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Das Sein ist ewig; denn Gesetze 
Bewahren die lebend'gen Schatze, 

Aus welchen sich das All geschmúckf. 
Being is eternal; for laws there are to conserve the treasures of life on whfohthe 

Universa draws fer beauty. 

GOETHE 

Sane sicut lux seipsam et tenebras manifestat, 
sic veritas norma sui et falsi est. 

Truly, as light manifests itself and darkness, thus truth is the standard of itself 
and of error. 

SPINOZA, Ethics, Pt 11, Prop 43 

TY.S~~ GON 
FALLA DE OH1GEN 



INTRODUCCIÓN 

El sistema inmune 

En la naturaleza ningún ser vivo está exento del ataque de parásitos. En la 

mayoría de los casos, se lucha contra los parásitos por los recursos y se intenta 

mantener 1~ l~tégrÍªacL física; pero cademas}se'debeh -E3nfrentart~a;'corganismos-
:>~, -~_..: - ----

oportunistas que no tienen .¡,ningún problemél" ell perdersufuente d~ recurso al matar a 
_ _ ~ ••• •• ,_ ·,:_ , ,,. ',· ·,·•,'. ... ,.· - •• -·- ~· < -, ;--'· é.<> .•.·· .. !o,,_····i.•\', : " 

. ·>.- .- -·.:: .. - :- . ,_."{-

su hospedero. Pore~to, :resú1t~. critica· !Jar~ cúa1quier orga~i~rnosp6se~·r · 1~rrnar~era de 
. .. ' - ',- .,, ; ~-:·.·: ¡!,'f."" - .-;---· - -

··.;:'. .•. · .. ··•·· ... :.: ... < ;,¡ -,·_,_ ;,'.¿-. 
defenderse. 

El sistema inmune provee los medios para·d~f~Ódef~a!:Órg.~ílisri{o cl~I ~taque! de 
.:. ·-':):·:: ::,:---·--'. -- ·' - ,.;,' •.-:•"<'.'; .. ·.· ,·_-, • ., -_,-_, .. -. -

patógenos 1. En los vertebrados superiores se ?~re~~~ri!~rj'rTci~:Crn~ci~nisrnos más. 

complejos de defensa, estos han desarrollado fai'c~pafid~dfpél(a<';recordar''. a un 
·.. - .. · ·:·;-.-~- - .. ' /·, '· - •.t-t'' , .. , .. ' J - - - -_. -, ¡ . -

patógeno con el que ya tuvieron contacto. La capaéida~ de ~daptar~e y '··recordar" le 

permite al organismo responder eficientemente a infecciones posteriores causadas por 

el mismo patógeno, reduciendo o incluso eliminando los síntomas de la enfermedad. 

Estos mecanismos se presentan durante la respuesta inmune· adaptativa,·:doríde se 

generan reacciones específicas para erradicar al patógeno. Sin ernl:fargo, >es la 

respuesta innata la que monta las primeras defensas encaminadas a detener a 

cualquier patógeno potencial2
• 

La respuesta innata involucra : defensas bioquimicas, físicas, mecánicas y 
-: --º--'~ .. :. ,:._::.~'.-. ,/·-_,-<:e 

celulares. Las defensas bioquímicas están' presentes en las secreciones como el moco, 

la secreción de las glándulas: sebáceas ó el ácido estomacal. Las barreras físicas y 

mecánicas se pueden observa·r en el epitelio queratinizado estratificado de la piel y en 



la actividad de los cilios traqueales. Las respuestas celulares involucran mecañismos 

como la fagocitosis y la liberación de mediadores pro-inflamatorios y pirógenos. La 

mayoría de las respuestas celulares se asocian con el proceso inflamatorio, el cual se 

presenta si el agente infeccioso logra pasar las barreras bioquímicas y físicas2
. 

En el proceso inflamatorio trabajan juntos mediadores solubles y células. para 

contener y eliminar al patógeno. Durante el proceso inflamatorio se inCf§lrl]~f1-!él @J.ae9rte. 

sanguíneo y la permeabilidad capilar al área afectada, lo que permitE3 el paso .de 

moléculas pro-inflamatorias y. quimioatrayentes, así como ·de, ¡;¡nUcu13rpos y 

complemento a través del endotelio. Además; se extravasan neutrófilos, 

polimorfonucleares y monocitos a los tejidos circundantes3
. 

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

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

la subsecuente migración entre las estructuras subendoteliales siguiendo ~n gradiente 

de quimioatrayentes tales como componentes bacterianos (péptidosque contienen la 

secuencia N-f-met-leu-pro u oligonucleótidos que contienen. los motivos CpG no 

metilados), lipopolisacárido, componentes del complemento •(el fragmento 5a del 

complemento, C5a), quimiocinas y fragmentos de colágena3
. 

Al arribar a la zona infectada los monocitos se diferenCian a macrófagos. Durante 

el proceso de diferenciación se incrementa la capacidad fagpcíticél, la c~ntidad de 

lisosomas, la actividad de peroxidasa, y la expresión de réceptores para 

inmunoglobulina clase G (lgG)4
"
6 (Fig.1 ). Además de los·. monoCitos, macrófagos 

tisulares son reclutados al sitio de inflamación por el mismo gradiente de 

quimioatrayentes. 

3 
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Figura 1. El progreso de la diferenciación hacia el fenotipo de macrófago. En el esquema se muestra el origen y los 
precursores celulares en medula de los monocitos de sangre periférica y de macrófagos tisulares. Los gráficos muestran los 
cambios fenotípicos que presenta este linaje durante su diferendación {modificado de Auger

17
). En el raton durante el proceso de 

diferenciación los monocitos de sangre periferica no activados no expresan el antígeno de superficie C014, mientras que los 
macrófagos si lo expresan

198
• 



La.principal actividad del macrófago es internalizar al agente infeccioso (proceso 

que se co11oce com.o f~gc:>cit()sis) y destruirlo, por eso es considerado un fagocito 

profesjo11_al._l_ª.aptividad de los macrófagos es aún más relevante cuando persiste la 
- -----;------,----,-,....,----.,-_--c.-,~--=-.--,-=-.---~-0--=--==--.--=o-_;--===-o:·.-.--o-o _ _ :_e_-_-•--- - - ----------"""- -o= --=; ----=---:.- _r --=--

infección, durante la Infl<imacié>n crónica2
. 

Los macrófagos enel procesoJ11flamatorio 

Las característic~s '..~e~:·la. respuesta celular de los fagocitos mononucleares 

dependen de los recept6res• que exprese y de las citocinas producidas en el 

microambienteJisqlarell:ciónde terminará el proceso de diferenciación. Los macrófagos 
' . \ -- ' . ~ . 

residentes. son activado~ eruespuesta a citocinas proinflamatorias como la interleucina-

1 (IL-1), la l(itefrleuC:iría-6 (IL-6), y el factor de necrosis tumoral-'a (TNf-¿)7.'En respuesta 

a este esUr)lul:cf sE3cretan múltiples citocinas. Algunéls de las. citocinas secretadas son 

quimiocinas. que pueden actuar a nivel sistémico o local (Tabla1 ). 

A niv~I sistémico, existen mecanismos de retroalimentación entre la periferia y la 

medula ósea (que representa el principal órgano hematopoyético durante la vida 

adulta), para regular la cantidad de leucocitos que se producen y liberan al torrente 

sanguineo. En la vecindad de la zona inflamada, las citocinas inducen la expresión y 

activación de moléculas de adhesión en las células del endotelio y en leucocitos 

circulantes, para dirigir su extravasación y migración (Tabla 1 )3
• 

Las moléculas de adhesión involucradas en el proceso de extrav~sacióri incluyen 

selectinas, integrinas y moléculas de la superfami!la de< las rAr~bn&gl~bulirias .. Las 
-··. '.." ., 

selectinas son lectinas que tienen la capacidád ele 'Unirse a• c~rbotÚdrat6s. Las L-

selectinas son expresadas en los leucocitos, mientras que la P- y E- selectinas se 

l TESIS CON 
L~~ALLA DE ORIGEN -
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Tabla 1. Quimiocinas secretadas por monocitos y macrófagos durante el proceso inflamatorio y sus efectos (tomado de 
Krakauer21

) 

QUIMIOCINA 

1 nterleucina-8 

GRO(a, p, y)/MGSA 

NAP-2 

ENA-78 

GCP-2 

IP-10 

MIG 

1-TAC 

Fractalquina 

MCP-1 

ESTÍMULO 

Lipopolisacárido, mitógenos, virus, 
bacterias, 1 nterleucina-1 p, Factor de 
necrosis tumoral, lnterleucina-3. 

Lipopolisacárido, lnterleucina-1 p, Factor 
de necrosis tumoral. 

Activación de plaquetas. 

Lipopolisacárido, lnterleucina-1 p, Factor 
de necrosis tumoral-a. 

lnterferón -a, -p, -y, Factor de necrosis 
tumoral-a, lipopolisacárido. 

lnterferón-y 

lnterferón-P 

Factor de necrosis tumoral-a, 
lnterleucina-1 p 

lnterleucina-1 p 

EFECTO 

Movilizar neutrófilos de medula ósea, 
antibacterial, inflamación aguda y 
crónica, angiogénesis. 

Inflamación aguda, fibroplasia, 
angiogénesis. 

Inflamación aguda, reabsorción de 
coágulos. 

Inflamación aguda, angiogénesis, 
movilizar neutrófilos de medula ósea. 

Inflamación aguda. 

lnmunoestimulante, angiostático, 
inmunidad antitumoral. · 

Angiostático, resistencia a infecciones 
bacterianas. 

Quimioatrayente para linf9citos T 

Adhesión a endotélio. 

;¡ 1 

Inflamación crónica, activación de 
macrófago's, promueve la inmunidad 
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MCP-2 

MCP-3 

MCP-4 

MIP-1 Lipopolisacarido, lnterferón-y 

Eotaxina 

PARC 

TH2, induce la liberación de histamina 
en basófilos. 

Inflamación crónica, activación de 
macrófagos, promueve la inmunidad 
TH2, induce la liberación de histamina 
en basófilos, disminuye la 
internalización de HIV-1 a través de 
CCR5. 

Inflamación crónica, activación de 
macrófagos, promueve la inmunidad 
TH2, induce la liberación de histamina 
en basófilos, quimioatrayente para 
eosinófilos. 

Activación de monocitos, basófilos y 
eosinófilos. 

Defensa antiviral, promueve la 
inmunidad TH1 

Presente en tejidos 
traqueobronquiales durante alergias 
pulmonares 

Inflamación aguda 



expresan en células endoteliales. Las integrinas son receptores de superficie 

heterodiméricos compuestos por cadenaspolipepUdicas que,.provienen ,de dos familias 

génicas, denominadas a. y [3. Estos receptores son expresados por leucocitos y cé,lulas 
- - . - --= - -- -----~ ··:oiie-<;~,·~= _'··;~_- =>~-:.-.-;-~;:- ~~~,-~o-=-,:;~.;=-o~o--~~=- ~~:___,~:~---~-~-=- -~· --~- l~,--_:__~-~---o~~\~~~~;:o~-~-,:_~;_ -

endoteliales. Por lo menos seis distintas integrinas :median <1a 'intéracción ·.entre 

leucocitos y endotelio. Los qÚimioatrayentes'indl.lc~n fa a'etiva¿lón .d~ ias'integrihás. que 

en este=procesopasan de un;estado_de~l.laj9~:C!f!Dict~_d._por_~u_Jig'ancío,a Jno de alta, 
• ,. . ·. . . _, • . ' " - - -- ---.-- - -- --- ___ -;--o-_.o_·=c:: '=---=·:F--=~---'-=--=f-.=-o;·---- -;.=.c.-o----

favoreciendo interacciones celulares -qüe en ccfr1'dic:iones horrñaies n'o se dan .. Las 
• ' - - ( -.<, . _. ,, . ___ . __ ' -- ,-, . -.·_ -_ ,-· :· ., . ·-''· •. - .. ~-' . -.· ·.:. ' 

moléculas .de adhesión celular,_ IC?s l_Cf\Mí, s9n ryiierribros' de 1ci · Sljp~rfarniliél. de ·las 

inmunoglobulinas y están involuc~éldas e~ prÓcesos: d:e adhesión 6é1.~1a~cé,191a. Esta 
re·.-, 

clasificación incluye a ICAM~1. ICAf\J1".2, IGAfV1··3,VGAM-1 y PEc:;AM-:1. AlgÚrm~déellas 
se expresan constitutiva'me11te', -c:;~rl10.::_c1C,ÁM~?.·~ VCA~-1~: y~~ ~ª~~~~~1 >:en- é~lulas 

~ ,;".'.',;' .. . ;{-;' 

endoteliales e ICAM-3 y PECAM:.1 eh l~uc&dfcfa:' L~ eQfüesi6r1 á~ dtr~~ int~grinas es 
.·. -·-.·;' :•-· -• .. :f:·{_,'_' _,.-:. ,,,.;:.~·:.;··:i•-:·.,-'. · :.:•, ,:.,.·:':e«,.~·-;:·.<··.::.: ... ,---;;:<.~·:-•·-'' .e,,., __ 

regulada en respuesta al proceso infl~Jn~tbrip,''cbrpo ocuáe c~h (cAi\il-1 presente tanto 

en leucocitos como en endotelio. ICAM,71 puede interáC:cionáf óbnlas integril1as LFA-1 y 
" --·: '·: .·.-·. . . ··.- ': :.-.··· :-: - :·.,-. --· 

Mac-1; ICAM-2 e ICAM-3 con LFA-1; VCAM;;1 con VLA-4 y_ PECAM~1 está involucrada 

en interacciones homofílicas (Fig. 2)3
. 

Al inicio del proceso inflamatorio, el contacto. entre los monocitos y las células 

endoteliales se facilita por la constricción de.los vasos sanguíneos que irrigan los sitios 

de inflamación. El primer contacto se da por interacciones me.diadas por selectinas, 

esto le permite al monocito asociarse al endot~Ho,y' rodár sdbre>s~superficie (Fig. 2). Al 

pasar por las regiones donde ocurrió daA(J ,ti,s~laí}~y ~'e~;'p~es~ílta: la inflamación, el 

monocito interacciona con mediadores"infl~~~tJ;io~i.pie~~~t~s en el glicocálix de la 

superficie endotelial. El tipo de moléculas que ~ncuentre el leucocito en la superficie del 

·---;J C'.1C r"\o···¡ TE-..,.~l) tj ,,. t' -

FALLA DE Q'.?i.lGEN 
-··· 
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endotelio indicará qué tipo de células serán reclutadas. Por ejemplo, los monocitos 

tienen receptores para MIP-1a y MCP-1 que las células polimorfonucleares no 

expresan. A través de estas interacciones se inicia la activación del leucocito. 

Una vez que el leucocito está adherido firmemente al endotelio, ocurre la 

migración transendotelial (Fig.2). Los principales mediadores de este evento son 

integrinas (principalmente aquellas que contienen a CD18 o integrinas p2) y miembros 

de la superfamilia de las inmunoglobulinas como CD31. Las células endoteliales 

producen interleucina-8 (IL-8), que se cree juega un papel importante en este evento. 

En la migración a través de la matriz extracelular están involucradas integrinas p 1, p3 y 

Los quimioatrayentes dirigen la migración de los rnonocitos que se dirigen al sitio 

donde se encuentra la mayor concentr<:ición de quimioatrayente, al seguir este 

gradiente se dirigen al origen de la ;nflarn;:ic1.J11 En ese sitio las funciones efectoras del 

macrófago, que habian permanecido latentes. so11 acti'.J<idas. Las principales funciones 

efectoras de los mcicrófagos .:ict1v<idos son la Jener<lción de metabolitos tóxicos de 

oxigeno y nitrógeno. la liberación c1e protc:asiis / otros enzimas proteoliticas. la síntesis 

de citocinas y quirrnoatrayentes que amplifiquen la defensa del hospedero y la 

fagocitosis. 

Funciones de los macrófagos 

Mecanismos microbicidas 

Los macrófagos generan metabolitos de oxigeno y nitrógeno para eliminar 

bacterias que pueden infectar el citoplasma celular' Con la estimulación, el macrófago 
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Flujo sanguíneo -----
Rodamiento Adhesión Extensión 

• • Célula epitelial Célula epitelial 

Leucocito/ Endotelio Leucocito/ Endotelio Leucocito/ Endotelio 

Ligandos de E- E-selectinas Quimioatrayentes y Quimiocinas 
cil~2 ICAM-1, -2 selectinas Receptores para 
aMP2 ICAM-1 

Ligandos de P- P-selectinas quimiocinas 
a4P1 VCAM-1 

selectinas L-selectinas Ligandos de a4p7 MadCAM-1 

L-selectinas Ligandos de [GlyCAM-1, CD34, L-selectinas 

L-selectinas MadCAM-] 

[GlyCAM-1, VCAM-1 PECAM-1 PECAM-1 

CD34, MadCAM-] PECAM-1 aVp3 

a.4p1 

Extravasación 

Leucocito/ Endotelio 

alp2 
aMP2 
ci4~1 
aVp3 
PECAM-1 
PECAM-1 

ICAM-1,-2 
ICAM-1 
VCAM-1 
MadCAM-1 
aVp3 

: PECAM-1 

Figura 2. Proceso de adhesión y migración de los linfocitos de sangre periférica hacia los sitios de inflamación. 
Se muestra esquemáticamente los procesos de migración a través del endotelio de leucocitos de sangre periférica. 
Cada paso involucra la interacción de distintas moléculas de adhesión que se muestran en la parte inferior de cada 
figura (modificado de Paul12) 



produce. agentes oxidantes como el superóxido, el p~róxidode hidrógeno y.el oxido 

nítrico. Dado que este proceso involucra un aumento én la tasa respiratoria acoplada al 

uso de oxígeno por la célula, e~ta ~serie de camfi1ós~€3n'c el m~tab'oli~rl1-o celular se 

:··-:· ·. . '.-··;_: .. ''> \,_' .. ' 
intermediarios reactivos de oxígeno, pues la~rriayoda:de'las'b~cterias son: susceptibles 

.: ' . : ·.. ' '. . . . '. ' ; . .' ~ . ' 

a su actividad. El estallido respiratorio puede iniCiarse cuando la célula esestimulada a 
·J.:. ··.· - ',.'. ;:. _. - (·- ,,· ' 

=-. -- co'.o:- =--- -~'°"~-=fo;;,_"'=-,-_:-=-=--'=--..,-c·o-=..._~ o_c o='-=-.-·-~-~~~~- O.: -~-~-------:0-~-'o~ ' ___ ;_:_ _ _. __ 

través de los receptores para inmunoglóbulinás, ;'para' cdmplemento y para 
-,, . :'. , 

glicoproteínas con residuos terminales de ·· maJQs'.~. La. generación eje estos 

intermediarios reactivos de oxígeno involucra la activación de la NADPH oxidasa. Esta 

enzima usa oxigeno molecular y genera peróxido de hidrógeno que puede reaccionar 

con muchas moléculas orgánicas y generar a su vez radicales que son metabolizados 

para formar agentes oxidantes que actúan sobre el DNA bacteriano, sus lípidos de 

membrana y sus proteínas estructuralesª. 

El óxido nítrico se genera a partir de la L-arginina a través de una reacción 

catalizada por la forma inducible de la enzima oxido nítrico sintasa (iNOS). Los 

productos de esta reacción son L-citrulina y óxido nítrico (NO), que por sí 111ismo actúa 

como agente oxidante, o bien, al interactuar con radicales de oxígeno puede formar una 

molécula muy inestable, el peroxinitrito (ONoo·). Tanto el NO como el/ÓNbo· son 

agentes microbicidas que actúan inactivando enzimas que contienen. nú,cleos fierro

asufre, S-nitrosilando proteínas, inducieñdo daño al DNA y sinergizando, con los 

intermediarios reactivos de oxigenoª. 

En macrófagos murinos es más importante Ja· ac,tividad niic~obicida de los . . - ' . 

intermediarios reactivos de nitrógeno. Se h~ ob:servado que ratones iNos·1
• muestran 

una listeriosis exacerbada y mayor susceptibilidad a la tuberculosisª. 

11 



Existen mecanismos microbicidas que no involucran la generación deraaicales. 

El macrófago sintetiza distintas proteínas que actúán sobre distintos patógenos. Estas 

proteínas se acumulan en gránulos secretorios que s6n-fib~rados::b6ñ 1~-e~tirffulaCión 
celular. Algunas de las enzimas que~-produ~e--el;~~rTi~acÍóf~go~'C-5'.oll~~~lá=-'~elástasa, 

colagenasas, lipasas, deoxiribonucleasas,. p()lisaCaridasas,; sulfatas?l_s, fosfatasas y 

defensinas. Todas ellas poseen distintas actividades microbi~idas sobre --- bacterias, 

hongos y virus7
. 

lnmunomodulación: Secreción de citocinas. 

Los macrófagos secretan múltiples citocinas7
•
9 (Tabla 2). Estas proteínas están 

divididas en varias familias. Las citocinas tipo 1 agrupan a muchas de las interleucinas 

(IL-2, IL-3, IL-4, IL-5. IL-6, IL-7, IL-9, IL-11, IL-12, IL-13 y IL-15) así como a distintos 

factores de crecimiento hematopoyético. Las citocinas tipo 11 incluyen a los interferones 

(INF) y a la IL-10. Otro grupo es el de las moléculas relacionadas con el factor de 

necrosis tumoral (TNF), que incluyen al TNF y a las linfotoxinas. También existen los 

miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas, que incluye a la IL-1 [3. Y 

finalmente está el grupo de las quimiocinas 10
. 

Las citocinas participan en la regulación de la respuesta. inmune. Ellas pueden 

inducir la diferenciación celular: por ejemplo, la IL-6 participa en la diferenciación de los 

linfocitos T. Ellas también pueden estimular distintas respuestas celulares; por ejemplo, 

la IL-2 participa en la activación del linfocito T. Las citocinas también pueden regular la 

actividad de distintos tipos celulares; por ejemplo, la IL-4, IL-5 y el INF-y participan en el 

cambio de clase de inmunoglobulina que se presenta en linfocitos B. Además, la 
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Tabla 2. Principales citocinas secretadas por macrófagos durante e1 proceso inflamatorio y sus efectos (tomado de 
Krakauer12

) 

CITOCINA 

lnterferón -u 

Factor estimulador de 
colonias de macrófagos 

Factor estimulador de 
colonias de granulocito
rnacrófago 

Factor estimulador de 
colonias de granulocitos 

Factor de necrosis tumoral-u 

ESTÍMULO 

Virus y bacterias 

Lipopolisacárido, interleucina-1 

Lipopolisacárido, interleucina-1, 
factor de necrosis tumoral. 
infecciones retrovirales. 

Lipopolisacarido, interteucina-1 

Lipopolisacarido, interleucina-2, 
interleucina-1 

EFECTO 

Antiviral, antimitótico, induce la expresión 
de moléculas MHC clase 11, induce la 
actividad de células NK y linfocitos T, 
disminuye la expresión de c-myc 

Induce la formación de colonias de 
macrófagos, antiviral, induce la 
producción de prostaglandina E2, 

activador de plasminógeno, secreción de 
interleucina-1, 1 nterferón-·í, y del factor de 
necrosis tumoral-u. 

Induce la formación de colonias de 
rnacrófagos. granulocitos y eosinófilos, 
protege contra infecciones bacterianas y 
contra parásitos, activa a neutrófilos y 
eosinótilos, induce la secreción de 
protaglandina E2, interleucina-1, factor de 
necrosis tumoral. 

Induce la formación de colonias de 
granulocitos y la diferenciación terminal 
de células mieloides, activa a neutrófilos. 

Necrosis tumoral, síndrome de shock 
endotoxico, caquexia, fiebre, interleucina-
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lnterleucina-1 

lnterleucina-6 

Factor de crecimiento 
derivado de plaquetas 

Productos microbianos, factor de 
necrosis tumoral, factor 
estimulador de colonias 
granulocito-macrófago, 
interleucina-2. presentación 
antigénica 

lnterleucina-1, factor de necrosis 
tumoral. factor de crecimiento 
derivado de plaquetas 

Coagulación, lipopolisacarido, 
lectinas, zymosan 

1, antiparasítico, inauce la expresión de 
ICAM-1, la secreción de interleucina-1, el 
factor estimulador de colonias de 
granulocito. interleucina-6, induce la 
expresión de MHC clase 1 y 11. 

lnmunoregulación (inducción de 
lnterleucinas -2, -4, -6 y factor de necrosis 
tumoral); fiebre. hipotensión, inducción de 
colagenasa y prostaglandina E2, 

reclutamiento de linfocitos T. 

Hematopoyesis, induce la expresión en 
linfocitos T del receptor para interleucina-
2 y su diferenciación, induce la 
producción de lnmunoglobulinas por 
linfocitos B, fiebre, reclutamiento de 
leucocitos. 

Inducción de interleucina-1, de su 
receptor y de lnterferón -y y -r~. 
prostaglandina E2, c-myc, e-tos, 
transporte de aminoácidos, activación de 
neutrófilo, reorganización intracelular del 
citoesqueleto, incrementa la síntesis de 
colágena, quimiotaxis y proliferación de 
células mesenquimales. 



actividad, de las citocinas puede afectar directamente a un patógeno; por ejemplo, el 

INF-a. interfiere con la replicación viral 1º. 

Muchas de las citocinas son secretadas en repuesta a la estimulación y pueden 

regular las respuestas del macrófago. La fagocitosis es estimulada en los sitioá de 

inflamación a través de la integrina a.MJ32. Con la estimulación celular esta integrina es 

activada y media la adherencia celular. En ausencia de cxMJ32, los fagocitos circulantes 
---=-=---=-;-=. 

no pueden activar su potencial fagocítico. Var.ias citocinas modulan el estado de 

activación de esta integrinay c:cm:~llplos procesos de adhesión celular. Entre estos se 

encuentra el factor estirriul~dór' de colonias de macrófago-granulocito (GM-CSF) y el 

factor de necrosis tumoral-a. (TNF:a) 11
• 

En general, la manera en que las citocinas regulan la respuesta inmune es 

modulando la expresión y la síntesis de proteínas de secreción y estructurales en 

aquellas células que presentan receptcres para alguna citocina en particular. Por 

ejemplo. los factores de crecimiento inducen la expresión de genes que codifican para 

proteinas cinasas (como c-fgr y hck), para factores de transcripción (como e-fas, c-jun, 

c-myc, AP-1 y Ets). para proteínas que participan en el metabolismo celular (como la 

ornitina desc3rboxilasa) y para proteinas de matriz extracelular y citoesqueleto (como 

fibronectina y ¡~-actina). Con ello modulan la respuesta que la célula puede dar a 

estímulos posteriores y la preparan para procesos de proliferación y de activación 

celular11
•
12
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Fagocitosis 

Los macrófagos tienen la capacidad para internalizar patógenos a través de un 

proceso llamado fagocitosis. La fagocitosis implica la internalización de partlculas 

relativamente grandes (>0.5 ~1m) por mecanismos que involucran el rearreglo del 

citoesqueleto. La internalización inicia con el reconocimiento de moléculas presentes en 

la superficie del microorganismo, a través rJe receptores de membrana en el macrófago. 

La interacción progresiva entre estos receptores y sus ligandos permite que la 

membrana del fagocito envuelva al patógeno hasta cerrarse; es decir, la fagocitosis 

procede a manera de cierre. Los principales receptores capaces de mediar fagocitosis 

son algunos de los receptores de reconocimiento de patrones (PRR), los receptores 

para complemento (CR) 13 y los receptores pélra inrnunoglobulinas (FcR) 14 15
. 

Los PRR reconocen estructuras rnolecula1es invariantes llamadas patrones 

moleculares asociados a p::itógenos (P/\~1lF)) Algunos PRR bien caracterizados 

capaces de mediar fagocitosis sen los receptor,c;s para lectinas tipo C. receptores 

"scavenger", y los receptores pma complemento tipo 1 y 2. CR1/CD35 y CR2/CD21 1
G 

Algunos ejemplos de P.6.MP qL;e activcin la fa~Joc1tosis son el lipopolisacórido. 

lipoproteína bacteria!. peptidogl1canos. rnunos<Js e11le'Jélcluras 15 

Los receptores parn el complemento tipo 3. CR3 (CD11b/CD18), reconocen 

algunas proteínas del sistema de complemento entre otras. El CR3 es un heterodimero 

que contiene una cadena 1L (CD11b) de 165 kDa y una cadena I~ (CD18) de 95 kDa. La 

cadena u posee el sitio de unión para la fracción ele complemento iC3b (y con menor 

afinidad para C3b y C3dg). La función rnás importante de CR3 es mediar la unión y 

fagocitosis de partículas o microorganismos recubiertos (opsonizados) con iC3b. CR3 
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también puede unir carbohidratos y de esa manera puede interaccionar con otros 

constituyentes de la membrana del patógeno. Levaduras coflÍo Saccharomyces 

cerevisiae y bacteriascom() Staphylococcus epidermidis pueden interaccionar con este 

receptor sin que el com~plemento este involucrado. A través de"ºestá interacción se 

induce el estallido respiratorio en neutrófilos y macrófagos8; 

Los receptores para las inmunoglobulinas, FcR, reconocen la porción Fe de las 

inmunoglobulinas. Estos receptores constituyen una familia de moléculas de superficie 

presentes en la mayoría de las células del sístem.él in!ll~_ne. L()s receptores que pueden 

mediar fagocitosis son aquellos que reconocen a la inmunoglobulina clase A (el Fca.R) y 

a la inmunoglobulina G (los FcyR). En los siguientes párrafos revisaremos las 

características de las inmunoglobulinas, de sus receptores y la transducción de señales 

mediada por estos receptores en el proceso de fagocitosis8. 

Las inmunoglobulinas 

Las inmunoglobulinas son moléculas importantes del sistema inmunológico, 

pueden inactivar toxinas y virus y relacionar la inmunidad humoral de la respuesta 

inmune adaptativa con las células efectoras de la respuesta innata 17
. Las 

inmunoglobulinas están compuestas por cuatro cadenas pofipeptídicas unidas a través 

de múltiples interacciones no covalentes y estabilizadas por puentes disulfuro (Fig. 3A). 

El tetrámero tiene dos cadenas pesadas idénticas entre sí y dos cadenas ligeras 

igualmente idénticas. Cada cadena polipeptídica individual tiene de dos a cinco 

dominios de inmunoglobulina. Los residuos de aminoácidos situados entre cada 

dominio están más expuestos y son susceptibles a proteólisis; su digestión genera 

-·---. 
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distintos .fragmentos que conservan actividad biológica después de una pr.ofeólisis 

controlada 18
• 

La unidad estructural fundamental de las lg son los dominios de inmunoglobulina. 

Cada dominio de inmunoglobulina tiene aproximadamente 11 O residuos de 

aminoácidos. Estos dominios forman una estructura compacta, muy resistente a la 

actividad de proteasas. Los módulos funcionales en una inmunoglobulina son dímeros 

de estosdomini~s. La característica más importante en un dominio de inmunoglobulina 

es su estructura supersecundaria. Cada dominio esta formado por dos láminas ~ 

antiparalelas, que comprenden siete hojas [L Una lámina ~ contiene cuatro hojas ~ y la 

otra tres. Entre cada hoja f3 se encuentran asas de distinta longitud. Las dos láminas ~ 

están unidas a través de puentes disulfuro 19
. 

Cada cadena ligera contiene dos dominios de inmunoglobulina. mientras que 

cada cadena pesada puede contener cu;1tm ó cinco dominios. dependiendo de la clase 

de inmunoglobulina. Aunque comparten la '"structura común de los dominios de lg, 

cada dominio de inmunoglobulina es diferente y pos2e característrccis particulares y por 

lo tanto también nombre. El dominio N-ter1111ncil de las cadenas pesadas y ligeras es 

denominado variable (V}, pues la secuencia de esto región difiere entre las distintas 

inmunoglobulinas. Los dominios varicil.Jles son de~runados V1 1 y VL para la cadena 

pesada (Heavy) y la cadena ligera (Light) respectrvé:lmente. Las regiones V son las 

responsables de la especificidad antigé111ca de la inmunoglobulina. las asas 

hipervariables de los dominios V a111ino-ter1111nales de ambas cadenas forman los sitios 

de unión al antígeno 19
. Por otra parte. las secuencias de los dominios carboxilo terminal 

(C-terminal) no son tan variables dentro de la mismé:l clase. por ello reciben el nombre 

18 



de regiones constantes (C). Los dominios C de la cadena pesada son numeradas como 

CH1, CH2, y así sucesivamente, empezando desde el dominio contiguo a la región V 

(Fig. 38). L~s dominios de la región constante de 18 cadena 1fosada son los 

responsabl~s de ~uchas funciones de las inmunoglobulinas, cómo la'int~r~2ciÓn con·e1 · 

receptor, fijación de complemento, transferencia transplacentaria, )a baJJilidad para 

multimerizarse y la capacidad para ser secretados en las mucosas.19
. 

Al digerir a las inmunoglobulinas con papaína se pueden generar-de:>~ glases de 

fragmentos. Un fragmento conserva la capacidad de unión al antígeno, este es el 

fragmento Fab (de sus siglas en inglés antigen-binding fragment) y el otro fragmento 

conserva la capacidad de unión al receptor, este es el fragmento Fe (de sus siglas en 

inglés crystallizable fragment)(Fig. 3A). La región de la bisagra une a los Fab con el Fe, 

en esta zona las dos cadenas pesadas están unicLJs entre sí a través de un número 

variable de puentes disulfuro:0
. 

La región de la bisagra determina muc:1~1s le las propiedades estructurales y 

funcionales de las inrnunoglobulinas. Estructuretl111e1~te. la bisagra está formada por una 

elevada proporción de residuos de proli11as seri111s y treoninas. lo que le confiere 

flexibilidad a esa zona y permite que los brazos FéllJ se flexionen y tuerzan 20 (Fig. 36) 

El grado de movimiento se correlaciona con el lé:irgo de la bisagra entre el primer 

dominio de inrnunoglobulina presente en la porciu11 Fe y el primer puente disulfuro 

íntercadena de la zona superior de la bisagra ' 9
. 

Existen cinco clases de regiones C para la cadena pesada: clase u., clase·:. clase 

8, clase 1: y clase ~t. Las funciones efectoras que puede realizar una inrnunoglobulina 

dependerán de la clase de cadena pesada que forme parte de su estructura. por lo que 
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cada inm.unoglobulina e~ nombrada de acuerdo a la cadena pesada que presenfa: lgA, 

lgG, lgD, lgE e lgM. Es!()S nombres corresponden con las letras griegas asignadas a 
- ---

cada clase de cadena pesada. 

lnmunoglobulinas G (lgG) 

Subclases de lgG y sus características moleculares. 
-

La clase de inmunoglobulina más abundante es la clase G (lgG), representa el 

75% del total de inmunoglobulinas en suero. La lgG presenta dos cadenas pesadas de 

peso molecular aparente de 50 kDa y dos cadenas ligeras de 25 kDa 18
. En el humano 

se han distinguido cuatro subclases: lgG1, lgG2, lgG3 y lgG4; mientras que en el ratón 

se identificaron a las subclases lgG1, lgG2a, lgG2b. e lgG3 (Fig. 3C), 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. 

Gracias al desarrollo de la técnica para producir anticuerpos monoclonales 

pertenecientes a cada subclase se pudo determinar su secuencia y estructura. Al 

obtener grandes cantidades de la proteína con un alto grado de pureza se pudieron 

realizar análisis estructurales de resonancia magnética nuclear21 y con ello se definió a 

la bisagra como la parte más flexible de la inmunoglobulina. Mediante análisis 

posteriores por polarización de fluorescencia; ~e determinó que la subclase lgG1 es la 

más rígida de todas las subclases murinas22
"
23 

•. En estudios de difracción de rayos X en 

cristales del anticuerpo 61.1.3 (lgG1 murina), se determinó que exhibe cierto grado de 

20 



Fr(lcción que se 
une ql qntígeno 

(fqb) 
NH.., J Nf-1 \ Cayena · 2 

11.,, ljH/ 

N~;i/\.<'-- \~. pesada )') Nf-12 
\/L , -· • . ,;.., ' , ,· ,~"-t. 
• • \ ~ .,,,,._, '" J l >"i ':1 "\//' '.....,(/ ,' 
/~ \ ' ' 
/\ (" \ " r'> ) · \,,. _ f:HJ., n - L.111 . "-.. · . .,, ·-. -, ' 1,eg1on " · ' . 

e\.,'\ \,,., '\Bis~11r~ /:.....,' / f' / 
1 l \~ -: ... "' \ J ''·...._~ ......._ .... L )/· .... - ~s=~= , · .... ,ji 

COOH /CiJCirl 1 1 · COOH 
"' ro r- "' 

C:idena 
ligera 

•·...:j 
~· 

¡' t-• -
11 ,-. •-i 

1 1 1 . 0-\ :; : j=1 
. c110- Li L :- c11uJ 

hr. r ·. ;} , Lj 
Corl:es 

enzim~ticos 
¡il~~ ~ -
. _.. ;:.... 1 

C.1 u:i \ 
\ t::;:J CJ 

\ºº \ . P-z 1 1Q 

\!_J 
A. 

COOH COOH 

Fracción 
crist:qlizable (Fe) 

Flexión clel 
~-: \ • ~ : 1 i ¡ ' . 1 ¡ i \ J 

o - 180° 

Plegar el 

0° - 50° 

¡ ! 11:di.í._,,j d.·.Íl."d 

Bhilagra 

CH2 

B.. . 
Figura 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 (modificado de Klein11

). B. Flexibilidad que exhiben cada uno de los segmentos de 
las inmunoglobulinas con respecto a la bisagra (modificado Pau('¡ 

'::>.. 



__..... 
¡ 

.... ~ 
rt \ ,.. ., 1 
~ t;;j ! 
; C/'..l \ t::J:~ 
F-1 C(:l 

:> o : 

!::1~1 ,:;:i 
:rj 

'2 
1-j 

c. 

D. 

. "h 
\.,, ·• 

lgG1 
\' 
''h I 

'\1 
• L 

e 1 e .1 • 
(¡ ' • 

[. '• . , r. ' .j 

1, .) _;.j 

, C¡ 

lgG2a 
\' . .. h 

1· \ 
\'¡¡ .· 

/ IJL •i 

c.1 
(¡ \ 

C:.) 

e .1 • 
' , C¡ 

r. •. • J 

L.) J ;3 

lgG2b 
<. \;H V11 ,'. 

\.' \ 
1 . ' IJL 

' ,. 

· C.1 
( \ 

e .t • • 
' 'C¡ 1 . 

~ ·-~ ~ 

r..,, r.,;· 

(; .• 3 _;;i 

''./H 
. ·.il 1 

lgG3 
vt1 ,· · ¡ 

1 ',IL _ 

. \C,I 
Ji 
~ ' 

: .1 . 
. I t:l ' 

... '.<·' 

li '!¡ 

: i "' -' · C.1 · .•. .1. • 

C.3 : . .J 
¡ j 

C. Las distintas subclases de inmunoglobulina clase G en el sistema murino. Las principales diferencias entre ellas se presentan en la zona de 
la bisagra y dependen del número y localización de los puentes d1sulfuro (modificado de Klein, 1997). D. Modelos de la estructura tridimensional 
de las subclases lgG 1 e lgG2b murinas (tomado de Harris '" ºe·¡. 

~ 
'-.lo,, 



flexibilidad entre los segmentos y que presenta la forma ·ti pica en Y . de las 

inmunoglobulinas (Fig. 30). También se determinó que. el ángulo entre los Fab es de 

115º y que el Fe está orientado de manera oblicua a16? 0 con respecto al plánó de los 
- --

Fab. Además, los sitios de unión al aíltigeno están- separados por-1 üf A. Las 
inmunoglobulinas de esta subclase presentan la región bisagra más corta. El tipo de 

aminoácidos contiguos a la zona de la bisagra superior _definen la flexibilidad de este 

segmento. En solución esta zona se inmovilizapof:la~clisposición específica de los Fab. 

El centro de la región bisagra también se estabiliza por contactos intramoleculares entre 

residuos de esta zona con una asa del dominio CH224
. Las dstefnas del centro de la 

bisagra del anticuerpo 61.1.3 son las que forman los puentes disulfuro intracadena. Por 

otra parte. la lgG2a presenta 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 las inmunoglobulinas de esta subclase no se comporta como 

tal. sino como una "cadena" que une al Fe con los Fab. Al parecer, en s_olución este 

anticuerpo presenta distintos estados estructurales que varían entre. la forrlia Cle T y la 

de Y como consecuencia de la movilidad intrínseca de sus dominios(Fig. 30). Los 

ángulos que presentan las inmunoglobulinas de esta subclase son muy diferentes a los 

de las lgG 1. 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 estas subclases es muy distinta25
• 



Al . comparar la secuencia de las distintas subclases murinas y human.as se 

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

humanas; mientras que, la subclase lgG2b presenta un ancestro distinto. Lb anterior 

sugiere que los gen~es~de las subclases lgG1 e lgG2 divergieron antes dele proceso de 

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

durante la evolución de estas especies, a través de un proceso de contracción, se 

perdió el gen26
. 

Receptores involucrados en el reconocimiento del antígeno 

Los receptores para la porción Fe de la inrnunoglobulinas clase G (Fc·¡'R) y el 

receptor para la porción Fe de la inmunoglobulinas clase E (Fc1:R) se agrupan con los 

receptores de membrana involucrados en el reconocimiento del antígeno que incluyen a 

los receptores de antígeno de las célulos B (BCí~. por sus siglas en inglés) y los 

receptores de antígeno de las célul<:ls T (TCR. por sus siglas en inglés). Se agruporon 

de esa manera porque sus coractcrístic<.1s estructurales y mecanismos bioquímicos de 

activación celular son similares. Este coniunto de receptores se denominó como 

receptores rnulticadena de reco11oc11111e11to inmune (MIRR, por sus siglas en inglés)27 

(Fig. 4). 

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

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

extracelular dominios de inmunoglobulina 27 (Fig. 4) Las subunidades asociadas tienen 

en su región citoplasmática estructuras supersecundarias involucradas en la activación 

de respuestas celulares, que están compuestas por pares de tirosinas y leucinas o 



isoleucinas dentro de la secuencia consenso YxxUl(x)7~12YxxUI (donde X représenta 

residuos no conservados). Esta secuencia es designada como ITAM (por sus siglas en 
- - . ,, 

inglés imm~~oreceptor tyrosine-based activation motif)26 (Fig.~): 

Los Fc-fRI y FcyRlll son receptores para lgcGmufffméricos;~pl'eseÍit~#ü~a°Cadena 

que une al ligando y cadenas asociadas involucradas:en la:trañsduC::ción de señé!les. 

Los FcyRll son receptores para lgG de una sola cadena, esta cadena c9ntleme en su 

porción extracelular los dominios de unión algG,y ell su porción intrac¿lulár E:lstructuras 

supersecundarias involucradas en la transducció~~d~señal;s;6 . 
La importancia de las regiones ITAM.radic~ en q~e están involucradas en los 

mecanismos de activación celular. Se ha demostrado en varios sistem.as que la 

capacidad de los receptores para inducir funciones efectoras se anula C011Jpleta~ente si 

los IT AM son eliminados de la proteina29 o si se cambian (a través df'.! r:rlutación dirigida) 

los residuos de tirosinas de los ITAM por residuos de fenilalanina 30
• Además, se 

observó que 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 citoplasrnático de las cadenas gama o zeta que contienen intactos 

los residuos que forman al ITAM31
. 

Los MIRR no tienen actividad intrínseca de einasa. La sola acupación del 

receptor por su ligando no induce respuest9s delulares. Para que estos receptores 

induzcan respuestas es necesario que seáJl ~~fr~gadós. CÚando estos receptores son 

agregados inducen la activación d~ dina~~~~ dé 'Íirosina intracelulares, las cuales 

fosforilan los residuos de tirosinas del· ITAM. Cuando se utilizaron inhibidores de 

25 
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Figura 4. Receptores Multicadena de Reconocimiento Inmune. Esquema que muestra la estructura de los receptare 
mult1cadena de reconoc1m1ento 111111une (MIRR). Aqui son agrupados el Receptor de antigeno de linfocitos T (TCR), el Receptor d 

antigeno de linfocitos B (8CR1 el rec.::ptor de alta afinidad para el Fe de la lgE (Fci:RI) y los Receptores para la porción Fe de la 

1nmunoglotJul1nas (Fc:R1 ¡tomado de Turnerº'i 



cinasas de tirosina se observó que las cadenas. que contienen a los ITAM · nó eran 

fosforiladas y no se inducían las vías que generan 

respuestas celulares32
. 

Las repuestas generadas por los"MIRRS°partlcfpari de modo ceiítrál en una gran 

variedad de procesos importantes en el sistema inmunológico. Para comprender cómo 

la sola agregación de receptores induce la activación de vías bioquímicas intracelulares, 

se deben definir las propiedades estructurales y/o cinéticas de los agregados del 

receptor, las características de los complejos protéicos formados como consecuencia 

de esta agregación y el papel de estos agregados en la transducción de señales. 

En el estudio de las respuestas celulares inducidas por la agregación de estos 

receptores se han empleado anticuerpos monoclonales especificas para la porción 

extracelular de los receptores. los cuales ol inducir la agregación estimulan la respuesta 

celular. Esto ha permitido descifrar parte de !as cascéldas bioquirrnc::is generadas y los 

requerimientos mínimos pam ;:¡ctivm a lé1 .:eluki Té:ir11b1én se h~1 podido confirmar que 

cualquier ligando que sea cap<:1z de inducrr la agrcgcicrón de los receptores genera 

respuestas celulares. Sin embcirgo no hc!liOS logr:ido entender cómo las diferencias en 

los agregados (en su estructuro. tarna1io. 111da media. etc¡ afect311 el proceso. Una 

posible respuesta es que diferencicis en la configur<ición espacial de los ogregados del 

receptor se reflejen en su c3pacidad para inducir la activación celular33 Algunos 

resultados experimentales apoyan esta hipótesis: 

Al agregar al BCR usando antígeno. anticuerpos anti-inmunoglobulina (lg) o 

anticuerpos anti-lg unidos a una fase sólida se generan repuest3s distintas 2
·
1·= 5

_ Lo 

mismo ocurre si se agrega al TCR usando anticuerpos que reconocen distintos epitopes 

del complejo CD3, que es una de las subunidades del TCR. Sin embargo. estas 



diferencias casi desaparecen al entrecruzar los anticuerpos con un segundo anticuerpo 

que los reconozca 37
• 

Si la estimulación involucra al FceRI y se . usan anticuerpos que reconocen 

distintos epítopes de fa subunidad a del receptor, también se inducen distintas 

respuestas: Las respu~sta~ se ig~alan a fa respuesta gefler~dá:por~'1 ~ritígerio si se 
' . . . .·._, 

usan fragmentos Fab de estos anticuerpos que generan dímeros del receptor y después 
-- --- -----=---- ... . .o__--·- - --=---'-<c_~:--"'.=--=~=-~~·=-~;"'---b-=:o.=~~~-0~-~-'=o.:..-~=;"=..-o._ - .• 

se entrecruzan usando un segundo anticuerpo que reconoZ:'caélosifra~m~ntbs3~. Este 

fenómeno se observó al analizar distintas funciones ~fectoras.;bo:rBos·o~~la:~écreción.de 
serotonina y fa producción de ácido araquidónico y de:;leU8~f~i~~o'··~4~9 • .A.lanaljzar la 

movilidad rotacional de los complejos anticuerpo-FceRtfofm~9os p~r.cada ~hticuerpo 

sobre la membrana de la célula, se determinó que exist~ 'ári~}'reÍ~cfÓn·inver~a ~ntre la 

Fc1:Rl-anticuerpo que presentaron mayor movilidad roté:lcioné:IJ fueron los menos 

eficientes pam inducir secreción40
. Estos datos sugieren que las diferencias observadas 

en los ensayos de secreción están asociadas a la organización de los dímeros de FccRI 

formados por cada anticuerpo. Las diferencias estructurales entre los dímeros se 

reflejan en la forma en que activan vi as de señalización. involucradas en la. sí.ntesis de 

inositof 1.4,5- trifosfato, la movilización de Ca2
+ y la formación de puntos de adhesión 

focal. Al analizar las respuestas bioquimicas iílducid~si'póf e~tb's ;áhhaul:frpós se 

identificó un paso de regulación en las señales dndl.Jci~as/por ~(: ~:c~I ~desconocido 
hasta ese momento que involucra la disociación de I~. cina~a ty~d;·,o~ c~mplejos de 

los receptores agregados41
. 
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Estos resultados apoyan la idea de que no hay una relación simple· entre el. 

número de receptores agregados y la respuesta efectora, sino que la presencia y/o 

ausencia de factores que afectan la conformación del agregado contribuyen a 

determinar el tipo de respuesta. 

Características moleculares de los receptores para inmunoglobulinas 

Los receptores para inmunoglobulinas mejor caracterizados son los receptores 

para lgE (Fci:RI) y para lgG (Fc·¡R). Los Fc¡-RI y 111 están formados por las subunidades 

FcRu. y FcR1. Los Fc1Rll son receptores que presentan sólo una cadena. La subunidad 

FcRu 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 ligando42
. La 

cadena FcR1 es una molécula transmembr;:rnal con una porción citoplasmática cionde 

se localiza el ITAM y que se expresa con:o llomodímero La cadena FcRc1. y el dímero 

de cadenas FcRy se asocinn a través de intere1cc1011es no covalentes. En el mastocito. 

el complejo FcR(.(/FcR;·: del receptor Fc::RI se asoc1::i ;:idermis con una subunidad FcRjl. 

Los FcR reconocen con alta o baJ;:i afírndad a su ligando. Los FcR de alta 

afinidad pueden unir ínmunoglobulinas rnonoméncas. como los receptores para lgE. 

lgG e lgA. Estos receptores tienen una constante de afinidad del orden de 109-10 10 M- 1 

para el Fci:RI en mastocito. de 108 M- 1 para los receptores Fc¡RI en macrófago y de 5 x 

107 M- 1 para el Fcc(R en monocito. Los FcR de baja afinidad. como son FqRll y Fc-¡"Rlll, 

no unen inmunoglobulinas monoméricamente con una afinidad mensurable'13
. 



Receptores para lgG 

Distintos tipos celulares expresan FcyR, como linfocitos T activados, linfocitos 8, 

monocitos, macrófagos, eosinófilos, basófilos, neutrófilos, células cebadas y células 

asesinas naturales43
• 

Los FcyR son un grupo heterogéneo de moléculas. Basándcise en su secuencia 

de aminoácidos y e~ su~~finidad por el ligando, se han clasificadoc . ."m tres tipos: FcyRI, 

Fc·rRll y FcyRlll y dentro de cada tipo existen diversas isoformas 17 (Fig. 5). 

Los FcyR tienen dominios extracelulares que unen al ligando y están 

relacionados estructuralmente. Cada miembro de esta familia es una glicoproteína 

integral de membrana (Fig. 5), con excepción del Fc-,.RlllB expresado en neutrófilos 

humanos, el cual está anclado a la membrana por un enlace a glucosilfosfatidilinositol 

(GPI) 17
. 

Fc·rRI (C064). 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. ubic::ido en el cromosoma 1 (q2·1-23), y se 

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

expresión se induce en neutrófilos por tratamiento con INF-·1 43
"
14 El Fc·/RI expresado 

en células humanas tiene seis sitios de glicosilación; mientras que el FqRI 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 Fc·¡Rll y 

Fc¡·Rlll. El tercer dominio podría estar involucrado en la alta afinidad del receptor. El 

.10 
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Figura 5. Receptores para la porción Fe de las inmunoglobulinas clase G, FcyR. Esquema de la 
estructura y organización entre las subunidades de los FcyR murinos. La porción extracelular de la cadena 
" de los receptores Fc·rRI y Fc¡RI 11 y la porción extracelular de los receptores FcyRll reconoce al ligando 
1 lgG) Las cadenas asociadas de los receptores FcyRI y FcyRlll o bien la porción intracitoplasmática de los 
receptores Fc·¡'Rll están involucrados en transducir la señal de activación generada tras la agregación. En 
la transducción de señales está involucrada las secuencias consenso ITAM (por sus siglas en inglés. 
1n111unoreceptor tyrosine activation motif) o bien la secuencia ITIM (por sus siglas en inglés, inmunoreceptor 
tyros1ne inhibition motif) (modificado de Deo 17

) 



FcyRI se encuentra asociado a dímeros de cadena y que contienen secuencias iTAM43 

(Fig. 5). 

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 

FcyRI 1 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 B produce tres RNAm distintos, denominados b1, b I' y b243 

(Fig. 5). Los tipos b1 y b2 son generados por el procesamiento alternativo de los exones 

que codific<:in la región citoplasmática del receptor En el ratón se presenta una isoforma 

adicional al tipo b·J, la forma b I' Esta formé:l se d<:i como resultado del uso de un sitio 

críptico de donación para el procesamiento 3ltemativo de los exones. que se encuentra 

en el primer exón intracitoplasmático L~1 forrnz¡ b 1 se expresa en célul;:is del linaje 

linfoide, la b2 en células del lina1e rrnelorde y la forma b 1' en ambos linéljes. Ambas 

formas contienen cuatro sitios de glicosrl;:icrón y su peso molecular aproximado es de 40 

y 60 kDa respectivamente. Cuando estos receptores son activndos por ligandos 

multivalentes pueden mediar endocrtos1s y fagocitosis'13 

El Fc·/Rll (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. Contiene dos o tres sitios de glicosilación y su peso molecular aparente 

es de 40 kDa. Los Fc¡Rlla y Fc·1-Rllc se expresan preferentemente en macrófagos. 



monocitos y neutrófilos, mientras que el FcyRllb se encuentra en linfocitos T y 8, 

neutrófilos, mon6citos y macrófagos17
; 

. ~ .- -. ,. ·: ' , ': , . ~- ·' c.~ ' "'~-·,o_· • _ • 

El tallo .ciJqPlélsfo¡@p() déJa cadena únic.a de los FcyRlla y FcyRllc contiene el 
: ~-,'-"- -~;;~,, _ _:_i-="'"""""" --~L;='_-- -- ~ ~'=--' ~~--'-;: 

ITAM. Los FcyRlfb;<tanto en humanoscomo en ratón,no.contienen la secuencia ITAM, 

sino que contienen una secuencia que se ha denomi~~dÓ dominio de inhibición basado 

en tirosina, ITIM (de las siglas en inglés de immunoreceptor tyrosine inhibitor motif). 

Esta secuencia está involucrada en la regulación negativa del receptor de antígeno de 

linfocitos B 17
·
31

, y de los FcyR que señalizan a través de los ITAM. 

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

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

cromosoma 1, el cual origina un solo transcrito (Fig. 5). El FcyRlll está asociado a 

homodímeros o heterodimeros de las cadenas y ó e;, que son necesarios para que el 

receptor se expresarse en la membrana43
. 

Las formas expresadas en humano son dos y se designan CD16: FcyRllla y 

Fc¡•Rlllb, productos de dos genes distintos A y B. El primero codificá para una proteína 

·. . 

transmembranal que está asociada a homodímeros o heterodimeros de .las cadenas y ó 

.:;, mientras que el segundo codifica para una prot~ina que se anclá a Ja membrana 

plasmática por un glicosilfosfatidilinositol (GPI). J~() se ;ban:~ ~rjcrortrado cadenas 
- . . , . .. , -- ,.· •, ·,~;;;' ., _,e.o. _,.· - -·~-~-· > .. ,. . . .. ·• .. -

través de otros receptores46
: El FcyRll lá és ~xp~~s~d~~ J}l ~a2fóf~gós, monocitos 

activados. células NK, celulas preELy celul~s t. El FcrRllib sé expresa exclusivamente 

en neutrófilos43
. 
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Interacción entre FcyRs e inmunoglobulinas 

El mapeo del sitio de unión para la lgG 

La región bisagra contiene una secuencia polipeptidica codificada por el exón del 

dominio CH2 que se denomina bisagra baja. Es en esta zona donde se localiza el sitio 

de unión para el FcyRI humano47
. Al parecer, es la misma región la que está 

involucrada en el reconocimiento entre la inmunoglobulina y los receptores FcyRll y 

FcyRlll murinos48
. Al analizar por resonancia magnética nuclear (NMR) la interacción 

entre el fragmento Fe de una lgG2b y el receptor Fc·¡Rll murino en su forma soluble se 

determinó que eran los residuos Ala231, Leu234. Tyr296 e lle300, presentes en la 

región baja de la bisagra de la inmunoqlobulina, los que mostraban cambios en el 

espectro de resonancia. Al calcular el potencial electrostático de la superficie molecular 

del fragmento Fe se determinó que el sitio de unión era una zona cargada 

negativamente. Esto resulta muy tr;:¡sce11c1,;:1te cu<rndo se recuerda que el área putativa 

de interacción con la inmunoglobul1né1 en ·21 recc;ptor contiene varios residuos de 

aminoácido básicos. Cuando se comp;:u;:iron los espectros de resonancia magnética 

nuclear de fragmentos Fe marcc:idos con (1- ' 3c jleu se observó que cuando la 

inmunoglobulina interacciona con el Fc·1·Rll la resonancia del residuo Leu234 cambia 

completamente de su posición original. y se podía localizar en otras dos posiciones. 

Este resultado sugiere que la unión entre la inmunoglobulina y el receptor induce 

cambios conformacionales en la región baja de la bisagra. Es muy posible que la 

flexibilidad de la región bisagra facilite la interacción entre la inmunoglobulina y el 

receptor49
'
50

. 



La interacción entre las distintas subclases de lgG y los FcyR 

El primer esqu~ma de interacción entre las distintas_ subclases de lgG murinas y 

los distintos tipos de rE:!ceptores FcyR señalaba que las subclases lgG1 e lgG2b 

interactuaban preferentemente con los receptores FcyRll y Fc·1Rlll y que las subclases 

lgG3 e lgG2a lo hacían con el receptor de alta afinidad, el FcyRI. Estos patrones de 

interacción se definieron usando líneas celulares transfectadas47
. La contribución 

precisa de cada subclase de lgG y de cada clase de receptor en la respuesta in vivo no 

puede esclarecerse de esa manera. 

Utilizando ratones con deficiencia homociga para los receptores FcR se ha 

facilitado la evaluación del papel de cada subclase en la respuesta inmune. De esta 

manera se ha podido definir que el receptor Fc·1-RI murino es el único que puede unir 

con alta afinidad a las subclases lgG2a e lgG3 Los ratones Fc·.:RI 1
· no pueden eliminar 

complejos inmunes formados con lgG3 y disminuye considei-ablemente la eliminación 

de los complejos inmunes formados co11 lgG2a. Los estudios realizados en estos 

ratones muestran que el receptcr Fc,.RI es llléis eficiente que los demás FcRs para 

mediar endocitosis de comple1os inmunes solubles de lgG. fagocitosis y citotoxicidad 

celular dependiente de anticuerpos En co111p3ración con los ratones silvestres. en los 

ratones Fc·1-Rr1
· disminuye considerablemente el proceso inflamatorio in vivo. En ratones 

Fc·i'Rr1
• se da la fagocitosis mediada por la lgG2ab y se presume que este proceso se 

da a través del receptor Fc·:'Rlll que une complejos de esta subclase de manera casi 

idéntica en términos cuantitativos. a como lo hace el receptor Fc¡·Rl 51
. 

La lgG1 activa distintas funciones efectoras vía Fc·¡'Rlll. Los macrófagos de 

ratones FcgRlll-1- no pueden fagocitar particulas opsonizadas con lgG1. Diversas 

GJr~E ~~GEN\ 
--------------~~~----- .,--·-· 
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funcione~ efectoras como la fagocitosi~ de partículas opsonizadas con lgG1 Jn.vitro o in 

vivo (analizando la progresión de la> anemia hemolítica autoinmune)., .. la eliminación de 

complejos inmunes formados con lg(31 por células dendríticas y la ifílafifaxiacütánea 

pasiva, no se llevaban a ~~be en r~tones FcyR111-/-. Estos fenÓm~~~()"S~~~~¡;;~r::aron 
aun cuando se utilizaban distintos· anticuerpos monoclonales.de: la .slibclase lgG1. 

Macrófagos. de réltoriº~s"Fcg~ll~:': pueden fagocitar partlgul~~ <:>fa~§Íli~~cias ~-Sº~ lgG2b; 
. .,., .,', -, ., 

pero la lgG2b no es capaz de activar anafilaxis cutánea pasiva;~10 qu~ i~cHca que esta 

subclase puede interactuar con diferentes receptores52
. 

Señales inducidas por la agregación de los FcyR que conducen a la fagocitosis. 

Cuando una célula encuentra una partícula opsonizada con lgG, los FcyR que 

expresa reconocen la porción Fe de las inmunoglobulinas. Esta interacción agrega a los 

receptores en la zona de reconocimiento. La sola agregación es capaz de inducir 

señales bioquímicas que provocan respuestas celulares43
• 

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

la fosforilación de los residuos de tirosina presentes en las secuencias ITAM43 (Fig. 6). 

Los residuos de tirosina de las secuencias ITAM son fosforiladas por cinasa_s;dertirqsiria 
~ '. ·-- . ' -

de la familia Src. A estos sitios fosforilados se ancla la cinasa Syk, y es fósforilada por 
,,:· ·.-.- )'"·- ·:1 

las cinasas de la familia Src y, en consequencia, activada. 

Se han identificado una serie de eventos bioquímicos intrac~l~lcires :ciuesÍguen a la 
. - . -

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

activación de la cinasa de Bruton(Btk) y r;:mt, la cinasa de adhesión focal (FAK), la 
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Figura 6. Señales bioquimicas iniciadas por el entrecruzamiento de los FqR. El entrecruzamiento de los Fc-rR induce la acfr1ación de cinasas de la 
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rninstcrlado, MARK: Protein2 dE:l l1nfoma ce l1na1e B-cas1ias. Col; Proteína re:ac:on2da al oncogene Crk. CRKL; Prcteina fosfatasa con dominios SH2, SHP. 



proteína cinasa e (PKC), la proteína cinasa A (PKA) y la ,vfa de señalización· de la 

cinasa activada por mitógenos, ERK. También participan la cinasa de 3-

fosfatidilinositol (PI 3-K) y la fosfolipasa. A2 (PLA2),
0

la fo~folipasa Cy1 (PLCy1) y la 

fosfolipasa O (PLD)43 (Fig. aj. Las relaciones causales, temporales y de modÚlación 

recíproca entre estas enzimas, así como su relacion 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 mad.uración y activación 

celular53
. 

Los Fc·rR generan señales que estimulan funciones célulares como 

diferenciación, expresión génica y síntesis de proteínas31
. Estos receptores median 

funciones efectoras como la endocitosis de complejos inmunes, citotoxicidad mediada 

por anticuerpos, la liberación de moléculas con actividad. proihflamatoria, 

inmunomoduladora. citotóxica y antimicrobiana y fagocitosis54 . La fagocitosis está 

involucrada en la destrucción de microorganismos y la eliminación de complejos 

inmunes y células apoptóticas sin que sean dañadas células aledañas55
. Aunque la 

fagocitosis como proceso celular involucrado en la defensa contra patógenos se 

describió desde principios del siglo XIX56
-
57

, aún hoy no se conocen todos los detalles 

del mecanismo bioquímico que la dirigen. La complejidad~d~I; ~~tuí;fi() de las vías 

bioquímicas involucradas en la fagocitosis in vivo .se d~b~, e11:p:arte'., a:::quo~ los distintos 

Fc-r'R son capaces de estimular la fagocitosis, a las interadciónesentré"ellbs yéritre las 

vías de sefialización que activan 16
•
58

. 

Algunas señales iniciadas con la agregación de los receptores conducen al 
-

rearreglo del citoesqueleto59
. Durante la fagocitosis se requiere de la polimerización de 
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actina en el sitio de ingestión. En células tratadas con citocalasina B (compuesto que 

inhibe la polimerización de la actina), no se observó fagocitosis60 y en macrófagos 

donde se utilizó faloidina-rodamina para visualizar la actina polimerizada, se observó 

que polimerizaba en los pseudópodos después de 2 min de estar en contacto con 

eritrocitos opsonizados con lgG61
. Los mecanismos por los cuales los FcyR estimulan 

la polimerización de actina e inducen la formación del fagosoma no se conocen del 

todo; 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 61
-
62

. Componentes del citoesqueleto que participan en procesos de 

adhesión, también lo hacen durante la extensión de la membrana en la fagocitosis, 

estos incluyen proteínas como paxilina. talina61
, vinculina, u.-actinina, proteína cinasa 

Cu, MARCKS y MacMARCKS63
.
64

. 

La actividad de cinasas de tirosina en la fagocitosis. Las cinasas de las familia 

Src y Syk. 

La fosforilación de los residuos de tirosina de ITAr·ll se relaciona con la 

activación de proteínas con actividad de cinasas de tirosina (PTK), pertenecientes a 

distintas familias. Las primeras cinasas activadas pertenecen a la familia Src65
. cuyo 

aumento en actividad ha sido demostrado tras la agregación de los Fc·1·R"6 ·~0 . Los 

fagocitos expresan a por lo menos seis miembros de la familia Src: Fgr. Fyn. Hck. Lyn. 

Yes y Src' 1
•
12

. Las enzimas de esta familia permanecen inactivas a través de la 

interacción entre un residuo de tirosina fosforilado localizado hacia la porción C-

terminal y el dominio SH2 (de las siglas en ingles de Src homology-2). un dominio que 
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tiene la capacidad de reconocer y unirse a residuos de tirosina fosforilados: Esta 

interacción causa que fa enzima se pliegue sobre sí misma y bloquee su sitio catalítico. 

Al parecer, la activación de las enzimas de la familia Src involucra fa actividad de una 

fosfatasa, en el caso de leucocitos podría estar involucrada la fosfatasa CD45. Durante 

fa activación de estas enzimas también se requiere de la autofosforilación. 

Aparentemente una pequeña fracción de fas cinasas de Src está activa y asociada 

constitutivamente a la porción citoplasmática del receptor que contiene el ITAM, de 

manera que fa agregación del receptor induce fa activación de las cinasas de la 

vecindad73
. 

Aún no se conoce el papel que juegan estas cinasas durante fa fagocitosis. 

Macrófagos de ratones Src·'-. no muestran alteraciones en el proceso de fagocitosis. 

De igual manera, la fagocitosis en macrófagos Hck· - es normal y solo disminuye en 

células Lyn·'-. Sin embargo. en fagocitos triple deficientes para Hck·'-, Fgr''- y Lyn·'- la 

disminución en la fagocitosis es pronunc:éldLl. pero aun asi el proceso no 

desaparece74
. Después de la estimulación con partículas opsonizadas con fgG estas 

cinasas son activadas y se redistribu)1en a 1'1 copa fZigocitic::i. Esto podría sugerir que 

existe cierto nivel de redundancia entre estas cmasas y que todas pueden participar 

durante la fagocitosis. Sin embargo. recientemente se deíinió que Fgr. un miembro de 

esta familia, está involucrado en la regulación negot1va de la fagocitosis 75
. 

Los residuos de tirosina fosforilados por 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 76
-
79

. 

La familia Syk/ZAP-70 se caracteriza por presentar un dominio de cinasa e-terminal y 

dos dominios SH2 contiguos hacia la porción N-terminal, interrumpidos por los 
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ínterdominios A y B. Entre los. dos dominios SH2 se_ encuentra el interdominió A, el 
. . 

cual forma una· asa gue es importante,para la inteiracC:iÓn de la enzima con otras 

proteínas. Entre el dominio el~ cinasa'Y los dominTos sA2 513-éñcuenfra el ínterdominio 

B que contiene va~i~;-r~~i~tosd~; tif'o~in~. Cua'nci~~e~tas-- tirosiiía-5 son fosforiladas 
' :· . ,'' - .. ,.. - ·.· ''/"• ·. ( 

~ : ... 

actúan como sitios de unión para distintas proteínas como lá fosfolipasa Cy1 (PLCy1 ), 

Vav y Cbl que podrían ser substratos de la enzima. Dentro del dominio catalítico se 

encuentran residuos de tirosina que al ser mutados pClr fenilalanina generan mutantes 
.- ',· - ' 

activas de la enzima. No se conoce el mecanismo por eLcualestos residuos de tirosina 

regulan la actividad de Syk, pero puede involucrarla 'actividad,de algunafosfatasa que 

defosforila estos residuos de tirosina80
. 

A través de sus dos dominios SH2, Syk se asÓcia,a .ibs'résiclLJosfdei·tirosina 
.. :· ', -:·~'- :,·é:·· .. :. ... _ ·-->- ; < 

fosforilados del ITAM. Para activar a la cinasa se requiere de esta aso~iaóión72 ·81 -82 y 

de su fosforilación por cinasas de la familia Src. La activación de Syk es un evento 

muy importante en la fagocitosis83
. Si se bloquea la actividad de Syk empleando 

inhibidores específicos para esta enzima se inhibe la fagocitosis. Tampoco hay 

fagocitosis si se impide la expresión de Syk usando oligonucleótidos antisentido. 

Asimismo. macrófagos de ratones Syk_,_ no pueden fagocitar partículas opsonizadas 
- . 

con lgG 73
. Las variaciones en la capacidad fagocítica de los distintos FcyR pueden 

deberse. en parte, a diferencias en su interacción con Syk durante el inicio de la 

cascada de activación o de la regulación de la enzima84
• 

---------------·-·---\ 
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La fosfatidilinositol 3-cinasa (PI 3-K) y su papel en la fagocitosis mediada-pór 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 fosfofiladas de 

Ptdlns, corno el Ptdlns(4)P y del Ptdlns(4,5)P2 , que tienen un papel importante en la 
-=~---o-=---,_--- ----:.~"--O-~-=~ -- ---'· - --- - - ------ --- - - - - -

señalización 85
. La PI 3-K pertenece a una familia de enzimas homólogas en su dominio 

catalítico, denominado región de homología 1 (HR1 )86
• 

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

substratos especificas en ensayos in vitro. Las PI 3-K de clase l son heterodímeros de 

aproximadamente 200 kDa, compuestos por una subunidad catalitica 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)P.: IH Sin embargo. en e11sayos in vivo el substrato para las PI 

3-K de clase 1 es el Ptdlns(4.5)P2 
88

. 

Las PI 3-K de clase JI son proteínas de entre 170 -21 O kDa con un dominio C2 

hacia la porción carboxilo terminal que une ca> d
9 No se han identificado moléculas 

adaptadoras y no se co11oce la forma de activación de estas enzimas. Las enzimas 

pertenecientes a esta clase fosforilan in vitro Ptdlns y Ptdlns(4)P 88
. 

Las PI 3-K de clase 1l1 son homólogas a la proteína Vps34p de Saccharomyces 

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

residuos de serina/treonina90
. Vps 15 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. !;sta proteína, llamada p150, actúa como adaptadora para la Pl3-K clase III 89
• 

', '< ,' 

El complejo PI 3-KIII-p150 exhibe actividé!d c;I~ cinélsa c:J~fosfoinosítidos y de cinasa de 
- -- .-~--:·~,-~. 

residuos de serina/treonina 91
• Fosforilan in \litro e'$9fy~_iv~rT'lente Ptdlns en la posición 3 

----·- -- fo-o:~-----~·------ _.:_ ___ c--o=----;·_o.;-__ 

del anillo, por lo que se ha propuesto que reciba.el nombre de cinasa ~specífica para 

fosfatidilinositol-3 (Ptdlns3K) 91
• La actividad de la PI 3-K clase III depende de que sea 

fosforilada en serina/treoni_Qa~:2~~ ........ . 

Las PI 3-K de clases f/rriestán involucradas en la fagocitosis. La actividad de 

PI 3-K clase III se requiere. dÜrante la. maduración del fagosoma93 , mientras que la 

actividad de PI 3-K de. clélse I se requiere durante la internalización de fa partícufa94
. 

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 fosforiladas (clase !A}, o bien interactuar con las subunidades ¡3y de las 

proteínas G triméricas (clase 18)92
. 

Las PI 3-K de clase !A 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 tipo 3 (SH3), 

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

homology region), que interactúa específicamente con proteínas G monomericas y que 

no presenta actividad de GTPasa. Este dominio está flanqu~ado por cfos regiones ricas 

en residuos de prolina. Hacia la región: carboxilo .terminal dep85 hay dos dominios 

SH2. Entre los dominios SH2 se encuentraéUna región involucrada en la unión con la 
O, ; ~ , , ·» - -.:.:_ - , ':.: , .', 

subunidad catalítica, denominada región inter':"SH2 (iSH2) 92
. 
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La sub unidad catalítica, p11 O, contiene un dominio de unión a p85, una región 

para la asociación con Ras95
, un cfominio de cinasa de Ptdlns [PIK, región conservada 

,.,: .. :- ·o.;: . .;. •. - '-; ' 

entre las PI 3~K96], y el do;Jirii~ ele. Ci~a~a de proteínas en residuos de serina y 
-.- ·~: ·. - _: --. '\''· 

treonina que se ubica h~¿j; f; p~~;iÓ~-~arbo~ilo terminal97. La actividad de cinasa en 

residuos de séi'irfa y treonina de la PI 3-K de clase rA le permite fosforilar a la 

subunidad adaptadora en la región iSH2 y con ello. regular la actividad de cinasa de 
- - ---; -- - - - -- - '-=r:-="- ---=- --=-=;;=.-co..;o= _- -..= 

lípido de la subunidad catalítica 98
. 

En mamíferos existen tres isoformas .de .. C!3!alítica, mientras que 

existen siete isoformas de la subunidad reguladora. Las súbunidad-es p11 Óa y p están 

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

encuentra principalmente en leucocitos91
. 

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

celulares de mamíferos y está involucrada en la activación celular. La cantidad de PI 3-

K activa aumenta con la estirnulación de receptores que inician cascadas de 

fosforilación en residuos de tirosina 35
. Las PI 3-K de clase IA están involucradas en la 

fagocitosis99
. Las PI 3-K de clase 18 son activCtdas por la estimulación de receptores 

para quimioatrayentes 100
. 

La enzima Pl-3K está involucrada en la señalización mediada por los FqR 1º1
• 

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

pseudópodos 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 

FcyR85
. 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 

[ TESIS CON---\ 
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pseudópodos. El arresto en fa fagocitosis no se elimina sise disminuye el núméro de 

partículas. Pero si se disminuye el tamaño de fa partícula, y con ello la magnitud en fa 
., ,,-., 

extensión del pseudópodo necesario para su internáfización, se atenúa el efecto de fa 

wortmanina85
•
94

•
102

•
103

• El papel de PI 3-K en lá-fagocifosis podría ser producir 

Pf(3,4,5)P3 que ayuda a reclutar proteínas involucradas en reorganizar el citoesqueleto 

de actina. Este producto se acumula en los sitios en donde se está formando el 

fagosoma. Algunas candidatas son las proteínas Vav y ARNO 104
, la profilina y la 

gelsolina, PLCy1, la proteína cinasa B/Akt85 y la miosina X 1º5
• 

La cinasa regulada por señales extracefulares (ERK) y su papel en la fagocitosis 

mediada por los FcyR. 

La cinasa de tirosina ERK está involucrada en la señalización a través de los 

FcyR. Esta cinasa pertenece a la familia de las cinasas activadas por mitógenos o 

MAP cinasas (MAPK). Las MAPK son una familia rnultigénica de cinasas citosólicas de 

residuos de serina/treonina. La actividad de estas cinasas se ha asociado a la 

proliferación celular, la diferenciación. la apoptosis y otros procesos celulares 106
. Las 

MAPK son las enzimas terminales de una serie de cinasas que se activan una a la otra 

de manera secuencial. a través de fosforilac1ones. 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 una 

estructura de fosforilación en residuos de serina/treonina: TXY, donde X puede ser un 

·------····· ------·~ 
\
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residuos de glutamina, prolina o glicina. Las MAPK son activadas a traves de 

fosforilaciones en residuos de treonina y de tirosina, por un grupo especifico de 
. .-· -'"" . ·. 

cinasas duales: las cinasas de MAP cinasa, también llamadas MEK1º7;Ü3selectividad 
. . . - -

en las interacciones con sus áctivadores y con sus süostratos"~estácdada por la 

secuencia de residuos de la estructura de fosforifación duc:ilyes·influenciada por el asa 
.. '. >_>:: ·. 

de unión. En células de mamífero se han descrito: cUatro clases de MAPK, que 

incluyen: las cinasas·r:eguladas.por señales;extracélulares (ERK-1 y ERK-2, también '. ·,,· ' . . ' . -, '•·· . - ' . ' 

también llamadas . cinasas actiyaqa~ por e~.tr~~ CSAP~J; · I~ MAP· cinasª ·· p38 y · la. MAP 

cinasa grande-1 (BMK-1) 1 ºª~ 

Las cinasas ERK son activadas en respué~ta)áf~9für~;~·'q~. ~{§?Ci~i~nt~.- c;6mo el 

factor de crecimiento epidermal (EGF) y el factor de crJci~.ie~fo/deriv~do.de plaquetas 

(PDGF); o factores de diferenciación celular, como elfact()Ícle crecimie¡nto nervioso 

(NGF) 108. En neutrófilos humanos al agregar FcyRlla y Fcy(3111b, se> estimüla la 
, ' .'_;,, -, .· 

actividad deERK1º9
• La activación de la vía de ERK involucra la comunicación entre el 

receptor y la vía de Ras, a través de la formación de c~mplejos:~multirnéricos entre 

proteínas adaptadoras y factores de intercambio de nutleótid.bk ~e' ~u,~nina. En la 

activación mediada por FcyR se ha observado el ensamblaje dé·l~;prot~lnaadaptadora 
. '~·.:-· , -~- .·. ·. '<y _;··:.x. _.,,_ : . ; ·: /:. 

Grb2 y la proteína intercambiadora de GTP: SOS. G,fb?f~{Q~'9of1(iupen: a la activación 
. - .- ' - .,,- - -··j,- - . ' - - - - - ' -- ~ 

de proteínas G de bajo peso molecular coinó:Ras,,Raó y_:Rí{tj2~.· Sin ~mbargo, se ha 

propuesto la existencia de vías alternas.pará lá'abfi\/~tiÓn de ER~, C:fúeno inlJoluC::ran a 

Ras110-112. 
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En la vía clásica de activación de las MAPK, cuando Ras es activada se ásocia 

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 cuál es la cinasa responsable), y su actividad es modulada por cinasas 

de la familia PKC y PKA. La forma activa de Raf-1 fosforila selectivamente a las tres 

isoformas de MEK, que a su vez activan selectivamente a las cinasas ERK-1 y ERK-

2107. Las cinasas MEK, que activan a ERK, constituyen una familia de cinasas de 

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

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

MEK-2 (45 kDa). El mecanismo de activación de MEK involucra su fosforilación en 

residuos de serina 103. MEK es capaz de ~osforilar a ERK-1 y ERK-2 en residuos de 

treonina y tirosina en una reacción secuencial en donde la fosforilación del residuo de 

tirosina precede a la del residuos de treonina 114
. 

ERK es activada durante la activación de los Fc·:H. participa en la fagocitosis en 

neutrófilos 115
·
116 y en la síntesis de TNFc(" 7 Durante la fagocitosis la activación de 

ERK puede ser el resultado de la activación de PKC o Pl-3K. La vía que depende de la 

activación de PKC involucra a Raf-1 y requiere la translocación de ambas a la 

membrana plasmática. La vía que depende de Pl-3K no se conoce, pero podría estar 

involucrada la cinasa Akt. La inhibición de ERK empleando al inhibidor PD98059 

abate la fagocitosis en rnacrófagos. El papel de ERK en la fagocitosis puede estar 

asociado a la activación de la fosfolipasa A2 (PLA2) y la producción de ácido 

araquidónico (AA) 118
. La producción de AA por rnacrófagos requiere de la actividad de 



ERK119
• Si se inhibe la producción de AA se impide la fagocitosis que puede 

reestablecerse si se agrega AA exógeno 120
-
121

• 

ERK también puede estar involucrada en la regulación del reordenamiento del 

citoesqueleto y la morfología de la célula 118 • 122~123 • Los sustratos conOCidos ae· ERK ·· 

incluyen proteínas asociadas a citoesqueleto como la cinasa de la cadena ligera de la 

miosina (MLCK) 124
• 

La proteína cinasa C (PKC) y su papel e11 la fagocitosis mediada por los FcyR. 

La actividad de las proteínas cinasas C (PKC) es necesaria para que se lleve a 

cabo la fagocitosis inducida por los FcyR .. Estas cinasas se agrupan en una familia de 

cinasas de residuos de serina/treonina que son ~ctivadas por diacilglicerol (DAG), 

fosfatidilserina (PS) y en el caso de algunas isoformas, por iones Ca2+. 

Las cinasas de la familia PKC tienen como estructura general cuatro regiones 

conservadas (C1-C4) y cinco variables (V1-V5). Hacia el extremo amino terminal, 

precediendo al dominio C 1, se encuentra una secuencia pseudosustrato con actividad 

autoinhibitoria (v1S) 125
. El dominio C1 tiene dos dedos de zinc126

; mutaciones en este 

dominio han dado evidencia de que éste es el sitio de unión del DAG127
• El dominio C2 

:· ·e ·-

es contiguo a C 1 y tiene la capacidad de unir iones Ca2+ 
128

: El dominio C2 de las PKC 

que no responden a Ca 2
+ interactúa con protelnas ... c:IY,e Jas ubican en regiones 

especificas de la membrana; estas proteínas son IÓs reC::~~tores para PKCs activadas 

(RACKs) 129
"
13º. Las regiones C3 y C4 junto c~n.'.-1aI~e~'iÓ~ ~4 :¡orMa~'. el dominio 

catalítico. El dominio V5 juega un papel important~ p~r:
1

'1a1ocalización subcelular de la 

enzima. Se piensa que VS participa en interacciones proteína-proteína, pues productos 



generados a partir del gen PKCp, que difieren únicamente en fa secuencia V5, se 

localizan en distintos co111partimi~11tOs .. ¡11embranéJ.fes, PK(:;p1 en los microtúbufos 

mientras qu~ PKQl3ffc:er:i lp~ grá11ufos seqre¡to,rios 13
\ Dependiendo .del arreglo de los 

-=.:-=_-_oc;='...; ------ ---''-===--=.-'---' -- -----

dominios, en ·fa familia de PKC se distinguen 11 isoformas y dependiendo de su 

regulación se agrupan en subfamilias. 

La subfamilia de PKC clásicas comprende a fas isoformas rJ., PI y (311 y ¡, que 

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

manera dependiente de Ca 2
+. También unen DAG, que incrementa la especificidad de 

fa enzima por la PS y modula fa afinidad por Ca 2
+ para situarla en el intervalo 

fisiológico 132
. La subfamilia de PKC nuevas comprende a las isoformas l'i, i:, q y O, que 

presentan fa región V1 hacia la porción amino terminal junto a la región C 1 rica en 

residuos de prefina, pero carecen de la región de unión a Ca 2
+. Estas isoformns son 

insensibles a Ca2
'. pero son activadas por DAG en presencia de PS 133

. La subfamilia 

de PKC atípicas comprende a las isoforrrws 1. i. y ~: que carecen de la región C2 y de 

fa mitad de fa región C1. Estas isoformas son insensibles a Ca 2
+ y no responden a 

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

inducida por los Fci'R, pues al eliminar el contenido de PKC de fa 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 135
. Además, algunos substratos de PKC como MARCKS y MacMARCKS y 

fa plecstrina se acumulan en el área perifagosomal durante la fagocitosis mediada por 

los FcyR64
. Y aunque la actividad de cinasa de la familia PKC es necesaria para que se 

.+<J 



lleve a cabo la fagocitosis, todavía no es claro que papel juega cada isoforma· en el 

proceso. Tanto jsoforrna.s de PKC clásicas (a y p) como de PKC nuevas (e) se 

translocan a larnembrana dÚrante .la fagocit~sis mediada por los Fc1R. Sin embargo, 

la fagocitosis procede normalmente en ausencia de incrementos sustanciales en las 

señales de C~2+ intr~celul~r. En estos estudios se determinó la concentración de Ca2+ 

. en ::;2 nryl. gsta concentración es menor a la que requieren las isoformas clásicas de 

PKC para translocarse a la membrana que requieren una concentración de Ca2
+ de 0.8 

a 1 HM. o para ser completamente activadas que requieren una concentración de Ca2+ 

de 1.5 a 38 ~tM 136 • Además, cuando las células son tratadas con activadores de PKC, 

como los esteres de forbol, la fagocitosis mediada por los Fc·t'R se incrementa. Esto 

sugiere que las distintas isoformas podrían estar involucradas en diferentes eventos de 

la fagocitosis o que participan en distintos eventos inducidos con la agregación de los 

Fc¡·R. Algunos estudios sugieren que las isoforrnas clásicas de PKC participan en el 

estallido respiratorio; pues al depletar la célula de ca=· este proceso se inhibe pero no 

la fagocitosis. Y que son las isoformas de PKC nuevas las que participan en la 

fagocitosis mediada por los Fc·:R. pues este proceso es independiente de Ca 2
+ y 

sensible al tratamiento con esteres de forbol 117
. 

La regulación de las vías involucradas en la fagocitosis. El papel de CBL y SHP 

La fosfatasa de tirosina SHP regula la fagocitosis mediada por los Fc·,H 138
. Esta 

fosfatasa pertenece a la familia de fosfatasas de residuos de tirosina (PTP). Las 

diferencias estructurales entre los miembros de esta familia son grandes pero todos 

presentan la secuencia HCX2GX2R y utilizan el mismo mecanismo catalitico. Durante 

T!;'SlS CON \ so 
Fhl.U\ DE ORIGEN 



la catálisis el residuo de cisteina presente en la secuencia. HCX2GXH~ realiza un 

ataque nucleofílico sobre< el. grupo fosfat() presente en el substrato. El residuo de 

asparagina también está invo1u6ra;do en la cafalisis, '~piimero adua corno un ácido 
' " .:- ·' ·,--· ·: 

general protonanc:lo el grupo fenolato del sl.Jbstrafo y despl.lés"caCtUa~confo~Una tfase 

general activando una: molécula de agua promoviendo la; hidrólisis del intermediario 

cisteinil-fosfato 139
• 

. . . 
Existe una subdivisión en esta familia. de fosfatasas: las PTP clásicas y 

fosfatasas de.dspécifipidad dl!al (D9P).Lél~ ¡::>J~:clcí:si9cis def()sforHan ex<?lusivClmente 

residuos de·tirosiíla; mientras que, .la~·.fosf~tasas•·osp;d~f()sf~ril~n residubs deÍirosina ' ·'. . ·, . :. .. . ·, . - . . . ,. ·- ., ,,,., ._ /,,:· ,,:-.\., .. - -.. -· .... , •. :· .. . -.. -~ . '.' .. '".: . . - . ;·- .. 

y de serina/freor;ii11á. · ... ·· 

Las PTPc'd~si~~~:Ru~e·él~F~~?f~.sf~t~~~.P.·;,tr~h~·~~fuo .. :.·iag$1~~§.:i.n.>~'(~gs:miembros 
'·''"- ' ' :\< ··""· 

de esta grupo son pf PJ B (eLmiemhro prótoÍipo), TCPTP, MEG ,1~2:0/F>~s"f. LyPTP 1 

PTPH1, PTPD1-2, PTPBAS, CD45, PTPu, PTPp, PTP8, PTPf:/p{Ri, pTPi-:, PTPA., 

PTPp, PTPp, PTPcr,PTPs. LAR, DEP1, SAP1, GLEPP1 y SHPf-2. Estas proteínas 

pueden presentar uno o dos dominios de fosfatasa. Los domini.os de fosfatasa están 

formados por 240-250 residuos de aminoácidos que Contienen la secuencia 

HCSAGXGRXG. La estructura del sitio activo de las PTP clásicas, en particular la 

profundidad del sitio catalítico, le confiere su especificidad por residuos de tirosina. Los 

dominios asociados al dominio catalítico regulan la actividad de la enzima, directa o 

indirectamente, pues le proveen la forma de interaccionar con su sustrato o con 

proteinas reguladoras 139
. 

Las PTP expresadas en mamíferos que contienen dominios SH2 (SHP), SHP1 

y SHP2, presentan la misma topología. Los dos dominios SH2 se localizan hacia la 



porción N-terminal. Presentan un dominio de fosfatasa y dos sitios de fosforUación en 

residuos de tirosina hacia la porción C-terminal. En SHP2 estos sitios de fosforilación 

están flanqueados por dominios ricos en residuos de prolina. Los dominios SH2 de las 

SHP regulan su actividad permitiéndole asociarse a proteínas fosforiladas en residuos 

de tirosina o bien regulando la actividad catalítica directamente. El dominio SH2 N-

terminal, en ausencia de un ligando apropiado, se une al dominio de fosfatasa 

inactivándolo. En presencia del ligando esta interacción se interrumpe y la enzima se 

activa. Esto evita que las fosfatasas SHP sean activadas si no se localizan en un sitio 

específico; a través de este mecanismo se regula su especificidad 139
. 

Después de la agregación de los Fc·¡R la fosfatasa SHP1 se asocia a los 

residuos fosforilados del ITIM y con ello regula negativamente la vía 138
. En ratones 

FcyRir'· se observó que la vía de señalización inducida con la agregación de este 

receptor regula negativamente la fagocitosis mediada por los receptores Fc·1·RI y 

FcyRlll 138
. La sobreexpresión de SHP-1. en macrófagos murinos de la línea celular 

J774, evita la fagocitosis rnediLJda por los Fc,R' 28
. Se propuso que SHP-1 regula 

negativamente la vía asociándose con la proteína adaptadora Cbl y defosforilándola. Al 

defosforilarla se evita que Cbl contin(1e la sefíal de activación; la cual al perecer. activa 

a Pl-3K 138
. 

La proteína Cbl (de las siglas en inglés de Casitas 8-lineage lymphoma) de 

aproximadamente 120 kDa pertenece a una familia de proteínas adaptadoras 140
. Esta 

familia contiene a Cbl y a dos proteínas muy relacionadas: Cbl-b y Cbl-c. Las proteínas 

Cbl y Cbl-b presentan los mismos dominios y mantienen un alto grado de identidad en 

su secuencia, particularmente en la mitad N-terminal (84% de identidad\. Ambas. 



present~n una región que les permite unirse a residuos de tirosina fosforilados 

presentes en cinasas de res.iduos de tirosina activadas. Esta región esta formada por 

tres módulos.que inyolucrém a cuatro hélices compactas, un dominio EF
0

déúriión a 

Ca 2+ y una ~a~riéÍ~t~d~ld~·mí~io SH2. Esta región ha-sido°"nom~l:lr~da~-¿,fr{l-0,aominio efe 
.· . ,, ; ., ... . .. ·. . 

unión a re'siduos de Íirosina de cinasa, dominio ·TKB··(d~ l~sfsiglas. en inglés de 
, ., · ·:-'; ;o .. ·"'- · .. , o::·. 

' ',•' ···- ':' 

tyrosine-kinase-binding). Además del dominio TKB estas pfoteínas ·presentan un 

dominio de dedos de zinc coordinados; este don1inio .1é>pe~mit~ inte~~ctuar con la 

proteína E2s, que participa en los mecani~rnos~~d~: d;gr1d.~cion . de. proteínas .. '•, ·-· · ... ' . '·'.' .. ,• :· . '' .-. ,-

dependientes de ubiquitinación. La proteína Cbl (a:dif~r~n9ia ~e.qbl .. b) presenta una 
• - • ,. ' • ' ' •• : - ' • • > ' ., ·~ • ,. • • 

región rica en residuos de prolinas, que le p!3rlTiit~}inte~~ptG¡:ir}con proteínas que 
• . ' .. - .. , - .•.. t. - - • -<":í,-· - ' . ' 

contengan dominios SH3 y una región C-termin¡~I d~· cl~rV~ a~ !~Übil1as, que le permite 
\O <:·: •. ::,·_: ~}i(:'· .t;-:.:.-· '\fi.~~·.;' ,·:¿·,_::··. :;!("·. ,/·: • 

unirse a proteinas ubiquitinadas. Cbl y Cbl-c se ex~r~:~'ari<Jj'.f tdad's los tipos celulares 
-, •-._,;__ . o\··_'_,:\\':;,_;';.~,<-".;·.::: '~~._: .. 

de mamíferos, pero los niveles de expresión de Cbl son riÜiy~re~'erltimo 140
• 

Cbl está involucrada en eventos de señalización en c:foncle participa como una 

proteína adaptadora multidominio. Algunas de las interacciones entre Cbl y otras 

proteínas ocurren en respuesta a la estimulación celular a trayés dé distintos 

receptores. A través de las interacciones que puede establecer Cbl, es reclutada junto 

con otras proteinas a los sitios en donde se activaron a los ret~ptÓr~~. Cbl puede 
·'· . ' 

interaccionar a través del dominio TKB con el receptor del .. factor dé crecimiento 

derivado de plaquetas (PDGFR), con el receptor del facfor·de~r;ci~iento epidermal 
, ·.· ''\' ;-,-,',~·:- · ... - . -< . --

(EGFR), y con las cinasas dé la familia Syk/ZAP:.?o. Esta ,irit~:ra6CiÓn puede regular 

negativamente la actividad de estas enzimas; pues a.través de Cb1; ellas interaccionan 

con enzimas que ubiquiÚnan proteínas (E2s), Con lal.Jbiquitinación de estas enzimas 

se dirige su degradación a través del proteosoma o del lisosoma. En consecuencia, se 

rr11s~N·--\ 53 
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apaga I~ señal y se genera un período refractario en la respuesta pues ahora será 

necesario sintetizarlas de novo 140
• 

Cbl es substrato para cinasas de residuos de tirosina y cinasas de residuos de 

serina. Estos sitios de fosforilación promueven su asociación con la proteína 14-3-3, 

Vav, Crkl y Pl-3K; a través los dominios SH2 presentes en estas proteínas. Algunas 

asociaciones pueden ser constitutivas, como las que se dan a través de la región rica 

en prolina con el dominio SH3 de Grb2 14º. 

Cbl participa en la fagocitosis mediada por FcyR y en la señalización inducida 

por la agregación del TCR y BCR. Cuando estos receptores son agregados Cbl es 

fosforilado en tirosina. La fosforilación es resultado de la asociación de Cbl con cinasas 

de residuos de tirosina de la familia Syk. A estos sitios se puede asociar la subunidad 

reguladora, p85, de cinasa Pl-3K; y con ello incrementa su actividad la subunidad 

catalítica, p11 O, y eventualmente la fagocitosis mediada por los Fc¡·R en monocitos 

humanos de la línea celular U937. Lyn también se asocia a Cbl en respuesta a la 

agregación de los FqR. Sin embargo. su actividad no se incrementa: como si ocurre 

en el caso de Syk 141
. 

Aún no se sabe con exactitud cómo Cbl regula los eventos iniciados con la 

activación de las cinasas las familias Src y Syk. Pero se sabe que Cbl es fosforilada en 

residuos de serina/treonina cuando las células son estimuladas a través de los Fc·¡'R; y 

que cuando linfocitos T y neutrófilos son tratados con esteres de forbol, se observa un 

incremento en la fosforilación en residuos de serina/treonina de Cbl 142
. Esto sugiere la 

participación de isoformas de PKC sensibles a DAG en la cascada de señalización; y 

aunque se ha demostrado que Cbl es substrato de PKC en ensayos de actividad de 



cinasa in vitre, Cbl no se asocia firmemente con PKC. Tal vez, otra molécula .participa 

en este proceso. 

DIFERENCfASEN~L.AS~REPUESTAS t=AGOCÍTICAs··1NoliCIDAS POR DISTINTOS 

ESTÍMULOS. 

Como resultado del trabajo de nuestro laboratorio se obtuvieron anticuerpos 

monoclonales de distintas subclases de lgG, específicos para el 2,4-dinitrofenol 

(anticuerpos anti-DNP). Las distintas subclases de anticuerpos (lgG1, lgG2a, lgG2b e 

lgG3) median con distinta eficiencia la fagocitosis de eritrocitos opsonizados 143
. La 

capacidad de anticuerpos de la subclase lgG 1 para mediar fagocitosis es tres veces 

menor que la de anticuerpos de la subclase lgG2b. Esto podría explicarse si las 

distintas subclases de lgG unieran con distinta afinidad al antígeno. Pero al probar si 

esta hipótesis era cierta, se determinó que la constante de afinidad de los anticuerpos 

de ambas subclases para la unión del hapteno era muy similar (Ka = 4x106 M' 1
); y 

tampoco se observaron diferencias en la C3pac:dad para opsonizar a la partícula L1
3

-
1
•
14

. 

Otra posible explicación serí;:i que cod::i subclase mediara con distinta eficiencia 

la interacción entre la partícula opsornzada y el fagocito. Para probar esta hipótesis se 

determinó la formación de roset::is. donde se determina la interacción entre el eritrocito 

opsonizado (lg) y la célula fagocític;:i (receptor de lg) y no se observaron diferencias, 

significativas estadísticamente. en la formación de rosetas entre los distintos 

anticuerpos. Estas diferencias se observaron aún cuando se probaron mas de un 

anticuerpo de cada subclase y los ensayos se realizaron en varias líneas murinas ' 43
. 



Las diferencias entre. estos dos anticuerpos para iriducir fagocitosis ne pueden 

explicarse basándose en las diferencias.:der unión entre la inmunoglÓbulina y el 

receptor, o entre fa inrmmoglobÚlina y :"el l1apteho.'~T~r VezL"los élgre'gac!os lgG;; 

receptores que forman est8s'inmurroglóotJ'.linascctie~~eri1aife~~n~ia~~?9~tri¿btúfales,'las··. 
;'·! ' 

cuales pueden traducirse en. diferenciasfouaHiátiVas;y. cÜañtit~fív~s ·en·. l~r ~bti~ación de 
. -- . ,.-- _,. ·._, , . ·- , -·· . ·• />-' ,<e· "· \. --.·. __ .. -·. ·.- .-"-- . - -

distintas enzimas, generando las clife~encias; o"bsE!~~das ··en.'· lar fa~ocitosis. Para 

analizar esta hipót~sis l;e de¡termin6 ~r~r~6fü~~-~-j~iJti~}~-~-~~mb~~~~~s enzimáticos . 

sobre enzimas involuc;radas en la fagocitosis y se obse~ó que e.xistían diferencias en 

la participación de distintas enzimas en cada caso. Los dos estimulas fagocíticos 

dependen de la misma manera de la actividad de las enzimas PLD/PLA2 y MAPK. Sin 

embargo, la participación de la vía de MAPK es más trascendente para que se lleve a 

cabo la fagocitosis que la participación de la via de PLD/PLA2, Las principales 

diferencias se observaron en la participación de PI 3-K y PKC. ·La fagocitosis .de 

partículas opsonizadas con anticuerpos de la subclase lgG2b; deS~nb.e.~n gian 
--._ · : .'. \.O.• _;.'.' ·e;' -'i -' ;., 

')' 

medida de la actividad d~ PI 3-K, pero esta dependencia es men6r. ~·~r~.1~'.fa~ocitosis 

de partículas opsonizadas con anticuerpos de la subclase lg(3JiX'.~'(fo_i~JT19 f~nómeno 
. - . .. - ·-/~~-- ,:_. ~>- .. .._~-, . 

se observa por la dependencia de la actividad de PKC, pero lá. dif~}enc!a es mas 

drástica 145
. 

Cuando las células son tratadas con el in.hibidor Ro 31~8220, qúe inhibe la 

actividad de las cinasas de la familia PKC, se inhibe tanto la fagocitosis mediada· por la 
. . . 

subclase lgG 1 como la mediada por la subclase lgG2b. Esto concuE!rda"ó'on datos 

publicados donde se reporta que la fagocitosis mediada por los FcyRreqlJie¡rede la 

actividad de las cinasas de la familia PKC. Sin embargo, cuando las células son 

56 



tratadas con el inhibidor GF109203X, que inhibe a concentraciones distintas· a las 

isoformas clásicas y a las isoformas nuevas de las cinasas de la familia PKC, la 

fagocitosis de partículas opsonizadas con lgG1 no disminuye a las concentraciones 

que afectan a las isoformas clásicas: mientras que la ·fagocitosis de partículas 

opsonizadas con lgG2b es abatida 145
• Esto sugiere que la diferente eficiencia para 

fagocitar partículas opsonizadas con anticuerpos de la subclase lgG1 o con 

anticuerpos de la subclase lgG2b se deben a diferencias en su capacidad para 

estimular las vías de activación celular. Este trabajo se enfoca a analizar esta 

hipótesis. 



JUSTIFICACIÓN 

Por los antecedentes del trabajo, se sabe que anticuérpos de las subclases 

lgG1 e lgG2b tienen la misma capacidad para opson'izar y~ que éstas partículas 

interaccionan en un número igual con la célula fagocítica; sin embargo, las partículas 

opsonizadas con cada subclase no son fagocitadas con la misma eficiencia. Estos 

eventos presentan distinta susceptibilidad a inhibidores específicos para cinasas de las 

familias PKC y Pl-3K. Esto nos sugiere que las diferenci.as obseryadas en la 

fagocitosis que inducen ambas subclases se deben a diferencias eíl'su,capacidad para 

estimular las vías de activación celular mediadas por los FcyR Sin emb.argo, aúnno se 
... - ::-0·'·-,·'.;"·: 

logra comprender cómo es que se activan y regulan estas señal~s.\: · : 

Estos receptores no han sido tan estudiados como otros MIRRs debido a la 

complejidad del sistema. Debemos considerar que una sola célula puede expresar al 

mismo tiempo varios tipos de receptores FcyR. Si eso no es suficiente, cada receptor 

' reconoce con distinta afinidad al mismo ligando (agregados de lgG o partículas 

opsonizadas con lgG) y los mecanismos de transducción de señales involucran, en la 

mayoría de los casos, a los mismos mediadores. Esto dificulta el análisis de las vías de 

activación inducidas por cada isoforma, en sistemas que no sean manipulados 

genéticamente. Si bien se reconoce desde hace muchos años.que la .~gregación es el 

evento necesario y suficiente para iniciar las cascadas intracelulares; no es clara la 

manera en cómo el sistema puede generar distintas respuestas y si estas diferencias 

están asociadas al tamaño del agregado, su conformación, o si están formados por 

distintas subclases de lgG. 



Es posible imaginar que las distinta.s subclases formen agregados de complejos 

lgG-FcyR con distintas .. pro¡::¡iedade:s ... biofisicas: movilidad, flexibilidad, ·rigidez, 
.. 

conformación del agregado; que a SLJ Vez r:~sÚlterl en §am~ios ~n ;.~U, efit-iencia- para 
----·~-. ---, - ¡~--~'--·-i-~;..,-_o-=- ;:~:~"'-' _ _;_;~,-'-_e_-_~_: -o--~==--==-~-=:;·=-~;-

mediar la señal. 
. ... '". ... -· .. . 

Como las respuestas mediadas por los FcyRestán involucradas en mantener el 

estado de homeostasis en el organismo y participan en procesos involucrados tanto en 

la respuesta innata, como en la respuesta inmune adaptativa, es importante determinar 

los mecanismos moleculares de activación inducida a través de estos receptores y así 

entender mejor la función del receptor y las posibles vías de regulación celular. 



HIPÓTESIS 

La diferente eficiencia entre la fagocitosis de partículas opsonizadas con 

anticuerpos de la subclase lgG1 (2C5) y de la subclase lgG2b (4F8) se deben a 

diferencias en su capacidad para estimular las vías de activación celular. 

OBJETIVOS 

Objetivo general 

Examinar comparativamente la participación de distintas enzimas en las vías de 

señalización inducidas• parla fagocitosis de eritrocitos opsonizacjos· cOn un anticuerpo 

monoclonal deJa subglase·lg(31 (2C5) y con uno de la sUb.elase lgG2b (4F8). 

Objetivos particulares 

* Determinar si existen diferencias en la fagocitosis de eritrocitos opsonizados 

con ambas subclases en célul<is tratadas con PMA. 

* Definir el estado de fosforilac1ón de la proteína Syk en células estimuladas 

con eritrocitos opsonizados con ambas subclases. 

* Determinar si el estado de fosforilación se relaciona con el estado de 

activación de Syk en células estimuladas con eritrocitos opsonizados con 

ambas subclases. 

* Determinar el papel de fosfatasas sobre la fagocitosis inducida por 

eritrocitos opsonizados con ambas subclases; usando el inhibidor 

pervanadato. 



* Definir si existe una asociación diÍecta entre la cinasa Syk y la .fosfatasa 

SHP en respuesta a fa estimufación con eritrocitos opsonizados con ambas 

subclases. 
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MATERIALES Y METODOS 

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

medio 0-MEM (Gibco BRL, Grand lsland, NY), en una atmósfera húmeda con 6% de 

C02 a 37°C. El medio 0-MEM se preparó según las instrucciones del fabricante 146
. 

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 0-MEM semicomplementado: el medio 0-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 GRL. Grand lsland. NY) y piruvato 

de sodio a una concentración final de O 1104 mg/ml (Gibco BRL. Grand 

lsland, NY). 

• Medio de cultivo 0-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 GOºC por 1 h. 

• 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.l. a una concentración de 5 

mg/ml. 

(1~ 



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

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

Las células fagocitaron eritrocitos de carnero recubiertos de TNP que estaban 

opsonizados por fgG que reconocen como antígeno af'DNP'(ef anticuerpo monoclonal 

2C5 de la subclase lgG1 y el anticuerpo monoclona1:4F~ de la subclase fgG2b, son 

anticuerpos anti-DNP y presentan reactividad cruza'c:la paráTNP). 

Los eritrocitos se sensibilizaron con 2,4,6,-trinitrofenol, TNP, (E!"'stl'Tléln 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 147 (Fig. 7). El procedimiento 

es el siguiente: 
·- ' __ .. 

• Se toman 1 O mi de eritfocitos de carn'e¡ro ~n/so}ución de AlsevE!rs (100 mM 

dextrosa, 10 mM NaCI, 27 mM citrato Na 2fl20~ 40 fTIM ácido cítrico H20; 
·-· ' . - . . ' 

pH 6-6.2, esterilizar por filtración). 

• Se lavan por centrifugación con la solución ·amortiguadora de dextrosa 

(DGVB 2 ~: 0.05% gelatina, 2.5 mM ácido barbitúrico, 2.5% dextrosa, 75 mM 

NaCI, 0.15 mM CaC'2, 0.5 mM MgCl2: PH2.5, esterilizar por filtración), para 

eliminar los restos de eritrocitos lisacib's) Erf; cadá lavado se centrifuga la 
. -,. .... - ··.-·: ·_;,_, . 

suspensión de eritrocitos a 2 2ob,'r.p;h,;' p()r 1 O min, se elimina el 

sobrenadante y se resuspende en lasolucion qué se indique. 
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Figura 7. Reacción de trinitrofenilación de proteínas. El ácido 2, 4, 6- trinilrobencensulfónico 
reacciona con el grupo e-amino de los residuos de lisina de la proteína, liberándose ilcido 
sulfónico, y quedando unido a las proteínas el grupo lrinilrofenol (TNP). Eisen 1•
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• 

• 

Se lava el paquete celular con solución amortiguadora efe bo~atos {2ÓO mM 

ácido bórico, 150 mM NaCI; pH 8.5) y DGVB2
+ en· 1a mism~ pr()pórción (VN), 

y se elimina el sobrenadante, 

se adicionan 7 mi de la~sC>TL1CTóf1º"-p-a,:a"ser1sil3Hiz~rc(6.21-¿m~2-TNl3s, 7 mi 

solución amortiguadora de'borafos), por cada mililitro ele p¡;¡qúet'e ¿elul.ar. 

• La suspensión de eritrocitos se cubre de la luz y se incUba?por 1 O íl1in a 

temperatura ambiente en agitación constante. 

• Se lava el paquete celular con solución amortiguadora 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 DGVs~·. 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 eri DGVB2
+ en D-

MEM. La concentración inicial de los anticuerpos es de 60 ~1g/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 pg/ml. 



• Se incuba a temperatura ambiente por 1 h 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 eHondo del pozo. El 

titulo de hemaglutinación corresponde a la última dilución en la que aú.n se forma la 
:= ---=-º---=-=--'-.:;._-'-"'---" 

malla. 

Opsonización de eritrocitos sensibilizados con TNP. El procedimiento es el 

siguiente: 

• Se lava 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 (usualmente 1.875 µg/ml). 

• Se mezcla la dilución del anticuerpo con los ~ritrocitgs sensibilizados, 

obteniendo una suspensión al 1 % de eritrocitos y se in.cuban en agitación 

constante a temperatura ambiente por 30 min. 

• Se lava 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 

-~~0-N: 
~t1~t ...... J,.I ~.~· 

p11 rL i. n1·· r 
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Jungi148 •. 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 (H202) (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 h. Pasado este tiempo las células se duplican de 

manera que a las 24 h hay aproximadamente 8 x 104 células por pozo. 

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

y se agregan 100 ~ti de medio complementado. 

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

opsonizados (como ya se describió) y se incuban durante 50 min a 37ºC con 

6 % de C02. 

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

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

agitación suave. Después se realizan tres lavados con solución 

amortiguadora de fosfatos (PBS. 2.6 mM NaH2P04. H20, 7.74 mM Na2HP04 

anhidro, 0.16 mM NaCI; pH 7.5). 

• Las células J774 se lisan con 100 pi/pozo del detergente SOS (Bio-Rad. 

Richmond, CA) al 0.3% en PBS. 

.... ________ __ 
TESTS CON /" 
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' . 

• Las placas se incuban a temperatura ambiente en agitación constante ·por30 

• Las placas se i~cuhan a teriiperatura ambiente en agitación constante por 1 

min. 

• -Se.determina !a""' ~l:>.sQrb.ªncJél ª~-190 .. f111'1 en. _ljD .~se.~~!~()fotómetro (n1odelo 

3530 Bio-Ra'~ Micrpplc,lte Réader; BIO-RAD Richmond, Cf.) 
~ '• ' • •-• • • - < • ' • n ; • - , • - • •• • - • • ' 

' - -:~--'.,---,~,~-' ~--· :- -~ ; - ':-' ! 

En los experimenfas. indiviªua!es, cada ciC:mdición :e~perimental se realizó por 

triplicado y los.datos de.cadaexperirnentOse expre5an.c911lo la media+/., la desviación 

estándar. 

Tratamientos con pervanadato y forbol 13-miristato 12-acetato (PMA). 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 

compuesto. 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 

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

diluciones de cada compuesto se realizaron en medio sémicomplementado; cada 
:._ .. ·: , .. ~ - : ··- - . . ':.: . . " 

compuesto se incubó con las células en una atmósfera húm¿dad()~ e°lo de C02 a 37°C. 

Después de la incubación se determinó la fagocitosis de éritrocitos opsonizados con la 
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concentración hemaglutinante de los anticuerpos 2C5 y 4F8. Las concentraciones que 

se usaron para cada compuesto y el tiempo de incubación, fueron los siguientes: 

• Para el éster deforb0 1; miristato acetato (PMA) (Calbiochem-Novabiochem 

CO. La Jolla, CA), se probaron las concentraciones 1 O, 25, 50, 150 y 500 nM, 

luego de adl~ionar el PMA se continuo inmediatamente con el protocolo de 

º fag()Ci~()~is. 

• Para el pervanadato se probaron las concentraciones 1 O, 50 y 100 ~1M. Las 

células se incubaron con el pervanadato por 5 min. Pasado ese tiempo se 

decantó el medio y las células se resuspendieron en medio 

semicomplementado para continuar el protocolo de fagocitosis 

Para obtener el pervanadato se mezcla 1 mi de ortovanadato de sodio, 

NaN04(New England Biolabs, lnc. Beverly, MA), con 330 ~d de H20 2 (New 

England Biolabs, lnc. Beverly. MA) y se incuba por 5 min a temperatura 

ambiente 149. Con este procedimiento se obtiene una solución 6 mM de 

pervanadato. 

Ensayo de viabilidad por el método de bromuro de 3,(4,5-dirnetiltiazol-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. Para determinar la 

viabilidad celular se utilizo la técnica descrita por Mosmann en 1983 152
• Esta técnica se 

basa en la capacidad de las enzimas rnitocondriales de células viables para transformar 

el bromuro de 3,(4,5-dimetiltiazol-2-il)2.5-difeniltretazolio, MTT; en un compuesto 

colorido. La cantidad de MTT reducido es proporcional al número de células 

-·~----------·------
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viables 150
-151 • El producto colorido puede medirse espectrofotométricamente: l.:.a técnica 

original ha sufrido alg'unas modificaciones con el objeto de solubilizar las sales de MTT 
. .. ' . . -

reducido 1 5(), 153.'.E~·'nu~stro trabajo el procedimiento empleado fue el siguiente: 

• Después de la incubación por el tiempo indicado para cada inhíbidor, el 

medio se retiró y las células se lavaron dos veces con medio 

semicomplementado. 

• Se agregaron alícuotas de 50 ~ti 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 min, en una campana de 

extracción de gases (los gases de MTT son tóxicos). 

• Se agregaron 100 ,ul por pozo de la solución de extracción (20% SOS, 50% 

dimetilformamida: pH 7.4 agregando solución 80% ácido acético, 1 N HCI) 

• Se selló la placa y se incubó toda la noclle a 3TC en una cámara l1úmeda 

• Se determinó la absorbanc1a a 570 nm en un lector de ELISA (modelo 3530 

Bio-Rad Microplate Reader: 810-RAD Richmond. CA). 

Estimulación de los FcyR con eritrocitos opsonizados con lgG. Después de 

mantener a las células por 2 h en medio semicomplernetado en una atmósfera húmeda 

con 6% de C02 a 37ºC, se estimulan las células utilizando eritrocitos opsonizados. En 

nuestro trabajo el procedimiento empleado fue el siguiente: 

• Para cada condición experimental se utilizaron 1x107 células . 

Tr.i('I("1 ('(Yi\J~ ¡;;,¡.,) ¡) vU.!.'. 
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.. 
• Se despegaron por pipeteo a las células de cajas petri de oultfvo en 

• 

suspensión (cat. 43()591 •. Corning lncÓrporated, Corning; NY) yse incubaron 
-· ' - .c._ • - • --- _- "_, ~ >- - ~-' "' ---- -- -·- -. '. ., .. -~:- -- ·,, ·-. . -: .. 

en medio seryiico111pleme11tacfo por.10 min aAºC: 
'';' \• • "'.' '• :., '..': :, .,, :- ' - :: ·: ., -~ ::'• ~r-,:,,o - - , ... ~. 

Se recup~~~;=l;~~~~,~~~;~t~~aric:l;i'7~Í~ÓbrJ~ad~nte·;;~centrffügando=a '1200 
.· - ' . ',,> ' -,.-. "' ·, ,- ' _., 

r.p.m. por 3 min a 4ºC; y se incubá con>una s.uspensión fría (4ºC) de 

eritrocitos sensibilizados u opsonizados (relación de 15 µI de suspensión al 

4% por cada 1 x 105 células), por 15 min en agitación constante a 4 ºC. 

• Se elimina el exceso de eritrocitos lavando por centrifugación (12 seg a 7 000 

r.p.m.) con PBS frío (4ºC) que contiene 1 mM Na3V04, 10 mM NaF, 2 mM 

PMSF, 2 mM EDTA, 10 µg/ml de aprotinina, 10 µg/ml pepstatina y 10 ~1g/ml 

leupeptina. 

• Las células se resuspenden en medio semiqomplemen~a,do y se. incuban a 

37ºC, en agitación suave. 

• A distintos tiempos de estimulación se detiene la.estimulación agregando una 

solución hemolizante a 4 ºC. 

• Se recupera la pastilla celular y se lisan para procesar el contenido celular. 

Lisis celular e inmunoprecipitacíón. Después de estimular a las células J774 

utilizando eritrocitos sensibilizados u opsonizados, se lisan y se recupera la fracción 

soluble en detergente. Esta fra,9ción se analiza en su totalidad para determinar el patrón 

de fosforilación general tras lá activación' celular o bien se usa para inmunoprecipitar 

enzimas especifica,s. ~I wocecl'irniento empleado es el siguiente: 

7'Pi,T'"' 1'"1r1~r-.. ..,...,~:..) l-vJ.'I 
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• . Tras ser estimuladas las células se lisan en solución amortiguadora Tris (50 

• 

mM Tris-HCI, 150 rnrv1 NaCI, 2 mM EDTA; pH 7.5), que contiene 1 % d_e Tritón 

aprotinina, 1D}tg/mlpepstatina y 10 ~tg/ml leupeptina. 

El lisado éeluclar se incuba por 15 min a 4 ºC. Pasado ese tiempo se 

centrJfugélaJ3000 r.p.m. por 5 rnin a 4ºC. 

• Se recupera el sobrenadante (la fracción soluble en de~ergente) y se 

determina la concentración de proteína usando el ensayo comercial para 

determinación de proteína (cat 500-0116 Bio-Rad. Richmond, CA). A partir 

de esta fracción se pueden analizar las características generales en lisados 

totales o bien las características de una proteína en particular en 

inmunoprecipitados. 

• Lisa dos totales: se toman 100 ~Lg de proteína del sobrenadante. Se 

complementan con 20 ~ti de solución 8X-Laemmli reductora y se hierven por 

5 min; para ser analizados por inmunoblot (ver mas adelante). 

• lnmunoprecipitados: se recuperZI el sobrenadante de la lisis de 1x107 

células y se incuba con 2pg de anticuerpo anti-Syk N 19 (Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz. CA). durante toda la noche a 4ºC, en agitación 

constante. 

• Se inrnunoprecipita incubando el sobrenadante con 40 ~ti de perlas de 

proteína A-agarosa (Bio-Rad. Richrnond, CA) por 2 h a 4ºC en agitación 

constante. 
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• . Se recupera el inmunoprecipitado centrifugando las muestras por f min a 

7 000 r.p~m. y s~ retira13I s9b.rE'.,nadante .. · 

• El inmunoprecipitªdg s:~ l9vaJ_re!:j vec~s con una solución amortiguadora de 
c~o--~~:=,cc_:_-oo;;.~~_:_,_ ~~~~.~----~,:,-_. ;;~oc:{;i~=--;c-~;.;.;c; _ ·=.-· -- -- · 

Tris (50 mM rris.-HCI, ,150 mM'NaCI, ~2 mM EDTA; pH' 7.5), 'que- contiene 

0.1 % deT~itón'xi1 Oa·, 1 rriM NaN04, 1 o mM·NaF, 2 mM PMSF, 1b µg/ml de 
. . . 

apr:otinio_a, J.9.J1g/111J peJJstatina y 1 O µg/ml leupeptina. Se. elimina el 
- --- ---- - - --- -- ----------------- --·--=-=-··-~:_-·-=---~--'.-_-co-,,--__ c_--;=--' -=-~=-==- ~ --=--

. . . 

sobrenadanfe y se agregan 40 µI de solución 4?<;.L'aemmli reductora. Se 

hierven por 5 min los inmunoprecipitados; para ser analizados por inmunoblot 

(ver mas adelante). 

Análisis por inmunoblot. 

• Los lisados totales o los inmunoprecipitados se someten a electroforesis en 

geles de acrilamida al 10%154 y se transfieren a membranas de 

nitrocelulosa 155
. 

• La membrana de nitrocelulosa se bloquea toda la noche.a 4ºC; Para ello se 

usa una solución de TBS (10 mM Tris-HCI, 150 mM NaCI; pH 7.5) que 

contiene 0.05% del detergente Tween 20, 3% de leche en polvo sin grasa 

(Carnation, Nestlé) y 1 % de albúmina sérica bovina (BSA, Sigma, St. Lo u is. 

MO). Tras el bloqueo se elimina el exceso de proteína lavando tres veces la 

membrana de nitrocelulosa con TBS que contenga 0.05% de Tween 20 

(TBS-0.05% tween). 

• La membrana de nitrocelulosa se incuba por 1.5 h con una dilución 1: 1000 

del anticuerpo primario en TBS-0.05% Tween, 3% leche y 1 % BSA, en 

-----··----. 
Tii'1.~rci r·nN ...ti ..... u \_,: . .,..,. 
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. agitación constate a temperatura ambiente. Los siguientes anticuerpos se 

usaron como anticuerpos primarios: el anticuerpo monoclonal anti-PY 

(generado en ratón); los anticuerpos policlonales anti-Syk N1 g:y anti~PTp 

(generados en conejo)(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA):~~-

• Se lava la membrana con TBS-0.05% Tween. Cuatro cambios de 5 min cada 

uno. 

• La membrana de nitrocelulosa se incuba por 30 min con una dilución 1 :5000 

del anticuerpo secundario en TBS-0.05% Tween, 3% leche y 1% BSA, en 

agitación constate a temperatura ambiente. Los siguientes anticuerpos 

(acoplados a HRP, de sus siglas en inglés HorseRadish Peroxidase) se 

usaron como anticuerpos secundarios: el anticuerpo anti-ratón (generado en 

conejo) o el anticuerpo anti-conejo (generados en cabra)(Zymed; San 

Francisco, CA), segCm convenga. 

• Se lava la membrana con TBS-0.05% Tween. Cuatro cambios de 5 min cada 

uno. 

• Se visualizan las bandas inrnunoreactivas usando el substrato 

quimioluminiscente SuperSignal (Pierce. Rockford, IL). 

• Las imágenes quirniolurniniscentes se capturan utilizando el aparato Gel-Doc 

2000 (Bio-Rad, Hercules. CA) y se analizaron con el software QuantityOne 

(Bio-Rad. Hercules. CA). 

• Si se desea probar otro anticuerpo primario, se eliminan los anticuerpos 

unidos a la membrana tratándola con una solución "stripping" de glicina/SOS 

(100 mM Glicina. 0.5% SOS; 2.5 pH) a 70ºC por 1 h. Se lava la membrana 
r-

l
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. con TBS-0.05% tween. Cuatro cambios de 5 min cada uno y se continúa el 

protocolo de inrnunoblot. 

Ensayo de actividad de cinasa in vitro. CD~spuéscdé estimUlar- a las célillas J774 

utilizando eritrocitos sensibilizados u opsonizados, se lisan y se recupera la fracción 

soluble en detergente. Esta fracción se usa para inmunoprecipitar la cinasa Syk y 

determinar la actividad de la enzima analizando su capacidad para fijar (y-32P]ATP a 

proteínas. El procedimiento empleado es el siguiente: 

• Se estimulan 1x107 de células siguiendo el protocolo de estimulación de los 

FcyR con eritrocitos opsonizados con lgG. 

• Se lisan en una solución amortiguadora Tris (50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCI; 

pH 7.5), que contiene 1 % del detergente Brij 96, 1 mM NaN04, 2 mM EDTA, 

1 O mM NaF, 2 mM PMSF. 1 O pg/ml de aprotinina, 1 O ~tg/ml pepstatina y 1 O 

pg/ml leupeptina. 

• El lisado celular se incuba por 15 min a 4ºC. Pasado ese tiempo se 

centrifuga a 13 000 r p m. por 5 min a 4ºC. 

• Se recupera el sobrenadante y se incuba con 2pg cje anticuerpo anti-Syk N 19 

(Santa Cruz Biotect1nology. Santa Cruz, CA), duránte toda la noche a 4ºC, en 

agitación constante. 

• Se inmunoprecipita incubando el sobrenadante con 40 ~ti de perlas de 

proteína A-agarosa por 2 h a 4ºC en agitación constante. 

• Se recupera el inmunoprecipitado ~.centrifugando las muestras por 1 min a 

7 000 r.p.m. y se retira el sobrenadante. 
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• 

• 

. Se lava una vez con una solución amortiguadora de:Hepes (25 mM Hepes, 

150 mM NaCI; p[l 7.5), q~.e 9ont!ene 0.1 º¡{, d~ 1¡3rij 96,1 oo µM NaJV04, 1 mM 

NaF, 2mM PMSfy1Qµglrnl.c:Jea¡Jr,oti11in~ ... · 
------ -- -- ;-=-, •-"~--;:.-~·,,--~~,~-~"-':;~-ó_-=~~~;o_o_o-co_;=-.=. ·'---= '-='.0--

Se lava dos veces con una S(Jlución amortigúadora de Hep~s ·~Tn detergente 

y que conú~~~ 1·b6 µM Na3'/0~. 1 mM NaF, 2 mM PMSF y 1 o µg/ml de 

_ aprotinina.~·- ~--- .-c.--

• Al inmunoprecipitado se agregan 500 µI de solución amortiguadora de 

reacción de cinasa (25 mM Hepes, pH 7.5; 10 mM MnCl2), que contiene 100 

~1M Na3y04, 1 mM NaF, 2 mM PMSF y 10 µg/ml de aprotinina. Se incuba por 

5 min aAºC. 

• Se recupera el inmunoprecipitado centrifugando las muestras por 1 min a 

7 000 r.p.m. y se retira el sobrenadante. Se agregan 20 ~ti de solución 

amortiguadora de reacción de cinasa que contienen 5. µCi [y-32P]ATP con o 

sin substrato exógeno. Si se agrega substrato exóge'no se adiciona a los 20 

ni que cóntienen 5 ~1Ci (y-32 P]A~P, 1 ~ig/ml ~e'I~ ~-rot~ína 'básica de mielina 

(PBM). 

• Se incuba por 1 O min a 37°C .. Pasado ese tiempo se traílsfiéren las muestras 

a hielo. 

• Si el ensayo se realiza en presencia de PBM, se agregan 20 ~d de solución 

8X-Laemmli reductora. Se hierven por 5 min y se someten á electroforesis 

para después transferir las proteínas a una membrana de nitrocelulosa. 

• Si el ensayo no se realiza en presencia de PBM, se agregan 500 µI de 

solución amortiguadora de reacción de cinasa fría (4ºC). 
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• Se recupera el inmunoprecipitado y se lava seis veces con. sólución 

amortiguadora de reacción de cinasa fria. 

• Se elimina el sobrenadante y se agregan 30 µI de solución BX-Laemmli 

reductora. Se hierven por 5 min y se someten a electroforesis para después 

transferir las proteínas a una membrana de nitrocelulosa. 

• En ambos casos la membrana se expone y se revela por autoradiografia. 

• Después de revelar se analiza por inmunoblot la cantidad de proteina Syk 

cargada por carril. Se visualizan las bandas inmunoreactivas usando el 

substrato quimioluminiscente SuperSignal (Pierce, Rockford, IL). 

• Las imágenes luminiscentes se capturan utilizando el aparato Gel-Doc 2000 

(Bio-Rad, Hercules, CA) y se analizaron con el software QuantityOne (Bio-

Rad, Hercules, CA). 
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RESULTADOS 

La activación de PKC incrementa la fagocitosis mediada por el anticuerpo 

de la subclase lgG1 (2C5) hasta asemejar la fagocitosis mediada por el anticuerpo 
' - - .. . ·. '. 

de la subclase lgG2b (4F8) en condiciones normales. Datos previos mostraron que 

anticuerpos monoclonales ant,i:..DNP de la subclase lgG2b eran más eficientes que 

anticuerpos de la subclase lgGJ para mediar fagocitosis 143
• Una explicación simple de 

esta observación es que existan.~iferencias en la afir1i~ad por el hapteno entre cada 

subclase; estas diferencias se traducirían en una capacidad distinta para opsonizar a la 

partícula que, en consecuencia, no interaccionarían de la misma manera con lacé¡Jula 

fagocítica. Cuando se probó esta hipótesis experimentalmente no se. 9bserváron 

diferencias en afinidad que explicaran la contrastante capacidad de estos anticuerpos 

para mediar fagocitosis 144
. Al analizar la vra de señalización inducida> por cada 

subclase, se observó que los dos estímulos fagocíticos dependen de la misma manera 

de la actividad de las enzimas PLD/PLA2 y MAPK. Sin embargo, la participación de la 

vía de MAPK es más trascendente para que se lleve a cabq lél tago2itosis que la 

participación de la vía de PLD/PLA2
145

. , ' -· i' - : :· ·>'~- ··:' .·.:. 

Se observaron diferencias importantes en el.grada'. d'e '.~e~~n-ciéhciél en la 

con un anticuerpo de la subclase lgG2b (4F8), depende d~ laadtivlda'd d~ Pi 3-K, pero 
- - . . .,_-".-'-' --. '_ ·"-- .·.;_.;._, .. ;- ·-·:; -. . - '. 

;.'.\·.···. '"' ;:··, 

esta dependencia es menor para la fagócitosis d~ ·.parti'c'Úlasd ~psonizadas con un 

anticuerpo de la subclase lgG1 (2C5). El ~is~~He~().~e.~o se observa respecto a la 

dependencia de la actividad de PKC, 'pero ~ae··lll~neY~ más drástica 145
• Cuando las 

células son tratadas con el inhibidor Ro 31-8220, que inhibe la actividad de las cinasas 
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~:~ Om~~T.'~· 



de la familia PKC155
-
160

, se inhibe tanto la fagocitosis mediada por la subclase' lgG1, 

como la mediaga por la subclase lgG2b. Esto concuerda con datos publicados donde 

se reporta qu1:3 lé:!· inhibición farmacológica o la expresión de isofórfna~ dominantes 

negativas para Pl(C reduce la fagocitosis mediada por los f=¿;{R 161
-
162

• -Sirf eínbargo~ 

cuando las células son tratadas con el inhibidor GF109203X, que inhibe a 

concentraci~nes distintas isoformas clásicas e isoformas nue.vas de cinasas de la 

familia PKC163
"
166

; la fagocitosis de partículas opsonizadas con l~G1 no disminuye a las 

concentraciones que afectan a las isoformas clásicas; mientras que la fagocitosis de 

partículas opsonizadas con lgG2b es eliminada 145
. Esto sugiere que la diferente 

eficiencia para fagocitar partículas opsonizadas con anticuerpos de la subclase lgG1 o 

con anticuerpos de la subclase lgG2b se deben a diferencias en su capacidad para 

estimular las vias de activación celular. 

Para confirmar el efecto de los inhibidores de PKC y determinar si al estimular 

exógenamente a las isoformas de PKC sensibles a DAG se observa un incremento en 

la fagocitosis mediada por la subclase lgG 1. realizamos la fagocitosis en presencia de 

PMA. El PMA se une a un dom1n10 rico en cisteinas que induce la translocación de la 

cinasa PKC a la membrana 16 ~. La translocación a la membrana activa a las isoformas 

dependientes de DAG. sin la necesidad ele involucrar a otra enzima. 

Las células J77 4 fueron tratadas con distintas concentraciones de PMA (1 O, 25, 

50, 150 y 500 nM), o bien solo con el vehículo DMSO durante el tiempo que se 

realizaba la fagocitosis de eritrocitos opsonizados con anticuerpos de ambas subclases 

a la concentración hemaglutinante ( 1.875 pg/ml) o bien solo con eritrocitos 

sensibilizados. La fagocitosis mediada por anticuerpos de ambas subclases se 

r~·:·:- . TESIS CON 
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incrementa cuando las células son tratadas con PMA, pero no así la fagocitosis de 

eritrocitos sensibilizados (Fig. 8). La fagocitosis se incrementa de manera proporcional 

al aumento'enfa 'gonée~fraéióhdePMA, entre las concentraciones de 10 y 100 nM; por 

arriba de~ es"fa:cco~rícentración"el incremento es mínimo. Para comparar los va.lores.de 

fagodtosis de.eritrocitos opsonizados con cada subclase en células.tratacjas con.PMAy 
··-, - ' _-,-_ -:- ,-:- , __ ·:.-.'-.:..o_' 

no tratadas, las células J77 4 se trataron con la concentración de PM~ >ª la .cual se 
------- =--=~--=- ·---~ 

observa .el so% de. activaciór:i, so nM, o bien solo conefvei1f8ufó~'.°qr.Jiso,·aurarlte el 

tiempo que se realizaba lci fagocitosis de eritrocitos opsonizados o bieri solo con 

eritrocitos sensibilizados. Las concentraciones de anticuerpos empleadas para cada 

subclase fueron de 30, 7.5, 1.875, 0.47, 0.12, 0.03 y 0.007 µg/ml. Se observa que el 

aumento en la fagocitosis mediada por la subclase lgG1 es mayor que el aumento en la 

fagocitosis mediada por la subclase lgG2b. El incremento en la fagocitosis mediada por 

la subclase lgG1 en células tratadas con PMA es tal que casi iguala la fagocitosis 

mediada por la subclase lgG2b en condiciones normales (Fig. 9). 

Para poder afirmar que las células se encontraban en perfecto estado tras ser 

tratadas con PMA se realizaron ensayos de viabilidad; midiéndose la cantidad de 

producto colorido formado a partir de la reducción de MTT. Esta técnica permite 

cuantificar la actividad mitocondrial 150
. El tratamiento con PMA o bien la sola presencia 

del vehiculo (DMSO) no disminuye la actividad mitocondrial y por lo tanto tampoco la 

viabilidad celular (Fig. 1 O). 
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Figura 8. Efecto del PMA sobre la fagocitosis de partículas opsonizadas con 
anticuerpos de distinta subclase. Macrófagos de la línea celular J774 fueron tratados con 
concentraciones crecientes de PMA durante el tiempo que trascurría la fagocitosis de 
eritrocitos opsonizados con la concentración hemaglutinante (1.875 ~tg/ml) del anticuerpo de la 
subclase lgG1 (2C5) y del anticuerpo de la subclase lgG2b (4F8). Se muestra el promedio y 
desviación estándar de 3 experimentos. 
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Figura 9. Efecto del PMA sobre la fagocitosis de partículas opsonizadas con anticuerpos de distinta subclase. Macrófagos de la línea 
celular J774 fueron tratados con 50 nM de PMA durante el ensayo de fagocitosis. Los eritrocitos fueron opsonizados con distintas 
concentraciones de anticuerpo de la subclase lgG1 (2C5) e lgG2b (4F8). Se muestra el promedio y desviación estándar de 3 experimentos 
independientes. 
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Figura 10. El tratamiento con PMA o bien con el vehículo (DMSO) no tiene efecto 
sobre la viabilidad celular. Las células fueron tratadas con las distintas concentraciones de 
PMA o la mayor concentración de vehículo, para después determinar por la cantidad de MTT 
reducido la viabilidad celular. Se muestra el promedio y la desviación estándar de tres 
experimentos independientes. 
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El . grado de fosforilación de la cinasa Syk inducido por la estimuiación 

mediada por la subclase lgG1 no es diferente al inducido por la estimulación 

mediada por la subclase lgG2b. La cinasa Syk participa en la fagocitosis mediada por 

los FcyR 168
"
169

. Su activación es un evento muy importante en la fagocitosis, ya que si 

se inhibe su actividad empleando inhibidores espec!ficos para esta enzima, se bloquea 
. : : ;: ·,' , . 

. ... ' 

completamente la internalización de la partícula. Esto no' o~urre con la fagocitosis 

mediada por receptores para<complemento (CR~);Ta:mpoécLocLlrr%·1~;fagobitosis si se 

impide la expresión de Syk usando oligonúcleótidos antisentid() o Usando 111acrófagos 

de ratones Syk·1• 73
, lo que no ocurre en el caso de lasrCinasás de la familia Src, donde 

es necesario usar triple deficientes para Hck·1·, Fg(1
" y Lyn·1· para observar una 

disminución en la fagocitosis mas pronunciada, aunque a.ún así el proceso no se abate 

completamente. Además, células no hematopoyéticas (que no expresan Syk) son 

capaces de fagocitar eficientemente si se coexpresa Syk y el receptor apropiado58
·
170

. 

Algunos reportes indican que Syk participa en la formación del esqueleto de actina que 

se forma bajo la copa fagocítica 171
; y otros que se requiere durante la internalización de 

la partícula 172
. 

Por el papel tan importante de Syk en la activación de los receptores FcyR, por 

ser una enzima esencial para que se lleve a cabo la fagocitosis y por que su activación 

es uno de los primeros eventos en la cascada de señalización, decidimos analizar su 

estado de fosforilación en respuesta a estímulos fagocíticos. Se sabe que Syk es 

fosforilada cuando se agregan los receptores FcyR 169 y que la fosforilación en residuos 

de las tirosinas Y317, Y342 y Y346 son dependientes de la actividad de la cinasa Lyn80
. 

TESIS CON 
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Por ello se acepta que el estado de fosforilación de Syk, así como el de. muchas 

cinasas, indica su estado de actividad. 

Para analizar el estado de fosforilación de Syk; en respuesta al estímulo 

fagocítico generado por cada subclase de lgG, estimulamos a células de 0 la línea J774 

con eritrocitos opsonizados con cada subclase, o solo sensibilizados .. Re9~pera1nos. el 

contenido celular de 1x107 células y analizamos el estado de fosforilación de Syk por 

western blot anti-fosfotirosina (anti-PY). La banda que corresponde~a-Sykseº iCfefitificó 

por peso molecular y analizando la membrana por western blot anti-Syk. 

Primero establecimos que nuestras condiciones de estimulación fueran las 

optimas y para ello estandarizamos el protocolo de estimulación. Nuestro protocolo se 

basa en el trabajo de Sobota en 200282
. Las condiciones de estimulación permiten 

definir el estado de fosforilación en residuos de tirosina tras la sola unión de la partícula 

(4ºC), y con ello de la agregación de los receptores: o bien. el estado de fosforilación en 

residuos de tirosina cuando se inicia el proceso de fagocitosis (37°C), en este caso se 

permite que la célula contínue con la casc;:ida de señalización que conduce a la 

internalización de la partícula. Nuestros resultados muestran que existen diferencias en 

los patrones de fosforilación entre células est1111uladas y no estimuladas (Fig. 11 ). 

Cuando las particulas interactúan con los Fc/R se da la fosforilación en residuos de 

tirosina, rápida y transitoria, de muchas proteinas. de distintos pesos moleculares: 11 O-

120, 90, 60, 40 y 30 kDa. Después. durante el proceso involucrado en la internalización 

de la partícula la cantidad de proteínas fosforiladas disminuye, pero se incrementa el 

estado de fosforíláción de otras. como proteinas de un peso molecular aparente 

aproximado a 70·kDa. Esta banda no se observa en células no estimuladas: no cuando 
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Figura 11. Diferencias en el estado de fosforilación en tirosina de proteínas entre células 
estimuladas y no estimuladas. Las células se mantuvieron en 1 O mi de D-MEM sin suero fetal 
bovino (SFB) por 2 h a 37ºC y 6.5% C02 Se resuspenden a la densidad de 1 x 10 7 células/mi en D
MEM fresco sin SFB y se incuban por 1 O min en frio. Pasado ese tiempo se agregan 1.5 mi de una 
suspensión al 4% de eritrocitos opsonizados, con la concentración hemaglutinante (1.875 ~tg/ml), para 
cada subclase de lgG y se mantienen en agitación constante a 4ºC. Se incubaron 1 mina 37ºC para 
permitir la señalización involucrada en la internalización de la particula o bien se mantuvieron a 4 ºC 
para definir la señal asociada a la sola interacción entre la partícula y el receptor. Las células se lisan 
y se recupera la fracción soluble en detergente. Del sobrenadante se toman 100 ~tg de proteína total y 
se someten a electroforesis en condiciones desnaturalizantes. Se realiza una trasferencia a 
nitrocelulosa para detectar proteínas fosforiladas. Claves: M, macrófagos sin estimular; gr, 
macrófagos incubados con eritrocitos sensibilizados; 2C5, macrófagos estimulados con eritrocitos 
opsonizados con anticuerpo de la subclase lgG1 (2C5); 4F8, mac(ofagos--estiml;llados .. can_eritrocitos 
opsonizados con anticuerpo de la subclase lgG2b (4F8). j TESIS CON 11 
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se incubé!ron a 4º.C nicuando se incubaron a 37ºC (carriles 1 de unión e internalii:ación 
. - - -

Fig. 11 ). Pero ~¡se observa un cambio cuando las céh.ilas se iricüban con eritrocitos no 
.-.. -·· . -

opsonizado~; sin embargo, ·el grado de fosforiladón~smenotal°observado cuando las 

células se incuban con eritrocitos opsonizados (carriles 2 de unión éinternalización Fig: 

11) 

Cuando se analizó el estado de fosforilación de la cinasa Syk en respuesta a la 

estimulación con eritrocitos opsonizados con anticuerl?os de ambas subclases, no se 

observaron diferencias entre los patrones de fosforilación en residuos de tirosina 

inducidos por cada estimulo (Fig. 12 y 13). En respuesta al estímulo se da un 

incremento en el estácfo,.de.fosforilación en residuos de tirosina de la enzima Syk que 
,.,,-,_ '.·; 

depende del tiempo,d~e¡~timulación. Desde los 30 seg de estimulación (ver carril 5 en 

las figuras 12 y 13) se observa un incremento en el estado de fosforilación en residuos 

de tirosina de Syk, sobre el estado de fosforilación basal en células no estimuladas 

incubadas a 37ºC (ver carril 3 en figuras 12 y 13) o sobl'e él estado defosforila~ión de 

células estimuladas con eritrocitos no opsonizados (ve3r carriÍ 4 er1figur~s 1? yJ 3). Este 

incremento se acentúa si las células son estimuladas.p~r m~stieinpo: t~ 3y5 mjn (ver 
.. , . .. ·.o' -.-' ''.•· . 

carriles 6-8 en las figuras 12 y 13). El máximo de fosforilación en resi(juos de Úrosina en 

respuesta a los dos estímulos (eritrocitos opsonizados con lgG1/o.corl lgG2b) se 
' .·. , :.· .. -

• ' • - ' 1 

observa a los 3 min. Este patrón de fosforilación en la cinasa Syk asociado al tiempo de 
' ~-.- ·: - ,· ._. ;' .- . ' 

estimulación ha sido reportado en otros sistemas77, Sin, embargo, a los 10 rnin de 

estimulación la fosforilación de Syk disminuye casi a niveles basales (carril g:Sn Ías 

figuras 12 y 13). Al parecer el cursoiterhpcirald~ la fosforilación de Syk es diferente 

dependiendo de la subclase de lgG con la que se realice la estimulación. Aunque el 

valor máximo de fosforilación se da a los 3 min en ambos casos; al estimular con el 
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Figura 12. Estado de fosforilación de la proteína cinasa Syk en respuesta a la estimulación con 
eritrocitos opsonizados con anticuerpo de la subclase lgG1. Las células se mantienen en cajas 
petri de cultivo en suspensión, con 1 O mi de D-MEM sin suero fetal bovino (SFB) por al menos 2 h a 
37"C y 6.5% C02 Pasado ese tiempo, se resuspenden a una densidad de 1 x 107 células/mi en D-MEM 
fresco sin SFB y se incuban por 1 O min en fria. Pasado ese tiempo se agregan 1.5 mi de una 
suspensión al 4% de eritrocitos opsonizados, con la concentración hemaglutinante (1.875 ~tg/ml), con 
cada uno de los subclases de lgG. Se realizaron incubaciones a distintos tiempos, a 37ºC o bien 4 ºC. 
Las células se lisan y se recupera la fracción insoluble mediante centrifugación. Del sobrenadante se 
cuantifica proteína y se someten a electroforesis 100 ~tg/ml por condición experimental, para después 
transferir a una membrana de nitrocelulosa y realizar un blot anti-fosfotirosina. La membrana se 
desnuda utilizando el buffer de stripping y se incuba con el anticuerpo anti-Syk de manera que se 
pueda obtener la relación entre proteína total y proteína fosforilada. Experimento representativo de 4 
ensayos. Claves: M, macrófagos sin estimular; gr, macrófagos incubados con eritrocitos sensibilizados; 
2C5, macrófagos estimulados con eritrocitos opsonizados con anticuerpo de la subclase lgG 1 (2C5). 
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Figura 13 .. Estado de fosforilación de la proteína cinasa Syk en respuesta a la estimulación con 
eritrocitos opsonizados con anticuerpo de la subclase lgG2b. Las células se mantienen en cajas 
petri de cultivo en suspensión, con 10 mi de D-MEM sin suero fetal bovino (SFB) por al menos 2 ha 
37ºC y 6.5% C02 Pasado ese tiempo, se resuspenden a una densidad de 1 x 107 células/mi en D
MEM fresco sin SFB y se incuban por 10 minen frie. Pasado ese tiempo se agregan 1.5 mi de una 
suspensión al 4% de eritrocitos opsonizados, con la concentración hemaglutinante (1.875 ~tg/ml), con 
cada uno de los subclases de lgG. Se realizaron incubaciones a distintos tiempos, a 37ºC o bien 4 ºC. 
Las células se lisan y se recupera la fracción insoluble mediante centrifugación. Del sobrenadante se 
cuantifica proteina y se someten a electroforesis 100 ~tg/ml por condición experimental, para después 
transferir a una membrana de nitrocelulosa y realizar un blot anti-fosfotirosina. La membrana se 
desnuda utilizando el buffer de stripping y se incuba con el anticuerpo anti-Syk de manera que se 
pueda obtener la relación entre proteina total y proteína fosforilada. Experimento representativo de 4 
ensayos. Claves: M, macrófagos sin estimular; gr, macrófagos incubados con eritrocitos 
sensibilizados; 4F8, macrófagos estimulados con eritrocitos opsonizados con anticuerpo de la 
subclase lgG2b (4F8). 
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Figura 14. Relación entre la cantidad de Syk fosforilada vs Syk total. El estado de fosforilación de Syk en células estimuladas 
con eritrocitos opsonizados con la subclase lgG1 muestra un desplazamiento temporal menos abrupto que el observado en células 
estimuladas con eritrocitos opsonizados con la subclase lgG2b. En la grafica se muestra la normalización entre la cantidad de Syk 
total y la cantidad de Syk fosforilada. Claves: m4, macrófagos sin estimular a 4ºC; m37, macrófagos sin estimular a 37°C durante 5 
min; g4, macrófagos incubados con eritrocitos sensibilizados a 4ºC; g37, macrófagos incubados con eritrocitos sensibilizados a 37°C 
durante 5 min; e30, estimulación durante 30 seg a 37 ºC con eritrocitos opsonizados; e1. estimulación durante 1 min a 37 ºC con 
eritrocitos opsonizados; e3, estimulación durante 3 min a 37 ºC con eritrocitos opsonizados; e5, estimulación durante 5 min a 37 ºC 
con eritrocitos opsonizados; e10, estimulación durante 10 mina 37 ºC con eritrocitos opsonizados. 



anticuerpo _de la subclase lgG2b (4F8) el máximo de fosforilación se . aicanza 

abruptamente, mientras que, al estimular con el anticuerpo de la subclase lgG1 (2C5) el 

máximo de fosforilación se alcanza paulatinamente. 

Las diferencias observadas en el patrón de fosforilacióri eii r~sidÜó~ de tirosina 

de Syk en respuesta a la estimulación no se explican por diferencias. en el cargado de 

proteína por carril; en todos los carriles hay aproximadamente la misma cantidad de Syk 

total, como se puede observar en el inmunoblot anti Syk (Fig. 12 y 13). 

Para po?ér d,efiriir. si existían diferencias estadísticamente significativas entre el 

grado de f~sf~rilªcién :Yel esUmulo, se obtuvo la relación entre la absorbancia obtenida 

en cada 9angafbe'din~urio61ot anti-PY con respecto a la absorbancia obtenida en la 
: -~ -\ 

banda cortespoÓ~i~nt~•del inmunoblot anti-Syk después de realizar densitometría. De 

esa rnaner.a se puede observar claramente la relación entre la cantidad total de Syk y la 

cantidad de Syk fosforilada en residuos de tirosina. para cada condición experimental. 

Los datos se presentan como la relación entre proteína fosforilada y proteína total 

(ProteínaP/ProteínaTotal) y se muestra el promedio y la desviación estándar de tres 

experimentos (Fíg. 14). El análisis de varianza indica que existen diferencias 

estadísticamente significativas entre células no estimuladas y células estimuladas. 

particularmente a los 3 minutos de est1111ulación. Por desgracia la variación entre cada 

experimento genera una desviación estándar muy amplia, lo que no permite confirmar si 

existen las diferencias observadas entre los cursos temporales en la fosforilación de 

Syk inducida por cada subclase (Fig. 14). En cualquier caso parece evidente que la 

estimulación mediada por la subclase lgG 1 induce un aumento en la fosforilación de 

Syk de casi la misma magnitud que la estirnulación mediada por la subclase lgG2b. 
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Sy_k se activa maf> rápido en. respuesta a la estimulación mediada por la 

subclase lgG2b. Al anaHzar el. e_stado de fosforilación de Syk en respuesta a la 

estimulación con cada subclase no se óbserVarón diferencias que pudierari>explicar la 

pobre eficienCia - 18 sübclase.T§G1~para mediar fagocitosis: AühcfCfe-- n~o--pUdimos 

confirmar si los cursos temporales en la fosforilación de Syk inducidos por cada 

subclase eran significativamente diferentes; al analizar cada experimento era muy claro 

que el patrón se mantenía y que las diferencias temporales existían. 

Se sabe que la fosforilación en en residuos de tirosina está asociada con la 

activación de muchas enzimas, pero también es claro que "fosforilación" no es 

necesariamente sinónimo de "activación··. Las cinasas de la familia Syk/ZAP-70 son 

susceptibles a fosforilación en tirosina en muchos sitiosªº, y si bien la fosforilación de 

alguno de ellos activa a la enzima 173
, la fosforilación en otros sitios le permite a Syk 

asociarse a cinasas o a proteínas multidorninio 173
·
115

; o regulan negativamente su 

función 79
. Por esto decidimos analizar la actividad de la enzima Syk inmunoprecipitada 

en lisados de células estimuladas o no estimuladas con eritrocitos opsonizados con 

cada subclase. Con la enzima Syk inmunoprecipitada se realizan ensayos de actividad 

de cinasa in vitro. En este ensayo s0 determina la capacidad de la enzima para unir 

covalentemente, sobre un substrato. fósforo marcado radiactivamente utilizando [y-

32P]ATP. Se analizó la autofosforilación de Syk (transfosforilación) (Fig. 15) y la 

fosforilación de un substrato exógeno. la proteína básica de mielina (PBM) (Fig. 16). 

Nuestros resultados muestran que la actividad de la cinasa Syk inducida por la 

estimulación con eritrocitos opsonizados con cada subclase, es diferente (Fig. 15 y 16). 



Cuando fas células son estimuladas con eritrocitos opsonizados. con el 

anticuerpo de la subclase lgG1 (2C5) se observa un incremento en la actividad de fa 

cinasa a los tres minutos hasta alcanzar el máximo de e actividad a los 5 min de 

estimufación. Este curso temporal se observo tanto eri los~cerisáyo-s de autofosforilación 

(carriles 3-6 de la figura 15), como en los ensayos de acti.vidad de cinasa sobre la PBM 

(carriles 3-6 de la figura 16). En los ensayos de actividad de cinasa sobre PBM, es más 

evidente que, al minuto de activación la cinasa Syk está inactiva; fa señal del y-32P no 

es muy diferente a la observada en células no estimuladas incubadas a 37°C (ver carril 

2 en figuras 15 y 16) o sobre el estado de fosforifación de células estimuladas con 

eritrocitos no opsonizados (ver carril 3 en figuras 15 y 16). 

En cambio, cuando fas células son estimuladas con eritrocitos .. opsonizados con 

el anticuerpo de la subclase lgG2b (4F8) se observa un incremento en la actividad de la 

cinasa desde el primer minuto de estimulación. La actividad a los 3 min de estimufación 

es menor. A los 10 min disminuye aún por debajo de los niveles básafes de actividad. 

Este curso temporal se observo tanto en los ensCJyos de autofosforilación (carriles 7-9 

de fa figura 15), como en los ensayos de .Jctiv1d~1d de cinasa sobre la PBM (carriles 7-9 

de la figura 16). En los ensayos de ;;1ctl';1dacJ de cinasa sobre PBM. es más evidente 

que. al minuto de estimufación se da l.J ¿1ct1v1dad máxima de la cinasa Syk y que a los 

10 min se apaga completamente. de tal manera que no es posible detectar la señal. 

Las diferencias observadas en ICJ actividad de Syk en respuesta a la estimufación 

no se explican por diferencias en el CCJrgado de proteína por carril; en todos los carriles 

hay aproximadamente fa misma cantidad de Syk total, como se puede observar en el 

inmunoblot anti Syk (Fig. 15 y 16) 
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Syk fosforilada 

Blot anti-Syk 

C:miles 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
M • • 

~F 
• 

2C5 • • 

4F8 • 

4"C • 
37"( • • • • 

tiempo Cmin) 5 5 1 3 5 1 3 5 

Figura 15. Ensayo de actividad de cinasa in vitro de inmunoprecipitados anti-Syk de células 
estimuladas y no estimuladas. Existen diferencias en la actividad de cinasa de Syk en 
inmunoprecipitados obtenidos de células estimuladas con eritrocitos opsonizados con anticuerpo de la 
subclase lgG1 (2C5) y la actividad de cinasa de Syk en inmunoprecipitados obtenidos de células 
estimuladas con eritrocitos opsonizados con anticuerpo de la subclase lgG2b (4F8). Las células se 
mantienen en cajas petri de cultivo en suspensión, con 10 mi de D-MEM sin suero fetal bovino (SFB) por al 
menos 2 ha 37ºC y 6.5% C02 Pasado ese tiempo, se resuspenden a una densidad de 1 x 10' células/mi 
en D-MEM fresco sin SFB y se incuban por 10 m1n en frío. Pasado ese tiempo se agregan 1.5 mi de una 
suspensión al 4% de eritrocitos opsonizados, con la concentración hemaglutinante (1.875 ftg/ml), con cada 
uno de los subclases de lgG. Se realizaron incubaciones a distintos tiempos, a 37°C o bien 4 "C. Las 
células se lisan y se recupera la fracción insoluble mediante centrifugación. Del sobrenadante se 
inmunoprecipita Syk y se realiza el ensayo de cinasa in vitro. Se agrega el buffer Laemmli y se hierven las 
muestras. El sobrenadante se recupera y se somete a electroforesis, para después transferir a una 
membrana de nitrocelulosa y revelar por autoradiografia. Para después realizar un blot anti-Syk. 
Experimento representativo de 3 ensayos. Claves: M, macrófagos sin estimular; gr, macrófagos incubados 
con eritrocitos sensibilizados; 2C5, macrófagos estimulados con eritrocitos opsonizados con anticuerpo de 
la subclase lgG1 (2C5); 4F8, macrófagos estimulados con eritrocitos opsonizados con anticuerpo de la 
subclase lgG2b (4F8). 
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PBM fosforilada 

Blot anti-Syk 

Cu·riles 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
M 
gr • 

2(5 • • • 

4-FB • • 

4·c 
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tiempo Cmin) 5 5 1 :) 5 1 3 5 

Figura 16. Ensayo de actividad de cinasa in vitre sobre PBM de inmunoprecipitados anti-Syk 
de células estimuladas y no estimuladas. Existen diferencias en la actividad de cinasa de Syk en 
inmunoprecipitados obtenidos de células estimuladas con eritrocitos opsonizados con anticuerpo de 
la subclase lgG1 (2C5) y la actividad de cinasa de Syk en inmunoprecipitados obtenidos de células 
estimuladas con eritrocitos opsonizados con anticuerpo de la subclase lgG2b (4F8). Las células se 
mantienen en cajas petri de cultivo en suspensión, con 10 mi de 0-MEM sin suero fetal bovino 
(SFB) por al menos 2 ha 37°C y 6.5% CO: Pasado ese tiempo, se resuspenden a una densidad de 
1 x 10' células/mi en D-MEM fresco sin SFB y se incuban por 10 min en frio. Pasado ese tiempo se 
agregan 1.5 mi de una suspensión al 4% de eritrocitos opsonizados, con la concentración 
hemaglutinante (1.875 ¡1g/ml), con cada uno de los subclases de lgG. Se realizaron incubaciones a 
distintos tiempos, a 37ºC o bien 4 "C. Las células se lisan y se recupera la fracción insoluble 
mediante centrifugación. Del sobrenadante se inmunoprecipita Syk y se realiza el ensayo de cinasa 
in vitro sobre PBM. Se agrega el buffer Laemmli y se hierven las muestras. El sobrenadante se 
recupera y se somete a electroforesis, para después transferir a una membrana de nitrocelulosa y 
revelar por autoradiografia. Para después realizar un blot anti-Syk. Claves: M, macrófagos sin 
estimular; gr, macrófagos incubados con eritrocitos sensibilizados; 2C5, macrófagos estimulados 
con eritrocitos opsonizados con anticuerpo de la subclase lgG 1 (2C5); 4F8, macrófagos 
estimulados con eritrocitos opsonizados con anticuerpo de la subclase lgG2b (4F8). 
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La. inhibición de la actividad de fosfatasa tiene distinto• efecto sobre la 

fagocitosis inducida por cada anticuerpo. Además de la fo,sforiladón de proteínas 

por cinasas, la defosforilación esta involucrada en regular la ~ttivÍdad enzfrnática de 

Sykªº y se sabe qüe la capacidad para mediar funciones efectoras delFcyR involucra la 

actividad de fosfatasas62
. Algunas fosfatasas citosólicas pueden asociarse a la 

maquinaria enzimática involucrada en la señalización mediada por los ITAMs e 

ITIMs 176
•
177

• Por lo anterior, se planteó que la actividad de fosfatasa podría estar 

involucracla. enja regulación de la fagocitosis; por lo que decidimos inhibir la actividad 

de estas enzimas para determinar el efecto sobre la fagocitosis inducida. por los 

anticuerpos de cada subclase. 

Para ello utilizamos el compuesto pervanadato, que inhibe .la actividad de 

fosfatasa con una especificidad diferente a la del vanadato y cuyo efecto se observa en 

células intactas 178
• 

Las células J774 fueron tratacfas con distintas concentraciones del inhibidor 

pervanadato (10, 50y100 ~tM), o con el vehículo DMSO (Fig. 17). Las células tratadas 

fueron estimuladas con eritrocitos oµsonizacfos con cada anticuerpo, usando para 

ambos la concentración hemaglut1nante de 1.875pg/ml o con eritrocitos sensibilizados. 

La fagocitosis de eritrocitos opso111zados con el anticuerpo de la subclase lgG 1 (2C5), al 

igual que con el anticuerpo de la subclase lgG2b (4F8), fue inhibida de manera dosis 

dependiente (Fig. 17), pero los valores máximos de inhibición para cada anticuerpo 

fueron distintos. El valor máximo de inh1b1ción para el anticuerpo de la subclase lgG1 

fue de 60%, mientras que para el anticuerpo 4F8 fue del 85%. A la concentración de 
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Figura 17. Efecto del inhibidor general de fosfatasas, el pervanadato, sobre la fagocitosis 
mediada por los FcyR. La fagocitosis mediada por la subclase lgG1 (2C5) es menos sensible al 
efecto del pervanadato. Se utilizaron las concentraciones de 1 O, 50 y 100 pM de pervanadato. 
incubando por 5 min previos al estímulo fagocítico, a 37°C y 6.5% de CO:. Como control de 
vehículo se empleó la concentración máxima de DMSO y se incubó en las mismas condiciones. 
Los datos representan la fagocitosis mediada por los Fc·¡R. para ello se eliminó el valor de la 
fagocitosis obtenida en células tratadas con DMSO que se incubaron con eritrocitos 
sensibilizados. Los datos están normalizados tomando como 100% la fagocitosis obtenida en 
células no tratadas con pervanadato y que se incubaron con eritrocitos opsonizados con cada 
subclase. Se muestra el promedio y la desviación estándar de 3 experimentos independientes . 
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inhibidor mas baja, 10 ~LM se alcanza el 50% de inhibición de la fagocitosis (ICso) para 

ambas subclases. 

SHP-1 permanece - asociada a . la cinasa Syk "por mas- ffempo~- cuando fa 

estimulaci6n es mediada por la subclase lgG1. Una de las fosfatasas que participa 

en la señalización mediada por los FcyR es la fosfatasa SHP-1 141
. SHP-1 se asocia al 

ITIM y se ha propuesto que participa en la regulación negativa de la vía. En macrófagos 

knockout para FcyRll se observó que la cascada de señales generada con la activación 

de este receptor regula negativamente la fagocitosis mediada por los receptores FcyRI y 

FcyRlll 179
. La sobreexpresión de SHP-1 en macrófagos murinos de la línea celular J774, 

evita la fagocitosis mediada por los Fc·¡R 138
. SHP-1 se puede asociar a Syk y por ello se 

propone como candidato para regular el patrón de fosforilación de Syk y con ello su 

actividad 180
. Por ello nos propusimos determinar si la via de señalización activada con 

la agregación de receptores. mediada por las partículas opsonizadas con cada 

subclase, involucraba a SHP-1 y si podíamos observar su interacción física con la 

cinasa Syk. Para observar la asociación de SHP-1 con Syk y analizar su 

comportamiento cuando las células eran estimulodas con eritrocitos opsonizados con 

ambas subclases, inmunoprecipitamos a Syk y realizamos un inmunoblot anti-PTP. Con 

este procedimiento capturamos a Syk y a todas aquellas moléculas que se le asocien 

firmemente. Nuestros resultados sugieren que la fosfatasa SHP-1 se encuentra 

asociada a Syk de manera constitutiva. como lo muestran los inmunoprecipitados de 

Syk de células en reposo (carriles 1-3 de la figura 18). Tras la estimulación la 

asociación de SHP-1 se modifica. Cuando las células son estimuladas con eritrocitos 
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Figura 18. Asociación de la fosfatasa SHP con la cinasa Syk en inmunoprecipitados anti-Syk 
de células estimuladas con eritrocitos opsonizados con cada subclase. El tiempo asociación si 
se modifica cuando las células son estimuladas con eritrocitos opsonizados. Se observa que la 
cantidad y el tiempo por el cual se mantiene asociada SHP a Syk en células estimuladas con lgG1 
(2C5) es mayor que cuando las células son estimuladas con lgG2b (4F8). Las células se lisan con 
una solución de Tris 50 mM pH 7.2, 1 % de tritón X-100 y 0.1 de SOS; y los inhibidores enzimáticos 
a 4ºC. Se recupera la fracción soluble en detergente por centrifugación. El sobrenadante que se 
recupera se incuba toda la noche con 2 ¡1g/ml del anticuerpo anti-Syk (N19, este anticuerpo 
reconoce la región amino terminal de la cinasa Syk). Para después incubar con proteína A-sefarosa. 
El inmunoprecipitado se somete a electroforesis y después se trasfiere a nitrocelulosa, para incubar 
con anticuerpo anti-PTP y revelar por quimioluminiscencia. La banda corresónde al peso molecular 
reportado para SHP-1. Claves: M, macrófagos sin estimular; gr, macrófagos incubados con 
eritrocitos sensibilizados; 2C5, macrófagos estimulados con eritrocitos opsonizados con anticuerpo 
de la subclase lgG 1 (2C5); 4F8. macrófagos estimulados con eritrocitos opsonizados con 
anticuerpo de la subclase lgG2b (4F8). 



opsonizados con el anticuerpo de la subclase lgG1 (2C5) esta asociación se mantiene 

durante el primer minuto de estimulación, y disminuye a los 3 min de estimulación, para 

casi desaparecer a los 5 min de estimulación (carriles 4-6 de la figura 18). · 

.. En cambio tras la estimulación con eritrocitos opsonizados con=~eniiiticúefrpb de 

la subclase lgG2b (4F8) está asociación disminuye desde el pr-imer minuto de 

estimulación y la señal de SHP no se detecta posteriormente (carriles 7-9 de la figura 

18). Las diferencias observadas en la asociación entre Syk y SHP en respuesta a la 

estimulación no se explican por diferencias en el cargado de proteína por carril; en 

todos los carriles hay,aprOximadamente la misma cantidad de Syk total, como se puede 
f ;-.-

observar eri el ·inmljnoblot anti Syk (Fig. 18). 

Esto .. corr~lél~iona con las observaciones de los ensayos de actividad de cinasa in 

vitro. En las células que fueron estimuladas con eritrocitos opsonizados con lgG1, el 

aumento en la actividad de Syk es inversamente proporcional al grado de asociación 

entre la fosfatasa SHP-1 y Syk. A su vez. cuando las células que fueron estimuladas 

con eritrocitos opsonizados con lgG2b. el aumento en la actividad de Syk se dio desde 

el primer minuto de estimulación cuando la cantidad de SHP-1 asociada a Syk es 

mínima (Fig. 16 y 18). 
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DISCUSIÓN 

Los macrófagos son elementos esenciales del sistema inmunológico. Forman 

parte de las primeras defensas y están involucrados en la activación y regulación de 

mecanismos de la respuesta inmune adaptativa, al secretar mediadores 

proinflamatorios y citocinas2
. 

La capacidad fagocitica de los macrófagos está relacionada con la expresión de 

receptores especializados, como los Fc¡R, y la maquinaria enzimática que participa en 

la señalización mediada por ellos 181
. Los Fc·lR unen la porción Fe de las 

inmunoglobulinas clase G, lgG 182
. Los Fc·lR pertenecen a una superfamilia de 

receptores involucrados en el reconocimiento del antígeno27
. Tanto el humano como el 

ratón expresan distintos tipos de receptores. El receptor FcyRI, es el receptor de alta 

afinidad para lgG y puede unirla monoméricamente con una constante de afinidad de 

108 M.1
. Los receptores Fc¡Rll y Fc·/Rlll, son receptores de baja afinidad para lgG y no 

la unen monoméricamente con una afinidad mensurable. Estos receptores pueden unir 

complejos de lgG. Muchas células expresan más de un tipo de receptor Fc¡R, capaces 

de mediar fagocitosis43
. Si esto no fuera suficiente para complicar el esquema, cada 

receptor une con distinta preferencia a las distintas subclases de lgG51
º

52
. En el sistema 

murino el FcyRI une preferentemente a la subclase lgG3. La subclase lgG1 señaliza 

preferentemente a través del receptor Fc¡-Rlll. La subclase lgG2 (lgG2a e lgG2b) 

señaliza preferentemente a través del Fc·/Rll. pero también puede hacerlo a través del 

receptor FcyRI; además la lgG2a puede señalizar a través del receptor Fc·lRlll 51
•
52

. 
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Los primeros eventos inducidos por la agregación de los receptores FcyR 

involucran el reclutamiento de cinasas citoplásmicas que inician una cascada de 

fosforilación en tirosina. Esta cascada de señalización regula una amplia gama de 

enzimas que regulan muchas de las repuestas celulares que puede dar el 

macrófago72
"
73

. Durante el estudio de las respuestas celulares inducidas por la 

agregación de estos receptores se emplearon anticuerpos monoclonales específicos 

para estimular a cada receptor. Esto permitió descifrar parte de las cascadas 

bioquímicas generadas y los requerimientos mínimos para activar a la célula. Con esto 

también se confirmó que cualquier ligando capaz de inducir la agregación de los 

receptores genera respuestas celulares 1 . Sin embargo, no hemos logrado entender 

cómo las diferencias en los agregados (en su estructura, tamaño, vida media, etc) 

afectan el proceso. Algunos datos experimentales sugieren que las propiedades 

estructurales del agregado influyen en la respuesta que se genere34
"
37

. Se observó que 

dímeros estructuralmente diferentes del receptor FccR generaban, con distinta 

eficiencia, diversas respuestas celulares 38
-·

10 Al analizar la cascada de señalización 

inducidas por estos anticuerpos se encontró un nuevo paso de regulación en la 

señalización inducidas por la activación del receptor Fci:RI. Este paso de regulación 

involucra la disociación de la cinasa Lyn de los complejos de receptores agregados 41
. 

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. asi como dinámicos) pueden determinar la respuesta. Bajo esta 

premisa. para estudiar la activación a través de receptores para lgG. se generaron 

r----·- .. -------~ 
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anticuerpos monoclonales específicos para el 2,4-dinitrofenol143
• Se encentro que 

anticuerpos de la subclase lgG1 eran menos eficientes que anticuerpos de la subclase 

lgG2b para mediar la fagocitosis de eritroeitos opsoriÍZados, no obstante que 

presentaban la misma constante de unión por el haptehO, 'copsonizában en la misma 

proporción a la partícula y en consecuencia interaccionaban de la misma manera con 

células fagocíticas (macrófagos) 144
• Estos eventos presentan distinta susceptibilidad a 

inhibidores específicos pa;a cinasas de la~famili~~P.KC y Pl-3K145
• ¿Cuál es la razón 

de por qué anticuerpos de distintas subclases medien con distinta eficiencia 

fagocitosis? 

Dado que distintos anticuerpos de la misma subclase presentan las mismas 

características; es decir, no es un fenómeno particular a los anticuerpos 2C5 (lgG 1) y 

4F8 (lgG2b), una posible explicación sería que las diferencias estructurales entre las 

subclases de lgG que les confieren distinto grado de flexibilidad, también les permitan 

interaccionar de distinta manera con los receptores y que esto se traduzca en la 

formación de horno o heteroagregZtdos de los receptores con distintas caracteristicas 

estructurales y distinta capacidad parn transducir seriales. 

Esto sugiere que existen diferenciéis en las vias de activación celular inducidas 

por la agregación de las partículas opsonizadéls con anticuerpos de cada subclase y por 

eso median con diferente eficiencia la fagocitosis mediada por los Fc1R. Para probar 

esta hipótesis se analizó comparativamente la participación de distintas enzimas en las 

vías de señalización inducidas por la fagocitosis de eritrocitos opsonizados con un 

anticuerpo monoclonal de la subclase lgG1 (2C5) y con uno de la subclase lgG2b 

(4F8). 

---- .... --.............. _.---... --.-
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Existen reportes que la actividad de PKC es necesaria para que se lleve a.cabo 

la fagocitosis inducida por los Fc¡R 135
• La fagocitosis procede normalmente en ausencia 

de Ca2+ y se incrementa si las células son tratadas con estefes'de~ fcitbol161
•
183

, Esto 
. . . . ' . . 

concuerda con los cofactores requeridos por las isOfofma!:f rl'1I€vas~de.~Kc: Estas 
" . " ', . :.> ." - -, : 

isoformas de la familia PKC son reclutadas durante la difeíenCiaéiÓn del · linaje 

monocitico y se asocian con la eficiente fagocitosis realizada por los macrófagos 184
• 

Datos previos sugieren que la pobre fagocitosis mediada por la subclase lgG1 se 

debe a que este estímulo fagocítico no es capaz de activar eficientemente a PKC. 

Cuando las células se trataron con el inhibidor RO 318220 (que inhibe la actividad de las 

cinasas de la familia PKC, sin discriminar entre las isoformas 155
º
160

), la fagocitosis 

inducida por anticuerpos de las subclases lgG1 e lgG2b fue inhibida en mismo grado y 

de manera dependiente de la dosis. Cuando las células fueron tratadas con el inhibidor 

GF109203X (que inhibe la actividad de PKC. pero afecta a distintas concentraciones a 

las subfamilas 163
º
166

), la fagocitosis inducida por cada anticuerpo se inhibió de modo 

diferente. La fagocitosis inducida por el anticuerpo de la subclase lgG 1 (2C5) fue 

inhibida a concentraciones que inhiben a las isoforrnas nuevas de PKC, mientras que la 

fagocitosis inducida por el anticuerpo de la subclase lgG2b (4F8) fue inhibida a 

concentraciones que sólo afectan a las isoformas clásicas de PKC 145
. Esto sugirió que 

las distintas isoformas participaban de distinta manera en la fagocitosis de partículas 

opsonizadas con anticuerpos de las subclases lgG1 e lgG2b; resulta interesante el 

hecho de que los anticuerpos de la subclase lgG 1 no median fagocitosis eficientemente 

y la conclusion es que este fenomeno se asocia a la falta de activación de las isoformas 

nuevas de PKC. 

10-l 



Para determinar el efecto que tenia la eficiente activación de las isoformas 

nuevas de PKC en la fagocitosis mediada por los anticuerpos de la subclase lgG1, se 

ideó un sistema de complementación farmacológica. En este sistema se activaría 

exógenamente a las isoformas de PKC dependientes de DAG usando PMA 167
, y se 

observaría el efecto sobre la fagocitosis en respuesta a la activación de los FcyR. 

Nuestros resultados muestran que la fagocitosis mediada por anticuerpos de la 

subclase lgG1 se incrementa con el tratamiento con PMA y que este incremento es 

mayor que el observado en la fagocitosis mediada por la subclase lgG2b. El incremento 

en la fagocitosis mediada por la subclase lgG1 en células tratadas con PMA es tal que 

casi iguala la fagocitosis mediada por la subclase lgG2b en condiciones normales, 

aunque no llega a la saturación (Fig. 9) Esto sugiere que las células no han perdido la 

capacidad para responder a un estímulo cuando interaccionan con los eritrocitos 

opsonizados con el anticuerpo de la subclase lgG 1 Además, confirma el hecho de que 

el estímulo dado con el anticuerpo de la subclase lgG1 no activa eficientemente a las 

cinasas de la familia PKC involucradas en la fagocitosis. 

Se sabe que cuando las células son tratadas con PMA se félvqr~9,~:laf0rmációil 
.. :·.··r·.,_. , 

de complejos macromoleculares involucrados en la fagocitosis mediad~"pd~ lds fcyR 142 

y en la señalización del TCR 185
, que involucran a la proteína adaptadora Cbl y a la 

cinasa Syk. En condiciones normales la estimulación de los FcyR conduce a la 

activación de la cinasa Syk 168
. Este es un evento muy importante en la fagocitosis pues 

si se bloquea la actividad de Syk empleando inhibidores específicos para esta enzima 

se abate la fagocitosis. Tampoco.se lleva a cabo la fagocitosis si se impide la expresión 

je Syk usando oligonucleótidós antisentido ó en macrófagos de ratones Syk·1• 73
. Se 

FALlfi~ 16~ri~~;1 
105 



han observado variaciones en la capacidad fagocítica de los distintos FcyR debidas a 

diferencias en su interacción con Syk o debidas a la regulación de la enzima84
• Por eso, 

en este trabajo se analiza el .estado de fosforilación _de Syky su actividad ... S~ s_ab§l qµe 

Syk es fosforilada en .respuesta .Ci la agregación lo::; receptores FcyR 168
-
169 por la 

actividad de la cinasa Lyn80
• Para analizar el estado de fosforilcición d.e Syk, se 

estimularon~ Cell.Jlifs~de la lfnea :JT74·cC:on:e~rifro6itOS OpSOnizadOS COílCada SUbClase; o··-
.. , ' .. . - -: . ~. _- - ... - ' . 

solo sensibilizados y se analizó el est~clode fosforilación de Syk por western .blot anti-

PY. Nuestros resultados no muestran diferencias entre los patrones de fosforilación 

inducidos por cada estímulo (Fig. 12 y 13); aunque al parecer el curso temporal de la 

fosforilación de Syk es diferente dependiendo de la subclase de lgG con la que se 

realice la estimulación. 

Para analizar la actividad de Syk, se estimularon células de la línea J774 con 

eritrocitos opsonizados con cada subclase, o solo sensibilizados y se analizó la 

capacidad de Syk para unir fósforo marcado radiactivamente utilizando [y-32P],A.TP. 

Como subst¡ato se empleó a la propia Syk (transfosforilación) o a la proteína básica de 

mielina. Nuestros resultados muestran que la actividad de la cinasa Syk inducida por la 

estimulación con eritrocitos opsonizados con cada subc.lase, tiene una cinética diferente 

(Fig. 15 y 16). Cuando el estímulo se da con _el anticuerpo de la subclase lgG2b, la 

actividad de Syk se observa desde el primer minuto de estimulación. En cambio, el 
. - - _. ' . :~·,_ .. - -. ' .. · .,, .. ·. : . ·>· . ' 

estímulo dado con el anticuerpo de la sub~l.élse. lg(3{ ~e reta~dá. hast~ alcanzar el 

máximo de actividad a los 5 min de_ estiiríÚl~bióH. Estb podría señalar las diferencias 
; ' .~-> ~·'_;;:~:-: -~)_ .. ·, 1.< '·.: . _,. :: 

llas importantes entre la cascada de ~E!ñ~lit~ci6n inducida por la subclase lgG1 y la 
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inducida. por la subclase lgG2b e indicar la razon del porque median con distinta 

eficiencia. la fagocitosis de partículas. 

La relevancia de la diferente a~tivi9c;i9 de §yk .en la fa~o~itosis de partículas 

opsonizadas cc>n anticuerpos de la subclase lgG1 radica en que Syk por sí misma es 

capaz de mediar fagocitosis 186- 18~. Esto no ocurre en el caso de los miembros de la 

familia Src;·pues es hecesaÍio ge_nerar triples deficientes para Hck·'·, Fg('- y lyn·'· para 
;¡o-_o--oC- '_:L:~ --~>;-,-:,-. /'-~- ;;,- -~ .,. -

observar uriá disrr]in9_ciÓn ~n la fagocitosis mediada por los FcyR74
. Syk y Lyn son 

~-, ·, ' 

activados secu~n6íairr[i;;rite durante la fagocitosis mediada por los FcyR 188
. Lyn se 

: . .~' --. ··:.. . . - . •. ' 

acumula enla ~611~ en donde se dio el reconocimiento primario. Esta interacción se da 

aún cuando las células son incubadas a 4 ºC. En cambio, Syk se asocia a la zona 

perifagosomal cuando se da la internalización de la partícula (20ºC)62
·
82

. La agregación 

de Lyn parece ser independiente de la respuesta celular y podría ser explicada a través 

de su asociación con los microdominios de membrana y el papel que estos juegan en la 

señalización mediada por los receptores para antígeno 189
. En cambio Syk necesita 

asociarse a las tirosinas fosforiladas de los ITAM80
. 

¿Quién está regulando la actividad de Syk al estimular a las células con 
. ·-- :-·:· -

partículas opsonizadas con el anticuerpo de la subclase lgG 1? Algunos datos indican 
~ , ;.-.~. - ~ .'. ,,-_ . . ' ' .,. ' . . - . . .. -. 

,.:- -- .. · - -. .. 

que en la regulacióÍI de la actividad de la ciriasa Syk participan los propios receptores. 

Es a través de las tirosinas _de· la secuencia ITAM que el receptor puede modular la 

respuesta. Esto lo súgieren experi111entos en donde la mütación de residuos de tirosina 

de la secuencia ITAM}pres~ntes en los receptof~s FbyRfl FcyRlllmurinos abate la 
' ·: . ('..;- :· .· ·_. -0::'_.:·:~· -:~-;~ :.>"- - ,' 

fagocitosis. Adernás;; ésto~; estudios arrojaroh• dato~ que indican que las características 

en la secuencia ITA~ puede m~dificar la f()r~a ·en cómo interacciona con ellos la cinasa 

r---;ry~~!~ COT!J 
1 ~ t • - - l. __ J .L 
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Syk. Cuando se mutó la primer tirosina en el ITAM del FcyRllA, se reduce la fagocitosis, 

pero no es eliminada84
• Muchos datos sugieren que los dominios SH2 presentes en 

moléculas efectoras tienen distinta afinidad poiOJa secuencia de la región ITAM 17º· 190-~ 92 •. 

Y no solo eso, se ha obse.rvado que fas regiones contiguas al ITAM tam.bién pueden 
. . 

regular la asociación entre el. recepfor y moléculas efectoras (por ejemplo Syk), así 

como la~res-pü~stéd13I receptor84
; $e sabe que Lyn se debe disociar de los~ ITAM 

--. ,-- .. -,- ._ •,.- - : ·.'-· -

fosforilados para permitir que Syk se ancle a estos sitios. La eficiencia en la disociación 

de Lyn del receptor depende del grado de fosforilación del ITAM41
. La forma en como 

Syk se asocie a las secuencias ITAM podría explicar el hecho que Syk no sea activada 

de la misma manera en respuesta a la estimulación mediada por los anticuerpos de la 

subclase lgG1, pero esto no dice quién la está regulando. Al parecer en este proceso 

también están invol~cg:idos los receptores y la estructura de la cinasa Syk. 

Se sabe qlle cil a,.so9iarse Syk a la secuencia ITAM es fosforilada en residuos de 

tirosina por cinas~~ d~ .la familia Src 168
•
169

. En estos sitios fosforílados, distintas 

proteínas se asóci~,ri a)5yK a .través de sus dominios SH280
. Syk se asocia físicamente 

y es substrato d~.la;toM~tasa SHP-1 180
. La accesibilidad de Syk a SHP-1 también está 

regulada por losreq~pfor~~ FcyRylas secuencias ITIM. En ensayos in vitro se observó 
',~-,: -""- ':'='.; .. :- - -~;' ~ ·-"L'.~; 

que la asociacióli;H~ S~P._Jj¡ fecept~r FcyRllB depende del grado de fosforilación de 
,,·, '> '••' .,, ••,D • 

las secuencias Fff,~;;§, .. :d¡~.l~~'d~~s[dad ,del receptor149 ~ Todavía no es claro .cómo 
,_.;:;~_,;: ~;:),_ -- i·f_--·:iU/-.-·"-

funciona la vía ~éiJf7qy1~§i9'.? ~i1t(~ ~yk y SHP71. SHP-1i~~~~!,~lrp'e:9,atiCarneqte la 

;eñalización mediad~.pof:~I ~c~ 1 ~6• y en el caso de la se~~i'i~aéióíln~ediada por los 

=cyR se sabe quéiiaiactivatióhd~ Sykinduce lafosforilación de la proteína adaptadora 

~bl y que SHP-1 la d~fosf~rila. LafC>storilación de Cbl induce el reclutamiento de CRKL 



a la maquinaria enzimática 138
• Esto permite la asociación de Pl-3K a los comp.JeJos del 

receptor y su activación 193
• Cuando Cbl es defosforilada por SHP-1 194

, la vía se detiene. 

La defosforilación de Cbl suprime la activación de· Rae y en consecuencia se detiene el 

rearreglo del citoesquelefo 138
• Resultadós preVios de nuestro laboratorio muestran que 

la estimulación mediada por los anticuerpos de la subclase lgG1 también fallan en la 

activación de Pl-3K145
• El que la señal no llegue a Pl-3K sugiere que SHP-1 está 

involucrada en la regulación de la vía generada por la estimulación con el anticuerpo de 

la subclase lgG1. 

Por todo lo anterior se determinó si en nuestro sistema Syk y SHP-1 estaban 

asociadas y si correlacionaba su asociación con la actividad de Syk. Para ello 

estimulamos a células de la linea J774 con eritrocitos opsonizados con ambas 

subclases o sólo sensibilizados: inmunoprecipitamos a Syk y realizamos un inmunoblot 

anti-PTP. Nuestros resultados sugieren que la fosfatasa SHP-1 se encuentra asociada 

a Syk de manera constitutiva (carriles 1-3 de la figura 18), y que tras la estimulación la 

asociación se modifica. Cuando las células son estimuladas con eritrocitos opsonizados 

con el anticuerpo de la subclase lgG 1 (2C5) esta asociación se mantiene durante más 

tiempo que cuando se estimula usando eritrocitos opsonizados con el anticuerpo de la 

subclase lgG2b (4F8) (carriles 4-9 de la figura 18). Estos resultados apoyan nuestra 

hipótesis. La estimulación con cada anticuerpo, activa de distinta manera las vias de 

señalización. Las principales diferencias se dan en el transcurso temporal de los 

eventos generados por cada estimulo. 

Pero, hay otros datos que deben ser considerados para entender el curso 

temporal de estos eventos. que involucran tanto a los receptores como a la maquinaria 

enzimática. Cuando se da la interacción entre los FcyR y la partícula opsonizada se 

----~····"'\ TESIS CON ¡ FALLA DE OfüGEN , 
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observa 1.a fosforilación en residuos de tirosina de muchas proteínas. Después, d·urante 

la internalización el nivel de proteínas fosforiladas en residuos de tirosina disminuye 

(Fig. 11 ): E.ste f13pórrien; ya ha sido reportado. Durante la estimulación de IÓs FcyR se 

pueden distingi.J.ir pos eventos: el entrecruzamiento de los receptores y°la agrega~ción de 

los receptores ~en· la zona de reconocimiento. El entrecruzamiento se da a 4 ºC. La 

agregación requiere la movilización de los parches de receptores hacia una región 
=-- ----i---"""-', '._:__'._-_-_-oc--,-

particularen la célula lo que involucra la movilización del citoesqueleto: de actina y 

polariza a la célula 195
-
196

. La estimulación del réceptor FcyRll, en células U937, 

correlaciona con eventos de fosforilación en r~siduos de tirosina; ~ieri~ras · que, la 

agregación está acompañada por eventos de defosforilación 197• La inhibición de la 

actividad de pr9teínas fosfatasas causa una hiperfosforilación en residuos de tirosina 

que coinddé con un impedimento de la movilización de los receptores estimulados 

hacia los agregados 197
. Nuestros resultados muestran que la fagocitosis inducida por la 

estimulación con el anticuerpo de la subclase lgG1 es menos susceptible al tratamiento 

con pervanadato (inhibidor general de la actividad de fosfatasas), que fa fagocitosis 

inducida por la estimulación con el anticuerpo de la subclase lgG2b (Fig .. 17). Esto 

sugiere que fa estimulación inducida por los eritrocitos opsonizados con la subclase 

lgG1 no induce con eficiencia la formación de agregados del receptor y la polarización 

de la célula. Este evento podría involucrar a SHP-1 y su papel en la regulación del 

rearreglo del citoesqueleto 138
. 

Nuestros resultados muestran que durante la activación inducida por el 

anticuerpo de la subclase lgG1, el complejo Syk/SHP se mantiene por más tiempo; tal 

vez esto regula la activación de la fosfatasa .de tal manera que le permite actuar sobre 

-----------------{ 
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Syk modificando su patrón de fosforilación, su actividad, el tipo de molécula~ que se 

asocien a . ella y/o la preferencia de Syk sobre un substrato en particular. En otros 

sistemas, se ha observado que al tratar a las celulas con per.ianádato; la próteína 

SHP-1 se ,.;,antiene unida al receptor FcyRllB; bajo tales éondídcfriéS la f05fatasa se 

mantiene inactiva y se detiene la señal del receptor149
. 

Los procesos de regulación negativa no están sólo involucrados es "apagar" la 

respuesta, también controlan su magnitud o podrían dirigir la señal hacia la generación 

de otra respuesta. La diferenciación del monocito genera al macrófago, u.na célula con 
,... ' . . 

tal capacidad fagocítica y citotóxica que es. necésa'rio modular la magnitud de su 

respuesta para que solo represente un beneficio al hospedero. Muchos datos indican 

que la respuesta es regulada a través dedos rnceptores FcyR. Los macrófagos de la 

línea celular J774 expresan todos los tipos de receptor FcyR; todos ellos son capaces 

de mediar Jagocitosis43
. Como ellos se pueden encontrar muchos tipos celulares en 

cualquier organismo multicelular. Esto implica que la señal generada durante la 

fagocitosis puede> variar en consecuencia a la coestimulación de estos receptores, 

modificando el estado de activación del fagocito y la respuesta que se genere. 

El que la fagocitosis mediada por la subclase lgG1 sea pobre no implica un 

desperdicio para el organismo. Tal vez otros tipos celularessón. capaces de fagocitar 

partículas opsonizadas con inmunoglobulinas de la sublclase lgG1 eficientemente; o 

bien, pueden existir condiciones que nosotros no analizam9~ é.n donde la fagocitosis 

mediada por la subclase lgG1 sea tan eficiente como ladécu~lquier otra subclase. Otra 
-; ~' . '.- _:.~ . ) : :' . 

opción puede ser que esa sea la respuesta normal.'Se sabe que la producción de cada 

subclase está asociada a un tipo de respuesta de los linfocitos T ayudadores (linfocitos 

1
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Th) que se genera en respuesta al ataque de un patógeno en particular2. Consideramos 

que el macrófago tiene la capacidad para distinguir entre distintos patógenos y con ello 

se dirige la respuesta hacia la destrucción de un pátógehb eri particl.Jlar. La forma en 

como distingue al patógeno se da a través del tipo de reCe'pto(FcyRque es agregado y 

la forma en como interacciona con las vías generádas por otros tipos de receptores 

FcyR. Las características de estos agregados regularán la respuesta'. Por esto, la 

activación del macrófago a través de la estimulaCión'.'de los FcyR, 'por las. distintas 
. . '·_:e . ., .. ·. '.; 

inm unog'l()bülina,s producidas durante la respuesta inm LJne adaptativa, no. sólo. mejora la 

capacidád fagodtica· y bactericida de la céfÚlá, sino qUe dirige ··1a respl.J.esta a la 

generación de mecanismos inmunes pafiiculares. 

r----·---··~" 
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CONCLUSIONES 

• El tratamiento con PMA incrementa la fagocitosis de eritrocitos opsonizados con 

ambos anticuerpos. El tratamiento con PMA incrementa la fagocitosis de eritrocitos 

opsonizados con lgG1 a valores similares a los obtenidos con eritrocitos 

_ Of)!3onfz~c!o~ con lgG2b. El vehículo no tiene efecto sobre la fagocitosis de 

eritrocitos opsonizados con ambos anticuerpos; ni modifica la fagocitosis de 

eritrocitos sensibilizados. El tratamiento con PMA o bien con vehículo no 

disminuye la viabilidad celular. 

• No se observan diferencias en el estado de fosforilación de Syk en respuesta a los 

distintos estímulos. El máximo de fosforilación se observa a los 3 min de 

activación. Sin embargo, el estado de fosforilación de Syk en células eistillluladas 
: • 1.- .. :,_·. 

con eritrocitos opsonizados con la subclase lgG1 muestra. un desplazamiento 

temporal menos abrupto que el observado en células estimulad~s ¿on eiitrocitos 

opsonizados con la subclase lgG2b. 

• La actividad máxima de la cinasa Syk se observa a los 5 min cuando las células 

son estimuladas con eritrocitos opsonizados con el anticuerpo de la subclase lgG1. 

mientras que la actividad máxima de cinasa se observa al minuto de estimulación 

cuando este se da con eritrocitos opsonizados con el anticuerpo de la subclase 

lgG2b. 

• La fagocitosis mediada por el anticuerpo de la subclase lgG 1 es menos sensible al 

efecto del pervanadato que la mediada por la subclase lgG2b. 

________ ..__ ... _______ 
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• En células no estimuladas se observa la ~sedación constitutiva erytre la.cir:iasa Syk 

y la fosfatasa SHP: Esta asociación no se modifica cuando las células son 

incubadas con eritrocitos no opsonizaclos. e Pero esta asOciácilón~·stsEi modifica 

cuando las células son estimlJlacfas con. eritroCifos opsoriliaciosts~Oosefrvaqu·e · 1a 

cantidad y el tiempo por el cuál se mantiene asociada SHPLá Syk en células 

estimuladas con lgG1 es mayor que cuando· las células son estimuladas con 

lgG2b. 

__________ ..,_,.,,,,..,,,...,._ 
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