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RESUMEN

Monocitos y macréfagos expresan receptores para la porcion de
inmunoglobulina G (FcyR) que participan en la fagocitosis de patdgenos. Los FcyR
no tienen actividad intrinseca de cinasa, pero al ser agregados inician una
cascada de sefales que involucran la actividad de cinasas de la familia Src, Syk-
Zap70, PKC, PI3K y ERK, asi como de fosfatasas de la familia SHP.

Los FcyR estdn constituidos por subunidades que unen al ligando y
subunidades asociadas. Las cadenas involucradas en reconocer al ligando tienen
en su region extracelular dominios de inmunoglobulinas. Las subunidades
asociadas tienen en su region citoplasmica estructuras secundarias involucradas
en la activacion de respuestas celulares, que estan compuestas por pares de
tirosinas y leucinas o isoleucinas dentro de la secuencia consenso YXXL(X)z-
12YXxL/l (donde x representa residuos no conservados). Esta secuencia es
designada ITAM, y en ella existe una constante de fosforilacién y desfosforilacion
en sus residuos de tirosina en respuesta a diversos estimulos tanto externos como
internos.

Este trabajo se enfocd en determinar cémo el estado de maduracion de
células monociticas THP-1 influye en la activacion de la vias bioguimicas
involucradas en la activacion celular a través del receptor FcyRI. Se analizé la
unién de diversas proteinas al modulo ITAM fosforilado, en células inducidas a la
diferenciacion mediante el tratamiento con VD3 y después del entrecruzamiento
del FcyRI. Los resultados muestran la unién de varias proteinas con diferente peso
molecular al motivo ITAM. Una de esas proteinas se identific6 como Syk y también
se determiné la union de SHP-1 al ITAM. Tanto Syk como SHP-1 son moléculas

importantes en la transduccion de sefiales activadas a través de FcR.



INTRODUCCION

Las respuestas del sistema inmune pueden clasificarse en innatas y
adquiridas. En las respuestas innatas participan receptores moleculares y
celulares capaces de reconocer determinantes comunes a muchos patégenos sin
necesidad de una sensibilidad previa. En las respuestas adquiridas participan
linfocitos T y B con receptores especificos para un antigeno particular que han
sido seleccionados por su capacidad de reconocerlo. Ambas respuestas dependen
de las actividades de los globulos blancos o leucocitos. Cada tipo de respuesta
utiliza distintos mecanismos de reconocimiento y también mecanismos efectores
caracteristicos, que seran ademas los que produciran el efecto colateral del dafio

tisular.t?

Las células que participan en las respuestas inmunitarias adaptativas son
linfocitos especificos de antigenos, células accesorias especializadas que
participan en la activacion linfocitaria y células efectoras cuya funcién consiste en

eliminar a los antigenos®.

Las células accesorias (clasicamente se han denominado asi a aquellas que
cooperan con los anticuerpos en sus acciones microbicidas o proinflamatorias)
tienen receptores para las regiones constantes de los anticuerpos (FCR) que
reconocen a los patégenos recubiertos de anticuerpos Yy participan en la iniciaciéon
de las respuestas de los linfocitos frente a los antigenos®. La unién cruzada de los
receptores Fc ocupados por inmunoglobulinas que reconocen el antigeno provoca
la activacion de estas células que atacan al patdgeno reconocido por las

moléculas de anticuerpos.®*®

FAGOCITOS MONONUCLEARES

Actualmente, el conjunto formado por los precursores medulares, los monocitos y
los macrofagos tisulares, se engloban bajo la denominacion de Sistema Fagocitico
Mononuclear (SMF). Estas células cumplen papeles importantes en los

mecanismos de defensa innatos y en los mecanismos de la inmunidad adaptativa.



Dentro de las funciones de estas células estan el reconocimiento y eliminacion de
microorganismos invasores y células tumorales, la regulacion de la proliferacion de
numerosos tipos celulares tanto del sistema inmunoldgico como de otros sistemas
y la secrecibn de un amplio grupo de sustancias participantes en el proceso

inflamatorio®

Las células del sistema fagocitico mononuclear se originan en la médula
0sea, derivan de un progenitor granulo-monocitico y bajo la influencia del factor
estimulador de colonias 1 (CSF-1) se originan los monocitos, circulan en la sangre,
maduran y se activan en diversos tejidos. A nivel genético varios factores de
transcripcion son activados, como el factor PU.1, producto del protooncogen Spi-1,
miembro de la familia de protooncogenes que es esencial para el desarrollo del
macréfago. Otros factores de transcripcion como GATA-1 y GATA-2 controlan la
sobrevivencia y/o diferenciacion de precursores mieloides. El primer tipo de célula
que entra en la sangre periférica tras abandonar la médula 6sea no esta
completamente diferenciada y recibe el nombre de monocito. Los monocitos tienen
un didmetro de 10 a 15 pm, y poseen un nucleo en forma de rifion o herradura y
un citoplasma finamente granular que contiene lisosomas, vacuolas fagociticas y
filamentos citoesqueléticos. Una vez que colonizan los tejidos, estas células
maduran y se convierten en macrofagos. Los macréfagos pueden adoptar diversas
formas. Algunos adquieren un citoplasma abundante y se llaman células
epiteloides debido a su semejanza con las células epiteliales de la piel. Los
macrofagos son capaces de fusionarse para formar células  gigantes
multinucleadas. Estos se encuentran en todos los 6rganos y tejidos conectivos y
reciben nombres especiales para designar localizaciones especificas. Por ejemplo,
en el sistema nervioso central son las “células microglia”; los que revisten los
capilares sinusoidales del higado se llaman “células de Kupffer”; en las vias
aéreas pulmonares son los “macréfagos alveolares”; y los fagocitos

multinucleados del hueso se denominan “osteoclastos”.



RECEPTORES EN MONOCITOS-MACROFAGOS

Muchas de las proteinas con actividad de receptor interaccionan
fisicamente con proteinas del citoesqueleto permitiendo que estimulos externos
repercutan en las funciones motrices de las células. Las proteinas de membrana
funcionan como transportadores, receptores o ligandos que median la interaccion

con el microambiente y con otras células.

La mayoria de los monocitos son CD14"*/CD16", los mas diferenciados son
CD14"*/CD16"*. Otros marcadores expresados en distintos tipos de macréfagos
son HLA-DR, CD11b (CR3) Y CD11c (CR4) (ambos marcadores miembros de la
familia de integrinas), CD25, CD69, CD36, CD26 y HLA-DP y —DQ®(Tabla 1).



Tabla 1. Principales receptores de macrofagos, sus ligandos y funciones (Modifi-

cado de 9).
RECEPTOR LIGANDOS FUNCION
LPS, muraldipeptido, peptido glicano soluble, | Reconocimiento y fagocitosis de
proteina WI-1 de la superficie de hongos, | patégenos y células apoptoéticas.
CD14 células apoptéticas.
Colageno tipo I, fosfatidilserina, | Deposito de colesterol en lipoproteinas,
trombospondina. limpieza de células apoptoticas.
CD36
RECEPTORES DEL COMPLEMENTO
CR1 C3b, C4b, C3bi Internalizacién de microorganismos.
CR3 CD11b/CD18 C3bi, CD54 (ICAM-1); fibrindgeno, | Interaccion de macréfago-LF T (CR3),
oligodesoxinucleoétidos. inhibicion de la produccién de IL-12 (CR3)
CR4 C3bi No se conoce
Receptores Fc IgG, particulas cubiertas de IgG Internalizacion de macroéfagos
opsonizados. Inhibiciébn  (FcyRIIB) o
activacion (FcyRI, FcyRIIA y FcyRIIIA) del
macréfago.
Receptor de | Oligosacaridos que contienen manosa Yy | Reconocimiento y fagocitosis de
manosa fucosa patégenos.
NKG2D Productos del gen RAE-1 y H60, MIC A y | Activacion de macréfagos para la
MIC B. produccion de TNFy NO.
Proteina CDA47 (proteina asociada a integrinas) Agregacion homotipica y activacion de
reguladora de macréfagos, interaccion de macrofagos

sefial a (SIRPa)

con linfocitos T.

RECEPTORES TOLL
TLR2 Oligosacaridos que contienen manosa, fucosa | Union a productos microbianos, activacion
o galactosa. de macréfagos.
TLR4,56y9 LPS, flagelina, lipopéptido de micoplasma y | Unién a productos microbianos, activacion

oligonucleétido bacterianos respectivamente.

de macréfagos.

Receptor de

Vitronectina (o, Bs)

Vitronectina, laminina, fibronectina.

Estimulacion de la polimerizacion de

actina.




RECEPTORES QUE PARTICIPAN EN EL RECONOCIMIENTO DEL ANTIGENO

Los receptores para las moléculas de inmunoglobulinas juegan un papel
importante en el sistema inmunoldgico, pues sirven como puente de enlace entre
el reconocimiento del antigeno por parte de los anticuerpos especificos, y la
activacion de células que llevan a cabo una amplia gama de funciones efectoras.
En casi todas las células hematopoyéticas (exceptuando el linaje eritroide), se
expresan receptores para inmunoglobulina G. La agregacién de estos receptores
por grupos de IgG (en la forma de complejos antigeno-anticuerpo, células o
bacterias opsonizadas, etc) induce una amplia gama de respuestas efectoras tales
como proliferacion y/o diferenciacion, citotoxicidad contra células blanco, secrecién
de citocinas o de mediadores inflamatorios, endocitosis y fagocitosis, entre otras.
Las funciones efectoras mediadas por la agregacion de los receptores FcyR
dependen, por un lado, del tipo de célula de que se trate, y por otro lado, pueden
ser moduladas por la accién de diversas citocinas sobre la célula. El ejemplo mas
conocido de ello es el incremento en la actividad fagocitica y citotoxica inducida en
células del linaje monocito-macrofago por el interferbn gamma y otros compuestos

activadores como lipopolisacéaridos bacterianos, etc. >°

Los receptores para la porcion Fc de la inmunoglobulina G (FcyR), el receptor
para la porcion Fc de la inmunoglobulina E (FceR) y los receptores de membrana
involucrados en el reconocimiento del antigeno que incluyen a los receptores de
antigeno de las células B (BCR) y los receptores de antigeno de las células T
(TCR), se agrupan debido a que las caracteristicas estructurales y mecanismos
bioquimicos de activacion celular son similares para todas estas moléculas. Este
conjunto de receptores se denomind6 como receptores multicadena de

reconocimiento inmune (MIRR, por sus siglas en inglés)®.

Actualmente se conocen tres tipos de receptores para IgG, denominados FcyRl,
FcyRIl y FcyRIIl 'y dentro de cada tipo existen a su vez distintas isoformas. Las
regiones extracelulares a través de las cuales los receptores unen a las moléculas

de IgG son homdlogas, y mas aun, no muestran selectividad clara por los distintos



isotipos de IgG, es decir la afinidad relativa de unién de los distintos isotipos de
IgG a los receptores de los tipos I, Il, y lll muestran la misma secuencia
lgG3=I1gG1>>IgG2, IgG4.°

El estudio de los mecanismos bioquimicos involucrados en la activacion de
células a través de estos receptores es un area de investigacion importante, pues
podria sugerir mecanismos para modular, con fines terapéuticos, la activacion
leucocitaria. Se sabe que la simple union del anticuerpo al sitio de unién de los
receptores, no es suficiente para inducir la activacion celular. Mas bien, es
necesaria la agregacion de los receptores para iniciar la cascada de activacion.
Actualmente se considera que el evento bioquimico inicial es la rapida fosforilacion
de los residuos de tirosina de varias proteinas celulares, incluyendo algunas
cadenas de los mismos receptores, asi como cinasas de tirosina pertenecientes a
las familias de Src y Syk/ZAP70. Estas fosforilaciones son seguidas de
movilizaciones de iones Ca2+, hidrolisis de fosfolipidos de inositol, activacion de
otras cinasas especificas de tirosina y de serina/treonina, fosforilacion de distintos

sustratos celulares incluyendo proteinas del citoesqueleto, etc.>”’

ESTRUCTURA Y EXPRESION DE FcR QUE PRESENTAN ITAM.

Las regiones ITAM estan involucradas en los mecanismos de activacion
celular.

Existen 4 multicadenas de FcR con ITAMs: FcyRI, FcyRIIA, FceRI 'y FcaRI.
Los FcyRI son expresados por macréfagos, monocitos y neutroéfilos. Los FcyRIIIA
son expresados por macréfagos, monocitos activados, células NK, células pre-B y
células T. Los FceRIl son expresados principalmente por células cebadas y
basofilos pero también por células de Langerhans humanas, eosindéfilos y
monocitos de pacientes alérgicos. Los FcaRI son expresados por macréfagos,
monocitos, neutrofilos y eosindfilos. Las subunidades o del FCR multicadena,
carecen de ITAM pero enlazan al ligando, son moléculas transmembrana que
tienen 2 o 3 dominios de inmunoglobulinas de tipo variable. Ellos se asocian con

una subunidad y homodimérica comun y en células cebadas con una subunidad



de cadena simple que tiene 4 dominios transmembrana y sus extremos amino y
carboxi terminales son ambos intracitoplasmicos (figura 1).}%°

En humanos, los genes que codifican la subunidad o de FcyRI, FcyRIIIA y
FceRI estan agrupados en el brazo largo del cromosoma 1 (1g21.1, 1g23-24 y
1923, respectivamente), mientras que el gen que codifica la subunidad o de
FcaRI esta localizado en el cromosoma 19 (19g13.4). Hay un ITAM en el dominio
intracitoplasmico de cada cadena y y uno en el dominio carboxiterminal en la
cadena B (figura 1)°

Los genes de Fca son expresados principalmente por células del linaje
mieloide (s6lo el FcyRIIIA también se expresa por subpoblaciones de células
linfoides). Los del FcyRI son expresados por macrofagos, monocitos y neutrofilos.
Los del FcyRIIIA son expresados por macréfagos, monocitos activados, células
NK, células preB y células T, notablemente en la subpoblaciéon y/d. El FcyRIIAY
FcyRIIC son los Unicos FcR de cadena simple con un ITAM. Son codificados por 2
genes relacionados localizados también en el cromosoma 1 (1g23-24). Los genes
de FcyRIIA y FcyRIIC son expresados principalmente por células de linaje mieloide
tal como monocitos, macrofagos y neutrofilos, asi como también por células
megacariociticas y plaguetas. Los genes del FcyRIIA también son expresados por
linfocitos B.

Todos los receptores Fcy muestran un alto grado de identidad en la
secuencia de sus porciones extracelulares (50-96%), pero significativamente
diferentes en sus dominios citoplasmicos. Algunos receptores Fcy contienen el
motivo de activacién del inmunoreceptor basado en tirosina (ITAM) o el motivo
inhibidor correspondiente (ITIM) en sus tallos citoplasmicos, tal como el FcyRlIlb.
Otros (FcyRI y FcyRIIIA) requieren la asociacion de la cadena y comun de FcR

que contienen ITAM o la cadena T del receptor de la célula T.*°
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Fig. 1.- Estructura esquematica de FcR con ITAM. La banda gris representa la membrana que separa

los dominios extracelulares (arriba) de los dominios intracitoplasmicos (abajo) (Modificado de 5)

AGREGACION DE FcR: EL INICIO DE LA SENAL EXTRACELULAR

Los receptores de membrana para la porcion Fc de inmunoglobulinas son
expresados en muchos tipos de células hematopoyéticas’. Para transmitir sefial a
la célula, los FCR necesitan ser agregados en la superficie celular por anticuerpos
y antigenos multivalentes. Los MIRR no tienen actividad de cinasa intrinseca’.
Para que estos receptores induzcan respuestas es necesario que sean agregados
y con ello induzcan la activacion de cinasas de tirosinas intracelulares, las cuales
fosforilan los residuos de tirosina del ITAM .2,

La interaccion entre el FcR e IgG dispara una rapida fosforilacién de residuos de
tirosina especificos en el receptor dentro de los motivos ITAMs. El FcyRIIA
contiene un ITAM dentro de su dominio citoplasmico, mientras que los ITAMs
pertenecientes para FcyRl y FcyRIIIA son contenidos dentro de una molécula
separada, la subunidad dimérica vy, que esta asociada con el receptor.

La fosforilacion inicial del ITAM es llevada por tirosinas cinasas de la familia Src.

Estas son mantenidas normalmente en un estado inactivo por una interaccion

10



entre un residuo de tirosina fosforilada dentro de su tallo y su dominio SH2 (fig. 2).
Se propone que la activacién se da por desfosforilacion, que en leucocitos puede
ser llevada a cabo por la fosfatasa de superficie celular CD45.%13

Después de su fosforilacion, los motivos ITAM actian como sitio de enlace para
Syk que también es fosoforilada y activada.**

La agregacion de los FcyR también induce la activacion de la cinasa de Bruton
(Btk) y Emt, la cinasa de adhesion focal (FAK), la proteina cinasa C (PKC), la
proteina cinasa A (PKA) y la via de sefalizacion de la cinasa activada por
mitdgenos, ERK. También participan la fosfatidil-inositol 3 cinasa (PI3-K) y la
fosfolipasa A, (PLA,), la fosfolipasa Cyl (PLCyl) y la fosfolipasa Cy2 (PLCy2) asi
como también la fosfolipasa D (PLD). Las relaciones causales, temporales y de
modulacion reciproca entre estas enzimas, asi como su relacién con las vias
especificas de sefalizacion de los distintos FcR, varian dependiendo del receptor
que es activado, del tipo de célula que es estimulado, asi como del estado de

maduracién y activacion celular.”®

GPSONIZED
B PARTICLE

Aggregated
FeyR

'? !..
(‘hp/Y S ¢ ?
cD45 \(:‘:rbZISOS
av ¢
Ras Phagocytosis

Fig. 2 Activacion de las vias de sefializacion del receptor FcyR por entrecruzamiento del anticuerpo.
(Modificado de 7)
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ESTRUCTURA DE SYK

La familia Syk/Zap-70 de cinasa de tirosina citoplasmicas comprenden 2
miembros llamados Syk y Zap-70. Mientras que Syk esta presente en la mayoria
de las células hematopoyéticas, incluyendo células B y células cebadas, Zap-70
esta restringido a células T y células NK. Syk también esta expresada en células T
selectas, incluyendo en la mayoria de poblaciones de timocitos y linfocitos
intraepiteliales Tyd. Syk es expresada en lineas celulares de origen epitelial, pero
su funcién en estas células aun no se conoce. Se ha documentado que Syk es
comunmente expresado en tejido normal de seno humano, en lesiones benignas
de seno y en lineas celulares de cancer de seno de baja tumorigenicidad®. Los
niveles de expresion baja de Syk se encuentra en células maduras Top. La
estructura de Syk y Zap-70 esta altamente conservado. Esto incluye, desde el N-
terminal hasta C-terminal (fig. 3): |) 2 dominios SH2, que enlazan el doble ITAM
fosforilado; jj) una region “linker”, que contiene sitios de fosforilacion de tirosina
que media el reclutamiento de efectores rio abajo tal como fosfolipasa C-y (PLC-y)
y Vav; jj) un dominio catalitico, incluyendo sitios de enlace para ATP vy
fosforilacion de tirosina; y jv) una extension corta C-terminal de funciones hasta
ahora desconocidas™*°.

Utilizando mapeo con fosfopéptidos se han identificado 10 residuos de tirosina
en Syk que pueden autofosforilarse. La fosforilacion de estos residuos de tirosina
proveen sitios de enlace para los dominios SH2 de otras moléculas, regula la
actividad enzimatica e interactiia con otras moléculas®’.

El sistema de dominios SH2 tanto de Zap-70 como de Syk son importantes
para su asociacién con receptores de antigenos fosforilados. Los dominios SH2
de N-terminal de Syk/Zap-70 enlazan a pYXXL C-terminal del ITAM, mientras que
los dominios SH2 C-terminal enlaza a pYXXL N-terminal. La estructura cristal de la
serie de dominios SH2 de Syk sugiere que estos dominios pueden funcionar como
unidades independientes. Ademas, la orientacién relativa de los dominios SH2 de
Syk despliega una flexibilidad conformacional extraordinaria. Sin embargo, hay

varias diferencias entre Syk y Zap-70. Primero, la capacidad de Syk para sufrir
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autofosforilacion y para fosforilar a Cdb3 es mucho mayor que el de Zap-70.
Segundo, el ITAM fosforilado induce la activacidon de Syk, mientras que Zap-70
requiere ademas de la entrada estimulatoria de Lck. Tercero, hay 10 veces mas
co-precipitacion con Syk que con Zap-70 con el péptido fosforilado de FceRly-
ITAM (fig 4)*".

SykB es una isoforma natural de Syk que fue identificada en células de
ratones, ratas y humanos. Como una consecuencia de empalme alternativo de un
exon de 69 aminoacidos en el gen de syk que carece de un inserto de 23
aminoacidos en la region linker. Es de resaltar que esta isoforma esta altamente
conservada en ratones, ratas, humanos y cerdos. Sin embargo, no esta presente
en Zap-70, aunque el resto del dominio linker de Zap-70 es significativamente
homélogo al de Syk™.

13
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fig. 3 Estructura y secuencia de Syk, Syk B y ZAP-70. A) Estructura de Syk y Syk B. La estructura de Syk y Syk B,
asi como la ubicacidn el inserto linker de 23 aminoacidos de Syk, son remarcados en la superficie. Son indicados
las posiciones de los sitios de enlace a ATP, lisina 396 (K 396) vy los sitios de fosforilacién de tirosina en el dominio
cinasa (tirosinas 519 y 520; Y519/Y520). La secuencia del dominio linker de Syk en diversas especies es mostrado
hasta el fondo. Los puntos indican los aminoacidos perdidos. El inserto linker conservado es sombreado y la
posicién de la tirosina 290 es resaltado por un asterisco. El sitio putativo de la hendidura proteolitica es mostrado
con una doble flecha, mientras que sus ligandos a PLC y-1 y Vav son indicados con flechas simples. (B) Dominio
Linker de Syk y Zap-70. Las secuencias del dominio linker de Syk de ratén (mSyk), Syk de humano (hSyk), Zap-70
de raton (mZap-70) y Zap-70 de humano (hZap-70) son comparados. Las areas de identidad son embaladas y el
inserto linker es sombreado. Los sitios de enlace putativos para PLC y-1 y Vav son indicados con flechas simples.
(Modificado de 15)

14



Regidn del

doiminio de
Inter dominlo SH2 nion
L —
14 105 167 258 36 i 620
N'|§H2-N Y 1 SH2-C ‘ Kinase vy Yy
130 / \\ 519,520 624,625
' \
/ 1 Activation
EE v BN loop
290 342 359
317 “346

fig. 4 Diagrama esquematica de Syk. Los numeros refieren a la secuencia de aminoacidos en rata de los diferentes
dominios. Son indicados algunas de las principales tirosinas (Y) que son fosforilados. La regién linker se muestra

en una vista aumentada con la regidn alternativamente empalmada alrededor de Y290. (Modificado de 15)

VITAMINA D

La vitamina D, es un nutriente esencial para la prevencion de raquitismo, se
requiere para la absorcion Optima de calcio y fésforo de la dieta. En estudios
subsecuentes se encontré que el raquitismo puede ser prevenido por irradiacion
con luz UV, que estimula la formacién de vitamina D3 por la piel. Esta habilidad
para producir suficiente cantidad de vitamina D3 con adecuada exposicion de luz
solar indica que la vitamina D3 realmente no es una vitamina. Se aprecia ahora
que la vitamina D3 es metabolizada a la hormona esteroide 1,25-dihidroxivitamina
D3 [1,25(0OH)2D3] o calcitriol. Las primeras observaciones de que los metabolitos
de la vitamina D3 interactian con una proteina en extractos de intestino llevaron a
la identificacion del receptor de la vitamina D, un miembro de la superfamilia de

receptor esteroide.®

Bioactivacion de la vitamina D

La vitamina D puede ser obtenida de la dieta o por la accion de la luz solar en la
piel. La exposicion de la piel a los rayos UV de la luz solar induce la conversion
fotolitica de 7-dihidrocolesterol a previtamina D3 seguido por la isomerizacion

termal a vitamina D3.1%%°
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El primer paso en la activacion metabdlica de la vitamina D es la hidroxilacion

del carbono 25, que ocurre principalmente en el higado (fig. 5).

El segundo paso en la bioactivacion de la vitamina D, es la formacion de 1a,25-
dihidroxivitamina D (1,25-(OH);D) a partir de la 25-hidroxivitamina D, que ocurre
bajo condiciones fisioldgicas, principalmente en el rifién?* (fig. 6), La la-hidroxilasa
ha sido reportada en muchas células y tejidos incluyendo los de prostata, pecho,

colon, pulmén, células B pancreaticas, monocitos y células paratiroideas (fig. 6).%2

“a,
M.N\-I/ (VY
|
I _— —-————— '
H = skin skin
HO"
7,8-dehydrocholesterol pre-vitamin D, vitamin D,
liver
25-hydroxylase
OH MH
target tissues kidney I
24-hydroxylase 1u-hydroxylase
HO™ H Ho"
calcitroic acid 1,25-dihydrowxyvitamin D, 25-hydrosxyvitarmin D,

fig. 5 Sintesis, activacion y catabolismo de la vitamina D3. La vitamina D3 es producido en la piel por la divisién
fotolitica de 7-dehidrocolesterol seguido por laisomerizacion termal. La vitamina D3 es transportada a el higado via
suero, donde la vitamina D3 esta unida a una proteina, y donde es convertida a 25-hidroxivitamina D3, el mayor
metabolito en circulacién de la vitamina D3. El paso de activacién final, la-hidroxilacién, ocurre principalmente,
pero no es exclusivo, en el rindn formando la 1,25-hidroxivitamina D3, la forma hormonal de la vitamina. La

inactivacién del catabolismo es llevado a cabo por la 24-hidroxilasa, que cataliza una serie de pasos de oxidacion
produciendo division de la cadena lateral. (Modificado de 18)
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fig. 6 la produccion de 1,25-(OH),D; renal y extrarenal sirve a funciones endocrinas, autécrinas y paracrinas.

TRANSPORTE DE LA VITAMINA D

Los metabolitos de la vitamina D son moléculas lipofilicas con baja solubilidad
acuosa que deben ser transportados a circulacion unidos a proteinas plasmaéticas.
La mas importante de estas proteinas acarreadoras es la proteina que une a la
vitamina D, DBP (D binding protein), que une a los metabolitos con una alta
afinidad en el orden de 25(OH)D = 24,25(0H)2D > 1,25(0OH)2D > vitamina D*. El
nivel en plasma de DBP es 20 veces mas alto que la cantidad de metabolitos de
vitamina D, y el 99% de compuestos de vitamina D en circulacion estan unidos a
proteinas, principalmente a DBP, aunque la albumina y las lipoproteinas

contribuyen en menor grado.®

ACCIONES DE 1,25-(0OH),D3-VDR.

La mayoria de las actividades biolégicas 1,25-(OH).D3 requieren de un receptor
de alta afinidad, el VDR, un miembro antiguo de la superfamilia de receptores
nucleares para hormonas esteroides. Como los otros miembros de la familia de

receptores esteroides, el VDR act(ia como un factor de transcripcion®®. La figura 7
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describe el dominio del VDR involucrado en el punto principal para el control de
VDR en el gen de transcripcion: 1) unién al ligando; 2) heterodimerizacion con el
receptor retinoideo X (RXR); 3) union del heterodimero a los elementos de
respuesta de la vitamina D (VDRES) en el promotor de genes sensibles a 1,25-
(OH).D vy 4) reclutamiento de las proteinas nucleares interactuando con VDR
(correguladores) en el complejo de iniciacion transcripcional, que realza

marcadamente o suprime la proporcion de transcripcion del gen por el VDR.

|._ Nuclear Localization ]

Heterodimerization K Trnmmwnhun |

. L
v AR ] B[ it | Je
. |_J| 115 159 m?i,l’} az7
—— - .
~"
DNA Binding Domain Ligand Binding Domain ~ AF-2

Fig. 7 Dominios funcionales del receptor de la vitamina D (VDR). Se muestra la representacion
esquemaética de los dominios de la molécula de VDR mediando la union del ligando y al DNA,
localizacién nuclear, heterodimerizacion con el receptor retinoide X (RXR) y transactivacién, asi como
también los 2 sitios mayores de fosforilacion. Funcién-2 de activacion, AF-2. (modificado de 18)

El dominio que une al ligando LBD (ligand binding domain) localizado en el
COOH- terminal de la molécula de VDR, es responsable del enlace de alta
afinidad del 1,25-(OH),Ds (Kd _=10-'° a 10-**M). El anillo A contiene el grupo la-
hidroxilo es una porcion critica de la molécula 1,25-(OH),D3; responsable del
enlace al VDR.

En la union del ligando, la recalibracion de la hélice 12 en el COOH- terminal de
el dominio de union al ligando de VDR, conocido como funcién-2 de activacion
dependiente del ligando, imparte un mayor cambio conformacional en la estructura
tridimensional del VDR. Este paso de activaciéon parece ser requerido para el
reclutamiento por las proteinas motoras de VDR®, responsables para una rapida
translocacion de VDR citoplasmico al nicleo a través de los microttbulos®®
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ACCION DE LA 1,a-HIDROXILASA

La produccion de 1,25(0OH).D3s por macréfagos esta regulada de una manera
completamente diferente a la que es producida por células de rifién, en donde la 1,
25(0OH), Ds es producida para la absorcién de calcio y homeostasis de hueso®’.

La 1 a, 25-dihidroxivitamina D3 (calcitriol) regula propiedades funcionales y de
diferenciaciéon de los fagocitos mononucleares®®, asi como de la homeostasis
mineral en hueso. La accion combinada de varios factores de transcripcion, que
median las sefales de diferenciacion, determinan la expresion del gen del linaje

especifico y subsecuente diferenciaciéon celular®®®.

CD14 se expresa en la
superficie de monocitos/macréfagos y esta altamente expresado durante la
diferenciacién de precursores monociticos a monocitos?®. Aunque el mecanismo
exacto de diferenciacién atn no esta definido®®, existen evidencias de que existen
otros elementos reguladores mas alla del promotor de CD14 responsable de la
expresion durante la diferenciacién del monocito®.

En experimentos con monocitos de sangre periférica se encontré expresion de
MRNA de la-hidroxilasa sinérgicamente inducible por activacion combinada de
IFNy y CD14/TLR4. Esta sobreregulacion tiene correlacion con la actividad
enzimatica de lao-hidroxilasa y produccién de 1,25(0OH),Ds; en monocitos™’.

Un factor de transcripcidbn esencial en la sefalizacion por interferon es
STAT1a. Una vez enlazado el IFNy a su receptor las cinasas JAKs son activadas y
STATla se fosforila en la Tyr701. Sin embargo, no hay un efecto directo
importante de STAT1a a través del sitio GAS en el promotor de la-hidroxilasa
que se haya detectado. Por lo tanto, el efecto de IFNy en la sobreregulacién de
la-hidroxilasa es mas bien un efecto indirecto, posiblemente por regulaciéon de
otros factores, tal como C/EBP.

Se conoce que el enlace CD14/TLR4 activa la ruta de NF-kB. En su forma
inactiva, NF-kB es enlazado por miembros de la familia IkB en el citoplasma. Los
diversos estimulos que activan a NF-kB causan fosforilacion de IkB, que es
seguido por su ubiquitinacién y subsecuente degradacion. Esto resulta en la

exposicion de las sefales de localizacion nuclear en subunidades de NF-kB y la
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subsecuente translocacion de la molécula al nacleo. En el nucleo, NF-kB enlaza a
una secuencia consenso (5-GGGAC-TTTCC-3") de varios genes y asi activa su
transcripcion.

El promotor de 1a-hidroxilasa contiene una caja consenso CCAAT, que es un
sitio de reconocimiento para C/EBPB. C/EBPB es un factor de transcripcion
involucrado en muchos procesos inmunoldgicos, que pueden ser activados por
diversas sefales, incluyendo LPS y el mismo IFN-y. La fosforilacion de diversos
residuos de serina y treonina regulan la actividad de C/EBPB. C/EBP también
contiene un dominio regulatorio. La fosforilacion en este dominio reduce la
transcripcion de la actividad transcripcional. Diversas cinasas han sido reportadas
por fosforilar a C/EBP, incluyendo a ERK1/2, proteina cinasa A (PKA), proteina
cinasa C (PKC) y la proteina cinasa dependiente de calcio/calmodulina (fig. 8).2
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Fig 8.- Modelo propuesto para la induccién de la-hidroxilasa en monocitos de sangre periférica.
(Modificado de 28)
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ACCIONES BIOLOGICAS DE VITAMINA D

El sistema endocrino de la vitamina D es un componente esencial de las
interacciones entre el rifidn, hueso, glandula paratiroidea e intestino (resumido en
la fig. 9) que mantienen los niveles de calcio extracelular dentro de limites
estrechos, un proceso vital para la fisiologia normal celular e integridad
esquelética.™®
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fig. 9 Papel de 25-(OH),D3; en la homeostasis de calcio. La 25-(OH).Ds producido en rifién induce la
absorcién de calcio intestinal, controla la remodelacién 6sea, suprime la funcién paratiroidea (sintesis
de la hormona paratiroidea (PTH) y crecimiento celular), y la reabsorcion renal de calcio para mantener
calcio en el fluido extracelular (ECF) dentro de los limites esenciales para la fisiologia normal celular e
integridad esquelética. (Modificado de 18)

INTESTINO:
La vitamina D es esencial para intensificar la eficiencia de absorcién de calcio y
fosforo de dieta en el intestino delgado.

El 1,25 (OH).Ds induce la captacion activa de calcio celular y mecanismos de
transporte, como se muestra en la fig. 6. La captacién de calcio requiere de la
bomba de calcio epitelial TRPV6 (también conocido como CaTl o ECaC2) y, en

menor grado, TRPV5 (ECaC1l). Después de esto, calbindina D transporta calcio a
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través de la célula y el ATPasa de Ca*? de plasma de membrana, PMCA1b y el

permutador de Na*/Ca®" median la entrega final de calcio al torrente sanguineo®.
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fig. 10 Regulacion de transporte de calcio epitelial por 1,25 (OH),Ds. El transporte de calcio epitelial es
estimulado por 1,25 (OH),Ds; por induccién de 1) el canal de calcio apical (TRPV6 o TRPV5) que
intensifica la entrada de calcio, 2) la proteina enlaza el calcio citosdlico (CaBP; calbindina) que facilita
el movimiento de calcio a través de la célula, y 3) la ATPasa (PMCA1) bombea calcio de la célula al
basolateral, del calcio del plasma de membrana. (Modificado de 18)

La captacion inicial de calcio es el paso que limita la tasa de absorcion de calcio

en el intestino y es altamente dependiente de vitamina D (fig. 10) .

ESQUELETO: La vitamina D es esencial para el desarrollo y mantenimiento de la
mineralizacion del esqueleto. La deficiencia de vitamina D produce raquitismo en

animales jovenes en crecimiento y osteomalacia en adultos.®

GLANDULAS PARATIROIDES: La vitamina D del sistema endocrino es un
potente modulador de la funcién paratiroidea.

La modulacién de 1, 25(0OH)2D3 de la glandula paratiroidea en respuesta al
calcio involucra la induccién directa de 1, 25D-VDR del gen de transcripcion de
CaSR alos 2 VDREs en el promotor CaSR %33,
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RINON: El efecto endocrino mas importante de 1,25 (OH),Ds en el rifién es un
control firme de su propia homeostasis a través de la supresion simultdnea de
la-hidroxilasa y estimulacién de 24-hidroxilasa y muy probablemente a través de

su habilidad de inducir la expresién de megalina en el tibulo proximal®>.

23



JUSTIFICACION DEL PROYECTO

Las ceélulas del Sistema Fagocitico Mononuclear juegan un papel muy
importante en la regulacion de la respuesta inmunolégica, asi mismo,
desempeiian una gran variedad de funciones efectoras que forman parte de los

mecanismos de defensa del organismo.

La capacidad de estas células para llevar a cabo la gran diversidad de
funciones depende del estado de diferenciacion-activacion que posee la célula
al momento del estimulo. Dicho estado estd gobernado por la influencia o
accion de diversos factores inductores de diferenciacion que se localizan en el

microambiente celular.

Para estudiar los efectos de un agente determinado, debemos contar con
poblaciones celulares homogéneas. Esto es posible usando modelos celulares
de diferenciacion in vitro que partan de una sola linea celular. Por resultados
previos de nuestro laboratorio sabemos que el tratamiento con el metabolito
activo de la vitamina D3 (dihidroxi-vitamina D3, VitD3) induce un aumento
significativo en la fagocitosis de eritrocitos opsonizados con IgG por células

monociticas THP-1.

Como un paso inicial para el estudio de la cascada de eventos moleculares
responsables de los cambios producidos por agentes inductores de
diferenciacion en las células del sistema fagocitico mononuclear, es necesario
caracterizar in vitro, bajo las condiciones de trabajo de nuestro laboratorio, los
efectos de la VitD3 sobre algunas propiedades de la linea celular monocitica
THP-1, que pueden cambiar en la diferenciacion. Esto nos permitirq
correlacionar las modificaciones en la expresion de ciertos genes, a través de
la cuantificacion de proteinas de membrana y de secrecién con los posibles

cambios morfolégicos y funcionales que se observan.

Dado que la alteracién en los niveles de expresion de los receptores para Fc
se asocian con padecimientos y enfermedades autoinmunes e
inmunohematolégicas, ademas se cree que los FcR participan como via de

entrada para agentes infecciosos tales como el VIH, es importante conocer el
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mecanismo de activacion del FCR para obtener elementos que coadyuven a la

prevencion de enfermedades y potenciar la actividad inmunologica.
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HIPOTESIS

Al someter a células monociticas THP-1 al tratamiento con VitD3 se inducira
diferenciacion fenotipicamente. Con ésto aumentara la capacidad fagocitica de

estas células y se observaran cambios en las moléculas asociadas al motivo

ITAM de los receptores FcyRI y FcyRII.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar como el estado de maduracién de células monociticas THP-1,
puede influir en la activaciéon de las vias bioquimicas involucradas en la

activacion celular a través de los receptores para anticuerpos.

OBJETIVOS PARTICULARES:

1) Determinar el efecto del tratamiento con VitD3 sobre las caracteristicas

morfolégicas en células monociticas THP-1, observadas al microscopio.

2) ldentificar moléculas que se asocian a péptidos sintéticos que representan
las secuencias ITAM de los receptores FcyRI y FcyRIl en células monociticas

THP-1 sometidas o no al tratamiento con VitD3.

3) Identificar moléculas que se asocian a los péptidos sintéticos que
representas las secuencias ITAM de los receptores FcyRIl y FcyRIl en células
monociticas THP-1 después del entrecruzamiento de los receptores Fc,

tratadas y no tratadas con VD3.
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MATERIALES Y METODOS

CULTIVO CELULAR

Las lineas celulares THP-1 se cultivaron en medio RPMI adicionado con
suero fetal de bovino (SFB) (GIBCO BRL, USA) a una concentracion final del
10%. Al medio de cultivo se adicionaron 10ul/ml de aminoacidos no
esenciales (Sigma Cell culture, USA) vy piruvato de sodio 10 pl/ml (Sigma Cell
culture, USA). Los cultivos se mantuvieron en la incubadora (Forma Scientific,
USA) a 37 °C, 5% de CO,y humedad en saturacion.

DIFERENCIACION IN VITRO CON VD3

La diferenciacion celular se indujo cultivando 2 x 10° células/ml con 100 nM
de vitamina D3 durante 72 hrs. Después del tratamiento, las células adherentes
se desprendieron mediante pipeteo suave y tanto las células adherentes como

las no adherentes se utilizaron para los experimentos.
ELECTROFORESIS (SDS-PAGE)

La electroforesis SDS-PAGE se realiz6 de acuerdo al método de
Laemmli, excepto que la concentracion del gel concentrador fue de 4.5%. Las
concentraciones finales en el gel separador fueron de 0.375 M Tris-HCI (Sigma
Chemical, Co. U.S.A)) (pH 8.9 y 0.1% p/v de SDS, y las concentraciones de
acrilamida fueron de 12.5% y 10% p/v) Los geles se polimerizaron por la
adicion de 0.05% p/v de persulfato de amonio (Sigma Chemical, Co. U.S.A.) y
tetrametiletileno-diamina (TEMED), (Sigma Chemical, Co. U.S.A.) para el gel
separador 6 0.1% de cada catalizador en el gel concentrador. El buffer de
corrida (pH 8.3) contuvo 0.025 M Tris, 0.192 M glicina. Se utilizaron

marcadores de peso pretefiidos (Gibco, U.S.A.) en el rango de 200 a 16 kDa.

La electroforesis se realizé con un voltaje constante de 85V por 2 horas en una

camara vertical (ATTO)

28



INMUNOBLOT

Las proteinas separadas mediante electroforesis SDS-PAGE fueron
transferidas a membrana de nitrocelulosa segun el método de Kyhse- Andersen
en un aparato de transferencia semiseca, a corriente constante de 125 mA
durante 1.5 horas utilizando para este fin buffer de transferencia La membrana
de nitrocelulosa con las proteinas inmovilizadas se bloqueo con albumina

bovina al 3% (p/v) en buffer TBS durante toda la noche a 4°C.

Todas las membranas fueron incubadas con el anticuerpo antifosfotirosina
conjugado con peroxidasa (1:2000) durante 1.5 horas. Una vez transcurrido el
tiempo de la incubacién las membranas se lavaron 5 veces con TBS-Tween
(apéndice 8) por 5 min. cada una y se reveld utilizando quimioluminiscencia
(Pierce, USA).

Para determinar la identidad de las proteinas fosforiladas se eluyeron los
anticuerpos de la membrana de nitrocelulosa incubandola en buffer de elucién
(0.1 M glicina, 5% SDS, pH 2.5) durante 1 hora a 70°C. Se lavo cinco veces
con TBS-T y se bloqueo en las condiciones arriba sefialadas. Se incubaron con
anticuerpos especificos para diferentes proteinas y se revelo con

quimioluminiscencia.

ESTIMULACION DE CELULAS POR ENTRECRUZAMIENTO DE
RECEPTORES Fc.

2 X 10° células THP-1 fueron cultivadas in vitro con medio RPMI en presencia o
ausencia de VD3 por 72 h. Las células se incubaron con 10 pg/ml de
anticuerpo anti-FcyRI (32.2) por 10 min a 4°C. Para inducir la agregacion, las
células fueron resuspendidas en 1 ml de medio RPMI con SFB al 2% y se le
agregaron 10 pyg/ml de anticuerpo de conejo IgG anti-ratén por 5 min a 37°C.
La estimulacion fue detenida agregando 500 upl de TBS frio. Las células se
lisaron y las proteinas citoplasmicas se incubaron por 3 h con los péptidos y y
vP (FcyRlI).
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PRECIPITACION CON PEPTIDOS SINTETICOS

Lisis celular. Las células estimuladas al inducir la agregacion de los
receptores FcyRI y FcyRIl se incubaron en buffer de lisis (50 mM Tris, 150 mM
NaCl, 1% T-X100, 20 mM ortovanadato de sodio, 10 mM Leupeptina, 10%
aprotinina, 2 mM PMSF) durante 15 min a 4°C, se centrifugaron y los
sobrenadantes fueron utilizados para incubarse con los péptidos sintéticos,
previamente acoplados a esferas de agarosa con estreptavidina (Sigma),

durante 2 horas a 4°C con agitacion constante.

Andlisis de proteinas unidas a los péptidos sintéticos. Las proteinas
eluidas de las esferas de agarosa-estreptavidina se separaron mediante SDS-
PAGE vy fueron transferidas a membrana de nitrocelulosa. Se procesaron las

membranas como arriba se indico para revelar por quimioluminiscencia.

Péptidos sintéticos. Los péptidos sintéticos que se utilizaron para precipitar
las proteinas representan las secuencias ITAM del FcyRl y FcyRIIA. Estos
péptidos fueron sintetizados por Genemed Synthesis, Inc. (San Francisco Ca,
USA) tienen acoplada biotina en el extremo amino para que los péptidos se

puedan unir a las esferas de agarosa-estreptavidina (Tabla 2).
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RESULTADOS

1) ASOCIACION DE PROTEINAS AL MOTIVO ITAM DE LOS RECEPTORES

FcyRly FcyRIl DE CELULAS THP-1

Para determinar qué moléculas se asocian al motivo ITAM de los receptores
FcyR, 2 X 10° células THP-1. Se lisaron y las proteinas del citoplasma
contenidas en el sobrenadante se incubaron con los péptidos, previamente
acoplados a esferas de agarosa, y, yP(fosforilado), 2A y 2AP (fosforilado) que
representan el motivo ITAM de FcyRI y FcyRlla respectivamente (tabla 2). Las
proteinas fueron separadas en geles SDS-PAGE vy transferidas a membrana de
nitrocelulosa y las proteinas fosforiladas en tirosina fueron visualizadas por
quimioluminiscencia. Los resultados muestran que las proteinas fosforiladas se
unen Unicamente al péptido yP con pesos moleculares en un rango de 50 a 150
KDa (fig. 11A). Al péptido 2AP no se unieron proteinas fosforiladas en tirosina
con estas condiciones de ensayo. La membrana fue tratada en medio acido
(Glicina 0.1M, SDS 5%, pH 2.5) para eluir los anticuerpos y analizar la
presencia de la cinasa Syk (72 kDa). El resultado muestra que Syk se unio
Unicamente a yP (fig. 11B)

Tabla 2 Secuencia de péptidos que representan el motivo ITAM de FcyRI y

FcyRlla.
FcyRI
Y biotina-EKSDGVYTGLSTRNQETYETLKHE
P biotina- EKSDGVY*TGLSTRNQETY*ETLKHE
FcyRlla
2A biotina- ETADGGYMTLNPRAPTDDDKNIYLTLP
2AP biotina-ETADGGY*MILNPRAPTDDDKNIY*LTLP

Secuencia ITAM consenso  YXXL X (6,7) YXXL
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y  yP  2A 2AP

150KDa e

72KDa

50KDa —

Fig. 11 Asociacion de proteinas a los péptidos que representan el motivo ITAM fosforilado y sin fosforilar de la
cadena vy del FcyRI 'y FcyRIla. 2 X 10° de células THP-1 se incubaron en RPMI suplementado con suero fetal de
bovino, se lisaron con buffer hipoténico e inhibidores; las proteinas del citoplasma contenidas en el
sobrenadante se incubaron con los péptidos y, yP (FcyRI); 2A y 2AP (FcyRlla). Las proteinas citoplasmicas
fueron separadas mediante la técnica SDS-PAGE y transferidas a una membrana de nitrocelulosa. 11A) las
proteinas fosforiladas en tirosina fueron visualizadas por quimioluminiscencia. 11B) la membrana fue tratada

en medio acido para eluir los anticuerpos y analizar la presencia de Syk (72 KDa).

2) CELULAS THP-1 INDUCIDAS A LA DIFERENCIACION CON VITAMINA

D3.

Las células monociticas THP-1 fueron tratadas con vitamina D3 (100 nM)
para inducir cambios morfolégicos y funcionales para determinar si las
proteinas unidas al motivo ITAM sufren algin cambio por este tratamiento. 2 X
10° de células fueron cultivadas in vitro en presencia de VD3 durante 72 para
obtener poblaciones diferentes. Las células THP-1 se caracterizan por ser
células agregadas en forma de racimo y presentar bordes lisos en su pared
celular (fig.12A) a diferencia de las THP-1 tratadas con VD3 que mostraron un
cambio en la morfologia como: disociacion celular, formacion de pseudopodos
y adherencia a la caja de cultivo (fig. 12B).

Las células se lisaron con buffer hipotonico y se incubaron con los péptidos
v, YP, 2A y 2AP. Las proteinas fosforiladas en tirosina fueron analizadas
mediante blot anti-fosfotirosina (fig. 13A), donde se observa que éstas se unen
Unicamente al péptido yP en un rango de 50 a 150 kDa. En el caso del péptido
2AP no hubo union de proteinas fosforiladas en tirosina bajo estas condiciones

de ensayo. Fig. 13B) la membrana fue tratada en medio acido para eluir los
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anticuerpos y analizar la presencia de Syk (72 kDa); el resultado muestra que

Syk se unié Unicamente al péptido yP.

Fig. 12 Tratamiento de células monoliticas THP-1 con 10 nM de vitamina D3. 12A) Células THP-1 sin tratar.
12B) Células THP-1 tratadas con VD3 durante 72h. El cambio en la morfologia y adherencia de las células
fueron observadas en un microscopio invertido con cAmara.
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Fig. 13 Tratamiento de células monociticas THP-1 con vitamina D3. 2 X 10° células de THP-1 fueron incubadas
con 100 nM de vitamina D3 por 72 h. Las células fueron lisadas con buffer hipoténico e inhibidores; las
proteinas del citoplasma contenidas en el sobrenadante se incubaron con los péptidos v, yP (FcyRl), 2A 'y 2AP
(FcyRlla). 13A) las proteinas fueron separadas mediante la técnica SD-PAGE y transferidas a una membrana de
nitrocelulosa. Mediante inmunoblot se analizaron las proteinas fosforiladas en tirosina donde la membrana fue
incubada con anticuerpos anti-fosfotirosina (PY20 y PY99) y visualizadas por quimioluminiscencia. Fig. 13B) la

membrana fue tratada en medio acido para eluir los anticuerpos y analizar la presencia de Syk (72 KDa).

3) CELULAS THP-1 TRATADAS CON VD3 Y ESTIMULADAS CON
ANTICUERPO 32.2 PARA INDUCIR AGREGACION DEL RECEPTOR FcyRI.
Para determinar si hay un cambio en la fosforilacion de las proteinas unidas
al motivo ITAM de células THP-1 después de ser tratadas con VD3 las células
THP-1 fueron estimuladas con anticuerpo FcyRl (32.2) para entrecruzar
receptores Fc. Para el andlisis de las proteinas que se unen a los péptidos que
representan el ITAM de FcyRlla (2A y 2AP) fosforilado y no fosforilado, se
aumento la cantidad de proteina para determinar si la cantidad de ésta afecta la
observacion de los resultados, por lo que se usaron 4 X 10° células.

Las proteinas unidas a los péptidos fueron separadas mediante SD-PAGE al
10% y transferidas a una membrana de nitrocelulosa. Las proteinas fosforiladas
en tirosina fueron analizadas mediante blot anti-fosfotirosina. Los resultados
obtenidos muestran que las proteinas se unen al péptido yP tienen pesos
moleculares en un rango de 70 a 90 kDa (fig. 14A). Para el péptido 2AP no
hubo
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unién de proteinas fosforiladas en tirosina con 2 X 10° de células, pero para 4 X
10° se observan las proteinas fosforiladas en un rango de 40 a 72 kDa
aproximadamente (fig. 15). Las membranas fueron tratadas en medio acido
para eluir los anticuerpos y analizar la presencia de Syk que se encuentra
unida a los péptidos en todos los casos (fig. 14B y 16).

SHP-1 es una proteina tirosina fosfatasa y se ha demostrado que se une a la
cinasa Syk para regular su actividad. Para determinar si esta fosfatasa es
capaz de unirse al motivo ITAM, la membrana fue eluida nuevamente en
medio &cido y se analiz6 la presencia de la proteina SHP-1. En la fig. 14C se
observa que SHP-1 se une al motivo ITAM de FcyRI presente y se observa
una diferencia en la cantidad de proteina cuando las células son tratadas con
VD3 y se induce la agregacion del receptor FcyRI. Para el FcyRIl solo se
observa union de SHP-1 al motivo ITAM que representa a FcyRII sin fosforilar
(péptido 2A) (fig. 17).

19G raton + + o+ + + + + +
AB 322 . N - o -
VD3 o - - s+ .-

A
90 kDa
<4— 70kDa
<4— 72kD B
Syk a
SHP-1 <« 60 kDa C

Fig. 14 Agregacion de receptores FcyRI en células monociticas THP-1 tratadas (+) y no (-) con VD3. 2 X 10°
células de THP-1 fueron incubadas en presencia y ausencia de 100 nM de vitamina D3 por 72 h. Las células
fueron estimuladas con anticuerpo FcyRI (32.2) (10 pyg/ml) y agregadas con anticuerpo anti-ratén por 5 min a
37°C. Las células fueron lisadas con buffer hipoténico e inhibidores y las proteinas del citoplasma se
incubaron con los péptidos y y yP (FcyRlI). Las proteinas unidas al péptido fueron separadas mediante SD-PAGE
y transferidas a membrana de nitrocelulosa. Fig. 14A) se analizaron las proteinas fosforiladas en tirosina por
inmunoblot con anticuerpos anti-fosfotirosina (PY20 y PY99). 14B) la membrana fue tratada en medio acido
(SDS 5%, pH 2.5) para eluir los anticuerpos y analizar la presencia de Syk (72 KDa). 14C) la membrana fue
eluida nuevamente y se analiz6 la presencia de SHP-1 (60 KDa).
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AB-32.2 + + + + - , - .
vD3 * + - - + + ) )
oA 24P 2A 2AP  2A 2AP 2 2AP

72 KDa —p

40KDa —p

Fig.15 Blot anti-pY. Estimulaciéon de células monociticas THP-1 tratadas y no tratadas con VD3. 4 X 10°
células de THP-1 fueron incubadas con y sin 100 nM de vitamina D3. Para inducir agregacién del receptor FcyRI

se incubaron las células con anticuerpo 32.2 durante 10 min a 4°C y con IgG anti-ratén durante 5 min.

lgG-ratéon - - + + + + + + - -
AB32.2 . - + + - - + + - -
VD3 - - + + + + - - + +

2A 2AP 2AP 2A 2AP 2A 2AP 2A 2AP 2A
Syk —p

Fig. 16 Blot anti-Syk Una vez analizadas las proteinas fosforiladas con PY20 y PY99, la membrana fue tratada
en medio acido (SDS 5% , pH 2.5) para eluir los anticuerpos y analizar la presencia de Syk (72 KDa).
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AB32.2 + + - - - - - -
VD3 + + + + + + - -

2AP 2A 2AP 2A 2AP 2A 2AP 2A

SHP-1 __

Fig. 17 Blot anti-SHP-1 Una vez analizadas las proteinas con anti-Syk, la membrana fue tratada en medio acido
(SDS 5%, pH 2.5) para eluir los anticuerpos y analizar la presencia de SHP-1 (60 kDa).

4.- COMPARACION DE UNION DE SYK

Rorstén . . . . & . PR P
aABR22 - . . . + ] + +
s . L L + ¥ R - * *

T T R T = ok
24 SAP 2AP 24 2AP 2 IAP 2R 2AF 28

Fig. 18 Comparacion de unién de Syk al péptido yy yP  Fig. 19 Comparacién de unién de Syk al pép-

con las distintas estimulaciones y tratamientos. tido 2y 2A con las distintas estimulaciones y

tratamientos
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DISCUSION DE RESULTADOS

La 1 a, 25-dihidroxivitamina D3 (calcitriol) regula propiedades funcionales y
de diferenciacién de los fagocitos mononucleares®, asi como de la
homeostasis mineral en hueso. La accibn combinada de varios factores de
transcripcion, que median las sefiales de diferenciacion, determinan la
expresion del gen del linaje especifico y la subsecuente diferenciacion
celular®?. Se ha demostrado que el calcitriol induce la expresién de los genes
de diferenciacion en los monocitos inmaduros, ademas regula su paso a
macréfagos maduros. Se sabe que el enlace de antigenos o particulas
cubiertas con IgG a la superficie celular de monocitos y macrofagos, induce
una fosforilacién rapida y transitoria de tirosinas de polipéptidos de diferente
peso molecular®. Debido a que la activacién de Syk es un paso importante en
la sefializacion en monocitos y macrofagos y ya que no se han estudiado los
eventos bioquimicos que ocurren en el proceso de diferenciacion de monocitos
a macroéfagos, decidimos analizar la union de proteinas fosforiladas al ITAM de
los receptrores Fc y si existen cambios en los niveles de fosforilacion tanto por
el tratamiento con VD3 asi como por el estimulo por el entrecruzamiento de los

receptores Fc.

En la fig.11 se observa el patron basal de fosforilacibn en tirosina sin
agregacion de los receptores y sin tratamiento con VD3 que muestra la unién
de proteinas al ITAM fosforilado Unicamente, en un rango de peso de 50 a 150
kDa (fig. 11A) observandose que se unen mas de 1 proteina al ITAM
fosforilado. Estos resultados indican que la sefializacion se inicia con la
fosforilacion de tirosinas en el modulo ITAM y la unién de distintas moléculas a
los motivos ITAM. Se ha demostrado la capacidad de los receptores para
inducir funciones efectoras que se anula completamente si los ITAM son
eliminados o si se cambian los residuos de tirosina de los ITAM por residuos de
fenilalanina®'8. Cuando las células fueron tratadas con VD3 se observé que el
patrén de proteinas unidas al motivo ITAM varia y se observa una sola banda
amplia, en un rango de 72 a 150 kDa (fig. 13A). Se sabe, por experimentos
previos realizados en nuestro laboratorio, que el tratamiento de células THP-1
con VD3 estimula la formacién rapida de segundos mensajeros como

ceramidas, cAMP, inositoles y calcio; por activar una variedad de proteinas
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cinasas incluyendo PKC, Raf, MAPK y cinasas de la familia Src®. Se ha
demostrado que al motivo ITAM fosforilado se unen diversas proteinas cinasas
de la familia Src como pueden ser Fgr, Fyn, Lyn, Hck, Yes y Src. En nuestros
resultados se observé también un incremento significativo en la unién de la
proteina Syk (fig. 13B); por lo que se puede inferir que la cinasa Syk participa
en los cambios funcionales de monocito a macrofago. Es probable que Syk
active a otras proteinas que participan en la extension de la membrana asi
como en la adhesién celular, como pueden ser paxilina, talina, vinculina, a-
actina, proteina cinasa Coa, MARCKS, MacMARCKS, ceramidas, cAMP,

inositoles y calcio.

Numerosas proteinas son fosforiladas en residuos de tirosina cuando los
FcyRs son entrecruzados en la superficie celular. Es conocido que Syk juega
un papel importante en las vias de sefalizacion activadas por el
entrecruzamiento de FcyRs y es considerada una de las proteinas iniciadoras
de la cascada de activacion después del entrecruzamiento de los FcRs.
Actualmente se desconoce el mecanismo exacto de la activacion de las
proteinas iniciadoras de la cascada de activacion (cinasas de la familia Src y
Syk) y cdmo se ven afectadas por el tipo de FcyR entrecruzado, asi como el
estadio celular. Los eventos inducidos por la agregacion del receptor FcyRI
fue el reclutamiento de proteinas con peso molecular de 70 kDa y 90 kDa
aproximadamente, que se unen al ITAM (fig. 14A), a los 10 min de incubacién.
La proteina de aproximadamente 70 kDa se determindé que es la proteina
cinasa Syk (fig 14B) y la proteina de peso aproximado de 90 kDa pudiera ser la
proteina p85, una de las subunidades de la cinasa PI3 que participa en la via
de sefializaciébn PI3K para inducir fagocitosis. Se ha reportado que los
primeros eventos en la fase de enlace de los receptores a la membrana celular,
se une Lyn o Lck de la familia Src, esta unién se da fuertemente entre los 5y
10 min de la agregacién de los receptores®®; una vez fosforilado el ITAM,
recluta a la cinasa Syk que fosforila a la subunidad p85 reguladora de
fosfatidilinositol 3-cinasa que activa, a su vez, la subunidad catalitica p110p de
PI3-K generando PI-3,4,5-trifosfato de PI-4,5-bifosfato en la membrana cerca

del complejo del receptor formando la copa fagocitica®. Se considera que a
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diferentes pasos del proceso de fagocitosis existen proteinas fosforiladas y
desfosforiladas a diferentes tiempos; y algunas permanecen fosforilados
durante este proceso y algunas por mas tiempo, pero aun se desconoce el

mecanismo exacto.

Se ha reportado que cuando el receptor Fcy es coagregado, el ITAM
citoplasmico sufre fosforilacion en tirosina y puede reclutar proteinas que
contengan dominios SH2. En la fig. 14C se observa un aumento gradual de
union de proteinas SHP-1 al ITAM y el grado de union, depende del estimulo al
gue sean sometidas las células, esto es, si las células son inducidas a
diferenciacion, en este caso con VD3, existe cierto grado de expresion de SHP-
1. Se ha mencionado que SHP-1 participa quiza regulando la desfosforilacion
de proteinas que pudieran estar participando en diversas vias de activacion,
por ejemplo Grb2, Statl, Jakl, CBL*. Otra posibilidad es que SHP-1 este
regulando la desfosforilacion uniendose directamente a las tirosinas
fosforiladas del ITAM *'; pero también existe la posibilidad de que SHP-1 se
encuentre unida a Syk y que su vez Syk se encuentre unida al ITAM, esta
teoria se apoya con los resultados obtenidos por nuestro laboratorio donde
SHP-1 coprecipita con Syk®. También cabe mencionar que para que haya
expresion de SHP-1 debe haber un estimulo de los receptores Fcy, esto se
infiere haciendo una comparacion con el estado basal donde no existe la
presencia de SHP-1.

Tras el entrecruzamiento del receptor FcyRl (32.2) y agregacion con
anticuerpo anti-lgG se observa una mayor cantidad de proteina de SHP-1 (fig.
14C) en comparacion con células tratadas con VD3. Se sabe que los
receptores que contienen ITIM pueden actuar como reguladores negativos de
la sefalizacion iniciada por receptores que contienen ITAM* Una vez
agregados los receptores por el anticuerpo anti-IgG, son fosforiladas las
tirosinas del ITAM por las cinasas de la familia Src y en estas tirosinas
fosforiladas se une la cinasa Syk, al asociarse Syk a las secuencias ITAM es
fosforilada en residuos de tirosina por cinasas de la familia Src. En estos sitios
fosforilados, distintas proteinas se asocian a Syk a través de sus dominios

SH2. Syk se asocia fisicamente y es substrato de la fosfatasa SHP-1. En
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ensayos in vitro, por nuestro laboratorio, se observé que la asociacion de SHP-
1 al receptor FcyRIIB depende del grado de fosforilacion de las secuencias
ITIM y de la densidad del receptor®. Una vez agregado el receptor FcyR, el
receptor FcyRIIB es agrupado indirectamente, su tirosina contenida en el ITIM
es fosforilada por Lyn, lo que representa un sitio de enlace para SHP-1 que
regula negativamente la via de sefializacién desfosforilando a Syk.*

Dentro del mecanismo de fagocitosis mediado por FcyRs que contienen
ITAM, se sabe que Cbl es fosforilado después de la estimulacién de FcyR y asi
mediar la sefial rio abajo para los factores intercambiadores de nucle6tidos,
como C3G y Sos, y luego para GTPasas tales como RAP, RAS y RAC, debido
a su asociacion con proteinas adaptadoras tales como CRKL y Grb2. Se ha
reportado que Cbl abroga la interaccion de CBL-CRKL, este hecho se da
mediante la interacciéon de SHP-1 en la activacion de Rac inducido por ITAM,
un evento bioquimico que ha sido implicado en eventos de polimerizacion de

actina y fagocitosis.

Numerosos estudios han identificado una variedad de participantes
moleculares y eventos bioquimicos involucrados en la transduccion por FcyRs.
Poco interés se le ha dado al estudio de como se ve afectado un tipo individual
de FcyR estimulando a los eventos bioquimicos por otro tipo de FcyR vy
considerando el estado de diferenciacion/activacion celular. Uno de nuestros
objetivos fue observar el comportamiento de FcyRIl ante la agregacion de
FcyRI; en la fig. 15 se observa fosforilacion de proteinas con peso molecular
que van de 40 — 72 kDa, tras la agregacion de FcyRI con y sin tratamiento con
VD3, sélo unidas a los péptidos fosforilados que representan a FcyRIl. A nivel
basal no se observaron proteinas unidas a los ITAMs de FcyRIl (fig. 1A) quiza
porque requiere necesariamente de un estimulo para activar su maquinaria de
sefalizacion. Sabemos, por resultados de nuestro laboratorio, que el FcyRIl
sefializa cuando la célula se estimula con FcyRI o FcyRIIE, el FeyRI no media la
fagocitosis eficientemente, tanto como el FcyRIl, ya que falla en la activacion de
las isoformas nuevas de PKC, asi como la via de Pi-3K® por lo que se cree que
de manera sistematica el FcyRI y FcyRII llevan a cabo la fagocitosis, y quiza

también participan otros receptores contenidos en la misma célula. No se sabe
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con certeza la relacion que guardan entre el nimero y diferentes receptores
agregados para determinar la respuesta de fagocitosis, asi como tampoco se
sabe si influyen otros factores como diferencia en la conformacion del receptor,
afinidad del ligando, estructura del dominio citoplasmico, entre otros. Se sabe
gue cuando se estimula a las células THP-1 por FcyRIl induce un incremento
significativo en los niveles de fosforilacién de Syk*® y en nuestros resultados
después de la agregacion de FcyRI también se activa Syk como se observa en
la fig. 16, al parecer el ITAM es importante para la unién de Syk y que se
formen los complejos necesarios para inducir un aumento en la fagocitosis.

Por resultados de nuestro laboratorio sabemos que la diferenciacion de las
células THP-1 con VD3 a las 72 h, disminuye la asociacion basal de Syk y
SHP-1*% por lo que nos hace suponer que Syk se encuentra mas disponible y
por lo tanto se puede unir al modulo ITAM como lo observamos en la fig. 16. En
contraste para las células sin diferenciar hubo més asociaciéon de SHP-1 con
Syk por lo que observamos menos union de Syk al modulo ITAM (fig. 17);
estos datos sugieren que SHP-1 regula de manera negativa a Syk
defosforilandolo y dependiendo del ligando que se esté entrecruzando, esta
asociacion se ve afectada, ya que cuando se entrecruz6 a FcyRIl sin

diferenciar, produjo un incremento en la interaccion entre SHP-1 y Syk.
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CONCLUSIONES

-Existen mas de un tipo de proteinas unidas al ITAM fosforilado.

-Syk se activa tanto en la diferenciacion de monocito a un fenotipo a
macréfago, como en el evento de entrecruzamiento de FcyRlI, por lo que quiza
Syk sea una molécula clave en la transduccién de sefial llevada a cabo por
FcR.

-La VD3 disminuye la asociacion basal entre Syk y SHP-1.

-La agregacion del receptor FcyRI activa al receptor FcyRlla.

-SHP-1 regula la fosforilacion de Syk y por lo tanto la union al ITAM en el

FcyRIIl, pero para FcyRI no afecta su fosforilacion.

-Para que haya expresion de SHP-1 debe haber un estimulo de los receptores

Fcy.
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PERSPECTIVAS

_ Inducir entrecruzamiento del FcyRIl en células THP-1 y analizar su efecto

antes y después del tratamiento con VD3.

__Analizar la posible translocacion de Syk al nucleo.

_ Analizar las proteinas de la familia Src que estan participando.

_ Determinar la participacion de la proteina SHP-1 tanto para FcyRIl como para

FcyRIL.

_ Determinar qué moléculas son las que participan en cada evento de
sefializacion.
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ABREVIATURAS

SCR 8 Receptor tipo 3 de complemento

FCYR Receptor de lainmunoglobulina G

GG Inmunoglobulina G

ATAM Motivo de activaciéon del inmunoreceptor
de base tirosina

HTIM Motivo de inactivacion del
inmunoreceptor de base tirosina.

SHEPES o, Acido 4-(2-hidroxiethil)-1
piperazinetosulfénico

SHLA Antigeno tipo humano

NK Asesina natural

PTK Proteina tirosina cinasa

SSHZ Homologia a Src 2

SSH3 Homologia a Src 3

SSFB Suero fetal de bobino

VD3 1-a,25-dihidroxi vitamina D3
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ANEXO

_PBS 20X (Solucién amortiguadora de fosfatos)

2.6 mM NaH,PO, H,O

7.74 mM Na2 hpo4 anhidro

0.16 mM NacCl

Agua destilada

pH 7.4 ajustar con NaOH (lentejas)

_PBS 1X

PBS 20X

Agua mili Q cbp
pH 7.4 NaOH/HCI

_Solucién de lisis hipoténico
Hepes 20 mM

KCI 10 mM
Ortovanadato de sodio
EDTA 0.1 mM

Glicerol

PMSF 0.1 M
Apotinina

Pepstatina

FNa 0.1 M

DTT

NP40

Pirofosfato de sodio

Leupectina

_Solucién stock HEPES-EDTA 100X
EDTA 100 Mm

HEPES 1M

Agua destilada

pH 7.4 ajustar con NaOH

_Solucién stock VD3 100 uM 1000X
1-0L, 25 hidroxivitamina D3

Etanol (p.a.)

Conserva a -80 °C protegido de la luz

-Medio RPMI 1640
Medio RPMI deshidratado

229
175¢g
1L

25 mL
500 mL

2.0mL
2.0mL
2.0 L
200 pL
2.0mL
200 pL
20 pL

200 pL
400 pL
150 pL
40 pL

800 pL
200 pL

57229
23839
100 mL

1 sobre
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NaHCO;

HEPES 25 mM

2 Mercaptoetanol (Dil. 1:100 en H,0)
Agua Mili Q cbp

pH 7.4 - 7.6 ajustar con NaOH

-Solucién stock de TBS
Tris1M

NaCL 5 M

Agua destilada cbp

pH 7.5 ajustar con NaOH/HCI

-TBS-TWEEN
TBS stock

Tween

229
5.9575 g
............................................................... 7.8 L
.............................................................. 1L

............................................................... 20 mL
............................................................... 30 mL
............................................................. 1L

54



	Portada
	Contenido
	Resumen
	Introducción
	Justificación del Proyecto 
	Hipótesis
	Objetivo General 
	Materiales y Métodos
	Resultados
	Discusión de Resultados 
	Conclusiones
	Perspectivas
	Bibliografía
	Anexos  

