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RESUMEN 

Uno de los principales mecanismos efectores involucrados en eliminar a agentes infecciosos es 

la fagocitosis mediada por los receptores para la porción Fe de las inmunoglobulinas clase G, los FcyR. 

Los FcyR reconocen el dominio constante 2 de la cadena pesada de las inmunoglobulinas clase G, el 

CH2; que forma parte de la porción Fe. Por otra parte, las inmunoglobulinas clase G (lgG) se unen a 

través de su porción que reconoce al antlgeno, el Fab, a la partícula para marcarla como blanco para se 

fagocitada. Los FcyR, aún cuando no tienen actividad intrínseca de cinasa, cuando son agregados 

pueden desencadenar una cascada de seilales bioquímicas. Estas seilales se dan por la actividad de 

enzimas citoplasmáticas de la familia de Src que son reclutadas a la vecindad de los agregados del 

receptor. Se ha reportado que enzimas de la familia Syk-ZAP70, de la familia PKC, y otras como P13K, 

ERK, PLA2 , PLCy1, PLD son activadas durante la fagocitosis mediada por los FcyR. Si bien se sabe que 

la agregación de FcyR es ef evento que inicia fa cascada bioquímica de activación, el mecanismo por el 

cual ésto ocurre no se conoce aún. Hay resultados que apoyan la idea de que no hay una relación 

simple entre el número de receptores agregados y la respuesta efectora, sino que hay otros factores, 

dinámicos, de estructura y conformación de los agregados de receptores, que determinan la respuesta. 

Para estudiar la activación de macrófagos inducida por fa agregación de los FcyR, se generaron 

anticuerpos monoclonales específicos para el 2,4-dinitrofenof, pertenecientes a varias subclases de fas 

inmunoglobulinas clase G. Estudios previos en nuestro laboratorio demostraron que eritrocitos 

opsonizados con estos anticuerpos eran fagocitados con distinta eficiencia, dependiendo de la subclase 

de lgG del anticuerpo opsonizante. A pesar de que, la constante de afinidad de los anticuerpos para la 

unión por el hapteno es similar (K. = 4x106
); y que el análisis de la unión del eritrocito opsonizado (lg) a 

la célula fagocrtica no mostró diferencias significativas. Nosotros proponemos que los agregados que 

forman estas inmunogfobulinas son distintos y se traducen en diferencias cualitativas y cuantitativas al 

activar a distintas enzimas, generando las diferencias observadas en la fagocitosis. Para analizar 

nuestra hipótesis empleamos inhibidores de enzimas involucradas en ra fagocitosis mediada por los 

FcyR. Nuestros resultados demuestran que la actividad de PLD, ERK1/2, PI 3-K y PKC son necesarias 

para que se lleve a cabo la fagocitosis de eritrocitos opsonizados por cada subclase. Sin embargo, la 

fagocitosis de cada uno tiene distinta dependencia por cada enzima analizada. Los resultados más 

contrastantes se dieron al analizar el papel de fas cinasas de la familia PKC. 

Dado que estos anticuerpos sólo difieren en el subtipo de lgG al que pertenecen, las diferencias 

importantes entre ellos radican en la zona de la bisagra. Las características de esta zona definen la 

flexibilidad de fa molécula. Esto podría ser un factor importante durante la interacción del anticuerpo con 

su receptor. Nuestro trabajo comprueba que las diferencias en fa eficiencia con que los anticuerpos de 

distinta subclase median la fagocitosis, se deben a que cada subclase de lgG induce de manera 

cualitativa y cuantitativamente diferente, la activación de las enzimas involucradas en la fagocitosis. 

Estas diferencias podrían estar relacionadas con las caracterlsticas de los agregados de los receptores 

formados por cada anticuerpo. 



l. ANTECEDENTES 

La capacidad de muchos receptores para transducir señales depende que presenten 

actividad enzimática intrínseca, es decir, que sean proteínas transmernbranales que 

puedan tanto unir al ligando a través de su porción extracelular, como iniciar una señal 

bioquímica intracelular que conduzca a una respuesta celular (Alberts, 1994). Existen otros 

receptores que no presentan actividad enzimática alguna, pero que al unir a su ligando 

activan enzimas citoplasmáticas (Ravetch, 1991 ). Un ejemplo de ellos son los Receptores 

Multicadena de Reconocimiento Inmune que participan en procesos involucrados con el 

funcionamiento del sistema inmunológico. De estos receptores se sabe que con la unión de 

su ligando son agregados y que esto inicia una señal bioquímica (Ravetch, 1991 ). Para 

comprender como la sola agregación induce la activación del receptor, se deben definir las 

propiedades estructurales y/o cinéticas de los agregados del receptor, las características de 

los complejos proteicos formados como consecuencia de esta agregación y el papel de 

estos agregados en la transducción de señales. 

Durante el estudio de las respuestas celulares inducida por la agregación de estos 

receptores se han empleado anticuerpos monoclonales específicos para estimular a cada 

receptor. Esto ha permitido descifrar parte de las cascadas bioquímicas generadas y los 

requerimientos mínimos para activar a la célula. También se ha podido confirmar que 

cualquier ligando que sea capaz de inducir la agregación de los receptores induce señales 

que generan respuestas celulares. 

Sin embargo, aún no logramos entender cómo el mismo receptor puede inducir 

distintas respuestas celulares, ni cómo las diferencias que puedan existir entre estos 

agregados (por ejemplo, en cuanto a su estructura, tamaño, vida media, etc) afectan el 

proceso. Una posible respuesta es la hipótesis mecanística, la cual enfatiza la relevancia de 



la configuración espacial de los agregados del receptor para inducir la activación celular 

(Pecht, 1989). Algunos resultados experimentales apoyan esta hipótesis: 

La respuesta de linfocitos B al estimular el receptor de antígeno del linfocito B, el 

BCR, usando el antígeno, anticuerpos anti-inmunoglobulina (lg) o anticuerpos anti-lg unidos 

a fase sólida fue distinta (Manger, 1987; Brunswick, 1989; Pleiman, 1994). Asimismo, la 

estimulación del Receptor de antígeno del linfocito T, el TCR, usando distintos anticuerpos 

que reconocieran a una de las subunidades del TCR, la cadena CD3, indujo respuestas 

diferentes que casi se igualaron al entrecruzar estos anticuerpos con un segundo 

anticuerpo que los reconociera (Jeddi-Tehrani, 1992). De la misma forma, la estimulación 

del Receptor para la porción Fe de la inmunoglobulina clase E, el FceRI, usando distintos 

anticuerpos anti-FceRI, indujo distintas respuestas que se igualaron a la respuesta 

generada por el antígeno si se usaban fragmentos Fab de estos anticuerpos para generar 

dímeros del receptor y después estos eran agregados al entrecruzar usando un segundo 

anticuerpo (Ortega, 1988). Estos anticuerpos compiten por el sitio de unión para lgE en la 

cadena a del receptor e inducen la formación de dímeros del FcERI, que son capaces de 

mediar la secreción de enzimas contenidas en gránulos de secreción. Sin embargo, cada 

anticuerpo indujo la secreción con distinta eficiencia (Ortega, 1988). Esta relación no es 

exclusiva para la secreción de esta enzima, pues también se observó al determinar la 

cantidad de ácido araquidónico y leucotrieno C4 liberado en respuesta a los mismos 

anticuerpos (Ortega, 1989). ¿Cómo explicar este fenómeno? 

Hay dos posibles respuestas a esta pregunta. La primera es que cada anticuerpo 

induzca distinto número de dímeros de receptores FcERI, y la segunda que los dímeros 

formados por cada anticuerpo tengan una organización distinta en la membrana, la cual 

afecta su capacidad de inducir secreción. La primera posibilidad se probó calculando, 
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matemáticamente, la proporción de dímeros inducida por cada anticuerpo y se concluyó 

que el grado de dimerización inducido por cada anticuerpo no explicaba las diferencias 

observadas (Ortega, 1988). Al analizar la movilidad rotacional de los complejos anticuerpo

FceRI formados por cada anticuerpo sobre la membrana de la célula, se determinó que 

existe una relación inversa entre la movilidad del complejo FceRl-anticuerpo anti-FceRI y la 

secreción de mediadores; es decir, los anticuerpos que presentaron mayor movilidad 

rotacional fueron los menos eficientes para inducir secreción (Pecht, 1991 ). Estos datos 

sugieren que las diferencias observadas en los ensayos de secreción se deben a que la 

organización de los dímeros de FceRI formados por cada anticuerpo es distinta. 

Las diferentes respuestas se deben a que los dímeros inducidos por cada uno de los 

anticuerpos tienen diversas eficiencias para activar diversas vías de señalización 

involucradas en la síntesis de inositol 1,4,5- trifosfato, la movilización de Ca2
+ y la formación 

de puntos de adhesión focal. El análisis de las respuestas bioquímicas inducidas por estos 

anticuerpos revelaron un paso de regulación en las señales inducidas por el FceRI 

desconocido hasta ese momento. Este paso de regulación involucra la disociación de la 

cinasa Lyn de los complejos de los receptores agregados (Ortega, 1999). 

Estos resultados apoyan la idea de que no hay una relación simple entre el número 

de receptores agregados y la respuesta efectora, sino que otros factores (diferencias de 

conformación del agregado y/o de orientación de las subunidades de los receptores entre 

sí, así como dinámicos) determinan la respuesta. 

Bajo esta premisa, para estudiar la activación a través de receptores para lgG, se 

generaron anticuerpos monoclonales específicos para el 2,4-dinitrofenol, pertenecientes a 

varias subclases de inmunoglobulina clase G. Al caracterizar la capacidad de estos 

anticuerpos para inducir funciones efectoras en células de la línea monocítica, se encontró 
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que los anticuerpos de cada subclase mediaban, con distinta eficiencia, la fagocitosis de 

eritrocitos opsonizados (Fig. 1). La capacidad de los anticuerpos de la subclase lgG1 para 

mediar fagocitosis es tres veces menor que la de anticuerpos de la subclase lgG2b. Esto no 

obstante que la constante de afinidad de los anticuerpos de ambas subclases para la unión 

del hapteno es similar (Ka= 4x106
). Por otra parte, los resultados obtenidos en ensayos de 

rosetas, donde se determina la interacción entre el eritrocito opsonizado (lg) y la célula 

fagocítica (receptor de lg), los distintos anticuerpos no mostraron diferencias significativas 

(Fig. 1)(Garay, 1994). 

Las diferencias entre estos dos anticuerpos para inducir fagocitosis no pueden 

explicarse basándose en las diferencias de unión entre la inmunoglobulina y el receptor, o 

entre la inmunoglobulina y el hapteno. Nosotros proponemos que los agregados lgG-

receptores que forman estas inmunoglobulinas tienen diferencias estructurales, las cuales 

pueden traducirse en diferencias cualitativas y cuantitativas en la activación de distintas 

enzimas, generando las diferencias observadas en la fagocitosis. Este trabajo se enfoca a 

analizar esta hipótesis. 
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Fig. 1. Formación de Rosetas y Fagocitosis de eritrocitos de carnero 

opsonizados con anticuerpos anti-DNP de distinta subclase de lgG. Los eritrocitos de 
carnero se opsonizaron con anticuerpos de distinta subclase de lgG ( • , e , ..A. ). Los 
anticuerpos se utilizaron en diluciones crecientes para opsonizar los eritrocitos de carnero. 
Como control positivo se utilizó lgG purificada de suero policlonal de conejo anti-DNP tT ). 
Los eritrocitos opsonizados fueron incubados 60 minutos con macrófagos J774 a 4ºC 
(Rosetas) ó a 37° C (Fagocitosis). Después de (A) lavar los eritrocitos no adheridos, o (B) 
lisar los eritrocitos no ingeridos; se lisaron las células J774 y se determinó la formación de 
rosetas o fagocitosis por el método de Jungi (Garay, 1994). 



11. INTRODUCCIÓN 

11.1 EL SISTEMA FAGOCÍTICO MONONUCLEAR, ORIGEN Y CARACTERÍSTICAS 

El macrófago es la principal célula diferenciada del sistema fagocítico 

mononuclear; este sistema comprende monoblastos de la médula ósea y promonocitos 

de la médula ósea y sangre, monocitos de sangre periférica y macrófagos tisulares. Los 

macrófagos están ampliamente distribuidos en todo el cuerpo (Auger, 1992). Durante la 

etapa embrionaria se originan en el saco vitelino (Moore, 1970), pero en el adulto se 

originan en la médula ósea (Van-Furth, 1989). En la médula ósea se encuentran 

macrófagos residentes y sus precursores: monocitos, promonocitos y monoblastos. 

Estas células tienen un progenitor en común con los neutrófilos en la médula ósea 

(Metcalf, 1971) (Fig. 2), que se conoce como unidad formadora de colonias granulocito

macrófago (CFU-GM, por sus siglas en inglés). 

Las células del sistema fagocítico mononuclear tienen características fenotípicas 

diferentes que permiten distinguirlas, como su morfología y capacidad fagocítica; 

contenido de enzimas hidrolíticas y expresión de receptores en membrana (Auger, 

1992) (Fig. 2). Durante la diferenciación, el metabolismo de los fagocitos 

mononucleares sufre alteraciones importantes. En los siguientes párrafos revisaremos 

algunas de las características de las células de este sistema. 
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MÉDULA ÓSEA SANGRE TEJIDOS 

@}-~@)~® ____._ ~JI' 
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Fig. 2. El sistema fagocítico mononuclear. En el esquema se muestra el origen y algunas características de las células del 
sistema fagocítico mononuclear. (Lewis, 1992). 



ll.1a Células del sistema fagocítico mononuclear 

El monoblasto es la célula menos diferenciada del sistema fagocítico 

mononuclear. El monoblasto al dividirse da lugar al promonocito (que es el precursor 

directo de los monocitos), estas células contienen lisozima y esterasa no específica, 

gránulos de peroxidasa y expresan receptores para lgG y para el componente C3 del 

complemento. Los promonocitos pueden fagocitar eritrocitos recubiertos por lgG y 

bacterias opsonizadas, pero la fagocitosis de eritrocitos opsonizados con C3b es 

relativamente pobre (Van-Furth, 1980). Los promonocitos al dividirse dan origen a los 

monocitos. Los monocitos permanecen probablemente en la médula ósea por al menos 

24 horas, antes de entrar al torrente sanguíneo (Van-Furth, 1986) (Fig. 2). 

Los monocitos se observan al microscopio óptico como células pequeñas de 12-

15 µm de diámetro; con un núcleo reniforme que ocupa el 50 % del área de la célula. La 

migración de los monocitos de sangre periférica a los tejidos extravasculares involucra 

su adhesión al endotelio, la migración entre las células endoteliales y la subsecuente 

migración entre las estructuras subendoteliales. Al arribar al órgano blanco, los 

monocitos se diferencian a macrófagos y permanecen en los tejidos por varios meses 

(Furth, 1968). Durante la transición de monocito a macrófago, hay un aumento en el 

número de mitocondrias, en la actividad de las enzimas mitocondriales, en la tasa de 

respiración celular, en el número de lisosomas y en las enzimas lisosomales (Auger, 

1992). 
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Los macrófagos se observan al microscopio como células grandes de 25-50 µm 

de diámetro. Presentan un núcleo excéntrico redondo o arriñonado con uno o dos 

nucleolos prominentes y el complejo de Golgi yuxtanuclear (Auger, 1992). 

11.1 b Funciones de los macrófagos en la respuesta inmune 

Los fagocitos mononucleares defienden al organismo contra una gran variedad 

de agentes infecciosos como bacterias, virus, protistas y hongos. Las células son 

atraídas al foco de infección por componentes bacterianos, endotoxinas, componentes 

del complemento, complejos inmunes, quimiocinas y fragmentos de colágena; y 

permanecen en esa zona bajo la influencia del factor inhibidor de la migración 

secretado por los Linfocitos T (Metchnikoff, 1905; Scott, 1993). 

Los fagocitos mononucleares participan en la respuesta inmune innata, parte de 

las primeras defensas del organismo contra agentes infecciosos. Además, estas células 

también están involucradas en regular la respuesta del sistema inmunológico 

adaptativo, a través del procesamiento y presentación de antígenos, de la secreción de 

una gran variedad de mediadores proinflamatorios y de citocinas inmonoreguladoras, 

formando así un puente entre la respuesta inmune innata y la respuesta inmune 

adquirida. 

Los macrófagos tienen la capacidad de internalizar a estos agentes infecciosos a 

través de un proceso llamado fagocitosis. La internalización inicia con el reconocimiento 

de moléculas presentes en la superficie del microorganismo, a través de receptores de 

membrana del macrófago. Estas moléculas son reconocidas directamente por los 
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macrófagos, como ocurre con la interacción de el receptor de manosa con residuos de 

carbohidratos en la superficie del microorganismo; o indirectamente, como ocurre con 

las opsoninas opsoninas (como son las inmunoglobulinas, o anticuerpos, y los 

fragmentos de componentes del complemento) que se unen específicamente a la 

superficie del patógeno y son reconocidas por el macrófago a través de receptores de 

membrana. (Greenberg, 1993). La fagocitosis implica la internalización de partículas 

relativamente grandes (>0.5 µm) por mecanismos que involucran el rearreglo del 

citoesqueleto (Aderem, 1999). 

11.2 LOS RECEPTORES PARA INMUNOGLOBULINAS, CARACTERÍSTICAS Y 

FUNCIONES 

ll.2a lnmunoglobulinas. 

Las inmunoglobulinas (anticuerpos) son moléculas importantes del sistema 

inmunológico, pueden inactivar a toxinas y virus y relacionar a la inmunidad humoral del 

sistema inmunológico específico con las células efectoras del sistema inmunológico 

innato (Sánchez-Mejorada, 1998). 

Las inmunoglobulinas están compuestas por cuatro cadenas polipeptídicas que 

se mantienen unidas a través de múltiples interacciones no covalentes y son 

estabilizadas por puentes disulfuro. El tetrámero tiene dos cadenas pesadas idénticas 

entre sí y dos cadenas ligeras igualmente idénticas. Cada cadena se pliega en una 

serie de dominios compactos (dominios de inmunoglobulina) de estructura similar. 
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Estos dominios resisten la actividad de proteasas. Los residuos de aminoácidos 

situados entre cada dominio están más expuestos y son susceptibles a proteólisis; su 

digestión genera distintos fragmentos que conservan actividad biológica después de 

una proteólisis controlada (Carayannopoulus, 1993). 

Al digerir a las inmunoglobulinas con papaína se pueden generar dos 

fragmentos, la porción que une al antígeno (Fab) y un fragmento constante (fracción 

cristalizable, Fe) que es la parte de la molécula que se une a los receptores (Fig. 3A). 

La región de la bisagra une a los Fab con el Fe, en esta zona las dos cadenas pesadas 

están unidas entre si a través de un número variable de puentes disulfuro. Los dominios 

variables N-terminales de ambas cadenas forman los sitios de unión al antígeno (Paul, 

1993); mientras que, la porción Fe es reconocida por receptores de membrana (ver 

sección de receptores Fe). 

La región de la bisagra determina muchas de las propiedades estructurales y 

funcionales de las inmunoglobulinas. Estructuralmente, la bisagra está formada por 

residuos de prolinas, serinas y treoninas, lo que le confiere flexibilidad a esa zona y 

permite que los brazos Fab se flexionen y tuerzan (Fig. 38). El grado de movimiento se 

correlaciona con el largo de la bisagra entre el dominio CH2 y el primer puente disulfuro 

intercadena de la zona superior de la bisagra (Carayannopoulus, 1993). La longitud de 

la bisagra y su flexibilidad también reducen el impedimento estérico que los Fab 

presentan para el acceso al CH2 por otras moléculas. La flexibilidad de la bisagra 

permite a los Fab adoptar diferentes conformaciones y así poder unirse a epítopes 

bivalentemente -se presume que esto le da al anticuerpo mayor avidez y versatilidad. 

La bisagra puede ser dividida en tres regiones, la superior, el centro y la inferior: 

la bisagra superior se define como los residuos de aminoácidos entre el extremo del 
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CH1 y la primera cisteína que forma un puente disulfuro intracadena, una bisagra 

superior larga permitirá gran flexibilidad entre los segmentos y el ángulo entre los 

brazos Fab puede variar ampliamente; mientras que, una bisagra superior corta impide 

la movilidad de los brazos Fab. El centro de la bisagra contienen cisteínas que formas 

los puentes disulfuro intracadena. La región inferior de la bisagra esta involucrada con 

el reconocimiento entre la lnmunoglobulina y el FcyR. Las regiones de la bisagra 

superior y media son codificadas por un mismo exón, esto se conoce como bisagra 

genética, mientras que la bisagra inferior es codificada por el exón del dominio Ctt2. en 

conjunto forman lo que se conoce como bisagra estructural (Carayannopoulus, 1993). 

Existen distintas clases de inmunoglobulinas (Fig. 3C) y dentro de algunas clases hay 

distintas subclases (Fig. 30). La clase más importante y abundante es la clase G, pues 

representa el 75% del total de inmunoglobulinas en suero. Las inmunoglobulinas de 

clase G presentan dos cadenas pesadas de pesos moleculares aparentes de 50 

kilodaltones (kOa) y dos cadenas ligeras de 25 kDa (Carayannopoulus, 1993). En el 

humano se han distinguido cuatro subclases: lgG1, lgG2, lgG3 y lgG4 (Fig. 301); 

mientras que en el ratón se identificaron a las subclases lgG1, lgG2a y 2b, e lgG3 (Fig. 

302), siendo la lgG1 y la lgG2a las más abundantes. Estas subclases difieren entre sí 

en la estructura de la región constante de la cadena pesada, incluyendo diferencias en 

longitud y número de puentes disulfuro en la región de la bisagra; de esta manera, las 

cadenas pesadas de la lgG3 murina están unidas por dos puentes disulfuro intercadena 

y las otras subclases murinas por tres puentes. 
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Fig. 3. Las inmunoglobulinas. A. Las inmunoglobulinas están formadas por dos cadenas pesadas y dos ligeras unidas entre sí por 
puentes disulfuro. Las inmunoglobulinas interaccionan a través de su porción Fab con el antígeno y a través de su porción Fe con 
receptores de membrana presentes en las células del sistema inmunológico (Klein, 1997). B. Flexibilidad que exhiben los segmentos 
de las inmunoglobulinas con respecto a la bisagra (Paul, 1999). C. Las clases de inmunoglobulinas se diferencian por el número y 
localización de puentes disulfuro, por el número y localización de glicosilaciones o por el número de dominios de inmunoglobulina de 
tipo constante en la cadena pesada. O. Las principales diferencias entre las distintas subclases de lgG se presentan en la zona de la 
bisagra y dependen del número de puentes disulfuro. 01. Estructura esquematizada de las distintas subclases de lgG humanas (Klein, 
1997). 02. Estructura tridimensional de los anticuerpos monoclonales 61.1.3 y 231 que corresponden a una lgG1 y a una lgG2a de 
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Gracias al desarrollo de la técnica para producir anticuerpos monoclonales 

pertenecientes a cada subclase se pudo determinar su secuencia y estructura. Así, en 

estudios de depolarización de fluorescencia, se determinó que la subclase lgG1 es la 

más rígida de todas las subclases murinas (Dangl, 1988); y en estudios de difracción de 

rayos X en cristales del anticuerpo 61.1.3, que corresponde a una lgG1 murina, se 

determinó que exhibe cierto grado de flexibilidad entre los segmentos y que presenta la 

típica forma en Y de las inmunoglobulinas. También se determinó que el ángulo entre 

los Fab es de 115º y que el Fe esta orientado oblicuamente a 107° con respecto al 

plano de los Fab y que el ángulo de la región bisagra entre el Fe y el Fab es de 78º y 

entre el Fe y el Fab es de 123º. Además, los sitios de unión al antígeno están 

separados por 118 A. Las inmunoglobulinas de esta subclase presentan la región 

bisagra más corta; la secuencia de la bisagra en el anticuerpo 61.1.3 es: 

Región de la bisagra Superior Centro Inferior 
226 250 

VPRDCG CKPCICT VPEV 
1-Bisaara aenética---j 

1---Bisaara estructural ----+ 
Durante el análisis de este anticuerpo se determinó que los aminoácidos 

contiguos a la zona de la bisagra superior son un punto crítico de flexibilidad y que este 

segmento de la inmunoglobulina se inmoviliza en solución por la disposición específica 

de los Fab. El centro de la región bisagra también es estabilizado por contactos 

intramoleculares entre residuos de esta zona con una asa del dominio CH2 (Harris, 

1998). 

Por otra parte, el anticuerpo 231 que es un lgG2a murina presenta la siguiente 

secuencia en la región bisagra: 
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Región de la bisagra 
226 

Superior Centro Inferior 
250 

EPRGPTIKP CPPCKCP APNLLGG 

1- Bisaora oenética -1 
1--- Bisaora estructural 

Las cisteínas del centro de la bisagra de este anticuerpo son las que forman los 

puentes disulfuro intracadena; al igual que para inmunoglobulinas de la subclase lgG1; 

pero a diferencia de la corta región bisagra de las lgG1; las lgG2a presentan residuos 

de aminoácidos que aunque genéticamente forman parte del dominio CH2 

estructuralmente forman parte de la región inferior de la bisagra. Este segmento es 

claramente la porción más móvil de la bisagra. La región de la bisagra completa tiene 

una extensión de 50 A y por estudios de resonancia magnética nuclear se determinó 

que presenta distintas conformaciones, lo que sugiere que la región bisagra en la 

inmunoglobulinas de esta subclase no se comporta como tal, sino como una "cadena" 

que une al Fe con los Fab; es decir, el grado de movimiento entre los Fab y el Fe es aún 

mayor. Al parecer, en solución este anticuerpo presenta distintos estados estructurales 

que varían entre la forma de T y la de Y como consecuencia de la movilidad intrínseca 

entre sus dominios. Los ángulos que presentan las inmunoglobulinas de esta subclase 

son muy diferentes a los de las lgG1. El ángulo de la región bisagra entre el Fe y el Fab 

es de 66º y entre el Fe y el Fab es de 113º. Estas diferencias indican que la 

conformación molecular entre las inmunoglobulinas de las dos subclases es muy 

distinta (Harris, 1997). 

Al comparar la secuencia de las distintas subclases murinas y humanas se 

determinó que la subclase lgG1 murina comparte un ancestro con las cuatro subclases 

humanas; mientras que, la subclase lgG2b presenta un ancestro distinto. Lo anterior 
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indiéa que los genes de las subclases lgG1 e lgG2 divergieron antes del proceso de 

especiación. En humano no hay una subclase equivalente a la lgG2 murina; al parecer, 

durante la evolución de estas secuencias a través de un proceso de contracción se 

perdió el gen (Adetugbo, 1978). 

ll.2b Los Receptores Multicadena de Reconocimiento Inmune 

Los FcyR y FccR se agrupan con los receptores de membrana involucrados en el 

reconocimiento del antígeno que incluyen a los receptores de antígeno de las células B 

(BCR, por sus siglas en inglés) y los receptores de antígeno de las células T (TCR, por 

sus siglas en inglés) (Fig. 4). Fueron agrupados así porque sus características 

estructurales y mecanismos bioquímicos de activación celular son similares. Este 

conjunto de receptores se denominó como Receptores Multicadena de Reconocimiento 

Inmune (MIRR, por sus siglas en inglés) (Keegan, 1992). 

Los MIRR están constituidos por subunidades que unen al ligando y subunidades 

asociadas. Las cadenas involucradas en reconocer al ligando tienen en su porción 

extracelular dominios de inmunoglobulina (Keegan, 1992) (Fig. 4). Las subunidades 

asociadas tienen en su región citoplasmática estructuras supersecundarias 

involucradas en la activación de respuestas celulares, que están compuestas por dos 

secuencias consenso YxxL separadas por siete residuos variables (YxxLxxxxxxxYxxL). 

Esta secuencia es designada como ITAM (Fig. 4)(Reth, 1989). 

En los FcyRI y FcyRlllA las funciones de unión al ligando y activación celular son 

mediadas por cadenas diferentes. La cadena FcRa. contiene el sitio de unión a lgG. 
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Fig. 4. Receptores Multicadena de Reconocimiento Inmune. Esquema que muestra la estructura de los receptores 
multicadena de reconocimiento inmune (MIRR). Aquí son agrupados el Receptor de antígeno de linfocitos T (TCR), el Receptor 

de antígeno de linfocitos B (BCR), el Receptor de alta afinidad para la porción Fe de la lgE (FceRI) y los Receptores para la 
porción Fe de las lgG (FcyR) (Turner, 2000). 



Esta cadena se expresa en asociación con un homodímero de cadenas gamma, 

las cuales contienen en su porción intracelular un ITAM. El FcyRllA y el FcyRllC son 

receptores para lgG de una sola cadena y poseen un solo ITAM (la misma cadena 

reconoce al ligando e induce la activación celular), en estos receptores las dos 

secuencias consenso están separadas por 12 residuos de aminoácidos (Reth, 1989). 

La importancia de las regiones ITAM en los mecanismos de activación celular ha 

quedado demostrada por varias observaciones: 

a) La capacidad de los receptores para inducir funciones efectoras se anula 

completamente si los ITAM son eliminados de la proteína (Park, 1993). 

b) La capacidad de los receptores para inducir funciones efectoras se anula al 

cambiar (por mutación dirigida) las tirosinas de los ITAM por fenilalanina 

(Mitchell, 1994) 

c) Las respuestas bioquímicas inducidas por receptores quiméricos son idénticas 

a las inducidas por los receptores intactos. Estos receptores quiméricos 

están formados por los dominios extracelulares de diversos receptores, y los 

dominios transmembranal y citoplasmático de las cadenas gama o zeta que 

contienen intactos los residuos que forman al ITAM. 

Los MIRR no tienen actividad intrínseca de cinasa. Cuando estos receptores son 

agregados inducen la activación de cinasas de tirosina intracelulares. Esta relación se 

estableció cuando se utilizaron inhibidores de cinasas de tirosina, y se observó que las 

cadenas que contienen a los ITAM no eran fosforiladas y no eran inducidas las vías 

bioquímicas de activación celular (Einspahr, 1991 ). 
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ll.2c Características moleculares de los receptores para inmunoglobulinas. 

Los receptores para inmunoglobulinas mejor caracterizados son los receptores 

para lgE (Fci::RI) y para lgG (FcyR). Los FcyR están formados por las subunidades 

FcRa. y FcRy, exceptuando al FcyRllA, B y C. La subunidad FcRa. es una molécula 

transmembranal que tiene dos o tres dominios extracelulares de lnmunoglobulina de 

tipo variable (tipo-V) y es la encargada de unir al ligando (revisado en Raghavan, 1997). 

La cadena FcRy es una molécula transmembranal con una porción citoplasmática 

donde se localiza el ITAM y que se expresa como homodímero. La cadena FcRa. y el 

dímero de cadenas FcRy se asocian a través de interacciones no covalentes. En el 

mastocito, el complejo a.y2 del receptor Fci::RI se asocia además con una subunidad 

FcR¡3. 

Los FcR reconocen con alta o baja afinidad a su ligando. Los FcR de alta 

afinidad pueden unir inmunoglobulinas monoméricas, como los receptores para lgE, 

lgG e lgA. Estos receptores tienen una constante de afinidad del orden de 109-1010 M-1 

para el Fci::RI en mastocito, de 108 M-1 para los receptores FcyRI en macrófago y de 5 x 

107 M-1 para el Fca.R en monocito. Los FcR de baja afinidad no unen inmunoglobulinas 

monoméricamente con una afinidad mensurable (revisado en Daeron, 1997). 

ll.2d Receptores para inmunoglobulinas clase G 

Distintos tipos celulares expresan a los FcyR, como son linfocitos T activados, 

linfocitos B, monocitos, macrófagos, eosinófilos, basófilos, neutrófilos, células cebadas 
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y células asesinas naturales (revisado en Daeron, 1997). 

Los receptores para lgG son un grupo heterogéneo de moléculas. Basándose en 

su secuencia de aminoácidos y en su afinidad por el ligando, se han clasificado en tres 

tipos: FcyRI, FcyRll y FcyRlll y dentro de cada tipo existen diversas isoformas 

(Sanchez-Mejorada, 1998) (Fig. 5). 

Los receptores para lgG tienen dominios extracelulares que unen al ligando y 

están relacionados estructuralmente. Cada miembro de esta familia es una 

glicoproteína integral de membrana, con excepción del FcyRlllB expresado en 

neutrófilos, el cual esta anclado a la membrana por un enlace a glucosilfosfatidilinositol 

(GPI) (Sanchez-Mejorada, 1998) (Fig. 5). 

Varios datos indican que el contacto entre los FcyR y las lgG, tanto en el sistema 

murino como humano, involucra la región de la bisagra inferior y una asa del dominio 

CH2 (Lund, 1992). Este contacto induce cambios conformacionales en la región de la 

bisagra inferior en ambas cadenas pesadas de la inmunoglobulina y es muy posible que 

la flexibilidad de la región bisagra los facilite (Kato, 2000). 

FcyRI (CD64). Receptor de alta afinidad para lgG. 

El receptor FcyRI (CD64) es el único tipo de receptor para lgG que une lgG 

monomérica. Es codificado por un solo gen, ubicado en el cromosoma 1 (q21-23), y se 

han identificado tres distintos transcritos. Se expresa en monocitos y macrófagos y su 

expresión se induce en neutrófilos por tratamientos con INF-y (Fig. 5). (revisado en 

Daeron, 1997). 
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El FcyRI expresado en células humanas tiene seis sitios de glicosilación; 

mientras que el FcyRI expresado en células de ratón tiene cinco, los pesos moleculares 

aparentes de estos receptores son de 72 y 67 kDa respectivamente. Contiene en su 

región extracelular tres dominios de inmunoglobulina, de los cuales los dos primeros 

son homólogos a los del FcyRll y FcyRlll. El tercer dominio podría estar involucrado en 

la alta afinidad del receptor. El FcyRI se encuentra asociado a dímeros de cadena y que 

contienen secuencias ITAM (revisado en Daeron, 1997). 

FcyRll (CD32). Receptor de baja afinidad para lgG. 

A diferencia de otros receptores Fcy, los receptores de este grupo constan de 

una sola cadena, que contiene en su región extracelular el sitio de unión de lgG, y en la 

parte citoplasmática secuencias involucradas en la activación (Fig. 5). Los receptores 

FcyRll son sialoglicoproteínas de 40 kDa, con dos dominios extracelulares tipo 

inmunoglobulina. En el ratón, hay dos genes (A y B) que codifican para los receptores 

de este grupo. El gen A produce un RNAm que codifica para una proteína de peso 

molecular aproximado de 47 kDa (revisado en Daeron, 1997). El gen B produce dos 

RNAm distintos, denominados b1 y b2. Estos son generados por el procesamiento 

alternativo de los exones que codifican la región citoplasmática del receptor. La forma 

b1 se expresa en células del linaje linfoide y la b2 en células del linaje mieloide. Ambas 

formas contienen cuatro sitios de glicosilación y su peso molecular aproximado es de 

40-60 kDa respectivamente (revisado en Daeron, 1997). 
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Fig. 5. Receptores para inmunoglobulinas. Esquema de la estructura y 
organización entre las subunidades de los FcyR. En los FcyR, la porción extracelular 
de la cadena que reconoce al ligando, presenta dominios de inmunoglobulina; 
mientras que, la porción citoplasmática de esta o bien de cadenas asociadas 
presentan secuencias consenso involucradas en transducir la señal iniciada por la 
unión del ligando. Estas secuencias consenso han sido nombradas ITAM, por 
participar en la activación de diversas respuestas celulares; e ITIM, por estar 
involucradas con la inhibición de respuestas celulares (Modificado de Deo, 1997). 



El FcyRll (CD32) en humanos está codificado por tres genes localizados en el 

cromosoma 1 designados A, B y C. Se han identificado distintas isoformas derivadas de 

los tres genes (Fig. 5). Contiene dos o tres sitios de glucosilación y su peso molecular 

aparente es de 40 kDa. Los FcyRlla y FcyRllc se expresan preferentemente en 

macrófagos, monocitos y neutrófilos, mientras que el FcyRllb se encuentra en linfocitos 

T y 8, neutrófilos, monocitos y macrófagos (revisado en Sanchez-Mejorada, 1998). 

El tallo citoplasmático de la cadena única de los FcyRlla y c contiene el ITAM 

(Fig. 5). Los FcyRllb no contienen la secuencia ITAM, ellos contienen una secuencia 

inglés). Esta secuencia esta involucrada en la regulación negativa del receptor de 1 

que se ha denominado dominio de inhibición basado en tirosina (ITIM, por sus siglas en 

l 
j antígeno de linfocitos B (revisado en Santana, 1996; Sánchez-Mejorada, 1998). 

¡ 

FcyRlll (CD16). Receptor de baja afinidad para lgG. 

El receptor murino FcyRlll esta codificado por un solo gen, ubicado en el 

cromosoma 1, el cual origina un solo transcrito. El FcyRlll esta asociado a homodimeros 

o heterodímeros de las cadenas y 6 s. que le permiten expresarse en la membrana 

(revisado en Daeron, 1997). 

Las formas expresadas en humano son dos: FcyRllla y FcyRlllb, productos de 

dos genes distintos A y B, designados CD16 (Fig. 5). El primero codifica para una 

proteina transmembranal que está asociada a homodímeros o heterodímeros de las 

cadenas y ó s. mientras que el segundo codifica para una proteína que se ancla a la 

membrana plasmática por un glucosilfosfatidilinositol (GPI). No se han encontrado 
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cadenas asociadas al FcyRlllb, aunque si se ha observado que coopera en la 

señalización a través de otros receptores (Rosales 1993). El FcyRllla es expresado en 

macrófagos, monocitos activados, células NK, células preB y células T. El FcyRlllb se 

expresa exclusivamente en neutrófilos (revisado en Daeron, 1997). 

11.3 SEÑALES BIOQUÍMICAS INICIADAS POR LA AGREGACION DE LOS FcR 

Las inmunoglobulinas a través de sus porciones Fab reconocen antígenos en la 

superficie de organismos invasores, formando agregados de inmunoglobulinas en la 

superficie del organismo invasor. Con esto se marca al organismo que va a eliminarse 

(opsonización). Los FcR expresados en una célula que encuentra una partícula 

opsonizada con inmunoglobulinas, reconocen la porción Fe y son agregados en la zona 

de reconocimiento. La sola agregación es capaz de inducir señales bioquímicas que 

conducen a distintas respuestas celulares (revisado en Daeron, 1997). 

La reacción bioquímica más temprana y común tras la agregación de los FcR es 

la fosforilación de las tirosinas presentes en las secuencias ITAM, como sucede en los 

ITAM de las cadenas y y 13 del FcERI dentro de los primeros 15 segundos después de la 

agregación (Fig. 6) (revisado en Daeron, 1997). 

La fosforilación de los ITAM se relaciona con la activación de cinasas de tirosina 

(PTK), pertenecientes a distintas familias. Las primeras cinasas que son activadas 

pertenecen a la familia Src, cuyo aumento en actividad ha sido demostrado tras la 

agregación de los receptores para lgG (Hamada, 1993; Piganata, 1993; Germano, 

1994; Ghazizadeh, 1994; Durden, 1995). Las tirosinas del ITAM tras ser fosforiladas por 
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cinasas de la familia Src, sirven como sitio de anclaje para las cinasas de la familia 

Syk/ZAP-70. Esta asociación se propone a partir de la coprecipitación de Syk con las 

cadenas del FcR en varios sistemas (Fukamachi, 1993; Durden, 1994; Ghazizadeh, 

1995; Zeitlmann, 1998) y se da a través de los dominios de homología dos con Src 

(SH2, por sus siglas en ingles) de la molécula de Syk, que son capaces de asociarse a 

tirosinas fosforiladas. Al parecer, esta asociación es suficiente para activar a la cinasa 

(Strzelecka, 1997; Strzelecka, 1997a). 

Con la agregación de los FcR son activadas otras cinasas de tirosina. La cinasa 

de Bruton (Btk) y Emt, cinasas de tirosina de la familia Tec (Kawakami, 1994; Louvin, 

1994); así como Fer (Kawakami, 1995), la cinasa de adhesión focal (FAK) (Penhallow, 

1995) y la cinasa activada por mitógenos (MAPK) (Hamawy, 1995) son activadas en 

células RBL con la agregación del FceRI. 

Se han identificado una serie de eventos bioquímicos intracelulares que siguen a 

la activación de las cinasas Src y Syk, que sólo se conocen parcialmente. Se observa la 

activación de la proteína cinasa C (PKC), la proteína cinasa A (PKA) y la vía de 

señalización de la cinasa activada por mitógenos, ERK. También participan la cinasa de 

3-fosfatidilinositol {PI 3-K) y la Fosfolipasa A 2 (PLA2). la Fosfolipasa Cy1 (PLCy1) y la 

Fosfolipasa O (PLD) (Revisado en Daeron, 1997) (Fig. 6). Las relaciones causales, 

temporales y de modulación recíproca entre estas enzimas, así como su relación con 

las vías específicas de señalización de los distintos FcR, varían dependiendo del 

receptor que es activado, del tipo de célula que es estimulada, así como del estado de 

maduración y activación celular (Colucci, 1999). 
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Fig. 6. Señales bioquímicas iniciadas por el entrecruzamiento de los foyR. El entrecruzamiento de los FcyR induce la activación de 
cinasas de la familia Src y de Ja familia Syk. Cinasas de la familia Src fosforilan y se asocian a las tirosinas (Y) de las secuencias consenso ITAM y 
activan a Syk. A su vez Syk activa a distintas enzimas involucradas en distintas funciones celulares. FcyR, Receptores para lgG; P13K, 
Fosfalidilinositol 3-cinasa; Fosfolipasa Cy, PLCy; Fosfolipasa D, PLD; Fosfolipasa fagocítica, pPL; Fosfatidato fosfohidrolasa, PPH; Proteína Cinasa C, 
PKC; Cinasa activada por mitógenos, MEK; Cinasa regulada por señales extracelulares, ERK; Cinasa de la cadena ligera de la miosina, MLCK; 
Sustrato de PKC miristoilado y rico en alanina, MARCK; Diacilglicerol, DAG; ácido fosfatídico, PA; fosfatidilcolina, PC; ácido araquidónico, AA; 
concentración de iones calcio, (Ca2']; fosfalidilinosilol lrifosfato, PIP3; fosfatidilinositol bifosfato, PIP2; inositol trifosfato, IP3. 



11. 3a Señalización intracelular inducida por la agregación de los FcR que conduce 

a la fagocitosis 

Los FcyR median funciones efectoras como la endocitosis de complejos inmunes, 

fagocitosis, citotoxicidad mediada por anticuerpos y la liberación de moléculas con 

actividad proinflamatoria, inmunomoduladora, o citotóxica y antimicrobiana (Brack, 

1998). Estos receptores generan señales que estimulan funciones celulares como 

mitogénesis, diferenciación, expresión génica y síntesis de proteínas (Santana y col., 

1996). 

Dentro de estas funciones una de las más importantes es la fagocitosis, pues 

está involucrada en la destrucción de microorganismos y la eliminación de complejos 

inmunes y restos celulares sin que sean dañadas células aledañas (Greenberg, 1993). 

Entre los receptores capaces de mediar fagocitosis que han sido identificados en 

los macrófagos se encuentran los receptores para la porción Fe de la molécula de 

inmunoglobulina clase G, el FcyRlla y el FcyRlllb (Berken, 1966; Brown 1995), los 

receptores tipo 3 para productos del tercer componente del complemento (CR3) (Lay, 

1968), los receptores para manosa y polisacárido y los receptores "scavenger" que 

reconocen moléculas en la superficie de células apoptóticas (Aderem, 1999). De estos, 

los receptores para la porción Fe de las inmunoglobulinas clase G son los más 

estudiados por su importancia dentro de los procesos de inflamación (Brown, 1995). 

Aunque la fagocitosis como proceso celular involucrado en la defensa contra 

patógenos se describió desde principios del siglo XIX (Rabinovitch, 1995), aún hoy no 

se conocen los mecanismos que la dirigen. La complejidad de la fagocitosis se debe, en 
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parte, a la diversidad de receptores capaces de estimular la fagocitosis, a las 

interacciones entre ellos y entre las vías de señalización que activan (lndik, 1995; 

Aderem, 1999). Se sabe de muchos componentes del citoesqueleto que participan en la 

adhesión que también participan durante la extensión de la membrana en la fagocitosis, 

estos incluyen proteínas como paxilina, talina (Greenberg, 1990), vinculina, a.-actinina, 

proteína cinasa Ca., MARCKS y MacMARCKS (Allen, 1995; Allen, 1996). 

La fagocitosis involucra distintas estructuras en la internalización de la partícula. 

Durante la fagocitosis se requiere de la polimerización de actina en el sitio de ingestión. 

En células tratadas con citocalasina B (compuesto que inhibe la polimerización de la 

actina), no se observó fagocitosis (Zigmond, 1972) y en macrófagos donde se utilizó 

faloidina-rodamina para visualizar la actina polimerizada, se observó que polimerizaba 

en los seudópodos después de dos minutos de estar en contacto con eritrocitos 

opsonizados con lgG (revisado en Greenberg, 1995). Los mecanismos por los cuales 

los FcyR estimulan la polimerización de actina e inducen la formación del fagosoma no 

se conocen; sin embargo, al parecer participan proteínas como la Fosfatidilinositol 3-

Cinasa (Pl-3 K), GTPasas de la familia de Rho, la Proteína Cinasa C (PKC) y proteínas 

motor como la miosina 1, (revisado en Greenberg, 1995; Kwiatkowska, 1999). 

ll.3b La Fosfolipasa D en la fagocitosis mediada por los FcyR 

La Fosfolipasa D (PLD) está ampliamente distribuida en organismos eucariontes; 

cataliza una reacción de transesterificación, en su caso una transfosfatidilación usando 

una cadena corta de alcohol primario como grupo aceptar del fosfatidil (Ella, 1997). 
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La PLD hidroliza a fosfatidilcolina (PC), para generar ácido fosfatídico (PA) y 

colina .. El PA es rápidamente desfosforilado por la enzima Fosfatidato Fosfohidrolasa 

(PPH) para formar el 1,2-sn-diacilglicerol (DAG). A partir del PA también puede 

formarse ácido /iso-fosfatídico por la actividad de la Fosfolipasa A 2 especifica de PA 

(English, 1996). 

Todos los genes eucariontes que codifican para la PLD, generan una proteína 

que presenta un sitio catalítico conservado, flanqueado por regiones menos 

conservadas hacia las porciones amino y carboxilo terminal. El sitio catalítico 

comprende los dominios 1-IV. Entre estos dominios hay una gran similitud (Ponting, 

1996). 

La PLD presenta, hacia la región amino terminal, un dominio PX (Ponting, 1996a) 

que no se requiere para la actividad catalítica (Sung, 1999); este dominio parece 

participar en interacciones intermoleculares. Estudios en la PLD-1 humana indican que 

el dominio PX es necesario para que la PLD interaccione con otras proteínas (Sung, 

1999). El dominio IV contiene la secuencia HX~DX51GSXN, llamada estructura 

supersecundaria HKD o estructura de fosfatidiltrasferasa (Waksman 1996). Por estudios 

de mutagénesis se ha demostrado que juega un papel importante en la catálisis (Sung, 

1997). 

Las isoformas de PLD en mamíferos incluyen a la PLD-1a, PLD-1b (una variante 

generada por el procesamiento alternativo de los exones, que carece de un segmento 

de 38 aminoácidos) y la PLD-2 (Hammond, 1995; Hammond, 1997; Kodaki, 1997). Las 

dos variantes de la PLD-1 son inhibidas por oleato y reguladas sinergísticamente por 

ARF-1, Rho A, Rac-1, Cdc42, y PKCa., en presencia de PIP2 • La PLD-1a es una 
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proteína de 1074 residuos de aminoácidos con un peso estimado de 120 kDa, y la PLD-

1 b consta de 1034 residuos (Hammond, 1995; Hammond, 1997). La PLD-2, por otro 

lado, es activa constitutivamente en presencia de PIP2 y su actividad no es regulada por 

otras proteínas, aunque es inhibida por oleato. La PLD-2 es una proteína de 932 

residuos y tiene un peso estimado de 96 kDa (Colley, 1997). La PLD-1 y la PLD-2 son 

homólogas y presentan una similitud de 51 %. La región que es esencial para la 

actividad catalítica está muy conservada (revisado en Cissel, 1999). 

Modificaciones postranscripcionales parecen determinar la ubicación de estas 

enzimas en la célula. La PLD-1 b de rata es una glucoproteína en la cual las N

glicosilaciones la ubican en compartimientos membranales (Min, 1998). La PLD-1 a 

humana esta palmitoilada y esta modificación lipídica, al parecer, es esencial para la 

actividad de la enzima (Manifava, 1999). La PLD-1 se asocia con las membranas 

perinucleares, como Golgi y el Retículo Endoplásmico, así como con endosomas 

tardíos, mientras que la PLD-2 se asocia principalmente con la membrana plasmática 

(Colley, 1997). 

La activación de la PLD se asocia a la desgranulación estimulada por agregados 

de lgG en neutrófilos (Gewirtz, 1997). En células U937 diferenciadas con INFy el 

entrecruzamiento de los FcyR estimula a la PLD, su activación se asocia a la elevación 

de los niveles de calcio intracelular y al tráfico vesicular de los complejos inmunes 

internalizados para la degradación lisosomal. La activación de la PLD se asocia a la 

fagocitosis de partículas opsonizadas por complemento en macrófagos (Kusner, 1996) 

y neutrófilos (Fallman, 1992). 
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La PLD también es activada durante la fagocitosis mediada por los FcyR. En 

macrófagos humanos el entrecruzamiento de los FcyR induce la activación de la PLD y 

se requiere de su actividad durante la fagocitosis de la partícula (Kusner, 1999). 

ll.3c La fosfatidilinositol 3-cinasa y su papel en la señalización inducida por el 

entrecruzamiento de los FcyR 

La fosfatidilinositol 3-cinasa (PI 3-K) está involucrada en la señalización a través 

de los FcyR. Esta enzima genera fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3), al fosforilar en 

la posición 03 al anillo de fosfatidilinositol (Ptdlns) y a otras especies fosforiladas de 

Ptdlns, como el Ptdlns(4)P y del Ptdlns(4,5)P2 , que tienen un papel importante en la 

señalización (revisado en Toker, 1997). La PI 3-K pertenece a una familia de enzimas 

homólogas en su dominio catalítico, el cual es denominado región de homología 1 

(HR1) (Kapeller, 1994). 

Las PI 3-K se agrupan en tres clases, basándose en su selectividad por 

substratos específicos en ensayos in vitro. Las PI 3-K de clase I son heterodímeros de 

aproximadamente 200 kDa, compuestos por una subunidad catalítica de 

aproximadamente 110-120 kDa y una subunidad adaptadora de entre 50-100 kDa. Las 

enzimas pertenecientes a esta clase son capaces de fosforilar in vitro Ptdlns, 

Ptdlns(4)P, y Ptdlns(4,5)P2 (Klarlund, 1997). Sin embargo, en ensayos in vivo el 

substrato para las PI 3-K de clase I es el Ptdlns(4,5)P2 (revisado en Hunter, 1995). 

Las PI 3-K de clase 11 son proteínas de entre 170 -210 kDa con un dominio C2 

hacia la porción carboxilo terminal que une Ca2
+ (Panaretou, 1997). No se han 
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identificado moléculas adaptadoras y no se conoce la forma de activación de estas 

·. enzimas. Las enzimas pertenecientes a esta clase fosforilan in vitro Ptdlns y 

Ptdlns(4)P (revisado en Hunter, 1995). 

Las PI 3-K de clase III son homólogas a la proteína Vps34p de Saccharomyces 

cerevisiae. La proteína Vps34p se asocia a la proteína Vps15 que es una cinasa de 

serina/treonina (Schu, 1993). Vps15 recluta a Vps34p a la membrana y la activa como 

cinasa de lípidos. En mamíferos se clonó una proteína con 30% de identidad con 

Vps15. Esta proteína, llamada p150, actúa como adaptadora para la PI 3-K clase III 

(Panaretou, 1997). El complejo PI 3-KIII-p150 exhibe actividad de cinasa de 

fosfoinosítidos y de cinasa de serina/treonina (Vanhaesebroeck, 1999). Fosforilan in 

vitro exclusivamente Ptdlns en la posición 3 del anillo, por lo que se ha propuesto que 

reciba el nombre de cinasa específica para fosfatidilinositol-3 (Ptdlns3K) (revisado en 

Vanhaesebroeck, 1999). La actividad de la PI 3-K clase III depende de que sea 

fosforilada en serina/treonina (revisado en Wymann, 1998). 

Las PI 3-K de Clases I y III están involucradas en la fagocitosis. La actividad de 

PI 3-K clase 111 se requiere durante la maduración del fagosoma (Viera, 2001), mientras 

que la actividad de PI 3-K de Clase I se requiere durante la internalización de la 

partícula (Cox, 1999). 

Después de la activación celular por agonistas, la PI 3-K de clase I es 

translocada a la membrana plasmática, ganando así acceso a su substrato. En este 

proceso participan las subunidades adaptadoras que pueden asociarse a secuencias de 

tirosina fosforilados (clase IA), o bien interactuar con las subunidades f3y de las 

proteínas G triméricas (clase IB) (revisado en Wymann, 1998). 
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Las PI 3-K de clase IA presentan una subunidad adaptadora de 50-85 kDa (p85 

es el prototipo) asociada constitutivamente a la subunidad catalítica, p11 O. Hacia la 

región amino terminal de p85 se encuentra un dominio de homología Src 3 (SH3), 

seguido por un dominio BH (las siglas en inglés de breakpoint-cluster-region homology 

regían). que interactúa específicamente con proteínas de la familia Rho y no presenta 

actividad de GTPasa. Este dominio está flanqueado por dos regiones ricas en prolina. 

Hacia la región carboxilo terminal de p85 se encuentran dos dominios de homología Src 

2 (SH2). Entre los dominios SH2 se encuentra una región involucrada en la unión con la 

subunidad catalítica, denominada región inter-SH2 (iSH2) (revisado en Wymann, 1998). 

La subunidad catalítica, p110, contiene un dominio de unión a p85, una región 

para la asociación con Ras (Rodriguez-Viciana, 1996), un dominio de cinasa de Ptdlns 

[PIK, región conservada entre las PI 3-K (Flanagan, 1993)], y el dominio de cinasa de 

proteínas en serina y treonina que se ubica hacia la porción carboxilo terminal (Domin, 

1997). La actividad de cinasa en serina y treonina de la PI 3-K de clase IA le permite 

fosforilar a la subunidad adaptadora en la región iSH2 y con ello regular la actividad de 

cinasa de lípido de la subunidad catalítica (Dhand, 1994). 

En mamíferos existen tres isoformas de la subunidad catalítica, mientras que 

existen siete isoformas de la subunidad reguladora. Las subunidades p110a y 13 están 

ampliamente distribuidas en todo el organismo, mientras que la subunidad p11 Oo tiene 

una distribución mas restringida encontrándose principalmente en leucocitos (revisado 

en Vanhaesebroeck, 1999). 

Al menos una isoforma de PI 3-K de clase IA se expresa en todos los tipos 

celulares de mamíferos y están involucradas en la activación celular. La cantidad de PI 
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3-K activa aumenta cuando la estimulación de distintos receptores inicia cascadas de 

fosforilación en tirosina (Toker, 1997). Las PI 3-K de clase IA están involucradas en la 

fagocitosis. Las PI 3-K de clase IB son activadas por la estimulación de receptores para 

quimioatrayentes y se requiere de su actividad para activar a la NADPH oxidasa 

(Didichenko, 1996). 

Durante la fagocitosis, la actividad de PI 3-K clase IA permite la extensión de los 

seudópodos y la formación del fagosoma. En neutrófilos y macrófagos tratados con 

wortmanina (compuesto que inhibe a la PI 3-K) se inhibe la fagocitosis mediada por 

FcyR (Toker, 1997); en estos casos el macrófago es capaz de unir a la partícula 

opsonizada; sin embargo, no es capaz de internalizarla pues no ocurre la extensión de 

los pseudópodos y la formación del fagosoma (Araki, 1996; Toker, 1997; Lennartz, 

1997; Cox, 1999). Su papel en la fagocitosis podría deberse a que su producto, el 

Pl(3,4,5)P3 , reclute proteínas involucradas en controlar el citoesqueleto de actina. 

Algunas candidatas son las proteínas Vav y ARNO (Vanhaesebroeck, 2001) y la 

profilina y la gelsolina (Toker, 1997). 

ll.3d La cinasa regulada por señales extracelulares, ERK, y su papel en la 

señalización inducida por el entrecruzamiento de los FcR 

Las cinasas activadas por mitógenos o MAP cinasas (MAPK), son una familia 

multigénica de cinasas citosólicas de serina/treonina. La actividad de estas cinasas se 

ha asociado a la proliferación celular, la diferenciación, la apoptosis y otros procesos 

celulares (Marshall, 1995). Las MAPK son las enzimas terminales de una serie de 
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cinasas que se activan una a la otra de manera secuencial, a través de fosforilaciones, 

para propagar una cascada de activación celular. Estas cinasas sirven para amplificar y 

mantener la fidelidad de la cascada de activación, pues son selectivas en las 

interacciones con sus activadores y con sus substratos. 

Una característica que permite distinguirlas como MAPK es la presencia de un 

estructura de fosforilación en serina/treonina: TXY, donde X puede ser una glutamina, 

prolina o glicina. 

Las MAPK son activadas a través de fosforilaciones en treonina y tirosina 

ubicadas en la estructura de fosforilación, por un grupo específico de cinasas duales; 

las cinasas de MAP cinasa, también llamadas MEK (revisado en Zhang, 1999). La 

selectividad en las interacciones con sus activadores y con sus substratos está dada 

por la secuencia de residuos de la estructura de fosforilación dual y es influenciada por 

el asa de unión (Jiang, 1997). 

En células de mamífero se han descrito cuatro clases de MAPK, que incluyen: 

las cinasas reguladas por señales extracelulares (ERK-1 y ERK-2, también llamadas 

p42 y p44 MAPK); las cinasas para la porción amino terminal c-Jun (JNK), también 

llamadas cinasas activadas por estrés (SAPK); la MAP cinasa p38 y la MAP cinasa 

grande-1 (BMK-1). 

Las cinasas ERK son activadas en respuesta a factores de crecimiento, como el 

factor de crecimiento epidermal (EGF) y el factor de crecimiento derivado de plaquetas 

(PDGF); o a factores que inducen la diferenciación celular, como el factor de 

crecimiento nervioso (NGF) (revisado en Zhang, 1999). En neutrófilos humanos al 

agregar al FcyRlla y al FcyRlllb, se estimula la actividad de ERK (Coxon, 2000). 
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La activación de la vía de ERK involucra la comunicación entre el receptor y la 

vía de Ras, a través de la formación de complejos multiméricos entre proteínas 

adaptadoras y factores de intercambio de nucleótidos de guanina. En la activación 

mediada por FcyR se ha observado el ensamblaje de la proteína adaptadora Grb2 y la 

proteína intercambiadora de GTP: SOS. Grb2/SOS conducen a la activación de 

proteínas G de bajo peso molecular como Ras, Rae y Rho (Revisado en Sanchez

Mejorada, 1998). Sin embargo, se ha propuesto la existencia de vías alternas para la 

activación de ERK, que no involucran a Ras (Sanchez-Mejorada, 1998a; Grammer, 

1997). 

En la vía clásica de activación de las MAPK, cuando Ras es activada se asocia a 

la porción amino terminal de la cinasa de serina/treonina Raf-1 que la coloca en 

proximidad de la membrana plasmática. Raf-1 es activada por fosforilación (aún no se 

ha determinado cúal es la cinasa responsable), y su actividad es modulada por PKC y 

PKA. La forma de Raf-1 activa fosforila, selectivamente, a las tres isoformas de MEK, 

que a su vez activan, selectivamente, a las cinasas ERK-1 y ERK-2 (revisado en Zhang, 

. 1999). 

Las cinasas MEK, que activan a ERK, constituyen una familia de cinasas de 

serina/treonina muy conservadas, que en mamíferos incluyen a tres isoformas 

homólogas e idénticas en un 85%; MEK-1a (44 kDa), MEK-1b (41 kDa) y MEK-2 (45 

kDa). 

El mecanismo de activación de MEK involucra su fosforilación en residuos de 

serina (Ahn, 1993). MEK es capaz de fosforilar a ERK-1 y ERK-2 en residuos de 
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treonina y tirosina en una reacción secuencial en donde la fosforilación de la tirosina 

precede a la de la treonina (Haysted, 1992) 

Las cinasas ERK están involucradas en la regulación del reordenamiento del 

citoesqueleto y la morfología de la célula, el estallido respiratorio y la fagocitosis (Seger, 

1995; Suchard, 1997; Raeder, 1999). Los sustratos conocidos de ERK incluyen 

proteínas asociadas a citoesqueleto, enzimas como PLCy y la PLA2 (Seger, 1995); y 

factores de transcripción (Su, 1996). 

ll.3e La proteína Cinasa C y su papel en la fagocitosis 

La familia de las proteínas cinasas C (PKC), se compone de cinasas de 

serina/treonina que son activadas por diacilglicerol (DAG), fosfatidilserina (PS) y en el 

caso de algunas isotermas, por iones Ca2
+. 

Las PKC tienen como estructura general cuatro regiones conservadas (C1-C4) y 

cinco variables (V1 -V5). Hacia el extremo amino terminal, precediendo al dominio C1, 

se encuentra una secuencia pseudosustrato con actividad autoinhibitoria ( l{/S)(House, 

1987). El dominio C1 tiene dos dedos de zinc (Hurley, 1997); mutaciones en este 

dominio dan evidencia de que éste es el sitio de unión del DAG (Kaibuchi, 1989). El 

dominio C2 es contiguo a C1 y tiene la capacidad de unir iones ca2
• (Shao, 1996). El 

dominio C2 de las PKC que no responden a calcio interactúa con proteínas que las 

ubican en regiones específicas de la membrana; estas proteínas son los receptores 

para PKCs activadas (RACKs) (Mochly-Rosen, 1995; Ron, 1995). Las regiones C3 y C4 

junto con la región V4 forman el dominio catalítico. El dominio V5 juega un papel 
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importante para la localización subcelular de la enzima. Se piensa que V5 participa en 

interacciones proteína-proteína, pues productos generados a partir del gen PKCp, que 

difieren únicamente en la secuencia V5, se localizan en distintos compartimientos 

membranales, PKC131 en los microtúbulos mientras que PKC1311 en los gránulos 

secretorios (Kiley, 1995). Dependiendo del arreglo de los dominios, en la familia de PKC 

se distinguen 11 isoformas y dependiendo de su regulación se agrupan en subfamilias. 

La subfamilia de PKC clásicas comprende a las isoformas a., 131 y 1311 y y, que 

contienen todas las regiones conservadas y son activadas por fosfatidilserina (PS) de 

manera dependiente de calcio. También unen DAG, que incrementa la especificidad de 

la enzima por la PS y modula la afinidad por el calcio para situarla en el intervalo 

fisiológico {Takai, 1979). La subfamilia de PKC nuevas comprende a las isoformas 8, E, 

11 y 8, que presentan la región V1 hacia la porción amino terminal junto a la región C1 

rica en prolina, pero carecen de la región de unión a calcio. Estas isoformas son 

insensibles a calcio, pero son activadas por DAG en presencia de PS (Ono, 1988). La 

subfamilia de PKC atípicas comprende a las isoformas i, A. y<'.;; que carecen de la región 

C2 y de la mitad de la región C1. Estas isoformas son insensibles a calcio y no 

responden a DAG (Ono, 1989). 

La actividad de PKC es necesaria para que se lleve a cabo la fagocitosis inducida 

por los FcyR, pues al eliminar el contenido de PKC de la célula, incubándola por 

tiempos prolongados con ésteres de forbol, se inhibe la fagocitosis; y existe una fuerte 

correlación entre la cantidad de PKC eliminada y los valores de inhibición de la 

fagocitosis (Zheleznyak, 1992). Además, substratos de PKC como MARCKS y 
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MacMARCKS se acumulan en el área perifagosomal en la fagocitosis mediada por los 

FcyR (Alfen, 1996). 

11.4 USO DE INHIBIDORES ENZIMÁTICOS PARA LA INVESTIGACIÓN DE LAS VÍAS 

DE TRANSDUCCIÓN DE SEÑALES 

El papel de una enzima en una vía de señalización puede estudiarse usando 

inhibidores selectivos. Por este motivo, se han aislado metabolitos activos de distintas 

fuentes y se ha probado su efecto en diferentes sistemas vivos. Un ejemplo de esto es 

el compuesto estaurosporina, un alcaloide aislado de Streptomices sp. que es un 

potente inhibidor de las cinasas de la familia PKC (Tamaoki, 1986). Sin embargo, la 

estaurosporina carece de selectividad entre distintas cinasas, pues se ha observado 

que inhibe a las mismas concentraciones a cinasas dependientes de Ca2+/calmodulina 

(Cinasas 11y111 dependientes de Ca2+/calmodulina) y a las dependientes de AMP-cíclico 

(cinasa cAK) (Davis 1989). A partir de su estructura, se sintetizaron compuestos que 

tuvieran un efecto más selectivo sobre las cinasas de la familia PKC, que no inhibieran 

la actividad de cinasas dependientes de Ca2 +/calmodulina ni las dependientes de AMP

cíclico, pero que actuara a las mismas concentraciones. Estos compuestos, 

pertenecientes a la familia de las bisindolilmaleimidas han mostrado su efectividad para 

inhibir selectivamente a las cinasas de la familia PKC tanto in vitro como in vivo (Dieter, 

1991; Toullec, 1991; Séller, 1993; Kiss, 1995). 

Los compuestos que pertenecen a la familia de las bisindolilmaleimidas, como 

Ro 31-8220 y GF 109203X, son inhibidores competitivos por el sitio de unión de ATP de 
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la enzima (Bit, 1993). Ro 31-8220 no muestra selectividad entre las isotermas de la 

enzima PKCa., J3i. J3 11 , y y E, aisladas de cerebro de rata (Wilkinson, 1993). Sin embargo, 

GF 109203X inhibe a las isotermas clásicas a menores concentraciones que a las 

isotermas nuevas (Martiny-Baron, 1993). Ro 31-8220 y GF 109203X al ser probados en 

ensayos in vitro libres de células, presentaron distinto grado de inhibición sobre las 

formas citosólicas de PKC y formas asociadas a membrana. Ro 31-8220 es más 

selectivo para las formas asociadas a la membrana, pues la concentración a la cual 

inhibe al 50% la actividad (IC50) de PKC citosólicas es de 0.048 ± 0.006 µM, mientras 

que para PKC asociadas a la membrana, la IC50 es de 0.0022 ± 0.0002 µM. GF 

109203X no muestra selectividad, presentando una IC50 igual para las formas citosólica 

y para las formas asociadas a la membrana de PKC, con valores de 0.021 ± 0.004µM 

(Budworth, 1995). 

Otro compuesto, un pigmento llamado curcumina, aislado del rizoma de Curcuma 

longa, que se ha usado en la medicina natural para el tratamiento de enfermedades 

inflamatorias (Ammon, 1991) y se sabe que tiene actividad antioxidante (Huang, 1988; 

Kuo, 1996). Las propiedades fisicoquímicas de la curcumina, como su hidrofobicidad e 

inestabilidad en soluciones acuosas a pH >7 (Jaruga, 1998), predestinan a esta 

molécula a localizarse en la membrana celular donde los grupos fenólicos de la 

curcumina pueden ser esenciales para interaccionar con puentes de hidrógeno (Joe, 

1997). 

La curcumina en ensayos in vitro libres de células inhibe la actividad de distintas 

fosfolipasas, pero es más eficiente para inhibir la actividad de la Fosfolipasa D, con una 
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IC50 de .1 O_ µM. La curcumina a concentraciones de 50 µM inhibe un 80% la actividad de 

PLD. (Yamamoto, 1997). 

La actividad de la Fosfatidilinositol 3-cinasa es inhibida eficientemente por el 

compuesto 2-(4-morfolinil}-8-fenilcromona (2-morfolino-8-fenil-4H-1-bezopireno-4), 

L Y294002. Este compuesto inhibe completamente la actividad de la PI 3-K a 

concentraciones de 100 µM en ensayos in vitro libres de células. L Y294002 es un 

inhibidor competitivo por el sitio de unión a ATP (Vlahos, 1994). Este compuesto no 

inhibe a otras enzimas que requieren ATP para su actividad, incluyendo cinasas de 

proteínas, cinasas de lípidos y ATPasas. 

PD98059 es un compuesto flavónico desarrollado por Alan Saltiel, que se une a 

la forma inactiva de MEK. La inhibición de la vía de ERK se da evitando que MEK sea 

activada por c-Raf y por otros activadores que estimulan a las MAP cinasas a través de 

MEK (Alessi, 1995; Dudley, 1995). PD98059 inhibe la activación de MEK a 

concentraciones micromolares y no inhibe su forma activa (las formas fosforiladas de 

MEK). Aunque la secuencia de aminoácidos de MEK2 es homóloga a MEK1 en un 

90%, PD98059 es diez veces menos eficiente en prevenir la activación de MEK2 en 

estudios in vitro libres de células (Cohen, 1997). 
'o 
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111. JUSTIFICACIÓN 

Las respuestas mediadas por los FcyR son muy importantes para mantener el 

estado de homeostasis en el organismo. Estos receptores median distintos procesos 

que involucran, tanto al sistema inmunológico innato, como al sistema inmunológico 

adaptativo; como son la inflamación, la citotoxicidad dependiente de anticuerpo, la 

endocitosis y la fagocitosis. Por lo tanto, es importante determinar los mecanismos 

moleculares de la activación después de la unión a su ligando y entender así la función 

del receptor y las posibles vías de regulación celular. 

Estos receptores no han sido tan estudiados como otros MIRRs. Por un lado, la 

heterogeneidad de receptores expresados por una misma célula, y el hecho de que 

estos reconocen al mismo ligando (agregados de lgG o partículas opsonizadas con 

lgG), han dificultado el análisis de las vías de activación inducidas por cada isoforma. 

Por otro lado, los factores estructurales del ligando que son necesarios o críticos 

para inducir la activación a través de estos receptores han sido poco estudiados. Si bien 

se reconoce desde hace muchos años que la agregación es el evento necesario y 

suficiente para iniciar las cascadas intracelulares, no es clara la manera en que 

agregados distintos (en tamaño, multiplicidad, conformación, subclases de lgG) afectan 

este proceso. 

En un intento de avanzar en el estudio de estos factores, se demostró una 

diferencia significativa en la capacidad de mediar fagocitosis entre lgG murinas de 

distintas subclases (lgG1 e lgG2b). Por los antecedentes del trabajo, se sabe que estas 

subclases tienen la misma capacidad para opsonizar la partícula y que éstas partículas 
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interaccionan en un número igual con la célula fagocítica; sin embargo, la partícula 

opsonizada con cada subclase no es fagocitada con la misma eficiencia en, al menos, 

dos líneas celulares distintas. Por tanto, se plantea que las diferencias observadas en la 

fagocitosis que inducen ambos anticuerpos se deben a la diversidad en propiedades de 

las lgG de distintos isotipos que producen diferencias cualitativas y cuantitativas en la 

activación de las enzimas involucradas en la fagocitosis. Para comprobar ésto se 

determinó el efecto de distintos inhibidores enzimáticos sobre la fagocitosis inducida por 

ambos subtipos de inmunoglobulina. 
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IV. HIPÓTESIS 

Las diferencias en la fagocitosis inducida por anticuerpos de la subclase lgG1 y 

por anticuerpos de la subclase lgG2b se deben a que cada uno presenta diferencias 

cualitativas y cuantitativas en la activación de las enzimas involucradas en la 

fagocitosis. 

V. OBJETIVOS 

Objetivo general 

Determinar la participación de distintas enzimas intracelulares en la fagocitosis 

de partículas opsonizadas con anticuerpos de las subclases lgG1 e lgG2b. 

Objetivos particulares 

Con el uso de inhibidores enzimáticos específicos, dilucidar el papel de distintas 

enzimas en la vía de señalización que inducen la fagocitosis de eritrocitos opsonizados 

con el anticuerpo 2C5 (lgG1) y con el anticuerpo 4F8 (lgG2b). 

• Determinar el papel de: 

La Fosfolipasa D, usando el inhibidor Curcumina. 

La cinasa Pl3-K, usando el inhibidor L Y294002. 

La cinasa MEK, usando el inhibidor PD98059. 

La actividad de cinasas de la familia PKC, usando el inhibidor Ro 31-8220. 

* Las isoformas clásicas y nuevas de la familia PKC, usando el inhibidor 

GF109203X. 
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VI. MATERIALES Y MÉTODOS 

Cultivo celular. Células (macrófagos) de la linea celular J774 se cultivaron en 

medio D-MEM (Gibco BRL, Grand lsland, NY), en una atmósfera húmeda con 6% de 

C02 a 37ºC. El medio D-MEM se preparó según las instrucciones del fabricante (GIBCO 

BRL, 1992). Para 1 litro de medio se disuelve el contenido de un sobre de medio en 

polvo en un litro de agua desionizada, agregando 3. 7 gramos de bicarbonato de sodio 

(NaHC03). Se ajusta el pH a 7.1, se esteriliza por filtración y se guarda a temperatura 

ambiente y cubierto de la luz. Este medio se adicionó con distintos componentes según 

los requerimientos: 

• Medio de cultivo D-MEM semicomplementado: el medio D-MEM estéril se 

complementó con L-glutamina (concentración final 2 mM), estreptomicina 

(0.01 mg/ml), penicilina-G (1 000 unidades/mi), aminoácidos no esenciales a 

una concentración final de 100 nM (Gibco BRL, Grand lsland, NY) y piruvato 

de sodio a una concentración final de 0.1104 mg/ml (Gibco BRL, Grand 

lsland, NY). 

• Medio de cultivo D-MEM complementado: al medio de cultivo 

semicomplementado se le agregó 10% de suero fetal bovino (Gibco BRL, 

Grand lsland, NY), previamente inactivado por calor a 60ºC por 30 minutos. 

• Medio para los ensayos de viabilidad: En 0-MEM sin rojo de fenal 

semicomplementado, se diluyó bromuro de 3,(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5-

difeniltretazolio (MTT) (Sigma, St. Louis, MO), a una concentración de 5 

mg/ml. 
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Sensibilización de eritrocitos de carnero con trinitrofenol (TNP). Para estudiar 

la fagocitosis mediada por los FcyR, se utilizó un sistema dinitrofenol (DNP) -antiDNP. 

Las células fagocitaron eritrocitos de carnero recubiertos de TNP que estaban 

opsonizados por lgG que reconocen corno antígeno al DNP (los anticuerpos 

monoclonales 2C5 de la subclase lgG1 y el anticuerpo monoclonal 4F8 de la subclase 

lgG2b, son anticuerpos anti-DNP y presentan reactividad cruzada para TNP). 
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Fig. 7 Reacción de trinitrofe~ilación de protelnas. El ácido 2, 4, 6- trinitrobencensulfónico reacciona con el 
grupo e-amino de los residuos de lisina de la protelna, liberándose ácido sulfónico, y quedando unido a 

las protelnas el grupo trinitrofenol (TNP). Lara, 1996. 
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Los eritrocitos se sensibilizaron con 2,4,6,-trinitrofenol, TNP ( Eastman Kodak CO. 

Rochester, NY). Para marcar las proteínas de membrana de los eritrocitos con el 

hapteno TNP, se hacen reaccionar los grupos amino libres de las proteínas con el ácido 

2, 4, 6- trinitrobencensulfónico en condiciones ligeramente alcalinas. Después de la 

reacción se libera un grupo sulfónico quedando el hapteno TNP unido covalentemente a 

las proteínas de membrana del eritrocito (Fig. 7). El procedimiento es el siguiente: 

• Se toman 1 O mi de eritrocitos de carnero en solución de Alsevers (100 mM 

dextrosa, 1 O mM NaCI, 27 mM citrato Na 2H20, 40 mM ácido cítrico H 20, pH 

6-6.2, esterilizar por filtración). 

• Se lavan por centrifugación con amortiguador de dextrosa (DGB2+; 0.05% 

gelatina, 2.5 mM ácido barbitúrico, 2.5% dextrosa, 75 mM NaCI, 0.15 mM 

CaCl2, 0.5 mM MgCl2, pH 7.5, esterilizar por filtración), para eliminar los 

restos de eritrocitos lisados. 

• Se lava el paquete celular con amortiguador de boratos (200 mM ácido 

bórico, 150 mM NaCI, pH 8.5) y DGVB en la misma proporción (VN}, y se 

elimina el sobrenadante. 

• Se adicionan 7 mi del amortiguador para sensibilizar (6.22 mg TNBS, 7 mi 

amortiguador de boratos), por cada mililitro de paquete celular. 

• La suspensión de eritrocitos se cubre de la luz y se incuba por 1 O minutos a 

temperatura ambiente en agitación constante. 
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• Se lavan los eritrocitos 1 vez con amortiguador de boratos y se elimina el 

sobrenadante. Para eliminar completamente el TNBS restante y los 

eritrocitos lisados se lavan con DGVB2
+. 

• Se mantienen a 4 ºC en DGVB2
+. A esta temperatura se pueden mantener 

hasta por una semana. 

Titulación de los anticuerpos anti-DNP (Hemaglutinación). El método de 

hemaglutinación consiste en hacer diluciones seriadas del anticuerpo en pozos de 

fondo en V para microtitulación y luego agregar glóbulos rojos sensibilizados para 

observar la dilución máxima a la cual todavía hay aglutinación. El procedimiento a 

seguir es el siguiente: 

• Se realizan diluciones seriadas (1 :4) de los anticuerpos en DGVB2
+. La 

concentración inicial de los anticuerpos es de 60 µg/ml. 

• Se agrega un volumen igual al de la dilución del anticuerpo, de la suspensión 

al 1 % de eritrocitos sensibilizados, se mezcla cuidadosamente. Al realizar 

este procedimiento la concentración inicial del anticuerpo será de 30 µg/ml. 

• Se incuba a temperatura ambiente por 1 hora en una cámara húmeda. 

La aglutinación de los eritrocitos sensibilizados indica la presencia de una 

concentración de anticuerpo lo suficientemente alta para permitir la formación de una 

malla y cuando la concentración es menor se formará un botón en el fondo del pozo. El 

titulo de hemaglutinación corresponde a la última dilución en la que aún se forma la 

malla. 
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Opsonización de eritrocitos sensibilizados con TNP. El procedimiento es el 

siguiente: 

• Se lavan los eritrocitos sensibilizados por centrifugación con D-MEM no 

complementado y se suspenden al 2% en D-MEM. 

• Se diluye el anticuerpo en D-MEM no complementado, al doble de la 

concentración hemaglutinante (1.875 µg/ml). 

• Se mezclan la dilución del anticuerpo con los eritrocitos sensibilizados, 

obteniendo una suspensión al 1 % de eritrocitos y se incuban en agitación 

constante a temperatura ambiente por 30 minutos. 

• Se lavan tres veces con D-MEM no complementado y se resuspenden en la 

misma solución obteniendo una suspensión al 1 % de eritrocitos 

opsonizados. 

Fagocitosis por la técnica de Diaminobencidina. En el laboratorio se estandarizó 

una técnica calorimétrica para cuantificar la fagocitosis, basada en el método de Jungi 

(Jungi, 1985). Esta técnica se basa en la actividad de pseudoperoxidasa que posee la 

hemoglobina, la cual desarrolla un compuesto colorido en presencia de 3,3-

diaminobencidina, DAB (Sigma, St. Louis, MO) y peróxido de hidrógeno (H20 2) (Merck. 

Darmstadt, Alemania). Esta reacción colorida puede ser cuantificada 

espectrofotométricamente. El procedimiento a seguir es el siguiente: 

• Se siembran 4 x 104 células J774 por pozo en una placa de cultivo de 96 

pozos en D-MEM complementado y se incuban en atmósfera húmeda con 

6% de C02 a 37 ºC por 24 horas. Pasado este tiempo las células se duplican 
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de manera que a las 24 horas hay aproximadamente 8 x 104 células por 

pozo. 

• Las monocapas de células se lavan 2 veces con medio semicomplementado 

y se agregan 100 µI de medio complementado. 

• Por cada pozo se agregan 30 µI de la suspensión al 1 % de eritrocitos 

opsonizados (como ya se describió) y se incuban durante 50 minutos a 37°C 

con 5 % de C02. 

• Para eliminar los eritrocitos que no fueron internalizados, pasado el tiempo 

de incubación, las células se lavan con agua destilada por 20 segundos en 

agitación suave. Después se ·realizan tres lavados con amortiguador de 

fosfatos (PBS 20X; 2.6 mM NaH2P04 • H 20, 7.74 mM Na2HP04 anhidro, 0.16 

mM NaCI, pH 7.5). 

• Las células J774 se lisan con 100 µl/pozo de SOS (Bio-Rad. Richmond, CA) 

al 0.3% en PBS. 

• Las placas se incuban a temperatura ambiente en agitación constante por 30 

minutos. Pasado ese tiempo se adicionan 200 µl/pozo del sustrato DAB (1.5 

mg de DAB, 15 µI de H202 en 5 mi de PBS). 

• Las placas se incuban a temperatura ambiente en agitación constante por 1 

minuto. 

• Se determina la absorbancia a 490 nm en un espectrofotómetro (Microplate 

Reader; 810-RAD Richmond, CA) 
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• En los experimentos individuales, cada condición experimental se realizó por 

triplicado y los datos de cada experimento se manejaron como la media +/- la 

desviación estándar. 

Tratamientos con los inhibidores. Para investigar el efecto de los distintos 

inhibidores sobre la fagocitosis, las células se sembraron siguiendo el protocolo de 

fagocitosis y se lavaron en la misma forma, pero se mantuvieron en medio 

semicomplementado, para la incubación con cada inhibidor. Al final del tiempo de 

incubación se continuó con el protocolo de fagocitosis o bien de viabilidad por el método 

de MTT (ver mas adelante). 

Los intervalos de concentraciones y los tiempos de incubación usados para cada 

inhibidor se propusieron a partir de datos reportados por otros grupos de trabajo. Las 

diluciones de cada inhibidor se realizaron en medio semicomplementado; cada inhibidor 

se incubó con las células en una atmósfera húmeda con 6% de C02 a 37ºC. Después 

~de la incubación en presencia del inhibidor respectivo, se determinó la fagocitosis de 

eritrocitos opsonizados con la concentración hemaglutinante de los anticuerpos 2C5 y 

4F8, en presencia continua del inhibidor. 

Las concentraciones que se usaron de inhibidor y el tiempo de incubación de 

cada uno, fueron los siguientes: 

• Para el inhibidor Curcumina (Calbiochem-Novabiochem CO. La Jolla, CA), se 

probaron las concentraciones 5, 1 O, 15, 25, 35 y 50 µM, incubando a las 

células con el inhibidor por una hora (Huang, 1988; Yamamoto, 1997; Singh, 

1995). 
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• Para el inhibidor L Y294002 (Calbiochem-Novabiochem CO. La Jolla, CA), se 

probaron las concentraciones 2.5, 5, 1 O, 20, 40 y 80 µM (Cowen, 1996; Cox, 

1999; Eder, 1998; Gillooly, 1999; Gratacap, 1998; Rameh, 1998; Vlahos, 

1994), enseguida de adicionar el inhibidor se continuo con el protocolo de 

fagocitosis. 

• Para el inhibidor PD98059 (New England Biolabs, lnc. Beverly, MA), 

se probaron las concentraciones 1, 5, 10, 25, 50 y 100 µM, incubando a las 

células con el inhibidor por una hora (Brack, ~998; Alessi, 1995; Lin, 1993). 

• Para el inhibidor Ro 31-8220 (Calbiochem-Novabiochem CO. La Jolla, CA), 

se probaron las concentraciones 5, 10, 15 y 25 µM, incubando a las células 

con el inhibidor por una hora (Eason, 1995; Trachsel, 1995; Chen, 1998). 

• Para el inhibidor GF109203X (Calbiochem-Novabiochem CO. La Jolla, CA}, 

se probaron las concentraciones 1, 5, 1 O, 15 y 20 µM, incubando a las 

células con el inhibidor por 30 minutos (Toullec, 1991; Kiss, 1995; Vernhet, 

1997; Wilkinson, 1993). 

Ensayo de viabilidad por el método de bromuro de 3,{4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5-

difeniltretazolio {MTT). Después de tratar a las células con cada uno de los inhibidores 

por los tiempos de incubación indicados, se determinó la viabilidad celular midiendo 

espectrofotométricamente la cantidad de azul de formazan reducido a partir del bromuro 

de 3,(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5-difeniltretazolio, MTT; la cantidad de producto colorido es 

proporcional al número de células viables (Hansen, 1989; Ferrari, 1990). Esta técnica 

se basa en la capacidad de las enzimas mitocondriales de las células viables para 
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transformar el MTT en un compuesto colorido, descrita por Mosmann en 1983. La 

técnica original ha sufrido algunas modificaciones con el objeto de solubilizar las sales 

de azul de formazan (Hansen, 1989; Sladowski, 1993). En nuestro trabajo el 

procedimiento empleado fue el siguiente: 

• Después de la incubación por el tiempo indicado para cada inhibidor, el 

medio se retiró y las células se lavaron dos veces con medio 

semicomplementado. 

• Se agregaron alícuotas de 50 µI por pozo del medio para ensayos de 

viabilidad y se incubaron por 2 horas en una atmósfera húmeda con 6% de 

C02 a 37ºC. 

• Se retiró el medio por aspiración. 

• Se dejó evaporar a temperatura ambiente por 30 minutos, en una campana 

de extracción de gases (los gases de MTT son tóxicos). 

• Se agregaron 100 µI por pozo de la solución de extracción. 

• Se selló la placa e incubó toda la noche a 37ºC en una cámara húmeda 

• Se determinó la absorbancia a 570 nm en un lector de ELISA (Microplate 

Reader) 
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VII. RESULTADOS 

La fagocitosis de eritrocitos opsonizados con el anticuerpo 2C5 es menor 

que la fagocitosis de eritrocitos opsonizados con el anticuerpo 4F8. Datos previos 

indicaron que los monoclonales anti-DNP 4F8 (lgG2b) y 2C5 (lgG1), tienen eficiencias 

distintas para mediar fagocitosis (Garay, 1994). Esto puede tener varias explicaciones: 

que existan diferencias de unión entre la inmunoglobulina y el hapteno, que se traducen 

en una capacidad distinta para opsonizar; o que existan diferencias de unión entre la 

inmunoglobulina y el receptor, que se traducen en un;;i capacidad distinta para activar a 

la célula. 

Las diferencias en la fagocitosis no pueden ser explicadas por diferencias en la 

afinidad de la unión de cada inmunoglobulina por el hapteno, como se demostró en 

ensayos de afinidad por DNP-lisina usando el método de apagamiento de fluorescencia 

(Garay, 1994). Tampoco se han encontrado diferencias en la capacidad de los 

anticuerpos para mediar la unión del eritrocito opsonizado a la célula (Garay, 2002; 

comunicación personal). Algunos resultados experimentales indican que el FcyRI une 

lgG2a e lgG2b con alta afinidad y que tanto el FcyRll como el FcyRlll unen con mayor 

afinidad a lgG2a e lgG2b que a lgG1 (Unkeless, 1988). Sin embargo, hay resultados 

contradictorios al respecto, que se deben a las dificultades técnicas que plantea el 

trabajar con receptores de baja afinidad, como son los receptores para lgG (Ka 107-106 

M-1 para FcyRI y menores para FcyRll y FcyRlll. Daeron, 1997). Para sortear este 

problema se determinó la interacción efectiva entre la inmunoglobulina y el receptor 

usando un sistema celular. En ensayos de rosetas se observó que los eritrocitos 
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opsonizados con cada subclase se unían en igual número a los receptores presentes 

en la membrana celular (Fig. 1)(Garay, 1994). 

Con la finalidad de reproducir estos datos, realizamos ensayos de fagocitosis 

empleando a la línea celular J774, que es una línea celular de macrófagos de origen 

murino. Las células J774 fueron estimuladas con eritrocitos opsonizados con cada 

anticuerpo, usando un intervalo de concentración entre 0.004 y 30 µg/ml o bien con 

eritrocitos sólo sensibilizados. La contribución a la fagocitosis de los receptores que no 

dependen de opsoninas fue evaluada exponiendo a los macrófagos a eritrocitos 

sensibilizados. El valor de la fagocitosis de eritrocitos sensibilizados fue sólo el 7% del 

valor máximo que se obtuvo cuando los eritrocitos fueron opsonizados con 4F8. La 

diferencia entre la fagocitosis de eritrocitos opsonizados y de eritrocitos sensibilizados 

(fagocitosis no específica), corresponde a la respuesta fagocitica mediada por los FcyR. 

La fagocitosis de eritrocitos opsonizados con el anticuerpo 2C5 a la 

concentración de 30 µg/ml, fue de sólo el 38% de la fagocitosis que se obtuvo a la 

misma concentración del anticuerpo 4F8 (Fig. 8). Este fue el valor máximo de 

fagocitosis obtenida con este anticuerpo, aún a concentraciones mayores (no se 

muestran los datos). 

De aquí en adelante, los valores de porcentaje que se presentan son relativos al 

valor máximo obtenido con cada anticuerpo, eliminando primero el valor de la 

fagocitosis no específica y tomando como valor máximo los valores de fagocitosis 

obtenida con macrófagos incubados sólo con el vehículo. Durante el tratamiento de los 

datos, para poder tomar como el valor máximo la fagocitosis obtenido en las células que 

fueron tratadas con DMSO, se demostró que la inhibición de la fagocitosis durante los 
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Fig. 8. La fagocitosis inducida por el anticuerpo monoclonal 2C5 es menor a la inducida por el anticuerpo monoclonal 4F8. Células 
J774 fueron incubadas con eritrocitos de carnero opsonizados con los anticuerpos 4F8 y 2C5 en el intervalo de 0.003 a 30 µg/ml, 
por so minutos a 37° C. Las células también fueron incubadas con eritrocitos sensibilizados (eritrocitos-DNP) para distinguir la 
respuesta fagocítica no mediada por los FcyR. Los datos se expresan como porcentaje del valor máximo de fagocitosis obtenido 
con el anticuerpo 4F8. Los datos son el promedio +/- la desviación estándar de 3 experimentos independientes. 



ensayos realizados con los inhibidores, no se debe al efecto del vehículo, pues en 

ninguna de las concentraciones usadas la fagocitosis disminuyó en más de un 10% 

(Fig. 9). Los valores que se muestran corresponden a los valores de fagocitosis 

obtenidos en células tratadas con la concentración mayor de DMSO usada para cada 

inhibidor. De esta manera, sólo se reporta el efecto del inhibidor sobre la fagocitosis 

mediada por los FcyR. 

Para poder afirmar que el efecto observado sobre la fagocitosis se debía a la 

inhibición de las distintas enzimas y no a una disminución en la viabilidad celular 

causada por el tratamiento con los inhibidores, se realizaron ensayos de viabilidad, 

midiéndose la cantidad de producto colorido formado a partir de la reducción de MTT; 

esta técnica es muy sensible a toxicidad celular, pues permite cuantificar daño en las 

mitocondrias (Hansen, 1989). En la figura 10, se muestran los efectos de las 

concentraciones máximas de inhibidores y de vehículo, sobre la viabilidad de las 

células. En los tratamientos con Ro 31-8220 (RO) y con curcumina (CU) hay una 

disminución de aproximadamente el 10% de la viabilidad. 

La inhibición de la enzima PLD disminuye en aproximadamente 20% la fagocitosis 

inducida por ambas subclases. La PLD es activada durante la endocitosis de 

complejos inmunes. Su actividad se requiere para mantener niveles óptimos de 

fagocitosis y para que se lleve a cabo el tráfico vesicular (Gewirtz, 1997; Suchard, 1997; 

Meléndez, 1998). También es activada con el entrecruzamiento del FcyRI (Kusner, 

1999). Sin embargo, su activación no es necesaria para los arreglos del citoesqueleto 

necesarios para la fagocitosis (Lennartz, 1999). 
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Fig. 9. La inhibición de la fagocitosis no se debe al efecto del vehículo. Las células J774 se trataron con la concentración del 
disolvente dimetilsulfóxido (DMSO) correspondiente al usado con la concentración mayor de cada inhibidor [GF109203X 
(GF), Ro 31-8220 (RO), Curcumina (CU), LY294002 (LY), PD98059 (PD)]. Pasado el tiempo de incubación, las células J774 
se mezclaron con eritrocitos sensibilizados u opsonizados con el anticuerpo 4F8 a una concentración hemaglutinante (1.875 
µg/ml). Las células y los eritrocitos se incubaron por 50 minutos a 37º C. Los datos se expresan como el porcentaje del valor 
de absorbancia a 490 nm de la fagocitosis de eritrocitos opsonizados en ausencia del vehículo. Los datos son el promedio +/
la desviación estándar de 3 experimentos independientes. 
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Fig. 10. La disminución en la viabilidad celular no explica las diferencias observadas en la fagocitosis. Las células J774 se trataron 
con la concentración mayor de inhibidor usada durante los ensayos de inhibición de la fagocitosis y a los tiempos indicados en el 
texto o bien sólo con el volumen correspondiente del disolvente dimetilsulfóxido (vehículo). Pasado el tiempo de incubación el 
sobrenadante se eliminó y se agregó el medio para ensayos de viabilidad, que contiene MTI. Las células J77 4 se incubaron en este 
medio por 2 horas a 37º C. Los datos se expresan como el porcentaje del valor máximo de viabilidad obtenido con cada uno de los 
inhibidores o con volumen correspondiente del vehículo. Los datos son el promedio +/- la desviación estándar de 3 experimentos. 
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Por el papel regulador de la PLD, decidimos analizar a esta enzima en la 

fagocitosis inducida por los anticuerpos 4F8 y 2C5. Para ello utilizamos el compuesto 

curcumina, que se ha reportado inhibe en un 50% la actividad de PLD a la 

concentración de 1 O µM (Yamamoto, 1997). 

Las células J774 fueron tratadas por 30 minutos con distintas concentraciones 

del inhibidor curcumina (5, 10, 15, 25, 35 y 50 µM), o bien sólo con el vehículo DMSO 

(Fig. 11 ). 

Las células tratadas fueron estimuladas con eritrocitos opsonizados con cada 

anticuerpo, usando para ambos la concentración hemaglutinante (1.875 µg/ml) o bien 

con eritrocitos sensibilizados. La fagocitosis de eritrocitos opsonizados con el 

anticuerpo 2C5 fue inhibida en aproximadamente un 15% en todo el intervalo de 

concentraciones usadas con el inhibidor. La fagocitosis de eritrocitos opsonizados con 

el anticuerpo 4F8 fue inhibida de manera dosis dependiente; con un máximo de 

inhibición del 20% cuando se utilizó la concentración más alta (Fig. 11 ). 

La inhibición de la enzima Pl3K tiene distinto efecto sobre la fagocitosis inducida 

por cada anticuerpo. La estimulación a través del FcyRI activa a las Pl3K (lndik, 1995; 

Meléndez, 1998). Durante la fagocitosis mediada por los FcyR se requiere de la 

actividad de Pl3K (Toker, 1997; lndik, 1995; Nonomiya, 1994; Crowlwy, 1997; Araki, 

1996). La actividad de esta enzima permite la extensión de los seudópodos y los 

eventos que se requieren para promover la fusión de membranas, incluyendo aquellos 

que acompañan la fagocitosis. Además, tanto la actividad de Pl3K como sus productos 

determinan la localización y activación de un amplio intervalo de moléculas involucradas 
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Fig. 11. Efecto del inhibidor Curcumina sobre la fagocitosis mediada por FcyR. Células J77 4 se trataron con distintas 
concentraciones del inhibidor Curcumina: 5, 1 O, 15, 25, 35 y 50 µM por 30 minutos, o bien sólo con el disolvente dimetilsulfóxido 
(DMSO), antes de mezclarlas con eritrocitos sensibilizados u opsonizados con los anticuerpos 4F8 y 2C5 a una concentración 
hemaglutinante (1.875 µg/ml). Las células J77 4 y los eritrocitos se incubaron por 50 minutos a 37° C. Los datos se expresan 
como el porcentaje del valor máximo de fagocitosis obtenido con cada uno de los anticuerpos, en ausencia del inhibidor, pero 
en presencia del vehículo. Los datos son el promedio +/- la desviación estándar de 4 experimentos independientes. 



en la señalización intracelular (Kapeller, 1994; Araki, 1996; Reif, 1996; Lennartz, 1997; 

Toker, 1997). Por lo anterior, se plantea que la actividad de P13K se requiere durante 

los primeros eventos que conducen a la fagocitosis; por lo que decidimos inhibir a esta 

enzima para determinar el efecto sobre la fagocitosis inducida por los anticuerpos 4F8 y 

2C5. 

Para ello utilizamos el compuesto L Y294002, que inhibe la actividad de Pl3K en 

un 50% a la concentración de 1.5 µM en ensayos in vitro libres de células (Vlahos, 

1994). 

Las células J774 fueron tratadas con distintas concentraciones del inhibidor 

LY294002 (2.5, 5, 10, 20, 40 y 80 µM), o con el vehículo DMSO (Fig. 12). Las células 

tratadas fueron estimuladas con eritrocitos opsonizados con cada anticuerpo, usando 

para ambos la concentración hemaglutinante de 1.875µg/ml o con eritrocitos 

sensibilizados. La fagocitosis de eritrocitos opsonizados con el anticuerpo 2C5, al igual 

que con el anticuerpo 4F8, fue inhibida de manera dosis dependiente (Fig. 12), pero los 

valores máximos de inhibición para cada anticuerpo fueron distintos. El valor máximo de 

inhibición para el anticuerpo 2C5 fue de 80%, mientras que para el anticuerpo 4F8 fue 

del 100%. La concentración a la cual se alcanza el 50% de inhibición de la fagocitosis 

(IC50) también fue distinta. Para el anticuerpo 2C5 la IC50 fue de 25 µM; mientras que 

para el anticuerpo 4F8 fue de 5 µM. 

La actividad de las enzimas MEK1/2 es necesaria durante la fagocitosis inducida 

por ambas subclases. Se ha demostrado que el entrecruzamiento de los FcyR activa a 

las MAPK (Rose, 1997; Durden, 1995). Se sabe que se requiere de la 
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Fig. 12. Efecto del inhibidor L Y294002 sobre la fagocitosis mediada por FcyR. Células J77 4 se trataron con distintas 
concentraciones del inhibidor L Y294002: 2.5, 5, 1 O, 20, 40 y 80 µM o bien sólo con el disolvente dimetilsulfóxido (OMSO}, 
enseguida se mezclaron con eritrocitos sensibilizados u opsonizados con los anticuerpos 4F8 y 2C5 a una concentración 
hemaglutinante (1.875 µg/ml). Las células J77 4 y los eritrocitos se incubaron por 50 minutos a 37° C. Los datos se expresan como 
el porcentaje del valor máximo de fagocitosis obtenido con cada uno de los anticuerpos, en ausencia del inhibidor, pero en 
presencia del vehículo. Los datos son el promedio+/- la desviación estándar de 4 experimentos independientes. 
* Concentración en la cual la fagocitosis se inhibe en un 50%. 
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actividad de las MAPK, ERK1 y ERK2, durante la internalización de partículas 

opsonizadas con lgG (Suchard, 1997; McLeish, 1998; Reader, 1999; Mansfield, 2000). 

Se ha observado que ERK2 esta involucrada en la activación de la cinasa de la cadena 

ligera de la miosina (MLCK), que se requiere durante la internalización de partículas 

opsonizadas con lgG (Mansfield, 2000). Por lo tanto, decidimos determinar el papel de 

esta enzima en la fagocitosis inducida por los anticuerpos 4F8 y 2C5. 

Se sabe que el compuesto PD98059 inhibe en un 50% la actividad de MEK1 a 

concentraciones de 5-10 µM en ensayos in vitro libres de células. PD98059 en los 

mismos ensayos también inhibe a MEK2 en un 50% a concentraciones de 50 µM. Este 

compuesto es capaz de inhibir en su totalidad la actividad de las MAPK (Dudley, 1995; 

Pang, 1995; Alessi, 1995). Sin embargo, aún con el tratamiento de este inhibidor, 

algunos estimulas mantienen actividad residual de MEK suficiente para activar la 

cascada de MAPK (Alessi, 1995). 

Las células J774 fueron tratadas por 1 hora con distintas concentraciones del inhibidor 

PD98059 (1, 5, 10, 25, 50 y 100 µM), o sólo con el vehículo DMSO (Fig. 13). Las 

células tratadas se estimularon con eritrocitos opsonizados con cada anticuerpo, 

usando para ambos la concentración hemaglutinante de 1.875 µg/ml, o con eritrocitos 

sensibilizados. La fagocitosis de eritrocitos opsonizados con el anticuerpo 2C5, al igual 

que con el anticuerpo 4F8, se inhibió de manera dosis dependiente con un máximo de 

inhibición del 80% (Fig. 13). La concentración a la que se obtuvo el 50% de inhibición 

de la fagocitosis (IC50) inducida por ambos anticuerpos fue de 30 µM. 
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Fig. 13. Efecto del inhibidor PD98059 sobre la fagocitosis mediada por FcyR. Células J774 se trataron con distintas 
concentraciones del inhibidor PD98059: 1, 5, 10, 25, 50 y 100 µM por 1 hora, o bien sólo con el disolvente dimetilsulfóxido 
(DMSO), antes de mezclarlas con eritrocitos sensibilizados u opsonizados con los anticuerpos 4F8 y 2C5 a una 
concentración hemaglutinante (1.875 µg/ml). Las células J774 y los eritrocitos se incubaron por 50 minutos a 37° C. Los 
datos se expresan como el porcentaje del valor máximo de fagocitosis obtenido con cada uno de los anticuerpos, en 
ausencia del inhibidor, pero en presencia del vehículo. Los datos son el promedio +/- la desviación estándar de 4 
experimentos independientes. 
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La inhibición de la actividad de PKC disminuye de manera dosis 

dependiente la fagocitosis inducida por ambos anticuerpos. Durante la fagocitosis 

se ha demostrado que PKC se acumula en la vecindad del fagosoma (Afien, 1996). Las 

fracciones aisladas de membrana fagosomal de monocitos están enriquecidas con PKC 

(revisado en Kwiatkowska, 1999). Durante la fagocitosis mediada por los FcyR, se ha 

observado que la cantidad de PKC asociada a la membrana que está en contacto con 

partículas opsonizadas con lgG se incrementa, aproximadamente, en dos veces antes 

de que ocurra la internalización de la partícula (Zheleznyak, 1992). Dado que la 

actividad de PKC se ha asociado a la estimulación de los FcyR, nos propusimos 

analizar a esta enzima en la fagocitosis inducida por los anticuerpos 4F8 y 2C5. 

Para ello utilizamos dos compuestos: el compuesto Ro 31-8220 y el compuesto 

GF109203X. Se sabe que Ro 31-8220 inhibe la actividad de PKC a concentraciones 

entre 5-27 nM en ensayos in vitro libres de células (Wilkinson, 1993). El compuesto 

GF109203X inhibe la actividad de PKC clásicas a concentraciones menores que las 

concentraciones a las que inhibe a PKC nuevas (Larsen, 2000). Las células J774 

fueron preincubadas por 1 hora con distintas concentraciones del inhibidor Ro 31-8220 

(5, 1 O, 15 y 20 µM) o sólo vehículo (Fig. 14); o por 30 minutos con distintas 

concentraciones del inhibidor GF109203X (1, 3, 5, 1 O, 15 y 20 µM) o solo con el 

vehículo DMSO (Fig. 15). Las células tratadas se estimularon con eritrocitos 

opsonizados con cada anticuerpo, usando la concentración hemaglutinante 1.875 µg/ml 

o con eritrocitos sensibilizados. 

Cuando las células se trataron con el inhibidor RO 318220, la fagocitosis inducida 

por ambos anticuerpos se inhibió de manera dosis dependiente. A la concentración de 
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Fig. 14. Efecto del inhibidor Ro 31-8220 sobre la fagocitosis mediada por FcyR. Células J774 se trataron con distintas 
concentraciones del inhibidor Ro 31-8220: 5, 10, 15 y 20 µM por 1 hora, o bien sólo con el disolvente dimetilsulfóxido (DMSO), 
antes de mezclarlas con eritrocitos sensibilizados u opsonizados con los anticuerpos 4F8 y 2C5 a una concentración 
hemaglutinante (1.875 µg/ml). Las células J774 y los eritrocitos se incubaron por 50 minutos a 37º C. Los datos se expresan 
como el porcentaje del valor máximo de fagocitosis obtenido con cada uno de los anticuerpos, en ausencia del inhibidor, pero en 
presencia del vehículo. Los datos son el promedio +/- la desviación estándar de 4 experimentos independientes. 
* Concentración en la cual la fagocitosis se inhibe en un 50%. 
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Fig. 15. Efecto del inhibidor GF109203X sobre la fagocitosis mediada por FcyR. Células J774 se trataron con distintas 
concentraciones del inhibidor GF109203X: 1, 3, 5, 10, 15 y 20 µM por 30 minutos, o bien sólo con el disolvente dimetilsulfóxido 
(DMSO}, antes de mezclarlas con eritrocitos sensibilizados u opsonizados con los anticuerpos 4F8 y 2C5 a una concentración 
hemaglutinante (1.875 µg/ml). Las células J774 y los eritrocitos se incubaron por 50 minutos a 37º C. Los datos se expresan 
como el porcentaje del valor máximo de fagocitosis obtenido con cada uno de los anticuerpos, en ausencia del inhibidor, pero en 
presencia del vehículo. Los datos son el promedio +/- la desviación estándar de 4 experimentos independientes. 
• Concentración en la cual la fagocitosis se inhibe en un 50%. 



20 µM se inhibió totalmente la fagocitosis inducida por ambos anticuerpos (Fig. 14). La 

IC50 de la fagocitosis inducida por ambos anticuerpos fue de 1 O µM. 

La fagocitosis inducida por el anticuerpo 2C5 depende de la actividad de las 

isoformas nuevas de las enzimas de la familia PKC. Cuando las células fueron 

tratadas con el inhibidor GF109203X , la fagocitosis inducida por cada anticuerpo se 

inhibió de modo diferente (Fig. 15). La fagocitosis inducida por el anticuerpo 2C5 se 

inhibió sólo en un 10% a la concentración de 20 µM; se sabe que esa concentración 

inhibe las isoformas nuevas de PKC, mientras que la fagocitosis inducida por el 

anticuerpo 4F8 se inhibió de manera dosis dependiente; alcanzando un 90% de 

inhibición a la concentración mayor (Fig. 15). El 50% de inhibición para la fagocitosis 

inducida por el anticuerpo 4F8 se observó a concentraciones de 7.5 µM, concentración 

a la que se espera sólo sean afectadas las isoformas clásicas de PKC. El efecto sobre 

la fagocitosis de las eritrocitos opsonizados con el anticuerpo 4F8 aumentó hasta 

alcanzar el máximo de inhibición, a las concentraciones del inhibidor que afectan a las 

isoformas nuevas de PKC. 
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VIII. DISCUSIÓN 

Las primeras defensas del organismo contra la infección por agentes patógenos, 

son componentes del sistema inmune innato que comprende barreras físicas, 

moléculas del complemento y la actividad de fagocitos "profesionales". Los macrófagos 

son elementos esenciales del sistema inmunológico, no solo por ser parte de las 

primeras líneas de defensa del organismo, si no porque están involucrados en la 

activación y regulación de mecanismos específicos de la respuesta inmune, al 

desempeñarse como células presentadoras de antigeno y secretoras de mediadores 

proinflamatorios y de citocinas inmunorreguladoras. 

La eficiente actividad fagocítica de los macrófagos está relacionada con la 

expresión de receptores especializados, entre ellos los FcyR. Estos receptores unen la 

porción Fe de las lgG. Lo~ distintos tipos de FcyR unen con alta o baja afinidad a su 

ligando. El FcyRI es el receptor de alta afinidad para lgG, la une monoméricamente y 

presenta una afinidad relativa por las distintas subclases de lgG humanas en la 

siguiente relación: lgG3 ""' lgG1> lgG4 > lgG2 (revisado en Santana, 1996). Para los 

receptores de baja afinidad, el FcyRll y el FcyRlll, se han reportado patrones similares; 

sin embargo, existen datos contradictorios al respecto (revisado en Garay, 2002). En el 

sistema murino se reportó que el FcyRI une a la subclase lgG2a de manera 

monomérica al igual que el FcyRll une a la subclase lgG2b; mientras que, el FcyRlll es 

específico para la lgG3 polimérica (Lund, 1992). 

En los primeros eventos de la fagocitosis, los FcyR son agregados en la zona de 

reconocimiento, esto induce el reclutamiento de enzimas citoplásmicas a la vecinda-1 
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del agregado (revisado en Daeron, 1997). Actualmente, se acepta como un hecho que 

la agregación de los FcyR conduzca a la activación celular. Sin embargo, al estudiar la 

función del TCR, el BCR y el FceRI, que son receptores con características 

estructurales y mecanismos bioquímicos de activación similares a los FcyR, algunos 

resultados experimentales apoyan la idea de que el tipo de respuesta; es decir, sus 

características e intensidad, no sólo dependen de la agregación sino de las 

propiedades estructurales del agregado (Manger, 1987; Ortega, 1988; Brunswick, 1989; 

Ortega, 1989; Pecht, 1991; Jeddi-Tehrani, 1992; Pleiman, 1994; Ortega, 1999). 

Para estudiar la respuesta generada por el entrecruzamiento de los FcyR se 

generaron anticuerpos monoclonales anti-DNP de distintas subclases, entre ellos los 

anticuerpos 2C5 y 4F8, que son respectivamente lgG1 e lgG2b. Estos anticuerpos 

mediaron con distinta eficiencia la fagocitosis de eritrocitos opsonizados. Al analizar la 

unión entre la inmunoglobulina y el hapteno, las diferencias que se encontraron no 

pudieron explicar este fenómeno (Garay, 1994). Aún cuando algunos reportes indican 

que existen diferencias en la afinidad relativa de los FcyR por las distintas subclases de 

lgG (revisado en Santana, 1996); existen reportes que indican que las lgG1 e lgG2b 

polimericas se unen específicamente al FcyRll (Walker, 1976; Heusser, 1977; Diamond, 

1980; Weinshank 1988); además de que al analizar la interacción efectiva entre el 

eritrocito opsonizado con las distintas subclases (lgG) y con el receptor de la célula 

fagocítica (receptor de lgG), ni en nuestro trabajo (datos no mostrados) ni en trabajos 

previos (Garay, 1994), se observaron diferencias de asociación entre las distintas 

subclases de lgG usadas y las células. Estos resultados indican que los anticuerpos 
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presentan la misma eficiencia para mediar la unión de la partícula a la célula a través 

de los FcyR. 

Los anticuerpos 2C5 y 4F8 pertenecen a distintas subclases de lgG. Una de las 

principales diferencias entre las subclases de lgG radican en la estructura de la zona 

de la bisagra, como lo sugieren estudios hechos en poblaciones de anticuerpos 

monoclonales (Oudich, 1978). Trabajos previos indican que las principales diferencias 

entre anticuerpos monoclonales de las subclases lgG1 e lgG2b generados en ratones 

BALB/c, que es la misma cepa de ratón donde se generaron los anticuerpos 4F8 y 2C5, 

radican en la porción amino terminal de la zona bisagra: en la lgG1 este segmento 

está formado por 6 residuos, mientras que la lgG2b por 14 residuos (Parham, 1983). 

Se ha propuesto que las características de la zona bisagra determinan la estructura y 

función global del anticuerpo y definen la flexibilidad de la molécula. Estudios sobre la 

flexibilidad entre los distintos segmentos de inmunoglobulinas intactas determinaron 

que la flexibilidad es mayor en la subclase lgG2b y mucho menor para la subclase lgG1 

y, funcionalmente, se encontró que esto correlacionaba con la capacidad de estas 

subclases para mediar la activación del complemento (Chan, 1977; Oi, 1984; Kim, 

1994). Además, al determinar la estructura tridimencional de inmunoglobulinas de la 

misma subclase se definió que ambas muestran claras diferencias en cuanto al estado 

conformacional que pueden adoptar y al grado de flexibilidad de la molécula en relación 

a las características estructurales de la región bisagra (Harris, 1998). Aledaño a la zona 

bisagra se encuentra el dominio CH2 de la porción Fe, se sabe que este dominio es el 

que interacciona con el receptor (Kato, 2000). Estos datos nos sugirieron que la 

flexibilidad de la zona bisagra podría determinar la forma en que el anticuerpo 
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interacciona con el receptor y con ello influir sobre las propiedades estructurales y/o de 

estabilidad de los agregados del receptor. 

Una opción para explicar las diferencias en la eficiencia para mediar la 

fagocitosis, entre los anticuerpos 2C5 y 4F8, es que las diferencias se deban a que los 

agregados de FcyR que forman las partículas opsonizadas con estos anticuerpos 

tengan diferencias estructurales (diferencias de conformación del agregado y/o de 

orientación de las subunidades de los receptores entre sí, así como de estabilidad del 

agregado), y que estas se reflejen cualitativa y cuantitativamente en la activación de las 

enzimas involucradas en la fagocitosis. 

Para probar nuestra hipótesis analizamos el papel de distintas enzimas durante 

la fagocitosis de eritrocitos opsonizados con los distintos anticuerpos. Se sabe que con 

el entrecruzamiento de los FcyR se activan muchas enzimas. La señal inicia con la 

activación de cinasas de la familia Src (Hamada, 1993; Piganata, 1993; Germano, 

1994; Ghazizadeh, 1994; Ourden, 1995) y continúa a través de cinasas de la familia 

Syk/ZAP-70 (Fukamachi, 1993; Durden, 1994; Ghazizadeh, 1995; Zeitlmann, 1998), 

para después amplificarse y divergir a través de la activación de otras enzimas que 

tienen como substratos proteínas o lípidos. El esquema de las interacciones entre estas 

enzimas durante la fagocitosis no esta completo; sin embargo, se ha logrado definir que 

la participación de las enzimas PLD, ERK, PI 3-K y PKC es necesaria para llevar a 

cabo la fagocitosis (Suchard, 1997; Suchard, 1997a; Lennartz, 1999). 

El estudio de la participación de enzimas, en la respuesta celular a un estimulo 

específico puede abordarse de dos maneras complementarias entre si: una es 

midiendo la actividad de la enzima después del estímulo y, la otra, es inhibirla antes del 

75 



estímulo (esto puede realizarse usando inhibidores específicos o transfectando a la 

célula con dominantes negativos). Las dos estrategias tienen defectos: en la primera no 

se sabe si la activación es esencial para la respuesta, y en la segunda no se sabe si el 

efecto es directo o indirecto. Como un acercamiento inicial para investigar mecanismos 

bioquímicos involucrados en las diferencias en la fagocitosis inducida por las distintas 

subclases, en este trabajo iniciamos estudiando el efecto de inhibidores enzimáticos. 

Existen reportes de que la enzima PLD es activada durante la endocitosis de 

complejos inmunes. Su actividad se requiere para mantener niveles óptimos de 

fagocitosis y para que se lleve a cabo el tráfico vesicular (Gewirtz, 1997; Suchard, 

1997; Meléndez, 1998; Kusner, 1999). Sin embargo, su activación no es necesaria para 

los arreglos del citoesqueleto necesarios para la fagocitosis (Lennartz, 1999). Por ello, 

decidimos inhibir la actividad de esta enzima durante la fagocitosis de eritrocitos 

opsonizados con cada anticuerpo. Para cumplir este fin empleamos al compuesto 

curcumina que con las concentraciones empleadas, demostró afectar en ensayos in 

vitro 80% la actividad de PLD y 50% la actividad de PLA2 (Yamamoto, 1997). Aunque la 

actividad de PLA2 se requiere primordialmente durante la producción de mediadores de 

la inflamación (Sammuelsson, 1978), algunos reportes indican que su actividad facilita 

la fusión de membranas (Lennartz, 1997). Al inhibir a estas dos enzimas bloqueamos la 

vía que conduce a la fusión de vesículas con la membrana plasmática pero no 

bloqueamos la vía que conduce a la activación de PKC. 

La inhibición de esta vía por curcumina parece no tener efecto sobre la 

fagocitosis inducida por ambas subclases. Nuestros resultados muestraron una 

disminución de sólo el 20% de la fagocitosis; reflejando que la vía de señalización que 
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conduce a la fusión de membranas necesaria para la fagocitosis en macrófagos no 

depende unicamente de la actividad de PLD y PLA2 • Hay datos que apoyan el hecho 

que macrófagos humanos requieren la actividad de PLD durante la fagocitosis de 

partículas opsonizadas con lgG (Kusner, 1999); sin embargo, se ha reportado que 

durante la diferenciación de la línea monocítica hay un interruptor molecular que define 

la activación preferencial de una enzima sobre otra (Meléndez, 1999). Al parecer, la vía 

que activa a PLD la utilizan los monocitos; mientras que los macrófagos usan 

preferentemente a PI 3-K durante la fagocitosis (García, 2001). 

Aunque hay discrepancias sobre el papel de PLD durante la fagocitosis, la 

importancia de PI 3-K durante la fagocitosis mediada por los FcyR es clara (Nonomiya, 

1994; lndik, 1995; Araki, 1996; Crowlwy, 1997; Toker, 1997). La activación de esta 

enzima se refleja en varios eventos necesarios para la fagocitosis como son: la 

extensión de los pseudópodos (Lennartz, 1999; Cox, 1999), y la remodelación del 

citoesqueleto (Toker, 1997). Aunque es otra manera de analizar la vía que conduce a la 

fusión de vesículas durante la fagocitosis, sabemos que al inhibir a esta enzima 

también hay consecuencias sobre el rearreglo del citoesqueleto. Para inhibirla, 

empleamos al compuesto L Y294002, que en ensayos in vitro demostró inhibir 

completamente la actividad de la PI 3-K (Vlahos, 1994). 

Nuestros datos demuestran que la fagocitosis inducida por las dos subclases 

presenta distinto grado de dependencia por la actividad de PI 3-K. Nosotros 

determinamos que la fagocitosis inducida por partículas opsonizadas con el anticuerpo 

4F8 depende, en gran medida, de la actividad de PI 3-K, pero no ocurre de la misma 

manera para la fagocitosis inducida por el anticuerpo 2C5. Una explicación al efecto de 
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LY94002 es que la fagocitosis inducida por la subclase lgG1 active menos 

eficientemente a esta enzima y esta podrfa ser la razón de que este anticuerpo induzca 

una pobre fagocitosis en contraste con la fagocitosis inducida por la subclase lgG2b; lo 

que concuerda con múltiples reportes que indican que PI 3-K está involucrada en varios 

puntos críticos de la fagocitosis (Toker, 1997; lndik, 1995; Nonomiya, 1994; Crowlwy, 

1997; Araki, 1996). El distinto grado de dependencia por la actividad de Pl-3K entre 

ambas respuestas fagocíticas podrían encontrar explicación en la propuesta de que los 

agregados del receptor formados por cada subclase activan de distinta manera a PI 3-

K. Esta relación ha sido demostrada en otro sistema; se ha probado que diferencias en 

la estimulación del FceRI generan señales que, con distinta eficiencia, activan a la 

célula lo cual se asocia a la activación y/o regulación diferencial de Lyn, una cinasa de 

tirosina (Ortega, 1999). 

La actividad de PI 3-K no sólo se requiere durante el cierre del fagosoma, 

además es necesaria durante la formación de filamentos de actina a través de la 

activación de proteínas G pequeñas y muchos de sus productos regulan la actividad de 

moléculas involucradas en la señalización intracelular que conduce a la fagocitosis, 

como ocurre en el caso de las isotermas de PKC independientes de calcio (Kapeller, 

1994; Araki, 1996; Reif, 1996; Lennartz, 1997; Toker, 1997). Con estos antecedentes, 

otra explicación posible al afecto de L Y294002 es que exista un punto de regulación 

sobre las enzimas fagocíticas activadas por PI 3-K que sean activadas de manera 

independiente a PI 3-K; por lo que la inhibición de esta enzima no se refleja de la 

misma manera sobre la fagocitosis. Concordando con lo anterior, existen reportes de 

que sobre una sola enzima convergen varias vías de señalización inducidas por el 
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mismo estimulo, como ocurre durante la activación de Raf-1 por Ras o por PKCB 

(Olson, 2000; Mansfield, 2000). 

La activación de la vía de MAPK siempre se relacionó con actividad 

transcripcional, sin embargo hay evidencias que sugieren que este no es su único 

papel al activar a la célula. La vía de MAPK se activa con el entrecruzamiento de los 

FcyR (Rose, 1997; Durden, 1995). Parte de esta vía conduce a la activación de ERK1 y 

ERK2. Se sabe que la actividad de estas enzimas se requiere para internalizar 

partículas opsonizadas con lgG (Suchard, 1997; McLeish, 1998; Reader, 1999) y se ha 

podido determinar que ERK2 está involucrada en el rearreglo del citoesqueleto 

(Mansfield, 2000). Para inhibir a estas enzimas utilizamos al compuesto PD98059 que 

inhibe la activación de MEK, el paso previo en la vía de activación de ERK. Nuestros 

datos muestran que la inhibición de estas enzimas por PD98059 afectó de manera 

dosis-dependiente la fagocitosis de eritrocitos opsonizados con ambas subclases, 

demostrando que la actividad de estas enzimas se requiere para que se lleve a cabo la 

fagocitosis. 

Hay reportes de que durante la internalización de partículas opsonizadas con 

lgG se requiere la actividad de ERK2 para activar a la cinasa de la cadena ligera de la 

miosina (MLCK) (Mansfield, 2000). Nuestros resultados sugieren que la actividad de 

ERK1 también juega un papel importante durante la internalización de la partícula. Esto 

se concluye a partir del hecho de que PD98059 inhibe, de manera diferente, a 

ERK1/ERK2, siendo diez veces menos eficiente en prevenir la activación de MEK2 

(Cohen, 1997). A las concentraciones que sólo afectan la actividad ERK1 se observa 

inhibición de la fagocitosis. El que no existan diferencias en la inhibición de la 
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fagocitosis de los eritrocitos opsonizadas con los dos anticuerpos por PD98059 nos 

sugiere que MEK, y por ende ERK, es activada de la misma manera por los dos 

estímulos fagocíticos. 

Se sabe que otra de las vías importantes para el proceso fagocítico es la que 

conduce a la activación de las enzimas PKC. Se ha demostrado que la membrana 

fagosomal se enriquece con las isoformas PKCcx., PKC8 y PKCE {Zheng, 1995; Allen, 

1996; Breton, 2000), que forman parte de la maquinaria fagocítica. Acorde con estos 

reportes nuestros resultados muestran que la fagocitosis de eritrocitos opsonizados con 

ambas subclases requiere de la actividad de PKC. Sin embargo, los dos estímulos 

fagocíticos presentan distintos requerimientos por las isoformas de PKC. Nuestros 

resultados demuestran que la fagocitosis inducida por el anticuerpo 4F8 requiere 

primordialmente de la actividad de las isoformas clásicas, es decir aquellas isoformas 

dependientes de DAG y calcio, como PKCa. Esto no ocurre en la respuesta inducida 

por el anticuerpo 2C5, donde no se observó efecto alguno sobre la fagocitosis cuando 

las células fueron tratadas con las concentraciones del inhibidor GF109203X que solo 

inhiben la actividad de las isoformas clásicas, pero cuando las concentraciones 

afectaron la actividad de las isoformas nuevas, como son PKC8 y PKCE, se observó 

una disminución de la fagocitosis. Esto concuerda con la independencia entre la 

respuesta de calcio y el proceso fagocítico, y con la trascendencia de estas isoformas 

durante el rearreglo del citoesqueleto que realizan a través de regular la actividad de 

las proteínas MARK que se asocia a la depolimerización de actina necesaria en los 

últimos eventos para la internalización del fagosoma (Kwiatkowska, 1999). 
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Nuestros datos siguieren que las diferencias en la eficiencia de la fagocitosis se 

deben a que los distintos agregados formados por las partículas opsonizadas con estas 

inmunoglobulinas involucran de distinta manera a las enzimas celulares que participan 

en la fagocitosis. En este sentido, los dos estimulas activan a la vía de PLD/PLA2 y a la 

vía de MAPK de la misma manera; no así a PI 3-K y a PKC. Tanto la actividad de PI 3-

K como de algunas isoformas de PKC representan pasos en la regulación de la 

fagocitosis que permite hacer mas eficiente al proceso durante la diferenciación de la 

línea monocítica (García, 2001 ). 

Estos resultados sugieren que la pobre fagocitosis mediada por la subclase lgG1 

se debe a que este estímulo fagocítico no es capaz de activar eficientemente a PI 3-K y 

a las formas clásicas de PKC. Esto concuerda con reportes previos que indican que la 

mayor capacidad fagocítica de los macrófagos en relación a los monocitos, se debe a 

que durante su diferenciación los macrófagos adquieren la capacidad de reclutar tanto 

a PI 3-K como a PKC a la maquinaria enzimática involucrada en la fagocitosis. 

Las diferencias observadas en la fagocitosis mediada por ambos anticuerpos 

podrían estar relacionadas con diferencias en características de los agregados, las 

cuales pueden estar influidas por la estructura de la región bisagra de cada anticuerpo. 

La idea de que diferencias en la forma de agregar a los receptores pueden 

conducir a la activación diferencial de la maquinaria enzimática, no es nueva (Ortega, 

1995); sin embargo, nuestros resultados muestran por primera vez que esta relación se 

da durante la activación de los FcyR. 

Cuáles son las diferencias bioquímicas en las vias de señalización activadas por 

los estímulos fagocíticos dados por el anticuerpo 4F8 y 2C5 que conducen a la 
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activación diferencial de estas enzimas, no lo sabemos. Lo que si sabemos es que 

estos anticuerpos son distintos e inducen distintas respuestas celulares que se asocian 

con diferencias cualitativas y cuantitativas en la activación de las enzimas involucradas 

en la fagocitosis. 
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IX. CONCLUSIONES 

Nuestros resultados confirman que hay una diferencia significativa en la 

capacidad de mediar fagocitosis de partículas opsonizadas entre las subclases de lgG1 

e lgG2b murinas 

En la fagocitosis mediada por ambas subclases hay diferencias en la 

participación de distintas enzimas en cada caso. 

Los dos estímulos fagocíticos dependen de la misma manera de la actividad de 

las vías PLD/PLA2 y MAPK. Sin embargo, la participación de la vía de MAPK es mas 

trascendente para que se lleve a cabo la fagocitosis que la participación de la vía de 

PLD/PLA2. 

Las principales diferencias se observaron en la participación de PI 3-K y PKC. La 

fagocitosis inducida por partículas opsonizadas con el anticuerpo 4F8 (lgG2b) depende 

en gran medida de la actividad de PI 3-K, pero esta dependencia es menor para la 

fagocitosis inducida por el anticuerpo 2C5 (lgG1). Por otra parte, la fagocitosis inducida 

por el anticuerpo 4F8 requiere primordialmente de la actividad de las isoformas clásicas 

de PKC, mientras que la fagocitosis inducida por el anticuerpo 2C5 requiere de la 

actividad de las isoformas nuevas de PKC. 
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