP-1 no tuvo cambios significativos para ambos receptores (Fig 5.8 By
5.9 B). Estos datos muestran que Syk es activada en diferente grado por los
receptores FcyRI o FcyRII.

En células THP-1 diferenciadas con VD3 el nivel de asociaciéon de Syk con
SHP-1 y el nivel de fosforilacion aumentaron de manera similar (Figs 5.8 B y D),
indicando que la diferenciacion de las células THP-1 con VD3 aumenta los niveles
basales de fosforilacion de Syk asi como su asociacion con SHP-1.

Cuando las células diferenciadas con VD3 fueron estimuladas a través de la
agregacion del FcyRI la asociacion de SHP-1 con Syk disminuyd hasta niveles
basales y el nivel de fosforilaciéon de Syk fué disminuyendo hasta tener el mismo
nivel respecto a las células THP-1 diferenciadas (Figs 5.8 B y D). En el caso de las
células diferenciadas con VD3 y estimuladas a través del FcyRIl el nivel de
fosforilacion de Syk fué disminuyendo hasta la mitad de su nivel basal (Fig 5.9 B).

El nivel de asociacion de SHP-1 con Syk aumenté de manera significativa tras la
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estimulacion a través del FcyRIl en células que habian sido tratadas con VD3 por
48 y 72 horas (Fig 5.9 D).

Se puede relacionar el aumento en el nivel de asociacion de SHP-1 con
Syk en las células estimuladas a través del FcyRII, con la disminucion en el nivel
de fosforilacion de Syk a las 72 horas con VD3, ya que SHP-1, la fosfatasa
especifica de fosfotirosina puede estar ejerciendo su actividad y causar la
desfosforilacion de Syk.

SHP-1 actua en multiples etapas durante la diferenciacion de células
hematopoyéticas para alterar el balance en la activaciéon de las células (Paling,
2005). Durante el proceso de diferenciacion de los monocitos hacia macréfagos,
se han reportado cambios en el nivel de fosforilacion de Syk, y que SHP-1 se
asocia a Syk durante la agregacion de los receptores FcyRl y FcyRIl, en lineas
celulares monociticas (Agramonte et al, 2003). Pero aun no esta claro si se ven
afectados los eventos bioquimicos iniciados por la agregacion de los receptores
FcyRI y FcyRIl durante el proceso de diferenciacion. Los resultados obtenidos en
este trabajo indican que SHP-1 se activa tras la agregacion del FcyRIl y que puede
estar controlando la activacion de la célula inducida por los receptores FcyRs a
travées de la desfosforilacion de Syk, ya que se observa un aumento en la
asociacion cuando se agrega el FcyRIl. La fosfatasa SHP-1 se une a tirosinas
fosforiladas a través de sus dominios SH2 (Zhang et al, 2000), tras la union al ITIM
del FcyRIIb (Kwatkoska et al, 2000; Berton et al, 2005; Hammerman et al, 2006) o
al ITAM del FcyRlla (Ganesan et al, 2003; Hamerman et al, 2006), presenta un
cambio aldsterico y se vuelve activa (Poole y Jones, 2005). SHP-1 se fosforila en
las tirosinas 536 y 564 y su actividad se ve incrementada (Zhang et al, 2002).

En células THP-1 la diferenciacion inducida por VD3 no modula los niveles
de expresion de Syk y SHP-1 ya que no mostraron cambios significativos. De
manera que los cambios observados en el nivel de fosforilacion de Syk y a su
asociacion con SHP-1 no se debieron a un limitante debido a variaciones en la
expresion de Syk o de SHP-1 (Fig 5.7 B), o a cambios en el nivel de expresién de
los FcyRIl o FcyRIl.

La ultima parte de los objetivos correspondieron a la posible participacion

de las adaptadoras Cbl y Grb2 en la asociacion de SHP-1 con Syk. Estas
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proteinas coinmunoprecipitan con Syk, lo cual sugiere que se pueden asociar a
Syk o que se encuentran dentro de un complejo de proteinas que incluyen a Syk.
El nivel de asociacion de Cbl con Syk, en células THP-1 sin estimular va
disminuyendo ligeramente, aunque es significativo a las 72 horas de tratamiento
con VD3. Cuando las células son estimuladas a través del FcyRI y FcyRII hay un
aumento inicial en la asociacion y luego ésta disminuye en las células tratadas
con VD3, aunque estos cambios no son significativos. Se ha reportado que Cbl
forma complejos dependientes de estimulacion, con Syk y ZAP70 en linfocitos T
(Coopman, 2006). De esta forma Cbl actua como ligasa de ubiquitina E3 donde
sus blancos son receptores con actividad de cinasas de residuos de tirosina, como
las cinasas de la familia Src. En células Jurkat (células T), c-Cbl interacciona con
Lck y Fyn, cinasas de la familia Src. La fosforilacion de c-Cbl por Lck parece
requerirse para formar un complejo entre ¢c-Cbl y el dominio SH2 en la subunidad
p85 de PI3K, que al parecer es necesario para reclutar a PI3K en la membrana.
Por otra parte Cbl-b también interacciona con la subunidad p85 de PI3K para
regular negativamente la sefalizacion por PI3K. Ademas c-Cbl interacciona con
las proteinas adaptadoras SLAP y Grb2. La interaccién entre c-Cbl y Grb2 se
sugiere que es para inhibir la activacion de la célula T (Loeser y Penninger, 2007)
Algun tipo de interaccion semejante podria estar ocurriendo en los monocitos,
auque en el presente trabajo sélo se reporta de manera general a Cbl y no a sus
isoformas, anque por los datos obtenidos suponemos que c-Cbl podria estar
interaccionando con Grb2 cuando se activa el FcyRII.

No se encontré6 Grb2 asociado a Syk después de que las células fueron
estimuladas a través del FcyRI. Al parecer cuando el FcyRl es agregado la
asociacion de Syk y Grb2 se pierde. De manera general las bandas detectadas de
Cbl y Grb2 en los inmunoprecipitados de Syk son tenues y muchas veces dificiles
de detectar, lo cual probablemente se debe a que hay poca a cantidad de proteina
que coinmunoprecita con Syk.

Se ha reportado que Cbl se puede unir a través de su region rica en
prolinas al dominio SH3 de Grb2, siendo Grb2 la encargada de reclutar a Cbl tras
la agregacion del EGFR. También se ha reportado que Cbl a través de su dominio

SH3 se puede unir al dominio SH2 de cinasas de la familia Src y Syk, y que
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aumenta la actividad de Syk (Machida et al, 2004); aunque hay reportes
contradictorios que indican que Cbl disminuye la sefal de activacion de Syk en
plaguetas (Moon, 2005), o que tiene un papel regulatorio (Dangelmaier et al,
2005). También se sabe que SHP-1 puede desfosforilar a Cbl, de manera que no
sélo regula el estado de fosforilacion de Syk, sino que podria regular el de Cbl
(Kant et al, 2002). SHP-1 es una fosfatasa especifica de residuos de tirosina a la
cual se le han propuesto otras funciones (Poole y Jones, 2005). Asi por ejemplo,
se ha propuesto que la region C-terminal de SHP-1, la cual contiene residuos de
tirosina que pueden ser fosforilados, puede estar involucrada en la funcién como
proteina adaptadora propuesta (Zhang et al, 2002), al reclutar a proteinas como
Grb2 y SHIP, a través de sus dominios SH2 (Zhang et al, 2000; Poole y Jones,
2005). También se ha propuesto que la fosforilacion de las tirosinas de la region

C-terminal de SHP-1 pueden regular su actividad de fosfatasa (Minno et al, 2004).

Con los resultados obtenidos se puede proponer que: a) una vez que los
receptores FcyRI o Il se han agregado, las cinasas de la familia Src fosforilan los
residuos de tirosina de los motivos ITAM e ITIM de los receptores FcyR. Cbl
podria ser también fosforilado por las cinasas de la familia Src, y localizarse cerca
del sitio de agregaciéon de los receptores. b) Las tirosinas fosforiladas del ITAM
son sitios de unién para el dominio SH2 de Syk. Cbl en su funcion de adaptadora
puede asociarse con Syk para facilitar la formacion del complejo de sefializacion.
c) SHP-1 puede estar regulando la fosforilacion de Syk, de otros ITAMs. Cuando el
motivo ITIM es fosforilado, SHP-1 es reclutada y ejerce su actividad de fosfata
sobre sus sustratos, probablemente se une a Grb2, la cual le puede estar
ayudando como adaptadora dentro del complejo de sefializacion. En el laboratorio
se ha observado que Grb2 no inmunoprecipita en péptidos de ITAM fosforilado
(datos no publicados) lo cual concuerda con el hecho de que deja de verse la
asociacion de Syk con Grb2 tras la agregacion del FcyRI en las células THP-1.
Estas observaciones apoyan la propuesta de que Grb2 puede estar unida dentro
del complejo a SHP-1 activada y la puede estar ayudando al reclutar a otras

proteinas para su desfosforilacion (Fig 6.1)

68



i |" i ||,'rrll' |II arr
RIS LI

I' I rIIHI‘ Mk
L R TR

m v [Q%L].JHII"IH'['HHlllh.ﬁﬁ

Fl

g~ B«

Fig 6.1 Complejos de sefializacion propuestos que se forman tras la agregacion de
los receptores FcyRs.
Los receptores FcyR reconocen complejos inmunes a través de la porcion Fc de las I1gGs, una vez
que se han agregado estos receptores, cinasas de la familia Src como Lyn, Fyn y Hck localizadas
en dominios de la membrana ricos en colesterol se activan y fosforilan las tirosinas presentes en
los dominos ITAM e ITIM de los receptores FcyR, asi como a Cbl. En la sefalizacion de activacion
la cinasa de tirosina Syk se une a las tirosinas fosforiladas del ITAM a través de su dominio SH2.
Syk se activa y va a fosforilar a otras proteinas rio abajo de la cascada de sefializacién, entre ellas
se encuentran PLCy y PI3K. Cbl en su funcion de adaptadora puede asociarse con Syk y/o con la
subunidad p85 de PI3K. En la sefializacion de inhibicion, el ITIM del FcyRIIb es sitio de union de
las fosfatas de tirosina SHIP, SHP-1 y SHP-2, que van a ejercer su actividad de fosfatas en otras
proteinas activadas por la sefalizacion que se da a través de los ITAMs asi como de fosfatos de
inositol. SHP-1 desfosforila a Syk e incluso ITAMs fosforilados, evitando que se activen a ofras
proteinas rio abajo de la sefializacién, y va a interaccionar con Grb2, la cual podria reclutar a Cbl.

Los resultados obtenidos cumplen parcialmente los objetivos planteados en
el proyecto original. La parte correspondiente a los MHSP fue dificil de cubrir,
debido a que se requiere una gran cantidad de los mismos y no siempre se
obtuvieron de los donadores. Los resultados obtenidos en las citometrias para
evaluar la expresion de moléculas de membrana no son tan variables como los
obtenidos para evaluar la asociacidon de proteinas. En los ensayos de estimulacién
no se pudo establecer una correlacion entre el nivel de fosforilacién de Syk y los
niveles de asociacion con SHP-1, Cbl y Grb2. Esto puede indicar que los

monocitos obtenidos de los donadores, tienen un estadio distinto de

69



diferenciacion/activacion, y es este entorno intracelular el que esta influyendo en la
respuesta final, la cual fue diferente cuando se estimularon los MHSP de diversos
donadores. En estas condiciones resulta dificil extrapolar los resultados del estado
de activacion de las células de la linea celular a los MHSP. Los estimulos
externos, un ambiente inflamatorio o anti-inflamatorio al que esté expuesto cada
donador pueden repercutir en la diferenciacion/activacion basal de los monocitos.
Aun asi estos datos nos dan un acercamiento de los complejos de senalizacidon
que se forman cuando los receptores FcyR se agregan en monocitos durante su

diferenciacion.
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CONCLUSIONES

La diferenciacion de los monocitos THP-1 con VD3 no modula la expresién
en membrana de los receptores FcyRl y FcyRIl; ni de las proteinas citosoélicas
Syk, SHP-1, Grb2 y Cbl. Pero si se observa un aumento en el nivel de fosforilacién
basal de Syk asi como la asociacion de Syk con SHP-1.

En los monocitos THP-1 la fosforilacion de Syk es mayor tras la agregacion
del FcyRlI que tras la agregacion del FcyRIl y no hay cambios en la asociacién de
Syk con SHP-1. En cambio, en monocitos THP-1 diferenciados con VD3 cuando
se agrega el FcyRIl disminuye la fosforilacion de Syk y aumenta la asociaciéon de
SHP-1 con Syk, de manera que concluimos que SHP-1 puede estar regulando el
estado de fosforilacion de Syk tras la agregacion de los FcyRs.

Cbl y Grb2 se encuentran constitutivamente asociadas a Syk con SHP-1 en
los monocitos THP-1, en los monocitos diferenciados disminuye ligeramente la
asociaciéon de Cbl. Tras la agregacion de los receptores no se observaron cambios
en la asociacién de Cbl con Syk y SHP-1, y Grb2 deja de asociarse con Syk y
SHP-1 cuando se agrega el FcyRIl. Esto indica que la diferenciacion de los
monocitos THP-1 con VD3, si modifica la sefalizacion a través del FcyRl y FcyRII,
debido a que se modifica la asociacién de Syk con SHP-1, y de las adaptadoras
Cbl y Gbr2. Ademas SHP-1 regula la activacién de Syk tras la agregacion del
FcyRIl en células THP-1 diferencias con VD3 y Grb2 forma parte del complejo
inicial de senfalizacion que se forma. Tras la agregacion del FcyRl, Grb2 no
participa en el complejo inicial de sefalizacion.

En monocitos humanos obtenidos de sangre periférica, la diferenciacion con
VD3 modula el nivel de expresiéon de CD14 y en menor manera del FcyRIl. No
todos los monocitos obtenidos de los donadores se encuentran en un mismo
estadio de diferenciacion/activacion y esto se ve reflejado en el diferente nivel de

respuesta tras la agregacion de los receptores FcyR.
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Ac
ADCC
AP
Cbl
CCL
CCR, CxCR
CD14
CR3
DAG
FcyR
Grb2
GM-CSF
IFN-y
IL

IP3
ITAM
ITIM
LPS
M-CSF
MHC Il
MHSP
NFkB
PI3K
PGE2
PKC
PLCy
RTK
SHP-1
SNC
Syk
TGF-p
TLR
TNF
PGE2
PTK
VD3

ABREVIATURAS

anticuerpo
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo
acido fosfatidico
proteina del linfoma de linaje B-casitas
quimiocina de la familia CC
receptor de quimiocina de la familia CC y CXC respectivamente
receptor de lipopolisacarido
receptor tipo 3 para complemento
diacilglicerol
receptor para la porcion Fc de la inmunoglobulina G
proteina 2 de unidn al receptor de factor de crecimiento
factor estimulador de colonias de granulocitos-macréfagos
interferon gamma
interleucina
inositol trifosfato
motivo de activacién basado en tirosina de inmunoreceptores
motivo de inhibicién basado en tirosina de inmunoreceptores
lipopolisacarido
factor estimulador de colonias de macréfagos
complejo principal de histocompatibilidad de antigenos de clase Il
monocitos humanos de sangre periférica
factor nuclear kB
cinasa de fosfatos de inositol
prostaglandina E2
proteina cinasa C
fosfolipasa C
receptor con actividad de cinasa de tirosina
proteina fosfatasa con dominios SH2
sistema nervioso central
cinasa de residuos de tirosina de bazo
factor de crecimiento transformante beta
proteina receptora tipo Toll
factor de necrosis tumoral
prostaglandina E2
proteina cinasa de tirosina
1a,25-dihidroxi-vitamina D3
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