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Resumen

La regulacion de los procesos inflamatorios ocupa un lugar central en el
mantenimiento de la homeostasis, ya sea durante el proceso de eliminacion del agente
agresor, durante las etapas posteriores de reparacion de tejidos, o durante los procesos
inflamatorios cronicos. El evento mas importante en un proceso inflamatorio agudo lo
constituye el acamulo de neutrofilos (PMN) en el tejido injuriado. Durante estos procesos
diversos factores como citoquinas, quemoquinas, agentes quimiotacticos (C5a, C3a),
productos generados de la destruccion de las bacterias y factores del sistema de
coagulacion generan en los PMN una serie de cambios fenotipicos y morfologicos que llevan
a la activacion de los mismos y a su migracion hacia los focos inflamatorios: en un primer
momento los PMN interaccionan con el endotelio capilar a través de moléculas de adhesion
denominadas L-selectinas, que les permiten unirse a sus paredes; luego dicha interaccion se
hace mas firme a través de otras moléculas de adhesion como son las Bintegrinas. Aunque
este es proceso fisiologico que tiende a mantener la homeostasis, bajo ciertas
circunstancias, la interaccion del endotelio con los PMN, células con un alto potencial
citotoxico, puede llevar al dafio endotelial y tisular. Por otra parte, las integrinas no sélo
son responsables del reclutamiento leucocitario sino que desencadenan también diversas
sefiales intracelulares. El fibrinogeno (Fbg), componente central del sistema de
coagulacion y proteina de fase aguda, es uno de los ligandos fisiologicos de la Brintegrina
Mac-1, CR3 o CD11b/CDI18, presente en la superficie de los PMN. El objetivo del trabajo
fue analizar si la interaccion del Fbg soluble (sFbg) con los PMN activados durante un
proceso inflamatorio, es capaz de modular su funcionalidad y sobrevida. Los resultados
obtenidos permiten concluir que cuando los PMN han recibido sefiales inflamatorias se
modifica la conformacién del CD11b/CD18, de tal forma que aumenta su avidez por el
sFbg, presente en el plasma o que ha trans-sudado a sitios inflamatorios. Dicha interaccion
resulta en la activaciéon funcional de los PMN y en la inhibicion de su mecanismo
apoptotico. Asi los PMN presentan una mayor actividad fagocitica y citotdxica y una
mayor capacidad para volcar el contenido de sus granulos con enzimas microbicidas y
liticas. Estos resultados implican una conexion entre la cascada de coagulacion y la
respuesta inflamatoria. Sin embargo, los productos de degradacion del sFbg pierden su

actividad reguladora, resguardando procesos que descontrolados pueden tornarse




sumamente daiiinos para el huésped. Esta modulacion de la actividad bioldgica no es mas
que la expresion de sefiales intracelulares especificas que resultan del balance de los
distintos estimulos recibidos por las células. Aqui también se demuestra que la modulacion
de los PMN por el sFbg esta mediada por una secuencia ordenada de fosforilaciones en
residuos de tirosina de distintas proteinas, fundamentalmente la "Focal Adhesion Kinase" o
Quinasa de Adhesion Focal (FAK) y la "extracellular regulated kinase" ERK1/2, proteina
perteneciente a la familia de las "mitogen activated protein kinases" o proteinas quinasas
activadas por mitogenos (MAPK). La activacion de esta cascada juega un papel central en la
induccion de degranulacion, el aumento de la fagocitosis y el retardo de la apoptosis. Estos
hallazgos aportan evidencias a favor de que la activacion de la proteina ERK1/2 esta
asociada con un aumento en la actividad bioldgica y una disminucién en los procesos de
muerte celular en los PMN. El mecanismo apoptdtico involucra ademas otras sefiales
intracelulares, como la induccion de distintos factores nucleares y genes. Los factores de
transcripcion NF-xB son una familia de proteinas capaces de unirse a sitios reguladores del
DNA modulando la expresion de diferentes genes entre ellos varios anti-apoptoticos. En
esta tesis se demuestra que en los PMN el sFbg también activa el NF-kB, en forma
secuencial a la activacion de la ERK1/2 y que la translocacion al nicleo del NF-«xB, es
responsable de la inhibicion de la apoptosis. El conocimiento detallado de estos caminos
intracelulares es de suma importancia para entender y, eventualmente, intervenir

farmacologicamente en enfermedades con un componente inflamatorio importante.






1. Breve iroduccion Gereral 4 Obgctives.

Los fendmenos inflamatorios se caracterizan esencialmente por la rapida activacion
de mecanismos complejos y multisistémicos que se desencadenan luego de una injuria
tisular producida por infecciones microbianas o procesos traumaticos de distinta
naturaleza. Al principio, la inflamacion es un evento exclusivamente local que se
manifiesta por dolor e hinchazdén y que se acompaiia de calor y rubor. La evolucion de la
respuesta inflamatoria dependera de la capacidad para erradicar el agente invasor y de la
extension del dafio ocasionado por el microorganismo infectante o por la propia respuesta
inflamatoria. De esta manera los mecanismos inflamatorios pueden entenderse como un
sistema integral de defensa y/o reparacion de tejidos cuyo objetivo final es el
restablecimiento de la homeostasis de un organismo. Los neutréfilos son las primeras
células que arriban a los sitios inflamatorios atraidos por agentes quimiotacticos y citoquinas
liberadas por los fagocitos. Dichas citoquinas, sumadas a la accion del sistema
complemento producen la dilatacion y el aumento de la permeabilidad de vasos sanguineos
locales, lo que lleva al aumento local del flujo sanguineo y al pasaje de fluidos,
provocando calor, rubor e hinchazon. Los efectos de las citoquinas modifican también las
propiedades de adhesion al endotelio, causando la unién de leucocitos circulantes a las
células endoteliales y la migracion de los mismos al sitio de la infeccién provocando el
dolor. La inflamacién debida a microorganismos también produce la activacion de la
cascada de coagulacion. Estos estimulos generan en los neutrofilos una serie de cambios
fenotipicos y morfolégicos que permiten esta migracion hacia los focos inflamatorios a través
de moléculas de adhesion dentro de las cuales se encuentran las selectinas y las integrinas. En
un primer momento los neutrdfilos interaccionan con el endotelio capilar a través de
glicoproteinas denominadas L-selectinas, lo que les permite unirse a sus paredes. A
continuacion se induce la eliminacion o shedding de las selectinas de la membrana de los
neutrofilos, y simultineamente se producen cambios cualitativos y cuantitativos en otras
proteinas de adhesion denominadas f3; integrinas como el receptor para el factor C3bi del
complemento (CR3 o0 Mac-1 o CD11t/CD18) que llevan a un aumento de la avidez por su
ligando. A su vez las células endoteliales expresan en su membrana plasmatica moléculas de
adhesion llamadas ICAM-1 que actian como contrareceptores de las B, integrinas (Dustin ef
al., 1986). Asi, ocurrida la adhesion al capilar, los neutrofilos se movilizan hacia los sitios de
unién entre las células endoteliales, las cuales cambian su arquitectura en dicho punto para
facilitar el pasaje de los neutréfilos.




1. Brewe Introduccion Gereral o Obpetivos.

Mientras ocurre la migracion de los neutrofilos, los microorganismos
patogenos son opsonizados recubriéndose principalmente de inmunoglobulinas G (IgG) y
componentes del sistema complemento activado como C3b y C3bi para poder ser
reconocidos y fagocitados por los neutrdfilos a través de receptores especificos como son
los receptores para la porcion Fc de las inmunogluobulinas (RFcy), CD35 y CD11b/CDI8
(Daéron et al., 1997; Wrigth et al., 1983). Tanto las moléculas del complemento como las
de anticuerpo, son ligandos que favorecen la unién de los patégenos a la superficie celular,
incrementando la eficiencia del proceso de fagocitosis. Por otra parte, en el foco
inflamatorio los PMN sufren dos procesos importantes. El primero de ellos, es el estallido
respiratorio, que consiste en la marcada y repentina activacion del metabolismo oxidativo
resultando en la produccion de anién superdxido (O2) (Rossi et al., 1986) y de otras
especies derivadas del oxigeno. El segundo proceso es la degranulacion (Hirsch et al.,
1960), que implica la liberacion del contenido de los granulos citosdlicos, ya sea al interior
de la vacuola fagocitica o bien al medio extracelular. La combinacién de ambos eventos,
contribuye a la muerte y digestion del patdgeno. Por otra parte los neutréfilos son células
terminales que tienen en circulacion una vida media corta controlada a través del proceso
de muerte celular programada o apoptosis (Haslett er al., 1991). Dicho programa puede ser
modificado por diferentes agentes producidos en una respuesta inflamatoria retrasando o
acelerando la apoptosis espontanea de PMN.

En los ultimos afios, se ha esclarecido el concepto de que las integrinas no sdlo estan
involucradas en la adhesion celular sino también en la transduccion de sefiales. Existen en
realidad dos tipos de transduccién de sefiales relacionadas con las integrinas (Keely e al.,
1998). La primera, es una sefializacion directa, en donde la estimulacion de las integrinas por
componentes de la matriz extracelular o por anticuerpos dispara eventos intracelulares que
constituyen sefiales quimicas y transmiten sfress mecanico al citoesqueleto (Fredreck et al.,
1993; Clarck et al., 1995). La segunda, consiste en la modulacion por parte de las integrinas
de sefiales disparadas por factores de crecimiento, inmunoglobulinas, mitogenos, etc. En este
caso el anclaje celular mediado por las integrinas influencia los mecanismos de transduccion
de sefiales activados por otros ligandos (Keely et al., 1998).

Dentro de la superfamilia de las integrinas, se encuentra la familia de las B, (CD18)
integrinas conocidas como LeuCAMs (Springer ef al, 1990; Carlos et al, 1994,
Bevilacqua et al., 1994; Rosales et al., 1995; Walhl et al., 1996). Esta familia comprende 4
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heterodimeros homélogos: LFA-1 (CD11a/CD18), el receptor de complemento tipo 3
(CR3, Mac-1, CD11b/CD18), gpl150,95 (CR4, CDI11c/CD18) y CDI11d/CD18. La
importancia fisiologica de las B, integrinas estd ejemplificada por la forma severa de la
deficiencia congénita de P integrinas conocida como leukocyte adhesion deficiency o
LAD. Los pacientes que padecen dicho sindrome sufren severas infecciones a repeticion
que amenazan su vida. (Graham et al.,1989; Bogomolski- Yahalom et al.,1995).

En particular la [ integrina CD11W/CD18 presente en la superficie celular de los PMN
reconoce una variedad de sustancias endogenas y exdgenas incluyendo el factor de
complemento C3bi, el fibrinégeno, el factor X, Zymosan, B-glucanos, Escherichia coli y
Leishmania (Petty et al.,1996).

El fibrindgeno es una protena de fase aguda que desempeiia tres papeles reconocidos
en los mecanismos hemostaticos. Primero, como precursor de la fibrina, el fibrinogeno actua
sellando vasos sanguineos y evitando hemorragias, ya que participa en el proceso intra y
extravascular de coagulacion. El fibrindgeno una vez clivado por la trombmna se auto
ensambla para formar una matriz de fibrina (llamada fibrina I 0 mondémero de fibrina) que
luego a través del factor XIlla forma una estructura macromolecular de uniones covalentes
(llamada fibrina o fibrina II) que constituye el trombo. Segundo, el fibrindgeno suple, como
un complemento de la estructura de la fibrina, una matriz para la organizacion espacial de las
células que participan en la cura de heridas: eritrocitos, plaquetas, macrofagos y fibroblastos.
Tercero, el fibrindgeno es uno de los principales determinantes de la viscosidad de la sangre.
Un aumento en la viscosidad de la misma contribuye a la patogenicidad y severidad de
desordenes cardiovasculares a través de hipoxia localizada, stress endotelial, los cuales
aceleran un proceso de aterosclerosis (Handley et al, et al., 1997).

Los productos de la cascada de coagulacion y la respuesta inflamatoria se influencian
reciprocamente en diversos aspectos: por un lado, el fibrindgeno, la fibrina y los productos de
degradacion de estas protemnas plasmaticas presentan importantes efectos en la agregacion
plaquetaria, el citoesqueleto, la induccién de quimiotaxis en PMN entre otras (Kazura et
al.,1989) y contribuyen al perfil de riesgo de los pacientes con diabetes y aterosclerosis
(Handley et al.,1997). Asimismo, la interleuquina 6 (IL-6) una citoquina inflamatoria,
aumenta marcada y sostenidamente la biosintesis del fibrinogeno (Handley et al.,1997).
Ademas la IL-1 y el factor de necrosis tumoral (TNF-a) inducen la expresion de ICAM-1
sobre células endoteliales. Considerando que el Fbg tiene la capacidad de unirse
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simultaneamente al CD11/CD18 presente en los leucocitos y a otros receptores en el
endotelio y plaquetas, durante una respuesta inflamatoria a través del Fbg aumentan las
interacciones leucocitos-endotelio, leucocito-plaqueta, plaqueta-plaqueta (Altieri ef al.,1990).
Debido a que el control del reclutamiento de neutrdfilos al sitio inflamatorio y de las
subsiguientes reacciones es clave para la resqlucion del proceso patoldgico y que en definitiva
la funcionalidad de los mismos no es mas que un reflejo del balance de los caminos

transduccionales activados, los objetivos de la presente tesis son:

v Praligan Loy efector del fdhnindgeno solulle sobre La foncioralidad 4
solreida de Loy meutrifilos bumsnos.
V Edudisr Loy camiros Masmducdiorales imolucrsdoy o La
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Los neutrdfilos son células fagociticas que constituyen la primera linea de defensa
durante los procesos inflamatorios. Son células de vida media corta cuyo ciclo vital comienza
en la médula dsea, donde se producen en forma diaria entre 60 y 400 x10’ neutréfilos. Alli
permanecen aproxiinadamente 14 dias antes de ser liberados al torrente circulatorio. Los
neutréfilos en sangre se concentran en dos pools o reservorios de tamario similar, el ;:irculante
y el marginal. Este ultimo, comprende aquellas células que estian adheridas a endotelio y
suelen entrar a los tejidos.

Luego de permanecer entre 6 y 9 horas en circulacion, los neutréfilos abandonan el
lecho vascular, accediendo a tejidos periféricos en respuesta a diversos estimulos. Una vez en
los tejidos permanecen alli por un periodo de entre 6 y 48 horas hasta su muerte por apoptosis
(Sigal et al., 1994).

Los neutrdfilos sufren una serie de cambios fenotipicos y morfologicos en respuesta a
una gran variedad de estimulos que llevan a la activacion de los mismos. Dichos cambios
ocurren secuencialmente y permiten su migracion hacia los focos inflamatorios. En un primer
momento interaccionan con el endotelio capilar a través de glicoproteinas denominadas L-
selectinas, que les permiten unirse a sus paredes. Por otra parte, las células endoteliales
expresan dos glicoproteinas que aumentan la eficiencia de la interaccion célula-célula, las P y
E-selectinas. La expresion de la primera de ellas es inducible por trombina e histamina, en
tanto que la segunda, lo es por efecto de moléculas activadas del complemento o por
citoquinas tales como IL-1 y TNF-a, producidas por los monocitos en el foco inflamatorio
(Crocket-Torabi et al., 1995)

Posteriormente, la exposicion a mediadores inflamatorios induce la eliminacién o
shedding de las selectinas de la membrana de los neutrofilos, y cambios cualitativos y
cuantitativos en la expresion de otras proteinas de adhesion denominadas [3; integrinas como
lo son el Mac-1 (CD11b/CD18 o CR3) o el antigeno asociado a la funcion linfocitaria (LFA)
(CD112/CD18) y gpl50,95 (CD11¢/CD18). Estas proteinas son heterodimeros que se
encuentran a modo de reserva en los granulos de los neutréfilos. Alli permanecen (Baiton et
al., 1987) hasta que estimulos inflamatorios que se liberan en el foco inflamatorio inducen su
expresion en la superficie del neutréfilo (Sengelov et al, 1996). Las células endoteliales
expresan en su membrana plasmatica moléculas de adhesion como la Intercellular Adhesion
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Molecule-1 o Molécula de Adhesion entre células 1 (ICAM-1), que actian como
contrareceptores de las 3, integrinas (Dustin ef al., 1986). Asi, ocurrida la adhesion al capilar,
los neutrdfilos se movilizan hacia los nexos de las células endoteliales, las cuales cambian su
arquitectura en dicho punto para facilitar el pasaje de los neutréfilos (Figura 2.1), fenémeno
denominado diapédesis. El mecanismo por el cual se irduce la apertura de la unién endotelial,
no se ha caracterizado ain. La extension del reclutamiento de neutréfilos y la accion
proinflamatoria de los mismos determina la intensidad de la respuesta inflamatoria. Mas aun
el reclutamiento de neutrofilos esta intimamente relacionado con la activacion y sobrevida de
los mismos. Es por esta razon que el control de la vida media de los PMN es considerado un
mecanismo clave para la resolucién de la situacion inflamatoria (Haslett, 1992).

Mientras ocurre la migracion de los neutréfilos, los microorganismos patdgenos son
opsonizados, recubriéndose principalmente de inmunoglobulinas G (IgG) y componentes
activados del sistema complemento como C3b y C3bi para poder ser reconocidos por los
neutrofilos, quienes poseen en su membrana plasmatica receptores para tales moléculas,
RFcy, CD35 y CD11b/CD18 respectivamente (Wrigth et al, 1983; Daéron et al., 1997).
Tanto las moléculas del complemento como las de anticuerpo, son ligandos que favorecen la
union de los microorganismos patégenos a la superficie celular, incrementando la eficiencia
de dichas interacciones por lo que se ve facilitando el proceso de fagocitosis. Por otra parte,
en el foco inflamatorio también se desarrollan dos procesos importantes. El primero de ellos,
es el estallido respiratorio, que consiste en la marcada y repentina activacion del metabolismo
oxidativo resultando en la produccion de anién superdxido (O>) (Rossi et al., 1986) y de otras
especies derivadas del oxigeno. El segundo proceso es la degranulacion (Hirsch et al., 1960),
que implica la liberacion del contenido de los granulos citosdlicos, ya sea al interior de la
vacuola fagocitica o bien al medio extracelular. La combinacion de ambos eventos, conduce a

la digestion y muerte del microorganismo patogeno. Todos estos procesos se describen
detalladamente en las secciones siguientes.
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Figura 2.1. Migracién de células polimorfonucleares neutréfilos a sitios inflamatorios a través
de moléculas de adhesion.El primer paso involucra la unién reversible de neutréfilos al
endotelio vascular a través de slectinas presentes en el endotelio y carbohidratos ( s-Lewis™)
en el neutréfilo. Esta union favorece interacciones mas fuertes que ocurren como resultado de
la induccion en la expresion de ICAM-1 y MAC-1 en el endotelio y los neutréfilos
respectivamente. De esta manera los neutréfilos dejan de rodar y pueden extravasar a los
sitios inflamatorios.

2.2.-Molécdias Ae Adbesior.

Las propiedades migratorias de los leucocitos juegan un papel critico en la fisiologia de
la respuesta inmune. La mayor parte de los leucocitos maduros estan en continua
recirculacion entre la sangre y los tejidos. Los monocitos y neutréfilos emigran desde el lecho
vascular en respuesta, en primera instancia, a modificaciones en la expresion y/o actividad de
moléculas presentes en la superficie del endotelio de vénulas post-capilares, generadas en
respuesta a un proceso inflamatorio vecino (Cabhill et al.,1979; Springer et al., 1990; Carlos et
al., 1994; Springer et al., 1995).
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Las moléculas responsables de establecer un sistema de comunicacion efectivo entre
leucocitos, células endoteliales y matriz extracelular, las adhesinas, pueden ser agrupadas en 3
familias diferentes: la familia de las selectinas, la superfamilia de las inmunoglobulinas y la
familia de las integrinas. Las adhesinas pueden expresarse en forma constitutiva y/o ser
inducidas por diversos mediadores inflamatorios (Springer et al, 1990; Bevilacqua et al,
1994; Carlos et al., 1994; Rosales ez al., 1995; Walhl et al., 1996).

Los leucocitos salen del torrente circulatorio atravesando las vénulas del endotelio alto
y en una primera etapa se produce una adhesion primaria: los leucocitos que se encuentran
circulando se unen a ligandos endoteliales o comtrareceptores a través de moléculas
expresadas constitutivamente en los leucocitos, denominadas selectinas. Luego la adhesion
secundaria requiere de la interaccion entre moléculas activadas de la familia de las f;
integrinas y sus ligandos de la super familia de las inmunoglobulinas. La tercera etapa
consiste en la extravasacion de linfocitos y 1a cuarta en la produccion de factores que regulan

la retencion de leucocitos en los tejidos.

2.2.1.fanmilia de Loy indeinindn.

Las integrinas son una superfamilia de glicoproteinas transmembrana que
median interacciones célula-célula y célula-sustrato (Petty et al., 1996). Se encuentran en la
mayoria de los tipos celulares y tienen asi un papel esencial en casi todos los aspectos de
la biologia celular desde el desarrollo embrionario hasta la formacion de la memoria,
participando en procesos inflamatorios, desordenes cardiovasculares y enfermedades como
el cancer (Clemetson et al., 1998)

Son heterodimeros formados por 2 cadenas polipeptidicas denominadas a y 8
unidas de modo no covalente, las cuales son requeridas para la normal expresion y
funcionalidad de estos receptores. Han sido caracterizadas hasta el presente mas de 15
cadenas a distintas y al menos 8 cadenas B diferentes. La mayoria de las cadenas B presentan
la capacidad de combinarse con distintas cadenas a, dando lugar a una amplia variedad de
heterodimeros, hasta el momento 22, que expresan diferente funcionalidad. La clasificacion
de las integrinas refleja su composicion en cadenas . Las subunidades a presenta un dominio
citoplasmatico corto, un dominio transmembrana y un dominio extracelular grande de
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aproximadamente 1000 aminoacidos, con un dominio I de union al ligando y otros dominios
(V-VII) que contienen un sitio de union de cationes bivalentes. Las cadenas 3 presentan 750
aminoacidos con un dominio citoplasmatico corto, a excepcion de la B4 (Longhurst et al.,
1998). Aquellas integrinas que involucran la cadena f3, (CD29) pertenecen a la superfamilia
VLA (very late activation antigen), en la cual se han caracterizado 6 miembros: VLAI a
VLAG6. Aquellas que contienen la cadena 3; (CD18) son conocidas como LeuCAMs (Springer
et al., 1990; Bevilacqua et al., 1994; Carlos et al.,1994; Rosales et al., 1995; Walhl et al.,
1996). Esta familia comprende 4 heterodimeros homélogos: LFA-1 (CD11a/CD18), receptor
de complemento tipo 3 (CR3, Mac-1,CD11b/CD18), gp150,95 (CR4, CD11¢/CDI18) y
CD11d/CD18 (Figura 2.2). Dentro de la familia de las B3 esta la integrina prototipo para
estudios de activacion, la allbB; (CD41/CD61, gplibllla) presente en plaquetas, que une
trombina o colageno en su estado de baja afinidad y fibrindgeno en su estado de alta afinidad.
Dentro de la famulia B4 se encuentra el receptor para lamininas, en la de B¢, el receptor de
fibronectina y tenascina, siendo estas solo algunas de las integrinas mas conocidas (Keely et
al.,1998).

Las integrinas reconocen secuerncias aminoacidicas en sus ligandos que
contengan un residuo acido esencial para la unién al receptor. Un ejemplo de esto es la
secuencia peptidica Arg-Gly-Asp (RGD) que esta presente en un gran numero de ligandos de
integrinas (Longhurst ef al., 1998).

Los cationes bivalentes juegan un papel importante en la union de la mayoria de
los ligandos a las integrinas. La adhesion celular mediada pdr integrinas como la unién de
ligandos a receptores purificados es dependiente de concentraciones milimolares de calcio
(Longhurst et al., 1998). En general el sitio de union del ligando en la subunidad o se
encuentra alrededor del sitio de unién de cationes y de esta manera la unidon de cationes
bivalentes durante la interaccion ligando-receptor puede desencadenar cambios
conformacionales a través de la membrana.

Por otra parte las integrinas se presentan en la superficie de los distintos tipos
celulares en forma inactiva, con una baja afinidad por sus ligandos, mientras que en respuesta
a estimulos apropiados, sufren cambios cualitativos que llevan a la expresion de epitopes de
activacion y al consecuente cambio en la afinidad de las mismas por sus ligandos (Longhurst
et al., 1998). Se ha propuesto que este cambio en el estado de activacion de las integrinas es
mediado por los dominios citoplasmaticos en respuesta a eventos intracelulares
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‘desencadenados tal vez por otros agonistas (Longhurst er al, 1998). Otro elemento
intracelular que se une a los dominios citoplasmaticos de las integrinas para crear los
complejos activadores de integrina son las proteinas talina y o-actinina. Esta funcion
particular permite a las integrinas modular las propiedades de adhesion celular sin cambios en
la expresion génica de las integrinas. Por otra parte la capacidad de adaptacion y rapida
modulacion de la interaccion ligando-integrina las trasnforma en coordinadores ideales de los

dinamicos procesos celulares.

Dominio I o A
de union al ligando

Dominios de union a

cationes bivalentes
Dominios ricos

en cisteina

F SN | EE— . E— ]

Membrana
Plasmatica

Secuencia de
Inactivacion

Figura 2.2. Estructura esquemiitica de la integrina CD11/CD18. La cadena o CD11 contiene el
dominio de unién al ligando I y los dominios de unién a cationes bivalentes. La cadena 3, CD18
estd asociada no covalentemente con la cadena o para formar un complejo funcional.




2.21.1.-Boanteppins CDI1HCD18.

La relevancia de las B, integrinas se manifiesta con claridad al observar el
curso clinico de los pacientes que sufren LAD (leukocyte adhesion deficiency). En estos
pacientes hay una producciéon o maduracién deficiente de la cadena B. A consecuencia de
esto, los leucocitos presentan una expresion deficiente de 8, integrinas por lo que los procesos
de quimiotaxis, agregacion, adherencia, fagocitosis y union de C3bi se ven afectados. De esta
manera los leucocitos no pueden llegar al sitio de la infeccion y el pus no se forma (Springer
et al., 1990). Esta combinacion de disfunciones lleva, en la mayoria de los casos, a un cuadro
clinico severo en el cual se manifiesta una marcada susceptibilidad y predisposicion a
infecciones bacterianas graves (Graham et al, 1989; Bogomolski-Yahalom et al.,1995).
Dichas infecciones recurrentes son generalmente fatales durante la nifiez si no es corregido el
problema por un transplante de médula 6sea (Springer ef al., 1990). Este es uno de los
ejemplos mas determinantes del papel de las moléculas de adhesion en la localizacion de los
leucocitos in vivo.

La B, integrina CD11b/CD18 es particularmente importante en la adhesion
de células mieloides a otras c€lulas y a ligandos generados por la activacion de la cascada del
complemento y de la coagulacion (Springer 1990).

El CDI1Ib/CD18 reconoce una variedad de sustancias endogenas y
exogenas incluyendo el factor de complemento C3bi, ICAM-1, el fibrindgeno, el factor X,
Zymosan, B-glucanos, Escherichia coli y Leishmania (Petty et al.,1996).

2.2.1.1.1.-Fibrindieno: Litasdo scdunal Al CD116/CD13.

Diferentes productos de coagulacion y fibrinolisis afectan
profundamente distintas facetas de la respuesta inflamatoria, como la activacion
plaquetaria (Peerschke et al, 1980), la produccién de citoquinas por fagocitos
mononucleares (Fan et al., 1991; Perez et al.,1991; Fan et al., 1993), agregacion de
neutréfilos y quimiotaxis (Berliner et al., 1987 Skogen et al., 1988, Kasura et al., 1989);
sin embargo, los efectos del fibrindgeno soluble sobre células inflamatorias no fueron

investigados anteriormente.
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El fibrindgeno es un homodimero de tres cadenas polipeptidicas
(Aa,BB y ¥) unido por 29 puentes disulfuro inter e intracatenarios. Tiene un peso molecular
de 340 kDa con un nédulo central (dominio E) y dos nédulos flanqueantes (dominios D). El
higado constituye el tnico drgano encargado de su sintesis y la concentracion plasmatica
normal se encuentra entre los 200400 mg/dl (6-12uM). La vida media en circulacion es de
aproximadamente 80 horas en individuos sanos y su degradaciéon es un proceso que sigue una
cinética de primer orden en donde el mimero de moléculas degradadas por unidad de tiempo
es proporcional a su concentracion, manteniendo asi su concentracion plasmatica dentro de
limites estrechos (Handley e al., 1997).

El fibrinégeno tiene por lo menos tres funciones en los mecanismos
hemostéticos. Primero, como precursor de la fibrina, el fibrindgeno actia sellando vasos
sanguineos y evitando hemorragias, ya que participa en el proceso intra y extravascular de
coagulacién. El fibrindgeno una vez clivado por la trombina se autoensambla para formar una
matriz de fibrina (llamada fibrina I 0 monémero de fibrina) que luego a través del factor Xllla
forma una estructura macromolecular de uniones covalentes (llamada fibrina o fibrina II) que
constituye el trombo (Figura 2.3). Segundo, el fibrindgeno provee, como un complemento de
la estructura de la fibrina, una matriz para la organizacion espacial de células que participan
en la cura de heridas como ser eritrocitos, plaquetas, macrofagos y fibroblastos. Tercero y tal
vez el mas importante, el fibrindgeno es uno de los principales determinantes de la viscosidad
de la sangre. Un aumento en la misma contribuye a la patogenicidad y severidad de
desdrdenes cardiovasculares a través de hipoxia loacalizada y stress endotelial, los cuales
aceleran un proceso de aterosclerosis (Handley et al., 1997).

El fibrinégeno presenta diversas interacciones ligando-receptor con
células de la sangre. Asi los dominios que contienen la secuencia Arg-Gly-Asp (RGD) del
fibrindgeno se unen a la integrina gplItvIlla presente en plaquetas. Otra secuencia, presente en
el extremo COOH-terminal de la cadena y(KQAGDYV) también promueve la adhesion
plaquetaria. Ademas, el fibrindgeno se une a las moléculas ICAM-1, adhesinas
pertenecientes a la familia de las Igs presentes constitutivamente en el endotelio. De esta
manera el fibrindgeno puede actuar de puente entre leucocitos, plaquetas y endotelio.
Recientemente fue demostrado que la integrina CD11t/CD18 es un receptor de fibrindgeno y
reconoce una secuencia peptidica intena diferente en la cadena y que no involucra ni la
region RGD ni el extremo COOH-terminal (Gross et al., 1997).
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Desde el punto de vista funcional, el fibrindgeno, la fibrina y los
productos de degradacion de estas proteinas plasmaticas presentan importantes efectos en
diferentes aspectos de los procesos inflamatorios como ser la agregacion de plaquetas,
alteraciones en el citoesqueleto e induccion de quimiotaxis en PMN entre otras (Kazura et
al.,1989) y contribuyen al perfil de riesgo de los pacientes con diabetes y aterosclerosis
(Handley et al., 1997). Por ejemplo, los lipopolisacaridos bacterianos (LPS) inducen la
produccion de IL-6, lo que lleva a un aumento marcado y sostenido de la biosintesis del
fibrindgeno (Handley et al., 1997). La IL-1 y el TNF-a inducen la expresion de ICAM-1
sobre células endoteliales. Los fragmentos de bajo peso molecular producidos por una
digestion exhaustiva de la plasmina producen, entre otras cosas, disfuncién plaquetaria,

alteraciones en el citoesqueleto y accion quimiotactica sobre los PMN (Handley ef al., 1997).

Fibrina I
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Figura 2.3. Modelo de los caminos de degradacion del fibrinégeno. La degradacion del
fibrinégeno y la fibrina por la plasmina libera fragmentos discretos que pueden unirse al igual
que el fibrinégeno a la molécula CD11b/CD18 presente en neutrdéfilos.
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9.3.-Los receplones péns el frhgpmesdo Fe de lpmwnoldollivas (REC).

Los anticuerpos, producidos durante la respuesta inmune contra microorganismos
invasores cor]stituyen un importante mecanismo inflamatorio de defensa. Estas moléculas
forman complejos inmunes (CI) cuando se unen a antigenos microbianos y juegan un papel
preponderante como opsoninas y activadores de otras funciones efectoras celulares. La
porcion Fc de la molécula de anticuerpo es la responsable de iniciar diversas respuestas
celulares a través de la interaccion con receptores especificos (RFc) (Rosales et al, 1993;
Ravetch et al., 1997).

2.3.1.-Reetplones pors el fragmerto Fo he 4G (REY).

Existen 3 clases diferentes de RFcy descriptos en humanos (Fridman et al., 1992)
relacionados estructuralmente pero funcionalmente diferentes.

EL RFcyl es una glicoproteina de 70kDa que une IgG; e IgGs monomérica
humana con gran afinidad. También puede unir CI debido a la presencia de tres dominios
extracelulares /g-like, en vez de dos como ocurre en las otras dos clases de RFcy (Ravetch
et al., 1997). La expresion de estos receptores esta restringida a fagocitos mononucleares en
donde la interaccion del receptor con su ligando desencadena una fuerte actividad
citotoxica (Wallace et al., 1994).

El RFcyll es una glicoproteina que une IgG monomérica con baja afinidad y CI,
que se encuentran en PMN, plaquetas, linfocitos de granulos grandes, células natural killer y
linfocitos B, asi como también en monocitos y macrofagos (Ravetch et al., 1997).

El RFcylIll es una glicoproteina de 50-70 kDa que une IgG monomérica con
baja afinidad y CI. Esta presente en macrofagos, PMN, linfocitos de granulos grandes,
células natural killer. Existen 2 tipos de estos receptores: RFcyIIIA con un dominio
transmembrana e intracitoplasmatico convencional presente en células natural killer y el
RFcyIIIB unido a la superficie via un fosfatidilglicano (GPI) incapaz de generar una seiial

intracelular por si mismo, que se encuentra en los PMN (Ravetch et al., 1997).
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La diversidad de los RFcyy la amplitud de tipos celulares en los que se
expresan constituye la base de la multiplicidad de funciones de gran implicancia biologica
mediadas por estos receptores para la porcion Fc, tales como:

i. Depuracion o clearence de CI (Michel et al., 1983; Finbloom et al., 1985).

ii. Activacion del estallido respiratorio mediado por CI. (Gresham et al., 1988).

iii. Fagocitosis (Gresham et al., 1986; Gresham et al., 1988).

iv. Secrecion de mediadores inflamatorios como al cido araquidénico, el factor
de activacion plaquetario (PAF), prostaglandinas (PG), tromboxanos (Tx) y lipoxigenasas (5-,
12- y 15-lipoxigenasas) generadoras de leucotrienos (LT), lipoxinas e hidroxidcidos (Larsen
etal., 1983; Powell et al., 1996).

v. Secrecion de citoquinas como TNF-a (Haziot et al., 1993) IL-1 B (Malyak et
al., 1994), el antagonista del receptor para IL-1 (Malyak e? al., 1994), IL-8 (Cassatella ef al.,
1992), el factor transformador de crecimiento B1 (TGF-B1) (Fava et al., 1993) y las proteinas
inflamatorias 1a y 1P de macréfagos (MIP-1a y MIP-1[3) (Kasama et al., 1993).

vi. Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) (Karpovsky et al.,
1984; Graziano et al., 1987).

vii.Cooperacion en funciones mediadas por otros receptores para Fc de Ig o bien
por otros receptores no relacionados con Igs (Ej. CD11/CD18) (Zhou et al., 1994; Daéron et
al., 1997).

2.4.-Funciones bioligicis Ae Loy wesitholilos.

Son numerosos los mecanismos a través de los cuales los neutrofilos median efectos
microbiostiticos y/o microbicidas. Los de mayor relevancia biologica son descriptos a

continuacion, en forma resumida.

2.4.1.-Fagocdors.

La fagocitosis, descripta por Metchnikoff en el siglo pasado (Metchnikoff er al.,
1905), es un proceso utilizado por los neutrofilos para ingerir y eliminar grandes particulas
(>0.5 ym.), entre las que se encuentran agentes infecciosos, desechos celulares y células
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senescentes. Al armribar al foco inflamatorio, estas células reconocen al microorganismo
invasor, se adhieren a €l y lo internalizan (Verhoef ef al., 1993).

La internalizacién de las particulas es iniciada por la interaccion de los receptores
especificos en la membrana del fagocito con los ligandos en la superficie de la particula. Ello
conduce a la polimerizaciéon de actina en la zona subyacente al punto de ingestion y la
posterior internalizacion de la particula. En este proceso, la particula es rodeada y finalmente
envuelta, generandose una estructura denominada fagosoma primario o vesicula fagocitica.
Posteriormente, la particula fagocitada queda expuesta a un conjunto de sistemas microbicidas
dependientes de la produccion de especies oxidantes derivadas del oxigeno o bien a la accién
de diversas enzimas hidroliticas, culminando en la formacion del fagolisosoma (Verhoef et
al., 1993).

La eficiencia de este proceso depende de los factores séricos que se unen a los
microorgartismos y de los receptores para dichas moléculas expresados en los fagocitos. Estos
factores incluyen a las IgG e IgM y a los factores C3b y C3bi del complemento que reciben,
colectivamente, el nombre de opsoninas (Verhoef et al., 1993). Estas moléculas facilitan el
reconocimiento de los microorganismos por parte de los fagocitos, a través de su interaccion
con receptores para la IgG, IgM y los receptores para los componentes C3b y C3bi: CR1
(LFA-1) y CR3 (CD11t/CD18) respectivamente.

Las interacciones establecidas entre C3b y/o C3bi y sus receptores promueven la
adhesion del agente invasor al fagocito pero no su ingestion, en tanto que la interaccion de la
IgG sensibilizante con el FcyR, induce tanto la adhesion como su ingestion (Metzger ef al.,
1987). Asi, 1a expresion de ambos tipos de receptores en los fagocitos, permite a las opsoninas
actuar en forma cooperativa. De este modo, la presencia de C3b o C3bi sobre un
microorganismo ha demostrado disminuir marcadamente la cantidad de anticuerpos IgG
requerida para inducir su ingestion.

Es importante sefialar que los sistemas microbicidas dependientes o no del
oxigeno pueden actuar en forma extracelular en ciertas circunstancias:

i.- cuando el tamafio de la particula reconocida es excesivamente grande o bien se
halla inmovilizada, la interaccion del fagocito con dicho estimulo induce la liberacion de
especies tdxicas al medio extracelular.
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ii .- cuando el fagocito es activado por estimulos solubles, tales como complejos
inmunes, péptidos quimiotacticos, citoquinas o productos derivados de la activacion del
sistema complemento.

2.4.2.-Qtotonicidal clilan Aepesdieste Ae svticuerpos (ADCQ).

Se trata de una funcidn que se activa a través de la interaccién entre los
anticuerpos que recubren a la célula blanco o target y los RFcys de las células efectoras
(Isturiz et al., 1990). Una vez dada tal interaccion hay cit6lisis extracelular,

Son numerosas las evidencias que sugieren que la ADCC juega un papel
importante en la inmunidad antitumoral, antiviral y en el rechazo a 6rganos transplantados
(Nathan et al., 1982; Key et al., 1983). Una particularidad de dicha funcion reside en que la
célula efectora no presenta restricciones en cuanto a antigenos de histocompatibilidad. Asi, es
capaz de operar contra células blanco singeneicas, alogeneicas o0 xenogeneicas (Isturiz et al.,
1990). Ademas, su actividad maxima se desarrolla a concentraciones muy bajas de
anticuerpo. La concentracion de anticuerpos sensibilizantes es de 100 a 1000 veces menor que
la necesaria para inducir la lisis por complemento.

En la mayor parte de los casos, el anticuerpo que participa en la ADCC es de la
clase IgG, por lo que los receptores que intervienen en dicha funcién son los RFcy. Existe
evidencia que indica que el FcyRIIIB no es capaz de mediar la ADCC pero si de cooperar en
el proceso total en neutrofilos, mientras que el RFcyll si es capaz de activar este sistemna
citolitico (Fanger et al., 1989).

24.3.-Eallido  nespinddonio. i producdion Ade  reactwes
.z ‘. P M ,; X

Ante la activacion de los fagocitos por diversos estimulos, se genera un grupo
complejo de agentes quimicos altamente reactivos que destruyen a los microorganismos
invasores a través de un proceso de oxidacion inespecifico (Babior et al., 1992). Estos agentes
quimicos cumplen un papel importante tanto en la destruccion de microorganismos como en
la generacion de lesiones tisulares asociadas a manifestaciones inflamatorias de diferente
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etiologia. Dichos agentes, incluyen halégenos oxidados, radicales oxidantes y oxigeno
singlete. En forma concomitante a la produccion de dichos agentes, se genera un aumento del
consumo de oxigeno (de hasta 50 veces), de la produccion de anidon superdxido (O2) y Hz O
y el incremento de la oxidacion de la glucosa por la via de las hexosas monofosfato (Babior
et al., 1992). Este proceso es denominado “estallido respiratorio” y la regulacion de dicho
proceso es sumamente importante ya que es altamente toxico y debe ser restringido a los
limites de la vacuola fagocitica, y actuar en forma breve cuando los microorganismos son
ingeridos (Segal et al., 1996).

El estallido respiratorio resulta de la activacion de la enzima NADPH oxidasa,
que cataliza la reduccion del oxigeno a O,  a expensas de NADPH:

20, + NADPH NADRHads  5n - 4 NADP' + H*
_——

El anidn superéxido es capaz de reaccionar con una amplia variedad de sustratos
biologicos. No obstante, debido a su escaso potencial oxidante, y a la velocidad y eficiencia
con la cual dos moléculas de anién superdxido interactian para formar peréxido de hidrégeno
(Klebanoff et al., 1975), este metabolito no cumpliria por si mismo un papel critico en las
respuestas citotoxicas desarrolladas hacia microorganismos. El superdxido producido es
subsecuentemente convertido en H,O, ya sea en forma espontanea o a través de la enzima
superdxido dismutasa (SOD):

Oy + HO,+ HY —, Hy0, + O
20, + 2H' D . H 0+ O

Por otra parte, concentraciones altas de H,O, (>0.5uM) ejercen efectos
antimicrobianos. Algunos microorganismos son mas sensibles que otros y esta
suceptibilidad podria estar supeditada en parte a la capacidad de degradarlo (por su
contenido en catalasa o peroxidasa) segin

H,0; + H0, 2H0 + O,
H,0, + NADPH ___ Cleminperoxid = H,0 + NADP* + H'
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2.0.4.-Sistemds microbicidas independiondes Aed oxiieno.

Los fagocitos, ademas de poseer sistemas citotoxicos dependientes del O,
cuentan con sistemas microbicidas que actian en forma independiente del O,. En los
neutréfilos, existen proteinas granulares cargadas de agentes antimicrobianos. Los granulos
han sido reconocidos como lugar de reposicion de las proteinas antimicrobianas y también
como vehiculos para la liberacion de su propio contenido, ya sea dentro de los fagosomas en
el proceso de la fagocitosis, 0 al medio extracelular, en el caso de estimulos solubles o
particulados no fagocitables (Elsbach et al, 1988). Estos agentes incluyen proteasas,
fosfolipasas, glucosidasas, lisozimas y otras proteinas y péptidos que rompen las funciones o
estructuras microbianas. Es muy probable que todos estos agentes se unan a la superficie
celular microbiana para ejercer su actividad citotoxica (Verhoef et al., 1993).

2.4.S.-Degrhsilicion.

En los ultimos afios se han caracterizado distintos tipos de granulos
intracitoplasmaticos, tales como los granulos de gelatinasa, los especificos y los azurdfilos
(Borregaard et al., 1993). Por otra parte, existen vesiculas secretorias, que representan una
forma especializada de vesicula endocitica que contienen en su matriz proteinas
plasmdticas no sintetizadas por la célula. Estas organelas no son simples contenedores de
proteinas proteoliticas y bactericidas que son liberadas a la vacuola fagocitica para la
muerte de los patogenos ingeridos, sino que también son importantes reservorios de
proteinas de membrana las que son incorporadas a la membrana plasmatica cuando las
organelas se fusionan con la misma. De esta manera los granulos y vesiculas secretorias
cambian fundamentalmente la habilidad de los neutréfilos para interactuar con el ambiente
(Borregaard et al., 1997)

Los granulos se definen tanto por su contenido interno (matriz) como. por su
membrana. Asi, es posible encontrar granulos con similar composicion de membrana y
diferente contenido interno o viceversa. Ello depende del mecanismo que regula la sintesis

y el tréfico de las proteinas destinadas a la matriz 0 a la membrana.
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La Tabla 2.1 indica el contenido de las tres especies de granulos asi como

también de las vesiculas secretorias.

Tabla 2.1 Contenido de los granulos y

humanos.

vesiculas secretorias de los neutrofilos

Granulos azurofilos

Granulos especificos

Granulos de gelatinasa

Vesiculas secretorias

MEMBRANA MEMBRANA MEMBRANA MEMBRANA

CD 63 CD 15 Mac 1(CD11b) Fosfatasa alcalina
CD 68 CD 66 FMLP-R Citocromo bssg
MATRIZ CD 67 oEnz. DeacilanteDAG |Mac-1 (CD11b)
ac. B-glicerofosfato | Citocromo b ssg MATRIZ #Activ. Uroplasm.
ac.mucopolisacéarido | FMLP-R Gelatinasa FMLP-R
o-antitripsina Fibronectina Acetiltransferasa CD10,CD13,CD45
o- manosidasa Proteina Ga. FcyRIII
Azurocidin Laminina CRI1
B-glicerofosfato Mac-1 (CD11b) MATRIZ

*PPIP

TNF-R

Prot. Plasmaticas

B-glucoronidasa

Vitronectina- R

Catepsina Proteina 19kD
Defensina Proteina 155kD
Elastasa MATRIZ
Lisozyma f-microglobulina
Mieloperoxidasa Colagenasa

9]
89




Sialidasa Gelatinasa

Proteinasa 3 Histaminasa
Lactoferrina
Lisozima

Prot.Unidn a Vit By,

& Activ.Plasmindgen

¢ Enzima deacilante de Diacilglicerol

# Activador Uroplasmindgeno

* Protcina que incrementa la pcrmeabildad bactericida
& Activador de Plasmindgeno

Se han detectado diferencias en la movilizacion de los distintos tipos de
granulos. Pareceria ser que los mas densos son los menos movilizados (Lew et al., 1984;
Sengelev et al., 1993). No se sabe a ciencia cierta si existe alguna conexion de tipo
mecanica entre la densidad de cada granulo en particular y su grado de movilizacion. Pero
lo cierto es que, tanto los granulos como las vesiculas secretorias, estan adosados al
sistema de microtibulos y dado un estimulo, todos ellos se hallan expuestos a la misma
fuerza mecanica de este sistema. Asi, cuanto mas liviana sea la organela, se movilizara con
mayor velocidad. Sin embargo, es posible que moléculas especificas tales como proteinas o
fosfolipidos situados en la membrana de las diferentes especies de granulos medien el

control selectivo de su exocitosis.

2.4.5.1.-Yesicnlas secriloniss.

Las vesiculas secretorias son estructuras intracelulares que se
caracterizan por ser livianas y tener alta movilidad. Debido a esta propiedad, dichas
vesiculas dan cuenta de un aumento de la expresion de proteinas en la membrana celular

(Mac-1, CR1, FMLP-R, FcyRIII entre otros) en respuesta al estimulo de mediadores
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inflamatorios, todos ellos incapaces de mediar “per se” la exocitosis de otros tipos de
granulos (Tosi et al., 1992; Borregard et al., 1997).

La extremada sensibilidad con la cual el neutrofilo responde a los
estimulos proinflamatorios, a través de la movilizacion de las vesiculas (conduciendo al
aumento de la expresion de diversas proteinas en la membrana celular), indicaria que
dichas estructuras juegan un papel primario en la regulacion de los neutréfilos (Borregaard
et al., 1993; Sengelav et al., 1993).

2.4.5.2.-Crksudos especicos 0 sccundirios.

Estos granulos estan definidos por su contenido en lactoferrina en su
matriz y constituyen un reservorio importante de citocromo bssg y del complejo NADPH
oxidasa (Borregaard e al., 1984). Se ha mencionado que la enzima NADPH oxidasa puede
ser directamente activada en los granulos cuando los neutréfilos son estimulados con
ionéforos de Ca** (Rotrosen et al., 1992). No obstante, no se ha dilucidado si ello ocurre
durante el proceso de fagocitosis.

Otros receptores importantes que estan presentes en los granulos
especificos son los receptores para laminina, TNF 6 FMLP y la molécula CD66b. Si bien
existen datos que indican la existencia de una proteina G asociada a la membrana de estos
granulos, no se encontraron moléculas de transduccion secundaria tales como Fosfolipasa
C 6 D (Rotrosen et al., 1988).

2.4.6.-Droduccion de cBoguisss.

La produccion de citoquinas por parte de los neutrdfilos juega un papel relevante
en el desarrollo de ciertas respuestas inflamatorias. Diferentes grupos han demostrado la
capacidad de los neutrdfilos de producir TNF-a (Loyd et al., 1992), IL-1 B, el antagonista del
receptor para IL-1 (Malyak er al., 1994), IL-6 e IL-8 (Fujishima er al., 1994). Si bien es
evidente, desde el punto de vista cuantitativo, que la produccion de citoquinas por célula es

menor en los neutréfilos que en los monocitos, debe recordarse que en los fendmenos




inflamatorios agudos los neutrofilos constituyen el tipo celular preponderante, por lo tanto,
podrian actuar como una fuente importante de citoquinas.

2.4.).-Muerte cludan programada o Pproplosis,

La necrosis y la apoptosis son dos tipos de muerte celular que ocurren en los
organismos vivos. La necrosis es una muerte no fisiologica provocada por un dafio celular
severo que no puede ser reparado, en donde hay disgregacion de organelas, rotura de
membrana plasmadtica y el vertido del contenido celular al exterior, desencadenando la
reaccion inflamatoria en el tejido. La apoptosis, por otro lado, es la modalidad fisiologica
de la muerte celular, en donde las células no deseadas son eliminadas a través de un
proceso que implica sintesis activa de nuevas moléculas. La célula se achica, se condensa
la cromatina nuclear, y se fragmenta el DNA (Garcia Bermejo et al., 2000). La mayoria de
las organelas permanecen intactas, las proteinas son clivadas y degradadas por cistein
proteasas, conocidas como caspasas (Alnemri et al.,1996), las cuales son sintetizadas como
precursores inactivos y clivadas en respuesta a estimulos apoptéticos para activarse
(Akgul ef al., 2001). En una etapa mas avanzada la membrana plasmatica se fragmenta y se
forman los cuerpos apoptoticos, los cuales exponen en la cara externa de la membrana
glicoproteinas y fosfolipidos tipicos que sirven como sefiales de reconocimiento para
macrofagos encargados de su eliminacién (Garcia Bermejo et al., 2000).

Los neutrofilos son células terminales que tienen una vida media corta en
circulacién. En ausencia de estimulos apropiados, los PMN sufren una serie de cambios
indicativos de muerte celular programada o apoptosis, los que incluyen achicamiento de la
célula, condensacion de la cromatina nuclear, y fragmentacion del DNA (Haslett et al.,
1991). Dicho programa puede ser modificado por diferentes agentes producidos en una
respuesta inflamatoria. Por ejemplo LPS, GM-CSF o IL-8 son capaces de retrasar la
apoptosis espontanea de PMN mientras que estimulos como TNF-a o FMLP la aceleran.
La apoptosis entonces, no solo representa una alternativa a la muerte por necrosis sino que
esta asociada con la pérdida de las funciones del PMN, como quimiotaxis, fagocitosis,
degranulacion y estallido respiratorio. Por estas razones, la apoptosis de los PMN puede
ser considerada como un mecanismo que contribuye a la resolucion del foco inflamatorio
(Haslett, 1992; Whyte et al., 1993).
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Por otro lado a pesar de que los PMN expresan una variedad de caspasas
regulatorias y efectoras, incluyendo caspasas -1, -3,-4 y -8, en PMN la apoptosis es
estrictamente dependiente de caspasa 3 (Yamashita et al, 1999). Ademas, los PMN
expresan proteinas de la familia Bcl-2 como Bax, Bid, Bak y Bad con efectos pro-
apoptoticos pero no Bcl-2 que es principalmente anti-apoptdtica, lo que explicaria la vida
media relativamente corta de los PMN (Akgul et al., 2001).

2.S.-Trassduccion Ae serales & Inavés e isdefpinsn.

En los ultimos afios, se ha esclarecido el concepto de que las integrinas no sdlo estan
involucradas en la adhesion celular sino también en la transduccion de sefiales. Existen en
realidad dos tipos de transduccion de sefiales relacionadas con las integrinas (Keely et al.,
1998). La primera, es una sefializacion directa, en donde la estimulacién de las integrinas por
componentes de la matriz extracelular o por anticuerpos dispara eventos intracelulares que
constituyen sefiales quimicas y transmiten stress mecanico al citoesqueleto (Fredreck et al.,
1993; Clarck et al., 1995). La segunda, consiste en la modulacion por parte de las integrinas
de sefiales disparadas por diferentes ligandos como TNF-a, CI, etc. En este caso el anclaje
celular mediado por las integrinas influencia los mecanismos de transduccion de sefiales
activados por factores de crecimiento (Keely et al., 1998).

2.5.1.-Quissss de Adlesion Focal 4 MAD guinssss.

Estudios realizados en fibroblastos muestran que la umiéon del ligando y el
reclutamiento subsecuente de integrinas dispara la activacion de proteinquinasas intracelulares
la cual lleva a la formacion de estructuras especializadas denominadas focos de adhesion. En
los focos de adhesion se encuentran diferentes proteinas como la quinasa citoplasmatica de
tirosina denominada Focal-Adhesion Kinase o Quinasa de Adhesion Focal (FAK) de 125 kDa
(Buridge er al., 1988) (Figura 2.4). La FAK se encuentra altamente conservada y puede ser
detectada en la mayoria de los tipos celulares. Sin embargo en fibroblastos la fosforilacion en
tirosina de la FAK requiere la adhesion de las células a proteinas de la matriz extracelular, la
cual se ve disminuida en células en suspension (Miyamoto et al., 1995; Longhurst et al,
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1998;). La FAK no presenta dominios SH2 o SH3 que medien interacciones proteina-
proteina. El extremo NH2 puede interactuar con los dominios citoplasmaticos de las
integrinas, proveyendo un medio para la activacion de FAK (Burridge et al., 1988). El
extremo C-terminal se requiere para la localizacion de los focos de adhesion, sugiriendo que
dicha secuencia interactia con una o mas proteinas focales de adhesion y proteinas del
citoesqueleto como paxilina (Hildebrand et al.,1995) o proteinas de la familia Src (Longhust
et al., 1998). La autofosforilacion de FAK genera un estado de alta afinidad para la union de
proteinas de la familia Src, lo cual a su vez causa una maxima activacion de FAK (Calalb et
al., 1996). Este evento genera fosforilaciones adicionales que llevan a la fosforilacion en
tirosina de proteinas que se pueden asociar con FAK por diversos mecanismos, incluyendo
proteinas del citoesqueleto y proteinas adaptadoras como Grb2 y p130Cas (Clarck et al,
1995). Las primeras evidencias de sefializacion a través de B, integrinas en PMN fueron
observadas en neutrofilos adheridos y estimulados con TNFa. En dichas condiciones se
observo la fosforilacion de proteinas como Syk y Hck, Fgr y Lyn de la familia Src (Fuortes et
al.,1993; Yan et al.,1996; Yan et al., 1997, Mocsai et al., 1999). Por otra parte a pesar de que
los neutrofilos no forman verdaderas estructuras focales, se han identificado FAK fosforilada
y paxilina en neutrofilos adheridos (Fernandez et al.,1998).

El reclutamiento de integrinas puede, ademas de activar a FAK, llevar a la
activacion de elementos de la cascada de las proteinas quinasas activadas por mitogenos
(Mitogen-Activated Protein Kinases o MAPKs), tanto en forma dependiente como
independiente de FAK (Keely et al.,1998). En células de mamiferos se han descripto tres
familias de MAPKSs: la familia de c-Jun N-terminal kinases (JNKs), de extracellullar signal-
regulated kinases (ERK1/2) y de p38. ERK1/2 y p38 son activadas en neutréfilos humanos en
respuesta a citoquinas (McLeish et al.,1998), quimioatractantes (Rane et al.,1997; Nick et
al.,1997; Zu et al., 1998) y LPS bacteriano (Nick et al.,1996). A pesar de que la JNK esta
presente en PMN, los estimulos proinflamatorios no son capaces de aumentar su actividad
(Nick et al.,1997; McLeish et al.,1998). La activacion a través de la fosforilacion de una
MAPK es el paso final de una cascada de sefializacién intracelular en el cual la quinasa de la
quinasa de la MAPK fosforila a la quinasa de la MAPK la cual fosforilacion a la MAPK en
residuos especificos de tirosina y treonina (Nick et al.,1997). Una vez activada la MAPK es
capaz de activar factores de transcripcion a través de la fosforilacion y asi regular la expresion
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génica. La elucidacion de factores especificos responsables de la regulacion mediada por
integrinas puede ayudar a resolver la complejidad de dicho sistema.

Regulacion de la expresion de genes

T\ Contraccién del citoesqueleto
v formacion de focos de adhesion

Figura 2.4 La interaccién entre integrinas y sus ligandos promueve la autofosforilacion de FAK,
facilitando la unién de Src-Fyn, lo cual resulta en la fosforilacion y activacion de FAK. El
complejo FAK-Src fosforila a Cas y posiblemente a paxilina y tensina. Otras proteinas serian
reclutadas al complejo como Grb2, activando el camino de las MAPKSs. El PIP2 generado por la
accion de la PIS quinasa, se acompleja con a-actinina y vinculina generando sitios de uniéon en
vinculina para actina y talina. PIP2 también seria responsable de la liberacién de reservorios
intracelulares de calcio.

2.5.2.-Facton Ae Iréamsenipcion NF-4B.

El NF-kB es un factor de transcripcion eucariota que existe en casi todos los tipos
celulares. Fue descripto por primera vez en 1986 como un factor nuclear necesario para la
transcripcion de la cadena liviana kappa de las inmunoglobulinas en células B (Sen ef al.,
1986) sin embargo existen evidencias de que regula genes de la repuesta inflamatoria, de
diferenciacion celular y apoptosis (Baldwin, 1996).




El NF-xB existe en el citoplasma en forma de homo o heterodimeros de una
familia de proteinas estructuralmente relacionadas. Cada miembro de la familia contiene una
region NH2 terminal denominada Rel/ homology domain (RHD) dentro de la cual se encuentra
el dominio de unién al DNA y el de dimerizacion y la sefial de localizacion nuclear (NLS).
Hasta el momento se han identificado 5 proteinas pertenecientes a la familia NF-xB en células
de mamiferos: p65, c-Rel, Rel B, p50/p105 y p52/p100. Mientras que las tres primeras son
producidas como proteinas activas, las iltimas son sintetizadas como precursores de 105 y
100 kDa respectivamente y luego procesadas a formas transcripcionales activas mas pequefias
(Caamafio, 2000).

Los dimeros de NF-kB se encuentran secuestrados en el cho;ol de células en
reposo a través de uniones no covalentes por una clase de proteinas inhibitorias denominadas
IxB (Figura 2.5). Las proteinas de esta familia también se encuentran relacionadas funcional
y estructuralmente, y hasta el momento se han identificado siete miembros: IxB-a, IxB-f,
IxB-y, IxB-g, Bcl-3, pl100 y pl05. Todos ellos presentan secuencias repetidas denominadas
anquirinas, las cuales se unen a la secuencia RHD presente en el NF-xB y enmascaran de esta
manera la sefial de localizacion nuclear impidiendo la translocacion al micleo del factor de
trancripcion (Baeuerle ef al.,1994). Las sefiales de activacion del NF-xB causan la disociacion
y consecuente degradacion de las proteinas IkB, permitiendo a los dimeros dee NF-xB entrar
al nucleo y regular la expresion génica (Griscavage ef al.,1996). En respuesta a la activacion
de NF-xB las proteinas IxB son fosforiladas en los residuos Ser 32 y Ser 36 por la quinasa de
1xB (IKK) lo cual lleva a la poliubiquitinilacion en los residuos Lys 21 y Lys 22 y a la
posterior degradacion de las mismas por el complejo multicatalitico, dependiente de ATP,
proteosoma 26S (Karin et al.,2000).

Uno de los aspectos mas interesantes del NF-xB es la variedad y la naturaleza de
los inductores de su activacion. Algunos inductores son LPS, proteinas virales, RNA doble
cadena, ROI, IL-1, TNF-o, esfingomielina, ionoforos de calcio, etc. De esta manera el NF-xB
juega un papel critico en la respuesta inmune innata regulando la expresion génica de
citoquinas y proteinas como IL-1, IL-6, TNF-q, linfotoxina e IFNy. También es capaz de
regular diversas proteinas de fase aguda como la proteina amiloide sérica Al, glicoproteina
acida al, angiotensindgeno, factor de complemento B (Bf), y el factor de complemento C3 y
moléculas de adhesion como ICAM-1, VCAM-1 y E-selectina (Ghosh er al., 1998).
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Sin embargo muy poco se sabe de las sefiales directamente proximas al NF-xB.
Estudios previos muestran que en respuesta al TNF-a se activa la protein quinasa MEKK-1
(Mitogen Activated Protein Kinase/Extracellular signal Regulated Kinase Kinase) la cual
activa a NF-xB ademas de JNK (Hirano ef al.,1996). Mas ain, la quinasa que fosforila la
quinasa de la ERK1/2 puede activar a la quinasa de IxB y regular la activacion de NF-xB
(Karin ef al.,2000).

Prote

__Gen respondedor a NF-xB| i

s Cluqulngg,q-eﬁﬁ»qulnas, |
S proteinas anti-apoptéticas, /’
moléculas de adhesiéon, ;

Figura 2.5, Modelo esquemitico de la activacion de NF-xB. Diversos estimulos, activan IKK a
través de un mecanismo no dilucidado hasta el momento. Una vez activada IKK, IKK fosforila
IKB-a, lo que resulta en la poliubiquitinacion de IxB-a. Esto lleva a la rapida degradacién de
IxB-a por el complejo proteosoma. De esta manera queda expuesta una secuencia de
localizacién nuclear presente en el NF-xB lo que permite la translocacién del mismo al micleo.
En el micleo el NF-xB regula la transcripcion de diversos genes entre los que se encuentran
citoquinas, proteinas anti-apoptéticas, proteinas de fase aguda y su propia proteina inhibitoria
IxB-a.

2.S.3.-Coopendciom con oinos recepllones.

Existen evidencias de que la union entre integrinas y Fc receptores es capaz de
iniciar un complejo camino de transduccion de sefiales que contribuye a la activacion de

ciertas funciones efectoras de los leucocitos como ser el estallido respiratorio (Zhou et
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al.,1994) y la degranulacion (Huizinga et al.,1990), necesarias para la muerte efectiva del
blanco. Se observd que la B, integrina CDI11W/CDI18 es capaz de hacer co-capping con el
RFcylll en la superficie de los neutréfilos (Zhou et al.,1993) y que juntos priman al RFcyll
para la generacion de intermediarios rectivos del oxigeno (Annenkov et al.,1996). Existen
datos concretos de que si bien el CD11WCD18 no induce lisis celular por si solo, puede
mediar un aumento de la fagocitosis via FcyR (Detmers et al.,1994) y de la ADCC (Rubel ef
al,1999). También existen evidencias de que fibroblastos transfectados con RFcyll
defectuosos en su dominio intracelular solo son capaces de fagocitar particulas opsonizadas
con IgG en la presencia del CD11WCD18 (Worth et al., 1996). Por otro lado, transfectantes
expresando solo RFcylllb, el cual no es competente para mediar la funcion de fagocitosis, son
capaces de hacerlo en presencia de CD11b/CD18 (Worth et al.,1996).

Diversos trabajos afirman que la unién de un regién particular de la cadena o del
CD11t/CD18 por un anticuerpo monoclonal induce la polimerizacién de actina, el aumento
de la adhesividad y el aumento de la expresion del CD11b/CD18 en granulocitos humanos
(Stockl! et al.,1995). Esto proveeria un mecanismo para unir el citoesqueleto de actina a la
membrana de los neutrdfilos, lo cual es necesario para el aumento de la adhesion y
transmigracion endotelial. La molécula CD11W/CD18 no solo actuaria junto con los RFcy
(RFcyll, RFcyIlIB), sino que también lo haria junto con el receptor para LPS (CDI14) en
donde la union de LPS-LBP (lipopolysacharide-binding protein) al CD14 y su asociacion con
el CD11W/18 produce un aumento de la adherencia; con el receptor para el activador de
plasmindgeno tipo-uroquinasa (uPAR) el mecanismo propuesto es semejante al CD14 y al
RFcell para activar células hematopoyeéticas (Petty et al.,1996).

Hoy en dia existen considerables evidencias para avalar la idea de que ciertos
receptores unidos a GPI interactuan fisicamente con las f3; integrinas para mediar funciones
celulares. Estos receptores unidos a GPI depositan la funcion de transduccion de sefiales a las
[, integrinas, las cuales estdn en directa comunicacion mecanica y quimica con el interior de
la célula. Sin embargo este paradigma no esta limitado a los receptores unidos a GPI, ya que
ciertos receptores transmembrana y solubles también interactian con el CD11/CD18 (Petty
et al.,1996).
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3.1.-Reactives gneniles.

Se utilizaron los siguientes reactivos: naranja de acridina, bromuro de etidio, ioduro de
propidio (IP), ionomicina, phorbol 12-Myristate 13-Acetate (PMA), formyl methionyl leucyl
phenilalanine (FMLP), Fluo 3-AM, IgG de conejo anti-eritrocito de carnero (Ec),
Ovoalbimina (OA) (gradoV), Lipopolisacarido (LPS) de Escherichia coli 0111:B4 y
polimixina B (Sigma St. Louis, MO, USA), Fibrinégeno humano y albimina humana (Baxter
Intnuno, Buenos Aires, Argentina. Trombmna bovina TT (Diagnostics Grifolds, Buenos Aires,
Argentina). Pepstatina, Leupeptina, phenylmethylsulfonyl Fluoride (PMSF), Herbimicyn,
Genistein,  1-(5-isoquinolinylsulfonyl)2-methilpiperazine ~ (H7), PD98059, SB203580,
MG132, Lactacystina, y Inhibidor de Calpaina 1&II (Cabiochem-Novabiochem, La Jolla, CA,
USA). Anticuerpo monoclonal (mAb) murino anti Fcyll humano (CD32) (C1KMS)
conjugado con isotiocianato de fluoresceina (FITC), mAb murino anti Fcylll humano (CD16)
(3G8) conjugado con ficoeritrina (PE), mAb murino anti CD11/CD18 humano (Mac-1)
(Bear-1) conjugado con FITC, mAb murino anti CD66b humano (CD66b) (80H3) conjugado
con FITC y anticuerpo control de isotipo IgG1 murina conjugado con FITC y/o PE fueron
obtenidos de CALTAG Lab (Burlingame, CA, USA). mAb libre de azida anti-CD11b (IgG1)
(Bear 1) y control de isotipo de IgGl murina fueron obtenidos de Immunotech (Marseilles,
Francia). El mAb anti-CD11¢ humano (clon 3.9) fue obtenido de Caltag. El mAb anti-
fosfotirosina (4G10) fue obtenido de Upstate Biotechnology (Lake Placid, NY, USA), los
mAbs anti-fosfoERK1/2, fosfop38 y FAK como los policlonales anti p38 y anti ERK2 y el
anti-p65 y anti-pS0 se compraron en Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). El
anticuerpo anti-IkB-a se obtuvo de New England BioRabs (MA). El mAb anticaspasa-3
activa se obtuvo de BD Pharmingen (San Diego, CA, USA).

3.2.-Soluciones.

3.2.1.-Solucion de Ficoll- Hopssue.

Los PMN fueron purificados mediarmte el empleo de una solucion de Ficoll-
Triyosom preparada en forma similar al método descripto por Béyum (BSyum ef al, 1968). A
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2,4 volumenes de Ficoll 400 (Pharmacia, Uppsala, Suecia) al 9% en agua destilada, se le
agregé un volumen de Triyosom al 34% (Gobby-Novag, Argentina), siendo la densidad final
de la solucién a 4°C de 1,077 g/l.

3.2.2.-Solucion de Aotirss.

Solucion de Dextran (266 kD) al 6% en solucion fisiologica (Sigma, St. Louis,
USA).

3.2.3.-Tanpon fosfato aaliro (PES).

La solucién fue preparada con NaCl 0,138M, KCl 0,027, Na,HPO, 0,078M y
KHPO4 0,015 M; pH=7 4.

3.2.04.-Solucion Ae Tink porns el recwesto Ae cilulis

Se prepar6 una solucién con violeta de genciana (100mg), acido acético glacial
(31,25 ml) y agua destilada (c.s.p. S00 ml). Para el recuento de células se realizd una

dilucién 1:20 en esta solucion y se procedio al recuento en camara de Neubauer.

32.2.5.-Solucion de syl Iripsn.

La misma se prepard a partir de dos soluciones madres con el siguiente
contenido: solucion A, azul tripan: 0,14 %, solucion B, cloruro de sodio: 4,25%. La solucién
de trabajo se obtuvo mezclando 4 partes de A y una parte de B. Para la determinacién de la
viabilidad celular las muestras fueron centrifugadas, el sobrenadante descartado y el residuo
celular incubado con la solucion de azul tripan por 3 minutos a temperatura ambiente. Luego,
se procedié al recuento diferencial de las células que excluian el colorante (células viables) y
de aquéllas que lo incluian (células muertas).
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3.2.6.-Medio Ao clbivo conpleto (MCQ).

Se empled medio de cultivo RPMI 1640 (GIBCO Lab., Grand Island, USA),
suplementado con 1% suero fetal bovino (SFB) (GIBCO Lab) inactivado por calentamiento a
56°C durante 30 minutos y gentamicina (50pug/ml).

3.2.7.Solucion RIPA modificado.

Se prepar6 una solucién con una concentracion final de Tris-HCl 50 mM, pH
7.4, NP-40 1%, Na-Deoxicolato 0.25 %, NaCl 150 mM, EDTA 1mM, PMSF 1mM,
Leupeptina y Pepstatina 1mg/ml cada una, Na;VO4 1mM y NaF 1mM.

3.29.-Soluciorn A 4 B pirk Li prgpsrscion de otiraclos
oplomdlicos ysuclesnes.

Se prepararon dos soluciones: A) 10 mM de Hepes (pH 7.9), 10 mM KCl, 0.1
mM EDTA, 0.1 mM EGTA, ImM de ditiotreitol (DTT), y mezcla de inhibidores de proteasas
(P-8340) (Sigma) B) 20 mM de Hepes (pH 7.9), 0.4 M NaCl, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM
EGTA, 1 mM DTT y mezcla de inhibidores de proteasas (P-8340) (Sigma).

3.3.- Purificacion Ae DMN.

Sangre de dadores normales voluntarios (Seccion Hemoterapia-CEMIC) fue recogida
en tubos con citrato de sodio. La sangre fue diluida al medio con PBS y sembrada sobre una
soluciéon de Ficoll- Triyosom formando un sistema bifasico, el cual fue centrifugado a 1550
rpm durante 40 minutos a 4°C (Boyum et a/, 1968). Luego de la centrifugacion se obtuvo una
interfase conteniendo las células mononucleares periféricas y un sedimento de eritrocitos y
granulocitos. Este ultimo fue diluido al medio con PBS. Luego se agregé dextran al 6%, en
una proporcion de tres volumenes de suspension celular diluida a un volumen de dextran. Se
dejo sedimentar 30 minutos a temperatura ambiente, se retird el sobrenadante rico en
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granulocitos y se lavd con PBS. Los eritrocitos contaminantes fueron eliminados por shock
osmdtico con agua bidestilada durante 1 minuto a 4°C, restituyendo inmediatamente la
isotonicidad. Las preparaciones contuvieron mas de 94% de granulocitos, de los cuales el 95-
98% fueron PMN. Finalmente, las células fueron resuspendidas en el medio adecuado, de

acuerdo al experimento a desarrollar.

3.4.-Cultivo Ae cdlulas.

La linea celular hematopoyética humana HL-60 se cultivd en medio RPMI 1640
suplementado con 10% de SFB, 1% de glutamina y 1% de streptomicina y penicilina (Gibco
Lab) a 37°C en un ambiente de 5% de CO,.

3.5.-Drgpinacicr de fbrisncgono 4dlenido 4 placss.

0.3 ml de una solucién de fibrindgeno de 250pg/ml se dispusieron en cada pocillo de

una placa de 24 pocillos y se lo dejé secar a 37°C. Luego se realizaron 3 lavados con PBS y se
guardd en heladera hasta su uso.

3.6.-Drepsrscion de conplesos immmanes (Cl).

3.6.1.-Pstigeros enpleados ponali prepsnscion de Loy CI.

Se empled OA purificada cromatograficamente.

3.6.2.-Ollescion de I Ae coseto anti-Quodlliomina (G avdi-0A).

El "antisuero se obtuvo por inmunizaciéon de conejos con OA purificada
cromatograficamente. El esquema de inmunizacion consisti6 en una primera inoculacion
subcutinea de OA, emulsionada en adyuvante de Freund completo y dos inoculaciones
subcutaneas de OA, emulsionada en adyuvante de Freund incompleto, 10 y 30 dias después
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de la primera inoculacion. Cuarenta dias después de la primera inoculacién, el conejo fue
sangrado, el suero inactivado y la IgG fue obtenida por precipitacion con sulfato de amonio al
50% y cromatografia en DE-52 celulosa (Whatman Paper Co). Posteriormente, se paso la IgG
de conejo a través de una columna de afinidad de OA polimerizada con glutaraldehido,
preparada segun el método descripto por Avrameas y Termynck (Avrameas et al, 1969) . La
IgG anti-OA fue eluida de la columna con solucién tamponada de glicinaclorhidrico 0,1M
pH=2,8 y dializada contra PBS.

3.6.3.-Formécionde (.

Los CI fueron preparados bajo diferentes relaciones antigeno: anticuerpo
incubando volumenes iguales de IgG de conejo anti-OA (0.9 mg/ml) y diferentes
concentraciones de OA durante 1 hora a 37°C y 18 hs a 4° C. Para los calculos, se consider6
un peso molecular de 150kDa para la IgG de conejo y de 40kDa para la OA.

3.).-Citototicided cclidin deperdionde de sadicuenpes (ADQQ).

3.9.1.-Celudas Llssco.

Se emplearon eritrocitos de pollo (Ep) como células blanco.

3.9.2.-Manchcion Ae cdidas blanco cor cromalo Ae sodio radicktivo.,

La sangre de pollo heparinizada fue diluida 1:10 en MCC y 100ul de esta
suspensién fueron incubados con 50-100uCi Na;*'CrO4 (New England Nuclear, Boston, MA,
USA), durante 1 hora a 37°C, con agitacion intermitente. Posteriormente, los eritrocitos de
pollo marcados (*'Cr-Ep) fueron lavados 7 veces con medio de cultivo y resuspendidos a la
concentracion deseada.
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3.3.3.-Seasibilinacion e lay cililiay blasco.

Los *' Cr-Ep fueron sensibilizados con concentraciones subaglutinantes de
anticuerpos IgG anti-Ep (Sigma, St.Louis, USA), incubando volimenes iguales de una
suspension de **Cr-Ep al 0,5% y diluciones convenientes de anticuerpos IgG anti-Ep.

3.3.4.-Resccion de ADCQ.

Esta reaccion se realizd en placas de 96 pozos de fondo plano segin se describid
previamente (Geffner et al, 1987). Brevemente, PMN a 3x10° cél/ml (100pul) fueron
incubados con 1x10° *'Cr-Ep y concentraciones subptimas de IgG de conejo anti Ep. Luego
de un periodo de incubacion de 18 hs. a 37°C, bajo una atmésfera conteniendo 5% de CO, y
95% de aire humedo, la placa de cultivo fue centrifugada y el porcentaje de citotoxicidad fue
calculado como:

% ADCC=>'Cr liberado al sobrenadante x 100
Radioactividad total
A este valor le fue sustraido el porcentaje de *'Cr liberado en ausencia de

anticuerpo (liberacion espontdnea, cuyo valor fue siempre menor al 5%). Cada reaccion fue
realizada en MCC por triplicado.

La radioactividad de las muestras, tanto del sedimento como del sobrenadante,
fue determinada en una contador gamma (Beckman Instruments, Inc., Palo Alto, CA, USA).

3.3.-Fagocitoss

3.9.1.-Qdllas blssco.

Eritrocitos de carnero (Ec) en suspension estabilizadora de Alsever.
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3.9.2.-Sensibilinacion de cdidas bliasco,

Los eritrocitos de camnero (Ec) en suspension estabilizadora de Alsever fueron
lavados dos veces en PBS y resuspendidos al 0.5% en MCC. Los Ec fueron dptimamente
sensibilizados por preincubacion de volimenes iguales de Ec y cantidades subaglutinantes de
IgG de conejo anti-Ec (200pug/ml) durante 30 min. a 37° C (Ecgums). La sensibilizacion
suboptima fue llevada a cabo por incubacion de Ec con IgG de conejo anti-Ec (50pg/ml)
durante 30 min. 37°C (Ec susptima)-

3.9.3.-Essbugo Ao Fhgoctova

El ensayo de fagocitosis se realizd como se describi anteriormente (Gresham et
al., 1988). Una suspension celular de PMN (7x10° cél/ml) y Ec sensibilizados (relacion
célula efectora: célula blanco 1:10) fue incubada por 30 min. a 37° C en MCC. Luego de este
periodo, se efectué un shock hipoténico a 4° C con el fin de remover los Ec no fagocitados y
disminuir simultaneamente la actividad metabolica celular. Transcurrido 1 min, la
isotonicidad fue restaurada y los PMN fueron resuspendidos en MCC. El porcentaje de
células conteniendo Ec (% de fagocitosis) fue evaluado por microscopia Optica. Se
cuantificaron por lo menos 100 células/ dador. La ingestion de Ec no sensibilizados fue menor
al 2%.

3.9.- Oitototicidad clilin mediada pon nadicales Lilnes.

2.4.1.-Clulas blasnco

Se emplearon eritrocitos de pollo (Ep) como células blanco.
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3.4.2.- Marcacion de cdludis blasco con cromallo Ae sohio nadicactive.

La marcacion fue realizada incubando 20 pl de sangre heparinizada de pollo con
50 pCi de *'Cr durante 1 hora a 37°C. Luego, las células fueron lavadas 7 veces con MCC y
resuspendidas a la concentracion deseada.

3.9.3.-Rebccion de clolovicded.

El ensayo de citotoxicidad fue realizado en placas plasticas de 96 pozos de fondo
plano, incubando 100ul de PMN en una concentracion de 3x10° cél/ ml. (células efectoras) y
1x10° *'Cr-Ep (células blanco). CI en diferentes relaciones antigeno-anticuerpo fueron
adicionados en un volumen final de 200ul Luego de un periodo de incubacion de 18 horas a
37°C bajo una atmdsfera conteniendo 5% de CO» y 95% de aire himedo las placas fueron
centrifugadas y la radioactividad en el sobrenadante 'cuamiﬁcada. Los porcentajes de *'Cr
liberados al medio extracelular, fueron calculados de acuerdo a lo descripto en 3.7.4.

La liberacion de *'Cr fue siempre menor al 4%. Ningin reactivo a las dosis
empleadas indujo liberacion de *'Cr espontanea. La citotoxicidad mediada por los PMN es
atribuible casi exclusivamente a peroxido de hidrogeno (H»0;) y es inhibible por catalasa
(Geflner et al, 1987).

3.10.-(dometria e Fluso.

Todos los experimentos fueron evaluados empleando un citémetro de flujo FACScan
(Becton Dickinson Immunocytometry System, San Jose, CA, USA).

3.10.1.- Eusluuscion Le Li expresion Ao, REcyll 4 RE L.

Células tratadas con sFbg y controles fueron centrifugadas y resuspendidas en
una concentracion de 2.5x10° cél/ml Luego, se incubaron 200 pl de dicha suspensién 30

min. a 4°C con mAb anti- FcyRIl, o anti- FeyRIIIB, ambos conjugados con FITC, o controles
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de isotipo irrelevantes IgG2b murina. Los PMN fueron lavados dos veces y resuspendidos en
0.3 ml de ISOFLOW. Se cuantifico la intensidad de fluorescencia de 20.000 células por
muestra. Los resultados fueron expresados como la Intensidad Media de Fluorescencia (IMF)
(expresada en unidades arbitrarias). La intensidad de fluorescencia inespecifica se obtuvo a
partir del control de isotipo irrelevante (IgG16 IgG2b).

3.10.2.- buslihcidm Ao bs moviligacisn de calcio iwipacelilan [C47 ],

3.10.2.1.-Mérchcion de cdlulas cor Fluo-3AM.

Los cambios en los niveles de [Ca®']; fueron evaluados empleando el
compuesto Fluo 3-acetometil éster (AM), el cual al atravesar la membrana plasmatica se torna
irreversiblemente impermeable debido a la accion de las esterasas celulares. El Fluo 3AM
fluoresce al interaccionar con Ca®* libre intracelular ([Ca*];). Ello permite el monitoreo de
cambios en los niveles de [Ca>"]; con posterioridad a un estimulo dado.

La suspension de PMNs se marcd segin se ha descripto previamente
(Merrit et al, 1990). Brevemente, los PMN, en una concentracion de 5x10° célL/ml, se
incubaron con Fluo 3-AM 4pM en PBS durante 30 min. a 37°C. Posteriormente, las células
fueron lavadas 3 veces y resuspendidas en una concentracion final de 5x10° cél/ mL en MCC.
Las células permanecieron a 37°C hasta su estimulacion donde alicuotas de 500ul fueron
tratadas con sFbg, FMLP, CI o albimina y la fluorescencia intracelular monitoreada por
citometria de flujo.

3.10.2.2.-fsnslisis Ae Loy Adtos oldesidos.

Todo incremento en el valor de fluorescencia celular fue interpretado como
un aumento de los niveles [Ca’'};. Asi, se evaluaron los valores de intensidad de fluorescencia
celular antes (valor basal) y después del estimulo con sFbg (6uM).

Para el anlisis de los datos obtenidos, se realizd un grafico de puntos: Fll
vs. tiempo, donde se registra la intensidad de fluorescencia de cada PMN en el momento en
que es impactado por el rayo laser del citdmetro de flujo.

40



3. Matrislos g Mitodos

Para establecer el valor de fluorescencia basal, se realizaron histogramas de
imtensidad de fluorescencia de los PMN no estimulados y posteriormente se establecié un
marcador que abarcara el 97% de dichas células. Asi, los PMN que incrementaron su
fluorescencia en valores superiores al delimitado por el marcador fueron considerados como
respondedores.

3.10.3.- Eualuscior de L Aeipasilicion.

La expresion de los marcadores de superficie CD11b/CD18 y CD66b sobre la
superficie del PMN se usaron como indicadores de la degranulacion de vesiculas
secretorias y granulos secundarios, respectivamente (Niessen ef al., 1992). Células tratadas
con sFbg y controles fueron centrifugadas y resuspendidas en una concentraciéon de
2.5x10° cél./ml. Luego, 200 pl de dicha suspension se incubaron 30 min. a 4° C con mAbs
anti-CD11b/CD18 o anti-CD66b ambos conjugados con FITC o controles de isotipo
irrelevantes 1gG2b murina. Los PMN se lavaron dos veces y se resuspendieron en 0.3 ml
de ISOFLOW. Se cuantificé la intensidad de fluorescencia de 20.000 células por muestra
Los resultados fueron expresados como IMF (expresada en unidades arbitrarias). La
intensidad de fluorescencia inespecifica se obtuvo a partir del control de isotipo irrelevante
(1gG16 IgG2b).

3.10.4.- Eualiscior Ae La spoplloris for imcorporicion Ao loduno de
Propidio.

Las células apoptéticas presentan un contenido de DNA menor que las células no
apoptoéticas o diploides. Como el ioduro de propidio (IP) es un compuesto que se intercala
entre las bases del DNA las células apoptéticas presentan un nivel de fluorescencia menor. La
proporcion de PMN apoptéticos se determiné usando un protocolo modificado del método de
Nicoletti (Nicoletti et al, 1991). Brevemente, el pellet de PMNs (2.5x10° cél/ml) se
suspendié en 400ul de solucion hipotonica con fluorocromo (50pug/ml IP en 0.1% de citrato
de sodio con 0.1% de Tritén X100) y se incubd durante 2 h a 4°C. La fluorescencia roja del IP
de cada micleo fue medida a través de un citémetro de flujo FACScan (Becton Dickinson). Se
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midi6 simultineamente el tamafio y el grado de complejidad de las particulas. La
fluorescencia roja del pico de los neutréfilos con contenido de DNA normal (diploide) fue
convenido en el canal 250 del modo logaritmico.

3.10.5.- Evaluscion Ae Lo spoplovis por aclivacion Ao Caspssi-3,

La activacion de caspasa 3 se realizO0 a través de un ensayo de
inmunofluorescencia indirecta. Luego de 18 h de cultivo en presencia de sFbg (6uM), las
células (0.5x10°%) fueron suspendidas en 100 pl de PBS con 2% BSA y 450 pl de Permeafix
e incubadas a temperatura ambiente durante 45 min. Luego las células fueron lavadas e
incubadas con mAb anti caspasa 3 activa durante 30 min en hielo en presencia de
concentraciones saturantes de IgG bloqueante (BD Pharmingen, San Diego, CA, USA).
Luego de lavar las células dos veces, las mismas se incubaron con anticuerpo anti IgG de
conejo conjugado con FITC. En paralelo se llevd el control de isotipo. Luego las células se
lavaron y se resuspendieron en 50 pl de ISOFLOW y 250 pl de PBS. Se cuantificé la
intensidad de fluorescencia de 20.000 células por muestra.

3.10.6.-Asslisis Ael efecto Al sflg emssnipe slens.

Se utilizaron muestras de sangre que fueron manejadas en forma rapida e idéntica. La
sangre se colocO en tubos heparinizados, los cuales se invirtieron rapidamente para
homogeneizar. Alicuotas de sangre fresca, cada una conteniendo 2.5x10° leucocitos, se
incubaron con medio o 5 ng/ml de TNF-a a 37°C. durante 60 min. Luego se adicioné medio o
diferentes concentraciones de sFbg. Luego de 1 h se marcaron las células con el mAb
especifico anti CD66b o anti CD11b durante 30 min a 4°C. Luego se lisaron los globulos
rojos usando una solucion de lisado de FACS (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA), las
células se lavaron con PBS frio y se suspendieron en 0.4 ml de ISOFLOW (International
Link, Buenos Aires, Argentina). Se cuantificd la intensidad de fluorescencia de 20.000 células
por muestra.
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3.11.- Eusluscion Ae Lo apoploris por micnroscops de fluorescencis.

La cuantificacién se realizd como se describio anteriormente (Coxon ef al, 1996),
usando un colorante fluorescemte que se une al DNA como es el naranja de acridina
(100pug/ml) para determinar el porcentaje de células que se encuentran en apoptosis y el
bromuro de etidio (100pug/ml) para diferenciar entre células viables y no viables. A través de
este método nicleos de células no apoptéticas muestran variaciones en la intensidad de
fluorescencia que reflejan la distribucién de la eucromatina y de la heterocromatina. Por
contraste, los mnucleos apoptoticos exhiben una cromatina mas condensada que es
uniformemente marcada por el naranja de acridina. Para determinar el porcentaje de células
apoptoticas por morfologia, se observaron al menos 200 células en cada experimento.

3.12.-Westers Blot de bissdoy cllilines o ashusos Ao sHnsidbd 4iindiss.

Para cada condicion, se utilizaron 2x10’ cél/ml de PMN. Luego del tratamiento
experimental, se lavaron las células con PBS y se lisaron utilizando 0.650ml de solucién de
RIPA modificada con agitacion constante durante 20 min a 4°C. Los lisados fueron
centrifugados durante 15 min a 14,000 x g. Se determiné la concentraciéon de proteinas
utilizando el ensayo de Bradford (Pierce, Rockford, IL). Luego los sobrenadantes fueron
preparados para un SDS-PAGE en condiciones reductoras.

El SDS PAGE se corri6 en minigeles al 10% acrilamida-bisacrilamida usando
soluciones standard de Tris-Glicina . Se transfirieron las proteinas a una membrana de PVDF
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA) durante 1 h a 300mA y luego se bloque6 dicha membrana con
PBS 10% de leche descremada durante 1 h. La membrana se incubd con el primer anticuerpo
en PBS 0.4% BSA para el mAb 4G10 (lug/ml) o en PBS 1% leche descremada para los
demas anticuerpos utilizados durante toda la noche. Luego de lavar la membrana tres veces
con PBS-0.2% Tween-20, se incubd la misma con el segundo anticuerpo anti IgG de conejo o
anti-IgG de raton conjugado con peroxidasa de rabanito (HRP) (Amersham, Aylesbury, UK).
La inmunoreactividad fue detectada utilizando un sistema denominado ECL (Amersham).
Para los ensayos de IxB-a se utilizaron extractos citoplasmaticos en vez de lisados totales.
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La actividad de MAPK ERK1/2 se midi6 a través de un ensayo enzimatico de actividad
kinasa (Amersham). Se incubaron lisados totales de células con Spl de solucién con Magnesio
[y-32P]JATP (200uCi/ml) y 10 ul de solucién de sustrato. Luego de una incubacion de 30 min
a 30°C, se terminé la reaccion adicionando 10 pl de reactivo stop. Para separar los péptidos
fosforilados, 30 pl de la mezcla de reaccion se adicionaron a los papeles de union del péptido.
Luego de lavar dos veces con acido acético 1% y dos veces con agua destilada, se agregd 10
ml de liquido de centelleo en cada vial y se midi6 la radioactividad en un contador f8.

2.13. - Inssisoprecipdshcaom.

Se lisaron PMN con RIPA modificado como se decribié en 3.92. luego los lisados se
centrifugaron y se midi6 la concentracion de proteinas como se especifico anteriormente. Los
lisados (100-200pg de proteina) se incubaron durante toda la noche a 4°C con 3pug de mAb
anti-FAK o 2ug de mAb a anti-fosfotirosina y proteina G-Sepharosa (previamente adsorbidas
con IgG de Conejo anti ratdn) con rotacién. Las proteinas G-Sepharosa se lavaron con
solucion RIPA, las proteinas adsorbidas fueron solubilizadas en RIPA y separadas en un

minigel 8% SDS-PAGE. Las proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF y la misma
se reveld con mAb anti-FAK.

3.14.-Drepsrscion de etiractos cloplasmilicos o4 suclesnes,

Se prepararon extractos citoplasmaticos y nucleares a partir de 2.5x10” células como se
describié anteriormente (Vancurova et al., 2001). El pellet de células se suspendié en 400 pl
de solucién hipotonica A y luego de 15 min de incubacion en hielo, se adicionaron 16.7 pl de
Nonidet P-40. Las células se centrifigaron a 4,000 rpm durante 5 min a 4°C y los
sobrenadantes (extractos citoplasmaticos) se recolectaron, alicuataron y guardaron a -70°C.

Los pellets de nucleos fueron resuspendidos en 50 pl de solucion B fria. Luego de 15
min de incubacionen hielo, las muestras fueron centrifugadas a 15,000 rpm durante 15 min a
4°C. Los sobrenadantes (extractos nucleares) fueron alicuatados y guiardados a —70°C. Se




3. Materialosy Mitodos

determiné la concentracién de proteinas utilizando un ensayo Bio Rad Dc Protein Assay (Bio
Rad Laboratories, Hercules, CA, USA).

3.1S.- Evmssugo Ae Movilidad Electnofordtica (EMSA).

Para este ensayo se utilizaron los oligonucleétidos de doble cadena correspondientes a
la secuencia palindromica kB (5’-TCGAGAGAGGGGAATCCCTGCCGT-3’). 10 pm de
oligonucleétidos se marcaron utilizando el fragmento de Klenow de la DNA polimerasa I y
[a-**P]dCTP. Los nucledtidos no incorporados fueron removidos y 20 fmol de
oligonucledtido marcado (100,000 cpm) se incubaron con 5 ug de extractos nucleares, 2 ug
de poly(dI-dC), en una solucion conteniendo 20 mM de Hepes (pH7.9), 100 mM de NaCl, 5
mM MgCh, ImM DTT y 17% de glicerol en un volumen final de 22 pl durante 15 min a
20°C. Se separaron los complejos en un gel 5.5% de poliacrilamida en una solucion Tris-
borato EDTA. Luego se sec el gel y se lo expuso a un film Kodak-X-Omat (Rochester, NY)
a-70°C.

3.16.-Asndlinis eitaditico Ae Loy Adtos olleridos,

Todos los experimentos fueron realizados al menos tres veces. La significancia
estadistica de los resultados fue calculada a través de los tests no paramétrico de Mann-
Whitney y Wilcoxon (dos colas). Los valores de p<0,05 fueron -considerados
significativarnente diferentes.
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1.~ Paslisis de Loy dfector Al filninciere aolille solne Ui forcioralidad o

4.1.1.-&{554&5‘6% solulle induce wn humerdo inviende e La
comcerracion de Qalio invdnacelilin en meindfilos.

Previamente se describid que el entrecruzamiento o cross-linking de la
molécula CD11b/CD18 por anticuerpos monoclonales induce un aumento transiente en la
concentracién de calcio intracelular [Ca**}; en PMN (Jaconi et al, 1991; Petersen ef al,
1993). Se investigd entonces si el Fbg soluble humano es capaz de activar dicho
mecanismo de sefializacion. La [Ca™}; se midid en neutrdfilos expuestos a diferentes
concentraciones de sFbg usando un colorante sensible a la movilizacién de Ca®* llamado
Fluo 3/AM. Como se observa en la Figura I, el sFbg indujo la movilizacién de Ca®*; en
PMN purificados, mostrando una curva de respuesta dependiente de la dosis. La
concentracién maxima de sFbg utilizada (6puM, equivalente a 2 mg/ml), la cual se
encuentra dentro del rango fisiologico en plasma (Handley et al., 1997), causé un
incremento rapido y transiente del calcio citosdlico, similar al producido en respuesta a
FMLP (107 M) o 20 pg de complejos inmunes (dato no mostrado), dos estimulos que
movilizan Ca**. Este aumento en la [Ca®']; por sFbg es dependiente de la molécula de
adhesiéon CD11b/CD18 ya que su efecto puede ser bloqueado por el mAb anti-CD11b clon
Bearl (Figura 1), pero no por un mAb irrelevante de igual isotipo (IgG1) o por un mAb
anti-CD11c (dato no mostrado). Se utilizd como control, albimina humana en

concentraciones fisioldgicas para descartar un efecto proteina no especifico
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Figura 1. Fluctuaciones en la [Ca’']; inducida por sFbg. La suspensién de PMN se marcé con
Fluo 3-AM segun se describié en Materiales y Métodos. El nivel basal de la fluorescencia de Fluo
3-AM (FL1-H) se registr6 durante 30 s. Luego se adicioné FMLP (10'M) o diferentes
concentraciones de sFbg o albimina como se indica en la figura, y la fluorescencia se registro
durante 400 s. El aumento en la [Ca®’|; se registra como un aumento en la fluorescencia de Fluo
3-AM. Se muestra un experimento representativo de 5.
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4.1.2.- EL fibnisigeno solullle ivdice ba deparidacion Ae seirolilos.

Debido a que la movilizaciéon de granulos intracitoplasmaticos es un evento
inflamatorio importante, secundario a la activacion de los PMN, se midi6 la degranulacion

de los mismos luego de la incubacion con sFbg.

4.1.2.1.-Degrssidscion de irividos secondanios.

La movilizacion de los granulos secundarios en los PMN se estudio
fenotipicamente a través del aumento de la expresion en membrana de la molécula CD66b.
Dicha molécula reside en el interior de los granulos especificos en PMN en estado basal o
reposo y aparece en membrana luego de la degranulacion (Madjic, 1989; Niessen et al.,
1992). Considerando el patron de dosis-respuesta de la movilizacion de Ca** inducido por
el sFbg, en los siguientes experimentos se utilizo la concentracion efectiva mas baja dentro
del rango fisiologico (6uM). La incubacion de PMN con sFbg resulté en el aumento de la
expresion de la molécula CD66b de un modo dependiente del tiempo, encontrandose una
respuesta maxima a los 60 min (aprox.100% Figura 2). La incubacion de PMN con
albimina humana (20 mg/ml) o con el mAb anti-CD11b no ejerci6é ningun efecto respecto
de la expresion basal del CD66b. Sin embargo, el entrecruzamiento de la molécula CD11b
con el mAb anti-CD11b y un segundo anticuerpo F(ab’), anti-IgG de raton aumentd la
expresion del CD66b a los mismos niveles que los alcanzados con la incubacion del sFbg.
Por otra parte, la preincubacion de las células con el mAb anti-C11b abolié el efecto del
sFbg sobre la expresion del CD66b, confirmando que los efectos del sFbg son
dependientes del CD11b.
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Figura 2. Efecto del sFbg sobre la expresion de CD66b en neutrdfilos. PMN (2.5 x 10°/ml)
fueron incubados durante 1 h a 37°C en presencia de sFbg (6pM) o diferentes estimulos
utilizados como control. Las células fueron centrifugadas, lavadas y marcadas con un mAb
especifico anti-CD66b segin se describi6 en Materiales y Métodos. Se muestran histogramas
representativos de la expresion del CD66b luego de los diferentes tratamientos. El histograma
lleno representa el control de isotipo. La linea fina indica el control de la expresién basal del
CD66b en neutroéfilos incubados durante 1 h con medio a 37°C. La ordenada y la abscisa
representan el nimero de células y la intensidad de fluorescencia (FL1-H), respectivamente.
En g. los datos representan la media + SEM de la IMF en 7 experimentos. * Significancia
estadistica (p<0.005) comparado con el control.
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§4.1.2.2.- Degrasudacion de vesicndas secrelorias.

La movilizacion de vesiculas secretorias en los PMN se estudio
fenotipicamente a través del aumento en la expresion en membrana de la molécula CDI1b
y de la disminucién del RFcylll. Se incubaron neutréfilos purificados con sFbg (6uM)
durante 1 h a 37°C o medio (control). Es importante destacar que este tiempo representa en
general, el tiempo Optimo para observar la disminucion en la expresion del RFcylll, a pesar
de que algunos individuos muestran una disminucién maxima a tiempos menores.
Subsecuentemente, alicuotas de las células (5x10°/50ul) se incubaron con mAbs o
controles de isotipo. Luego, las células se analizaron por citometria de flujo como se
describe en Materiales y Métodos. Como se observa en la Figura 3 en respuesta al sFbg se
produce una pérdida de los RFcylll comparados con los controles. El entrecruzamiento del
CD11b con el mAb anti-CD11b y un segundo anticuerpo mostré resultados similares y la
preincubacién de las células con mAb anti-CD11b abolié el efecto del sFbg sobre la

expresion del RFcylll.
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Figura 3. Efecto del sFbg sobre la expresion de RFcylll en neutrdfilos. PMN (2.5 x 10°/ml)

fueron incubados durante 1 h a 37°C en presencia de sFbg (6uM) o diferentes estimulos
utilizados como control. Luego las células fueron centrifugadas, lavadas y marcadas con un

mAb especifico anti-RFcyIIl segin se describi6 en Materiales y Métodos. Se muestran

histogramas representativos de la expresion del RFcylll luego de los diferentes tratamientos. El
histograma lleno representa el control de isotipo. La linea fina indica el control de la expresion

basal del RFcyIIl en neutrofilos incubados durante 1 h con medio a 37°C. La ordenada y la
abscisa representan el nimero de células y la intensidad de fluorescencia (FL2-H),
respectivamente. En g. los datos representan la media + SEM de la IMF en 7 experimentos.
*Significancia estadistica (p<0.005) comparado con el control.

Cuando se evalud la expresion de la molécula CD11b por citometria de
flujo, se observd que la incubacion con sFbg (6uM) indujo un aumento en la expresion de
dicha molécula en PMN purificados, alcanzando una meseta desde los 30 a los 60 min.
(Figura 4). Cuando se utilizd albumina humana (20 mg/ml) como control no se observd

ninguna alteracion en la expresion de los RFcys o CDI1b.
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Figura 4. Efecto del sFbg sobre la expresion de CD11b en neutrdfilos. PMN (2.5 x 10%/ml)
fueron incubados durante 1 h a 37°C en presencia de sFbg (6uM) (a) o albimina (20 mg/ml)
(b). Luego las células se centrifugaron, lavaron y marcaron con un mAb especifico anti-
CDIID segin se describi6 en Materiales y Métodos. Se muestran histogramas representativos de
la expresién del CD11b luego de los diferentes tratamientos. El histograma lleno representa el
control de isotipo. La linea fina indica el control de la expresién basal del CD11b en neutréfilos
incubados durante 1 h con medio a 37°C. La ordenada y la abscisa representan el nimero de
células y la intensidad de fluorescencia (FL1-H), respectivamente. En c. los datos representan
la media + SEM de la IMF en n experimentos. *Significancia estadistica (p<0.005) comparado
con el control.

4.1.3.-EL {Jma(wa solulle sumesta Li sctinided fuscioral Ae
Considerando que los RFcy y las Paintegrinas son requeridos para diversas

funciones inflamatorias mediadas por los PMN (Déeron, 1997) y que la incubacién in vitro

de PMN con sFbg modificoO la expresién en superficie de RFcylll y el CD1lIb, sin
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modificar la expresion del RFcyll (dato no mostrado), se determinaron tres funciones
dependientes de los RFcys como son la citotoxicidad dependientes de anticuerpos (ADCC),
la fagocitosis y la citotoxicidad celular mediada por radicales libres desencadenada por Cl
(Ctx-CI). Se eligieron estas tres funciones para abarcar un amplio espectro de respuestas ya
que la fagocitosis es una funcion rapida y la ADCC y la Ctx-CI no, ademas de involucrar
diferentes mecanismos liticos. Los tres ensayos fueron medidos luego de la incubacion de
las células efectoras con sFbg durante lh, tiempo 6ptimo en el cual la modulacion de
receptores en membrana es maxima. Como se muestra en la Figura 5, tanto la fagocitosis
como la ADCC, ambas funciones lievadas a cabo por los PMN contra células blanco
optimamente sensibilizadas, se encontraron aumentadas por la incubaciéon de las células
con sFbg (6uM). Se observaron resultados similares cuando se realizd el entrecruzamiento
de la molécula CDI1b. En ambas reacciones, el aumento dependiente del sFbg fue abolido
por la incubacion previa con el mAb anti-CDIIb (Figura 5b). Sin embargo, a
concentraciones suboptimas de Ab para sensibilizar las células blanco (3ng), la ADCC no
fue modificada por la incubacion con sFbg (dato no mostrado). Respecto de la Ctx-CI no
se observd ninguna modulacion por parte de sFbg, ain ensayando diferentes

concentraciones de CI como agente desencadenante (Figura 5¢).
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Figura 5. Efecto del sFbg sobre la ADCC, fagocitosis, y Ctx-CI en neutrdfilos. a. PMN (2.5 x
10°/ml) fueron incubados durante 1 h a 37°C en presencia de diferentes concentraciones de
sFbg (linea sélida) o medio (control, linea punteada). Luego de lavar las células, se llevaron a
cabo los ensayos de ADCC con Eritrocitos de pollo (E) como células blanco y diferentes
concentraciones de IgG anti-E. . PMN (2.5 x 10°/ml) fueron incubados durante 1 h a 37°C en
presencia de medio (control), sFbg (6pM), albimina (20mg/ml), anti-CD11b (4pg/ml) o anti-
CD11b (4pg/ml) mas sFbg (6uM). Se lavaron las células y se llevaron a cabo los ensayos de
ADCC y fagocitosis con células blanco é6ptimamente sensibilizadas (30 ng y 20 ug de IgG anti-
pollo (ADCC) o cabra (fagocitosis)). c. PMN (2.5 x 10°/ml) fueron incubados durante 1 h a
37°C en presencia de medio (control), sFbg (6uM), y luego se agregaron 10 o 20 pl de CI . Se
evalué la ADCC, la fagocitosis y la Ctx-CI segiin se describié en Materiales y Métodos. Los
datos representan la media = SEM de triplicados determinados en 10 dadores. * Significancia
estadistica (p<0.005) comparado con el control. # Significancia estadistica (p<0.005)
comparado con el tratamiento con sFbg (6puM).
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4.1.4.- EL filninigeso soludle nctinda la spoptlosis Ade setncfiles.

El aumento de la [Ca”']; (Whyte ef al., 1993) y diferentes estimulos activadores
(Colotta ef al., 1992; Cox et al., 1992; Lee et al., 1993), generan un efecto inhibitorio en la
apoptosis de los PMN. Sin embargo, otros mediadores aceleran la muerte celular por
apoptosis de dichas células (Afford er al, 1992; Takeda et al, 1993; Watson ef al,
1996).Tomando estos datos en cuenta, se estudio si la incubacion con sFbg induce la
modulacion de la apoptosis de los neutrofilos.

La apoptosis se midi6 a través de la pérdida del contenidlo de DNA por
citometria de flujo usando células permeabilizadas y marcadas con IP luego de 18 h de
cultivo. Como se muestra en la Figura 6, la preincubacion de 1h con 6 pM de sFbg redujo
la poblacion de células apoptdticas de un 40% (control) a un 12%.

La preincubacion de las células con mAb anti-CD11b abolid el efecto del sFbg
sobre la apoptosis espontanea, sin embargo el anticuerpo por si solo a concentraciones
saturantes no ejercié ninguin efecto. Por el contrario, el entrecruzamiento de la molécula
CD11b con el mAb anti-CD11b y un segundo anticuerpo F(ab’), anti-lgG de ratén

aument? significativamente la apoptosis espontanea (Figura 6).
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Figura 6. Modulacion de la apoptosis en neutrdfilos por sFbg. PMN (2.5 x 10°/ml) se
incubaron durante 1 h a 37°C en presencia de sFbg (6uM) o diferentes estimulos utilizados
como control, como se indica. Luego las células se centrifugaron, lavaron y cultivaron
durante 18 h a 37°C. Se determiné el porcentaje de células apoptéticas por citometria de flujo
y microscopia de fluorescencia. a. Histogramas de un experimento representativo (7=9),
revelado luego de 18 h de incubacién, mostrando el porcentaje (M1) de los micleos con
contenido haploide de DNA. b. Los datos representan la media + SEM de 7 experimentos.
*Significancia estadistica (p<0.005) comparado con el control. # Significancia estadistica
(»<0.005) comparado con el tratamiento con sFbg (6pM).

4.1.5.-EL fbrinogero soluble induce Lo completa activacion Ae

Considerando los resultados descriptos anteriormente, los neutréfilos
circulantes se encontrarian expuestos a concentraciones activantes de fibrindgeno
continuamente. Para comprender el significado bioldgico de los resultados obtenidos y
teniendo en cuenta que las técnicas preparativas de purificacion de PMN a través de un
gradiente de Ficoll-Hypaque pueden primar los neutrdfilos (Haslett er al.,1985), se
hipotetizd que el sFbg no podria ejercer sus efectos activadores hasta que los PMN no sean
primados. Para probar esta posibilidad se realizaron experimentos ex vivo llevados a cabo

en sangre entera como se describieron en otros trabajos (Rosenbloom ef al, 1999). El
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estado primado de los neutréfilos purificados se confirmé a través del aumento en la

expresion de la molécula CD66b

Tabla 1

Tratamiento n IMF (media £ SEM)
PMN en sangre entera 6 147 £ 12
PMN purificados 6 284 £ 45 *
PMN sangre entera + TNF-a 6 340 £ 37 *

Efecto del proceso de purificacion de PMN en la expresion de CD66b. Muestras de sangre

entera (0.2 ml) incubadas con medio o TNF-a. (5 ng/ml) 1 h a 37°C o PMN purificados (2.5 x
10°/ml) se centrifugaron, lavaron y marcaron con un mAb especifico anti-CD66b. Luego se
lisaron los glébulos rojos segin se describi6 en Materiales y Métodos. Los datos representan la
media + SEM de la IMF en n experimentos. * Significancia estadistica (p<0.005) comparado
con el control.

Luego se evalud el efecto de sFbg en PMN de sangre entera basales y
primados con TNF-a. Como se muestra en la Figura 7, el agregado de sFbg exdgeno
aumento en forma dosis-dependiente la expresion en superficie de la molécula CD66b sélo
en los PMN preincubados con TNF-a.. Como estos experimentos fueron llevados a cabo en
sangre entera, la concentracion de sFbg indicada en la figura corresponde al fibrindgeno
agregado a la concentracion basal plasmatica. Teniendo en cuenta estas observaciones, no
es sorprendente que una concentracion de 0.75 uM de sFbg sea capaz de aumentar la
expresion del CD66b en neutrofilos primados. Resultados similares fueron obtenidos

cuando se midié la expresion de la molécula CD11b (dato no mostrado).



4. Resultados
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Figura 7. Efecto del sFbg sobre la expresion de CD66b en neutrdfilos en estado basal y
primados. Muestras de sangre entera (0.2 ml) se incubaron con medio (control) o TNF-a (5
ng/ml) 1 h a 37°C. Se adicionaron diferentes concentraciones de sFbg segiin se indica y las
muestras se incubaron durante 1 h a 37°C. Luego las células fueron marcadas con un mAb
especifico anti-CD66b durante 30 min y los glébulos rojos lisados segin lo descripto en
Materiales y Métodos. Los datos representan la media £+ SEM de la IMF de 6 experimentos.
*Significancia estadistica (p<0.005) comparado con el control. #Significancia estadistica

(p<0.005) comparado con el tratamiento con TNF-a (5 ng/ml).

4.1.6.- Efecto de Los producton de Aegpadacion Aed filrinogeno soluble
wolre sewinofilos.

Otra pregunta biologicamente relevante es si los productos de degradacion del
fibrindgeno retienen la capacidad activadora del sFbg. En consecuencia, PMN purificados
fueron tratados con plasma autélogo o sFbg previamente incubados con 0.05 U/ml de
trombina durante 60 min para asegurarse una total conversion del fibrindgeno en fibrina
(Doolittle, 1973). Cuando se midié la expresion de la molécula CD66b en membrana se
observé que el tratamiento con trombina revirtié eficientemente el efecto del sFbg o el

plasma.
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Tabla 2

Tratamiento n IMF (media + SEM)
Control 6 225+ 36

+ sFbg 6 504 + 42 *

+ sFbg + Trombina 6 240 £ 34 #

+ plasma 6 468 £ 35 *

+ plasma + Trombina 6 186 £22 #

Efecto de los productos de degradacion del sFbg sobre la expresion del CD66b en neutrdfilos.
PMN (2.5 x 10°ml) fueron incubados con plasma autélogo o sFbg (6uM) previamente
incubados con 0.05 U/ml de trombina durante 1 h a 37°C para asegurarse una total
conversion del fibrinégeno en fibrina. Luego las células fueron centrifugadas, lavadas y
marcadas con un mAb especifico anti-CD66b segin se describié en Materiales y Métodos. Los
datos representan la media + SEM de la IMF en n experimentos. *Significancia estadistica
(p<0.005) comparado con el control. # Significancia estadistica (p<0.001) comparado con su
respectivo tratamiento sin trombina.

Se puede concluir que los productos de degradacion derivados del sFbg o el
plasma no son capaces de activar a los PMN, evaluado por la expresion del CD66b sobre

la superficie de los mismos.
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4.2.-Pndlivis de Loy coninor Indsaducciondles iindcelidanes acivedos por

4.2.1.-Pndlivis Temporal de Loy efector Ael fibrimegeno soluble s0bre
u .za P &E ; l .z ;! x- & z ‘,;;b’&.

Para investigar los mecanismos intracelulares que llevan a la movilizacion de
granulos por sFbg, se estudid en primer lugar, la cinética de degranulacion inducida por
sFbg. Los PMN fueron incubados en presencia de sFbg (6uM) a diferentes tiempos hasta
60 min a 37°C. Luego se analizo la expresion en membrana de las moléculas CD11b y
CD66b, como marcadores de vesiculas secretorias y granulos secundarios respectivamente.
Como se muestra en la Figura 8, se hizo evidente un aumento significativo de la expresion
del CD11b a los 15 min de incubacion con sFbg, alcanzando una meseta entre los 30 y 60
min. Si embargo, la movilizacion de granulos secundarios se presentd mas retardada. El
aumento de la expresion del CD66b fue significativa a los 30 min, pero maxima a los 60

min de incubacion con sFbg.

500 - Figura 8. Cinética de
* degranulacion de PMN
400 inducida por sFbg. PMN
§ (2.5x10°/ml) se incubaron
a 300 diferentes tiempos como se
3 200 indica en la figura a 37°C en
= presencia de sFbg (6puM).
100 Luego las células se
centrifugaron, y marcaron
0 con un mAb especifico anti-
CD66b o anti-CD11b segiin
se describio en Materiales y
400 * * * Meétodos. Los datos
2 300 | * representan la mediatSEM
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é 200 *Significancia estadistica
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4.2.2.-Elecle 4o inbilidores de proleinss gquinssss sobre li
‘; ‘ o—h zafwo ‘ "M{.ﬂ. ;; “‘.

La activacion de proteinas tirosina quinasas media diferentes funciones
dependientes de P.integrinas, como la produccion de intermediarios reactivos del oxigeno,
la adhesion, etc. (Lowell et al, 1996; Fernandez et al., 1998). De acuerdo a esto, se
examing si los efectos dependientes del sFbg eran mediados por proteinas tirosina quinasas
usando los inhibidores herbimicina y genisteina. Estos dos agentes tienen diferentes
mecanismos de accién: mientras la genisteina es un inhibidor competitivo respecto del
ATP (Akiyama et al., 1987), la herbimicina interactia con los grupos sulfhidrilo presentes
en las proteinas tirosina quinasas (Uehara et al.,, 1991). Como se muestra en la Figura 9,
100uM de genisteina y 5 pM de herbimicina causan una fuerte inhibicion de la exocitosis
de los granulos secundarios (CD66b) inducida por el sFbg. El uso de H7, un inhibidor de
las proteinas serina/treonina quinasas A, C y G (Evangelista et al., 1999) no afect6
significativamente el aumento de la expresion del CD66b. Por el contrario, el aumento en
la expresion del CD11b inducido por sFbg no fue significativamente revertido por ninguno
de los inhibidores utilizados. Por otra parte, la incubacion simultdnea de sFbg y H7 indujo
una expresion ain mayor que la producida por sFbg solo.

Diferentes autores han descripto la participacion de las proteinas tirosina
quinasas de la familia Src como ser Syk y Fgr en los fendmenos de adherencia  (Berton,
1999). Mas aun, agonistas como FMLP, PMA y TNF-a aumentan la actividad quinasa de
Fgr a través de un mecanismo dependiente de B.integrinas (Berton et al., 1994; Gutkind et
al., 1989). A partir de estos resultados, se investigd los efectos del sFbg en presencia de 10
pM de PP2, un inhibidor selectivo de la familia Src (Hanke et al., 1996). Como se muestra
en la Figura 9, el PP2 fue capaz de disminuir la exocitosis de los granulos secundarios
inducida por sFbg pero no afecté la degranulacion de las vesiculas secretorias. Estos datos
en su conjunto sugieren que la movilizacion de granulos secundarios inducida por skbg
involucra la fosforilacion de proteinas en residuos de tirosina, mientras que el contenido de
las vesiculas secretorias se moviliza rapida e independientemente de este camino
transduccional. Ademas, miembros de la familia Src participarian en la movilizacion de

granulos secundarios pero no en la de vesiculas secretorias.
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Figura 9. Efecto de inhibidores de tirosina quinasas en la degranulacion de PMN inducida por
sFbg. PMN (2.5x10°/ml) preincubados 1h a 37°C con medio (control), genisteina
(100uM), herbimicina (SpM), PP2 (10 pM) o H-7 (10pM), fueron estimulados durante 1 h en
presencia de sFbg (6pM) a 37°C.Las células fueron lavadas y marcadas con un mAb
especifico anti-CD66b o anti-CD11b segin se describi6 en Materiales y Métodos. Los datos
representan la media + SEM de la IMF de 8 dadores. * Significancia estadistica (p<0.005)
comparado con el control. # Significancia estadistica (p<0.005) comparado con el tratamiento
con sFbg (6pM).

4.2.3.-EL flbnincgeno solulle induce b fosforilacion de proteinis e

Considerando los resultados anteriores se investigd en PMN el patron de
fosforilacion de proteinas inducido por el sFbg. Los PMN se incubaron durante diferentes
tiempos con 6uM de sFbg, las células luego se lisaron y se sembré igual cantidad de
proteina en cada calle del gel SDS-PAGE. Luego el western blot fue revelado con un mAb

anti-fosfotirosina. Como se puede observar a través del gel, la activacion de PMN por sFbg
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indujo la fosforilacion rapida y reversible de diversas proteinas en tirosina. Principalmente

se observaron dos bandas de aproximadamente 120 y 40 kDa de peso molecular (Figura 10

a). Dicha fosforilacion se hizo evidente entre lo 5-15 min de adicion del sFbg. Luego de

los 60 min ambas bandas presentaron una disminucion en su grado de fosforilacion.

Para determinar si la fosforilacion en tirosina en respuesta al sFbg es

dependiente de la concentracion, en forma semejante a lo observado en los efectos

biolégicos, los PMN se expusieron a concentraciones crecientes de sFbg desde 1.5 a 6 uM

durante 5 min. La

Figura 10b muestra que la fosforilacion de ambas proteinas es

dependiente de la dosis, y que el mayor efecto se alcanzé con una concentracion de 6uM.

Sin embargo, la proteina de 120 kDa alcanzé un maximo de fosforilacion con una

concentracion de 1.5 uM. La fosforilacion de proteinas en respuesta a sFbg se bloqued

completamente por la preincubacion con el mAb anti-CD11b (Figura 10b), confirmando

que el sFbg actiia a través de una interaccion especifica con el receptor CD11b.
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Figura 10. sFbg induce la fosforilacion
de proteinas en tirosina en PMN. a. PMN
se incubaron con sFbg (6uM) a 37°C
durante los tiempos indicados en la
figura. Las proteinas se extrajeron con la
solucion de RIPA, y luego de una
electroforesis en gel de poliacrilamida, se
transfirieron a una membrana de PVDF,
la que se revel6 con un mAb 4G10 anti-
fosfotirosina (1pg/ml) segiin se describié
en Materiales y Meétodos. En los
experimentos en que la incubacién con
4G10 se realizo en presencia de 1mM de
fosfotirosina no se observé reactividad
(dato no mostrado). Los niumeros de la
izquierda muestran la migracion de los
marcadores de peso molecular. 5. PMN se
preincubaron en presencia o ausencia de
anti-CD11b (1.8 mg/ml) a 37°C durante
30 min seguidos de la incubacion con
diferentes concentraciones de sFbg por 5
min. Las proteinas se extrajeron y

analizaron como se describi6 en la Figura
10 a y en Materiales y Métodos

63



4. Resldiados

4.2.4.-Companscion ewire el patron Ae fosfordacion Ae proteinds
producido pon el filbrinoieno e s forma solible o e shbenido 4 placa.

Considerando que el patron de fosforilacion descripto discrepa del presentado
en bibliografia utilizando PMN adheridos a placas recubiertas con fibrindgeno, se evalu6 la
hipotesis de que tales diferencias podrian adjudicarse a las formas diferentes de
presentacion del Fbg . Para esto se incubaron durante 15 min, PMN con fibrindgeno
soluble (6uM) o en placas con fibrindgeno adherido preparadas segin se descibid en

Materiales y Métodos. Luego las células se lavaron y se lisaron como se describi6 en la
seccion §.2.3. Se sembr6 igual cantidad de proteina en cada calle del gel SDS-PAGE vy el

western blot se reveld con un mAb anti-fosfotirosina. Como se puede observar en la
Figura 11 mientras que el fibrindgeno soluble indujo principalmente la fosforilacion de
dos proteinas, en PMN adheridos a placas recubiertas con Fbg se produjo la fosforilacion
de al menos 10 proteinas de diferente peso molecular, confirmando resultados previos
(Fuortes et al., 1993; Yan ef al., 1996; Yan et al., 1997; Mdcsai ef al., 1999; Willeke ef al.,
2000).
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4.2.S.-EL filrindgero soluble induce La fosforiliacion Ae La proteina
"Q . . id& q ‘z ¢ - FOML"O HFM q ‘z . l:. n (FAK)’

Considerando que en diversos tipos celulares hay una clara relacion entre
integrinas y la fosforilacion de FAK (125 kDa) en tirosina (Burridge et al, 1992), se
analiz6 si la banda de PM de 120 kDa correspondia a dicha proteina. Los neutréfilos se
incubaron durante diferentes tiempos con sFbg (6uM), luego las células se lisaron y los
extractos celulares se inmunoprecipitaron con mAb anti-fosfotirosina. El western blot se
reveld con un mAb anti-FAK, como se describié en Materiales y Métodos. Los resultados
mostrados en la Figura 12a demostraron que la banda de 120 kDa es efectivamente FAK,
la cual es fosforilada en respuesta al sFbg, obteniéndose el maximo entre los 5-15 min.
Para confirmar que la misma cantidad de proteina FAK estaba presente en los lisados a ser
inmunoprecipitados, lisados totales de PMN tratados durante 15 min con medio o sFbg
(6uM) fueron revelados en un western blot con mAb anti-FAK (Figura 12c¢). Ademas, se
corrieron en forma paralela lisados de PMN tratados con sFbg e inmunoprecipitados con
mADb anti-fosfotirosina y mAb anti-FAK. El western blot revelado con mAb anti-FAK

demostrd una concentracion similar de FAK total y su forma fosforilada (Figura 12c).

WB: Anti-FAK
IP: pTyr

sbgpy - 0+ +  +  +
Tiempo (min) 5 15 30 60
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Figura 12. sFbg induce la fosforilacion de FAK en PMN. a. Lisados celulares de PMN
incubados con sFbg (6pM) a 37°C durante los tiempos indicados en la figura fueron
inmunoprecipitados con mAb 4G10 anti-fosfotirosina (1pg/ml) segin se describié en
Materiales y Métodos y luego sometidos al anilisis por western blot con mAb anti-FAK. b. Los
resultados obtenidos en a. se scanearon y la intensidad de las bandas se cuantificé a través del
programa Image 1.56b9 (Instituto Nacional de Salud, Bethesda, MD, USA). Los datos
representan la media £+ SEM de 3 experimentos independientes y se expresan como el
incremento respecto del control. * Significancia estadistica (p<0.005) comparado con el
control. ¢. Lisados totales de PMN incubados con medio o sFbg (6pM) fueron analizados en
paralelo con el producto de la inmunoprecipitacion con anti-fosfotirosina (1pg/ml) o anti-
FAK y sujetos a analisis por western blot con anti-FAK mAb.

4.2.6.- EL fibninegeno solublle induce La activicion Ae MADguindsis.

Debido a su peso molecular, la proteina de aproximadamente 40 kDa
probablemente represente una MAPK. En neutréfilos, ha sido demostrada la activacion de
p38 y ERK 1/2 en respuesta a diversos estimulos inflamatorios (Nick ef al., 1996; Rane et
al., 1997; Nick et al., 1997:McLeish et al., 1998 Zu et al., 1998). Ya que la fosforilacion
de MAPK se correlaciona con su activacion (Payne ef al., 1991), se midi6 este parametro
en extractos de PMN sometidos a western blot y revelados con mAb especifico para las
formas fosforiladas de las respectivas MAPK. Como se muestra en la Figura 13 a y b, el
sFbg indujo la fosforilacion de ERK1/2 pero no de p38 entre lo 5-15 min de incubacion. Se
llevé en paralelo como control positivo de la activacion de p38, un lisado de PMN
activados por stress osmoético. Se reprobaron las membranas con anti-ERK?2 y anti-p38 Abs

para demostrar igual cantidad de proteina total sembrada en cada calle del gel.

66




4. Resuliados

La capacidad de sFbg de activar ERK de una manera dependiente del tiempo se
confirm6 a través de un ensayo in vitro de la actividad quinasa. Como se muestra en la
Figura 13c, la actividad quinasa de la ERK se increment6 a los 5 min luego de la adicion
de sFbg retornando a los niveles basales a los 60 min. Mas aun, el pretratamiento con mAb

anti-CD11b bloque6 completamente el aumento en la actividad de ERK por sFbg.

a. WB: Anti-P-p38
WB: Anti-p38 Figura 13. sFbg  induce la
e &ﬂ * - ‘Q Josforilacion de MAPK en PMN.
+ . + + + — PMN fueron incubados con
Fbg R " medio o sFbg (6pM) a 37°C
Tiewopo () B oW + durante los tiempos indicados en
CNa@(OmM) - - = = = la figura. Se realizé ademds un
control adicional con NaCl (300
b WB: Anti-P-ERK1/2 mM). Se extrajeron las proteinas

con la solucién de RIPA, y luego
de una electroforesis en gel de
poliacrilamida, las proteinas
fueron  transferidas a una
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membrana de PVDF y reveladas
con Ab anti-fosfo-p38 (@) o anti-
fosfo ERK1/2 (b). Se reprobé la
membrana con anti-p38 y anti-
ERK2 Ab para cenfirmar que la
misma cantidad de proteina se
sembroé en cada calle del gel. C. La
actividad quinasa de ERK se
midi6 a través de un ensayo in
vitro como se describe en
Materiales y Métodos. Los datos
representan la media £ SEM del
aumento respecto del control en la
actividad de ERK medido en 6
dadores. *Significancia estadistica
(p<0.05) comparado con el
control.
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4.2.7.-Electo Ao inbilidones de MAPK sobne la Aegparilacion
inducida por el filnindgero solulle bumaro.

Para determinar la participacion de la cascada de sefializacion que concluye en
la activacion de la ERK1/2 en la capacidad exocitica del sFbg, se investigé el efecto de la
inhibicion farmacologica de ERK y p38 en la degranulacion inducida por sFbg. Se utilizd
PD98059, un inhibidor de la "mitogen-activated protein/ERK kinase" o quinasa que
fosforila a ERK1/2: MEK 1 y 2. Este compuesto bloquea la fosforilacion de ERK a través
de un mecanismo alostérico que no involucra la inhibicion de la unién de ATP (Alessi et
al., 1996). En forma paralela, se investigo el papel de la MAPK p38 en la degranulacion
inducida por sFbg usando el compuesto SB203580, un inhibidor de su actividad (Cuenda et
al, 1995). Como se muestra en la Figura 14a, 50 puM de PD98059 redujo
significativamente la degranulaciéon inducida por sFbg de granulos secundarios pero no
afectd el aumento de la expresion del CD11b. Por el contrario, 10 uM de SB203580 no
modificé el patréon de degranulacion inducido por sFbg. Bajo las mismas condiciones, se
confirmé que el PD98059 inhibe especificamente la quinasa de ERK a través de la técnica
de western blot utilizando un mAb anti-fosfo ERK (Figura 14b). En dicha figura también
se muestra que la activacion de ERK1/2 es bloqueada por 100uM de genisteina y 10 uM
de PP2. Los datos de la activacion de ERK se confirmaron con un ensayo in vitro de su
actividad enzimatica (Figura 14c).

Estos datos en su conjunto indican que el camino de la MAPK ERK se
encuentra involucrado en la degranulacién inducida por sFbg de los granulos secundarios

pero no de las vesiculas secretorias.
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(.2.9.- Efecto de inbilidones e proteinss guindadn sobne el sumerio

A pesar de que la utilizacion del camino de la ERK1/2 o de la p38 depende de
la naturaleza del estimulo en cuestion, la relevancia funcional de la activacion de dicha
cascada de transduccion de sefiales puede variar dependiendo de la respuesta analizada. En
este sentido, se demostrd previamente que el sFbg induce el aumento de la fagocitosis
dependiente de los RFcy, por lo que se investigd la participacion de la MAPK ERK1/2 en
la modulacion de dicha funcion por el sFbg. Como se muestra en la Figura 15, la
inhibicion farmacolégica de las tirosina quinasas por genisteina revirti completamente el
efecto estimulador del sFbg sobre la fagocitosis, mientras que la inhibicion de la familia
Src por PP2 o la inhibicion de la ERK1/2 por el PD98059 sélo bloqued parcialmente dicha
funcion. Por el contrario, la inhibicion de serina quinasas por el H7 o de la MAPK p38 por
SB203580 no interfiri6 con el efecto del sFbg sobre la fagocitosis. Ninguno de los

inhibidores utilizados modifico los niveles basales de la fagocitosis.
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Figura 15. Efecto de inhibidores de tirosina quinasas en la fagocitosis inducida por
sFbg. PMN (3.5 x 10°/ml) fueron preincubados 1h a 37°C con medio (control), o diferentes
inhibidores de quinasas como se indica, seguido de la estimulacion durante 1 h en presencia
de sFbg (6pM) a 37°C. Luego las células fueron centrifugadas, lavadas y el ensayo de
fagocitosis se llevé a cabo utilizando células 6ptimamente sensibilizadas segiin se describié en
Materiales y Métodos. Los datos representan la media =+ SEM de 6 dadores. *Significancia
estadistica (p<0.05) comparado con el control. # Significancia estadistica (p<0.05) comparado
con el tratamiento con sFbg (6uM).

70




4. Resuliades

4.2.9.-EL fibninigero solille buméso neduce la sactivicior Ae

chspbsb $ enrednofdes.

Trabajos anteriores indican que la activacion de caspasa 3 esta involucrada en

la apoptosis de neutrdfilos como el evento final en la cascada de caspasas (Akgul ef al.,

2001). De acuerdo a esto se determinaron los efectos del sFbg sobre la activacion da

caspasa 3. El andlisis por citometria de flujo mostr6 que la incubaciéon durante 1 h con

sFbg (6uM) redujo significativamente la activacion de caspasa 3 luego de 18 h de cultivo

de los PMN y que la preincubacién de las células con mAb anti-CD11b revirti6 el efecto

del sFbg (Figura 16)
a.
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Figura 16. sFbg reduce Ila
activacion de la caspasa 3 en
neutrdfilos. PMN (2.5 x 10°ml)
fueron incubados durante 1 h a
37°C en presencia de medio
(control) o sFbg (6pM) (@) o
preincubados con anti-CD11b (1.8
mg/ml) (b). Luego las células
fueron centrifugadas, lavadas,
permeabilizadas y marcadas con
un mAb especifico anti-caspasa 3
activa segin lo descripto en
Materiales y Métodos. Se muestran
histogramas representativos de Ia
activacién de caspasa 3 luego de los
diferentes tratamientos. El
histograma lleno representa el
control de isotipo. La ordenada y la
abscisa representan el numero de
células y Ila intensidad de
fluorescencia (FL1-H),
respectivamente. En c. los datos
representan la media + SEM de la
IMF en »n experimentos. *
Significancia estadistica (p<0.005)
comparado con el control
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4.2.10.- Efecto Ae indibidores Ae protinas guindsbs sobne el retréso
&u F Fz Pl Pl ‘ “Ml‘&‘ ‘E zﬂz.

A continuacion se evalud la participacion de proteinas quinasas, en especial la
cascada FAK/ERK en la modulacion de la apoptosis por el sFbg. Con este propdsito, se
incubaron neutrofilos con o sin sFbg (6 uM), en presencia de inhibidores especificos de
tirosina quinasas, serina quinasas, ERK1/2 quinasa (MEK) y p38. El porcentaje de células
apoptoéticas se determind por citometria de flujo (Figura 17) y se confirmé por microscopia
optica. Los resultados presentados en la Figura 17 muestran claramente que el efecto
inhibitorio del sFbg sobre la apoptosis de los neutréfilos es dependiente de la fosforilacion
en residuos de tirosina y de la activacion de la ERK1/2. La inhibicion farmacoldgica de la
MAPK p38 no impidi6 el efecto del sFbg. Sin embargo, el inhibidor de las serina quinasas
(H7) induce un aumento en el porcentaje de células apoptoticas, tanto en presencia como
en ausencia del sFbg, sugiriendo la participacion de las serina quinasas en la modulacion

de la apoptosis espontanea de neutrofilos.

Control

+ sFbg

+ Gen + sFbg

+ PP2 + sFbg

+ H7 + sFbg

+ SB 203580 + sFbg
+ PD98059 + sFbg

1

0O 10 20 30 40 50 60 70 80
% Apoptosis

Figura 17. Efecto de inhibidores de tirosina quinasas en el retraso de la apoptosis
inducido por sFbg. PMN (2.5 x 10°/ml) preincubados 1h a 37°C con medio (control), o
diferentes inhibidores de quinasas como se indica, seguido de la estimulacion durante 1 h en
presencia de sFbg (61xM) a 37°C. Luego las células fueron centrifugadas, lavadas y cultivadas
durante 18 h a 37°C. El porcentaje de células apoptéticas se determiné por citometria de flujo
segin lo descripto en Materiales y Métodos. Los datos representan la media + SEM de 8
dadores. * Significancia estadistica (p<0.005) comparado con el control. # Significancia
estadistica (p<0.005) vs tratamiento con sFbg (6pM).
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4.2.11.-EL fdrivdgero soluble induce la activdcion A facton
wudlean KB (NF-KB) o~ resthdfilos.

Debido a que la degranulacién y la fagocitosis son dos reacciones a corto
plazo, se analizo, también, la participacion de las sefiales intracelulares desencadenadas por
el sFbg en la regulacion de reacciones a largo plazo con induccién de genes como es la
apoptosis. En particular el factor de transcripcion NF-xB, el cual ha sido descripto como
factor anti-apoptético ante diversos extimulos inflamatorioas como TNF-a o FMLP
(McDonald et al., 1997). Por lo tanto, se evalu¢ si el sFbg inducia la activacion del NF-xB
en PMN. En primer lugar se analizd la cinética de degradacion de la proteina inhibitoria
IxB-a en extractos citoplasmaticos de células tratadas con sFbg (6uM) por la técnica de
western blot (Figura 18 a). Los niveles de IkB-a decrecieron a la hora de incubacién con
el estimulo, recuperandose parcialmente luego de 6 h y alcanzando los niveles basales a las
18 h. La membrana se reprobd con un anticuerpo anti-actina como control, demostrando
que se sembro en el gel igual cantidad de proteina en cada calle.

Para confirmar la activacién del NF-xB inducida por sFbg, se realizd un
ensayo de EMSA para detectar la actividad de union del NF-xB al DNA en PMN. Como se
muestra en la Figura 18b, luego de 1 h de incubacion con sFbg, ya se observa
translocacion de dicho factor de transcripcion al nucleo, alcanzando un maximo a las 2 h.
Luego de las 18 h los niveles de activacion retornan a la situacion basal. La incubacién
simultanea con polymixina B (10 ng/ml) no afecta los niveles de activacion del NF-xB por
sFbg pero reduce significativamente la magnitud de la respuesta al LPS (100 ng/ml),
demostrando que una contaminacién con LPS no es responsable de la activacion del NF-
kB por sFbg. La identidad de los complejos que son translocados al nicleo se estudi6
utilizando ensayos de competicion y supershift. Como se muestra en la Figura 18c la
estimulacion de PMN con sFbg indujo la activacién tanto de heterodimeros p50/p65 como

de homodimeros p50/p50.
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4.2.12.-bikidornes de NF-xB contrimestin Loy dfectos del
{ilrinsgeno solulle solbne la actinicion de cospina 3 .

Para determinar si la activacion del NF-kB esta involucrada en el retraso de la
apoptosis por sFbg, se evaluaron los efectos de inhibidores especificos del NF-xB sobre la
reduccion en la activacion de la caspasa 3. Se usaron 3 inhibidores del NF-xB:
lactacystina, el péptido aldehido MG132 y el Inhibidor de Calpahinas I&Il (Coxon 1999).
Estos tres inhibidores previenen la translocacion del NF-kB al nucleo a las concentraciones
utilizadas ya que inhiben al proteosoma. El tratamiento de PMN estimulados con sFbg con
40uM de lactacystina restituyd la activacion de la caspasa 3 a los niveles basales.

Resultados similares fueron obtenidos cuando se utilizaron los otros dos inhibidores
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d.
Tratamiento n IMF
Control 5 50413
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Lactacystina + sFbg 4 524 + 38
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Figura 19. Inhibidores de NF-xB contrarrestan los efctos del sFbg sobre la activacion de la
caspasa. PMN (2.5 x 10°/ml) fueron preincubados durante 1 h a 37°C en presencia de medio
(control) o lactacystina (40pM) (a) o MG132 (20uM) (b) o Inhibidor de Calpahinas I & Il
(100pg/ml) (c) seguido de la estimulacién con sFbg (6uM) 1 h a 37°C. Luego las células
fueron centrifugadas, lavadas, permeabilizadas y marcadas con un mAb especifico anti-
caspasa 3 activa segin lo descripto en Materiales y Métodos. Se muestran histogramas
representativos de la activacion de caspasa 3 luego de los diferentes tratamientos. El histograma
lleno representa el control de isotipo. La ordenada y la abscisa representan el numero de
células y la intensidad de fluorescencia (FL1-H), respectivamente. En d. los datos representan
la media £+ SEM de la IMF en n experimentos. * Significancia estadistica (p<0.005)
comparado con el control,

(.2.13.- Efectos Ao indilidones de MADK ERKY/2 4 Lo fammilis She
aolre i modulicion pon el filninigeno solulle Ae Lo activicion de La chspsbss
34}«&(« NF-KE.

Evidencias recientes sugieren que la activacion de ERK resulta en Ia
generacion de sefiales de supervivencia en diversos tipos celulares, incluyendo los
neutrofilos (Akgul e al., 2001). Considerando los resultados previos que indicaban que la
ERK1/2 y la familia Src mediaban los efectos del sFbg sobre la apoptosis, se analizo sus
efectos sobre la activacion del NF-xB para determinar si son dos vias independientes o no.
Se utilizaron entonces, inhibidores especificos de la familia Src (PP2) y de la ERK
(PD98059) y se midio la activacion de caspasa 3 y NF-xB en respuesta al sFbg. Como se
muestra en la Figura 20a, mientras que el pretratamiento de PMN con PD98059 (50uM)

durante 30 min restaurd la activacion de la caspasa 3 a los niveles basales, el PP2 (10uM)
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solo bloqued parcialmente los efectos del sFbg. Cuando los niveles de IxkB-a fueron
estudiados en los extractos citoplasmaticos de células pretratadas con PD98059 (50uM) o
PP2 (10uM) seguidas de la estimulacion con 6 pM de sFbg durante 2 h, no se observo
degradacion de IxB-o (Figura 20b). Estos resultados fueron confirmados a través del

analisis de extractos nucleares por EMSA (Figura 20c).
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Figura 20. Efecto de inhibidores de la MAPK ERK1/2 y de la familia Src en la activacion de la
caspasa 3 y el NF-xB por el sFbg a. PMN (2.5 x 10°/ml) fueron preincubados durante 1 h a
37°C en presencia de medio (control) o PD98059 (50uM) o PP2 (10uM) seguido de la
estimulacién con sFbg (6upM) 1 h a 37°C. Se muestran histogramas representativos de la
activacion de caspasa 3 luego de los diferentes tratamientos. El histograma lleno representa el
control de isotipo. La ordenada y la abscisa representan el nimero de células y la intensidad
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de fluorescencia (FL1-H), respectivamente. En b. los datos representan la media + SEM de la
IMF en n experimentos. *Significancia estadistica (p<0.005) comparado con el control ¢
Anilisis por western blot de extractos citoplasmiticos de PMN (25 x 10°/ml) preincubados
durante 1 h a 37°C en presencia de medio (control) o PD98059 (50uM) o PP2 (10uM) seguido
de la estimulacién con sFbg (6pM) 2 h a 37°C. La expresién de IxB-a se visualiz6 utilizando
un Ab anti- IxB-a especifico (panel superior) segiin lo descripto en Materiales y Métodos. Para
confirmar que se sembr6 la misma cantidad de proteina en cada calle del gel ]a membrana
fue reprobada con Ab anti-actina (panel inferior). Ambos paneles son representativos de 3
experimentos. d. La unién del NF-xB al DNA se analiz6 a través de un ensayo de EMSA en
de extractos nucleares de PMN fueron preincubados durante 1 h a 37°C en presencia de

medio ‘(’coontrol) o PD98059 (50uM) o PP2 (10pM) seguido de la estimulacién con sFbg (6pM)
2hal37cC.

(.2.14.-Efecto el filnindgero soluble solne li stivacion Ao la
chspbrk 3 g el NF-KB s cdlulian HL-E0 Aderesciadas cor DMSO.

Las células HL-60 se pueden diferenciar a granulocitos por diferentes agentes,
incluyendo el DMSO (Collins, 1987). Estudios anteriores indican que en las células HL-60
diferenciadas a granulocitos con DMSO se observa un aumento en la expresion del CD11b.
Por esta razon confirmamos el aumento de este parametro de diferenciacion a través de
citometria de flujo con mAb anti-CD11b conjugado con FITC (dato no mostrado).

Con el objeto de estudiar si los efectos del sFbg sobre los PMN eran
reproducidos en células HL-60 diferenciadas, se analizd el nivel de activacion de la
caspasa 3 y NF-kB en dichas células en respuesta al sFbg. El analisis por citometria de
flujo mostr6 que el tratamiento con 6 pM de sFbg redujo la activacion de caspasa 3
comparada con el control. Cuando se utilizaron inhibidores de NF-xB sobre células HL-60
diferenciadas los niveles de activacion de caspasa 3 fueron restituidos a los valores basales
(Figura 21 a). Mas aun, células HL-60 diferenciadas con DMSO estimuladas con sFbg
durante 2 h muestran niveles de IxB-a en el citoplasma substancialmente reducidos, los
cuales retornan a sus niveles basales a las 6 horas. Por otra parte se evidencia una fuerte
activacion del NF-xB en el nicleo ya a la hora de incubacion con sFbg. (Figura 21 by c).
En forma similar a lo que ocurre en los PMN, la preincubacion con mAb anti-CD11b
revirtid los efectos del sFbg. Cabe destacar que en forma paralela se realizaron los

experimentos en células no diferenciadas, en donde el sFbg no ejerci6 ningun efecto.
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Figura 21. Efectos del sFbg sobre la activacion de la caspasa 3 y el NF-kB en células HL-60
diferenciads con DMSO. a. Células HL-60 (2.5 x 10°/ml) tratadas con 1.25% de DMSO
durante 5 dias fueron preincubados durante 1 h a 37°C en presencia de medio (control) o
lactacystina (40pM) o MG132 (20uM) o Inhibidor de calpahinas 1 y Il (100pg/ml) seguido de
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la estimulacién con sFbg (6pM) 1 h a 37°C. Se muestran histogramas representativos de la
activacién de caspasa 3 luego de los diferentes tratamientos. El histograma Leno representa el
control de isotipo. La ordenada y la abscisa representan el nimero de células y la intensidad
de fluorescencia (FL1-H), respectivamente. En b. los datos representan la media + SEM de la
IMF en n experimentos. * Significancia estadistica (p<0.005) comparado con el controlL.C.
Anidlisis por western blot de extractos citoplasmdticos de células HL-60 indiferenciadas
(calle14) o tratadas con 1.25% de DMSO durante 5 dias (calle 5-11) incubados a 37°C en
presencia de medio (control) o sFbg (6uM) durante diferentes tiemnpos. La expresion de IxB-a
se visualizé utilizando un Ab anti- IxB-a especifico (panel superior) segiin lo descripto en
Materiales y Métodos. Para confirmar que se sembré6 la misma cantidad de proteina en cada
calle del gel l]a membrana fue reprobada con Ab anti-actina (panel inferior). Ambos paneles
son representativos de 3 experimentos. ¢. La unién del NF-xB al DNA se analiz6 a través de
un ensayo de EMSA en extractos nucleares de PMN que fueron incubados durante a 37°C en
presencia de medio (control) o sFbg (6uM) durante diferentes tiempos. Tanto en b como én ¢
se llevé como control extractos citoplasmiticos y nucleares respectivamente preincubados con
anti-CD11b seguidos de la estimulacién con sFbg (6;tM) durante 2h.
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Durante los procesos fisiopatologicos, los neutréfilos circulantes reciben sefiales
provenientes de los focos inflamatorios y migran hacia ellos sufriendo una serie de cambios
que llevan a la activacion de los mismos. Este proceso implica mecanismos de
reconocimiento célula-célula, que conducen a la adhesion, extravasacion del endotelio capilar
y migracion hacia el foco inflamatorio. Las funciones efectoras desempefiadas por los PMN
ocurren en un microambiente modificado por citoquinas, mediadores de inflamacion,
protenas de la cascada de coagulacion asi como también factores humorales como
anticuerpos de tipo IgG o componentes activados del sistema complemento. De esta manera
los polimorfonucleares neutréfilos son células de vital importancia en la resolucidn de dichos
focos infecciosos asi como también en la generacion de la fase aguda de la respuesta
inflamatoria. Sin embargo, la exacerbacion de dicha respuesta puede ser contraproducente
para el individuo debido al alto potencial citotdxico de los PMN.

Inicialmente las [, integrinas, presentes en células mieloides, fueron identificadas como
estructuras de la superficie celular que mediaban solo el trafico y la localizacion de células
inmunes circulantes (Springer, 1990). Sin embargo luego se observd que también son capaces
de regular multiples funciones celulares en respuesta a estimulos ambientales, como
crecimiento, diferenciacion, expresion de genes y apoptosis a través de una comunicacién
bidireccional entre el interior de la célula y su entorno (Hynes, 1992). Los diferentes caminos
transduccionales que se activan en respuesta a un estimulo, determinan, en definitiva, el
patron de accion de la célula. El conocimiento y la elucidacion de los mismos permitira
pensar eventualmente en intervenciones terapetiticas a este nivel.

Tres datos adicionales enfatizan la importancia de los estudios acerca de los efectos del
fibrindgeno soluble sobre los PMN: 1) los neutréfilos activados in vitro con PMA unen de 3 a
5 veces mas fibrinogeno que células en reposo (Gustafson er al., 1998); 2) los leucocitos de
pacientes con diversas situaciones inflamatorias como hipersensibilidad retardada y
aterosclerosis, presentan fibrindgeno sobre su superficie (Altieri er al., 1990); y 3) la existencia
de una correlacion positiva entre los niveles de fibrindgeno plasmatico y la activacion
leucocitaria (elastasa plasmdtica) en pacientes con problemas arteriales periféricos (Lowe ef
al., 1993). Estos datos sugieren que la unién del fibrindgeno a PMN ocurre efectivamente en
los sitios inflamatorios y podria asociarse a la activacion de los mismos.

En esta tesis se demuestra un efecto nuevo para el fibrinogeno en su forma soluble
(sFbg), el cual contribuye a la activacion secuencial de neutréfilos circulantes a través de un
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mecanismo dependiente de la molécula CD11b/CD18. Mas interesante ain, se demuestra que
el sFbg ejerce sus efectos moduladores sdlo en PMN previamente primados por el proceso de
purificacion (Haslett et al, 1985) o TNF-a (Rosenbloom et al, 1999). Estos resultados
concuerdan con trabajos previos que demuestran que las (3, integrinas no son capaces de
interactuar con sus ligandos fisiologicos en leucocitos sin estimular, un mecanismo de
seguridad que controla la respuesta inflamatoria aguda y crdnica (Blouin et al., 1999). Se
puede hipotetizar que durante un proceso inflamatorio, quimioatractantes, adhesion primaria,
o citoquinas priman a los PMN en circulacién o en sitios extravasculares, no sélo aumentando
la expresion del CD11b en su superficie, sino también generando un cambio cualitativo en el
mismo (Diamond et al., 1993). De esta manera al expresar epitopes de activacion, el CD11b
puede unir sus ligandos y el sFbg podria ejercer su accion (Figura 5.1). Por otra parte durante
la cascada fibrinolitica, el fibrinogeno es rapidamente clivado generando productos de
degradacion (Handley et al., 1997), limitando la accién del fibrindgeno sobre los neutréfilos.
En ese sentido también se describe en este trabajo que el agregado de trombina elimina el
efecto del sFbg sobre la activacion de los PMN, a pesar de que el sitio de union al sFbg se
mantiene después de la digestion, lo que indica la necesidad de una estructura tridimensional
y tal vez la agregacion de receptores para generar una sefial intracelular.

El hecho de que el sFbg sea capaz de producir sus efectos solo en presencia de cationes
bivalentes sugiere que una integrina es el receptor responsable. Si bien la integrina
CD11b/CD18 es el receptor de fibrindgeno predominante en fagocitos (Wright et al., 1988,
Altieri et al, 1990) trabajos previos demuestran que el CD11¢/CD18 también puede unir
fibrinogeno (Loike et al., 1991). En forma coincidente con estos amtecedentes el anticuerpo
monoclonal anti-CD11b revirtid los efectos del sFbg observados en los PMN, pero no el
anticuerpo monoclonal anti-CDl1c, indicando que la integrina CD11b es el receptor
responsable de dichos efectos.

La movilizacién de granulos intracitoplasmaticos, en particular vesiculas secretorias y
granulos secundarios, es un evento inflamatorio rapido, secundario a la activacion de los
PMN. De esta manera la expresion de la molécula CD11b aumenta en cuestion de minutos en
respuesta a mediadores inflamatorios como TNF-a, IL-8, C5a, leucotrieno B4 y factor
activador de plaquetas (Rosenbloom ef al., 1999). La unién de B integrinas en neutréfilos por
proteinas de la matriz extracelular 0 contra-receptores endoteliales dispara la liberacion del
contenido de los granulos citoplasmaticos y el selectivo aumento de la expresion de moléculas
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de membrana presentes en los granulos (Mocsai et al, 1991; Niessen et al, 1992).
Similarmente la union del CD11b por el sFbg induce un aumento en la expresion de las
moléculas CD11b y CD66b en la superficie de los PMN.

Contrariamente al aumento observado en la expresion del CD11b y el CD66b, el sFbg
induce una disminucion en la expresion del RFcylll, mientras que la expresion del RFcyll no
se ve modificada. El RFcylll se encuentra en las vesiculas secretorias por lo cual en un primer
momento aumernta su expresion, sin embargo luego sufre un clivaje proteolitico lo que explica
dicha disminucion. En ese sentido diversos trabajos demostraron que agentes
proinflamatorios, como FMLP o PMA, disminuyen la expresion del RFcylll a través de un
evento secretorio que involucra el clivaje proteolitico del receptor (Huizinga et al, 1988;
Alves-Rosa et al., 1997). Mas alin, una concentracion elevada en plasma de RFcylll soluble
en pacientes sépticos ha sido asociada con la activacion de neutrdfilos in vivo (Walzog et al.,
1997, Miiller Kobold et al., 1998).

La capacidad citotoxica es uno de los mecanismos centrales para combatir
microorganismos patogenos, la cual se ve representada en los PMN por diferentes funciones
como la fagocitosis, la ADCC y la citotoxicidad por CI, que involucran diversos caminos
liticos. El sFbg result6 en el aumento de la capacidad citotdxica de los PMN medida a través
de las funciones ADCC y fagocitosis. A pesar de que la disminucién en la expresién de
RFcylll puede sugerir una disminuciéon en las funciones mediadas por los RFcy, el
fibrindgeno indujo un aumento en la ADCC contra células Optimamente sensibilizadas.
Siendo la ADCC una reaccion que implica el cultivo de las células durante 18 h, el aumento
en la misma puede deberse a un menor porcemtaje de células apoptéticas, sin embargo se
obtuvieron resultados similares al evaluar un ensayo a corto plazo que no implica mas de 60
min como es la fagocitosis. Considerando el aumento de dichas funciones por el tratamiento
con sFbg, la disminucion en la expresion del RFcylll parece irrelevante. Sin embargo el
aumento en la expresion del CD11b podria compensar este efecto contribuyendo al aumento
de la fagocitosis y la ADCC en un sistema con células blanco Optimamente sensibilizadas. En
ese sentido existen trabajos que proponen que el CD11b podria colaborar con otros receptores
como RFcy para mediar numerosas respuestas en PMN como la fagocitosis, la adhesién y la
fosforilacion en tirosina de protemnas (Kushner ez al., 1992; Kusunoki et al., 1994; Tang et al.,
1997; Rubel et al., 1999). Por otro lado, la pérdida de RFcylll puede afectar la capacidad
citotoxica de los PMN cuando dicha funcion es llevada a cabo contra células blanco
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subdptimamente sensibilizadas. Estos resultados son concordantes con otros (Kushner et al.,
1992; Kusunoki et al., 1994; Tang et al., 1997) que presentan que el RFcylll, una molécula
asociada a glicosilfosfatidilinositol, contribuye a la unién eficiente del ligando a su receptor y
a su posterior internalizacion. La alta densida de RFcylll y su rapida movilidad en la
membrana favorece la captura de complejos inmunes, mientras que el RFcyll tiene el papel
fundamental en el disparo de la sefial citotdxica (Selvary et al., 1988).

Si bien los neutrdfilos de sangre periférica tienen una vida media corta (t,2=6-8h) y
sufren un proceso de apoptosis espontanea cuando se las mantiene en cultivo (Payne ef al.,
1994), es sabido que en focos inflamatorios citoquinas como GM-CSF o IL-6 pueden retardar
dicho proceso apoptdtico (Brach et al, 1992; Gardner et al,, 1996), contribuyendo de esta
manera a la defensa del huésped, o en otras circunstancias al dafio endotelial. En esta tesis se
demuestra que el sFbg retrasa significativamente la apoptosis en PMN evidenciada a través de
su morfologia, del contenido de DNA y del estado de activacion de la caspasa-3. Sin embargo
el entrecruzamiento del CD11b con anticuerpos monoclonales anti-CD11b (clon Bear-1) y el
fragmento F(ab’), genera un aumento en la apoptosis de los PMN. Similarmente con estos
resultados pero en contraposicion a lo observado para el sFbg diversos autores demostraron
que el entrecruzamiento del CD18 con anticuerpos monoclonales resulta en una aceleracion
del proceso apoptdtico (Walzog er al, 1997). Ha sido ampliamente demostrado que la
ocupaciéon de integrinas puede vincular varios caminos transduccionales (Rosales et al,
1995). Una posible explicacion para estos efectos contrapuestos es que el fibrindgeno y los
anticuerpos generen diferentes grados de agregacion del CD11b sobre la superficie celular, lo
cual induce diferentes sefiales intracelulares y por lo t2nto distintos efectos biologicos.

De esta manera el fibringeno puede influenciar el desarrollo y la resolucién del foco
inflamatorio a través de la regulacion de la funcionalidad y la sobrevida del neutrdfilo. Sin
embargo tanto la funcionalidad como la sobrevida del mismo no son mas que un reflejo del
balance de los caminos transduccionales activados.

En esta tesis se demuestra que el sFbg induce en neutréfilos un aumento en la
concentracion de calcio intracelular, la fosforilacion rapida y transiente de al menos dos
proteinas en residuos tirosina: la FAK y la MAPK ERKI1/2 y la activacion del factor de
transcripcion NF-xB; y que estas vias transduccionales estan involucradas en la modulacion
de la funcionalidad y sobrevida de los PMN (Figura 5.1).
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La movilizacion de calcio intracelular es un mecanismo importante en la activacion de
neutrofilos mediada por receptor. Es sabido que estimulos como el FMLP, leucotrieno B4 o
IL-1, inducen la degranulacion y el estallido respiratorio, ambas funciones precedidas por un
aumento en la [Ca®]; (Smith et al, 1987). Mas aiin, iondforos de calcio son capaces de
inducir la activacion de PMN, evaluada por la generacion de anién superdxido y
degranulacion (Korchack et al, 1988). Considerando que el aumento en [Ca®']; es una
reaccion instantanea y que los pardmetros fenotipicos se midieron a nivel celular por analisis
de citometria de flujo, se pueden excluir eventos de adhesion de fibrindgeno a la superficie de
los tubos plasticos e interacciones PMN-PMN con fibrindgeno como puente, como
responsables de los efectos observados.

La activacion de la MAPK ERKI1/2 en PMN a través de la interaccion del fibrindgeno
con la integrina CD11b/CD18, no habia sido demostrada anteriormente. Mas aun, las
siguientes observaciones indican que la fosforilacion y la consecuente activacion de la MAPK
ERK1/2 por el sFbg, representa un elemento central en sus efectos funcionales: 1) la
activacion rapida y especifica de ERK1/2, luego de la unién de sFbg al CD11b, precede a la
degranulacion de granulos secundarios. 2) los inhibidores de protemnas tirosina quinasas y de
la familia Src inhiben similarmente la fosforilacion de la MAPK ERK y la degranulacion,
fagocitosis y apoptosis. 3) la inhibicion directa de la quinasa que fosforila la MAPK ERK1/2
por el compuesto PD98059 inhibe la degranulacion asi como la fagocitosis y la apoptosis
inducida por sFbg.

Por el contrario, no se obtuvo ninguna evidencia de la participacion de la MAPK p38 en
la respuesta generada por el sFbg, ya que no se observé fosforilacion de la MAPK p38, ni
inhibicion de los efectos inducidos por el sFbg por el inhibidor especifico SB203580. Es
necesario aclarar que ademas de la isoforma clasica de la p38 (conocida como p38a o
Protena Quinasa activada por stress 2) existe una nueva isoforma de la MAPK p38,
denomiada p38 & (Proteina Quinasa activada por stress 4) presente en neutrofilos, la cual es
activada por H,0,. A diferencia de la p38a, p38d no es sensible al compuesto SB203580. De
ahi que los experimentos farmacoldgicos de inhibicién sdlo provean informacion del papel de
la isoforma clasica, p38a (Goedert er al., 1997).

La protena FAK no es un receptor, pero se asocia con integrinas (Schlaepfer er
al,1997) y participa de la sefalizacion a través de las mismas en células de carcinoma,
fibroblastos y plaquetas (Burridge et al, 1992; Longhurst ef al, 1998). En este trabajo se
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demuestra que la FAK también esta involucrada en la sefializacion intracelular inducida por
fibrinégeno en PMN. Debido a que las integrinas carecen de actividad catalitica, la activacion
de FAK puede ser un evento importante en el proceso de transduccién de sefiales mediado por
integrinas. El dommio NH2 de FAK interactia con el dominio citoplasmitico de las
integrinas, proveyendo un medio de activacion para FAK luego de la unién por su ligando de
integrinas (Burridge er al,,1992). La region COOH terminal de la FAK interactia con varias
proteinas focales de adhesion como paxilina (Hildebrand et al., 1995) y proteinas de la familia
Src (Longhurst er al., 1998). De esta manera, la interaccion de las proteinas de la familia Src
con FAK, causa la mixima activacion de FAK (Hanke e al, 1996). En las condiciones
experimentales de este trabajo, la familia Src parece participar en los procesos exociticos
inducidos por sFbg ya que su inhibidor especifico disminuye significativamente la liberacion
de granulos secundarios en respuesta al sFbg, aunque no se observd la fosforilacion de
ninguna proteina de la familia Src. La observacion de que el inhibidor de la familia Src
previno la activacion de ERK1/2 posiciona a las proteinas quinasas de la familia Src entre el
receptor y la MAPK ERKI1/2 (Figura 5.1). En forma similar Mocsai y colaboradores (Mdcsai
et al., 2000) demostraron que en PMN la exocitosis de granulos primarios y secundarios en
respuesta a FMLP involucra un mecanismo dependiente de la MAPK p38 a través de la
familia Src. En ese sentido Schlaepfer y colaboradores (Schlaepfer ef al., 1994) mostraron que
la fosforilacién de FAK por Src permite interarctuar a FAK con la via RasMAPK.

Diversos trabajos analizaron la respuesta de PMN adheridos a CD11b y estimulados
con diferentes mediadores inflamatorios. Dichos trabajos demostraron la fosforilacion de
diversas proteinas, la mayoria pertenecientes a la familia Src (Fuortes ef al., 1993; Yan er al.,
1996; Yan et al, 1997; Mocsai et al, 1999; Willeke er al, 2000). Considerando estos
antecedentes, se compard el patron de fosforilacion en respuesta al fibrindgeno en su forma
soluble y el inducido por fibrindgeno adherido a placas. Mientras que el fibrindgeno soluble
induce principalmente la fosforilacion de las dos proteinas FAK y ERK1/2, PMN adheridos a
placas recubiertas con Fbg muestran la fosforilacion de al menos 10 proteinas de diferente
peso molecular, confirmando resultados previos (Fuortes ef al., 1993; Yan et al., 1996; Yan et
al., 1997; Mocsai et al, 1999). Este patron de activacion diferencial dependiendo de la
presentacion del ligando se observd en plaquetas (Huang et al, 1993; Shattil er al, 1994;
Miyamoto et al, 1995). Una posible interpretacion de estas observaciones es que una
ocupacion y agregacion limitada de las integrinas puede generar una respuesta rapida,
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mientras que la agregacion de integrinas por ligandos inmovilizados lleva a disparar caminos
transduccionales mas complejos (Miyamoto et al., 1995).

Cuando se analizd la participacion de los diferentes caminos intracelulares en la
funcionalidad de las PMN se observd que no todas las funciones inducidas por el sFbg
estaban mediadas por los mismos caminos transduccionales. Mientras que la actividad
tirosina quinasa y MAPK constituyen un evento central en la cascada de sefializacién que
lleva a la degranulacion de granulos secundarios, €stas no estan involucradas en la liberacion
de vesiculas secretorias en respuesta al sFbg (Figura 5.1). En forma similar Mocsai y
colaboradores (Mocsai et al, 2000) y Capodici y colaboradores (Capodici et al, 1998)
demostraron que la degranulacion de vesiculas secretorias en respuesta a FMLP es
independiente de la fosforilacion de proteinas en residuos tirosina y de la activacion de la
fosfatidil-inositol 3 quinasa (PI-3K), respectivamente. Estos resultados sugieren que otras
sefiales intracelulares tempranas y simultineas deben estar implicadas en la movilizaciéon de
vesiculas secretorias. Se necesitardn experimentos complementarios para definir por ejemplo,
el papel de la movilizacion de calcio inducida por sFbg en la exocitosis de vesiculas
secretorias. Con respecto al aumento de la fagocitosis dependiente de RFcy por sFbg, en el
mismo estd involucrada la activacion de ERK. En forma similar, Downey y colaboradores
(Downey et al., 1998) demostraron que la inhibicion de ERK en PMN inhibe la fagocitosis de
zymosan opsonizado sin afectar la capacidad de unién. Ademas, un trabajo reciente muestra
que es necesaria la activacion de ERK para la polimerizacion de actina en PMN en respuesta
al entrecruzamiento de RsFcy (Coxon et al., 2000).

Durante el proceso apoptético de los PMN, la activacion de las caspasas juega un papel
determinante regulando la protedlisis selectiva de proteinas internas de la célula que culmina
en la condensacion nuclear y citoplasmatica y en la fragmentacion del DNA (Alnenri er al.,
1996). En este trabajo se demuestra que el sFbg retrasa significativamente la apoptosis en
PMN inhibiendo la activacién de la caspasa 3. A su vez, la actividad de las caspasas esta
regulada por distintos componentes de la cascada de las MAPquinasas (Shiguekazu, 2000).
En distintos tipos celulares, se ha descrito que la MAPK ERKI1/2 esta involucrada en sefiales
de supervivencia celular y prevencion o retardo de la apoptosis (Waterman er al, 1995,
Cuvillier er al., 1996, Frasch et al., 1998). A través de este trabajo, se demuestra que el sFbg
activa la MAPK ERKI1/2, y que su inhibidor especifico revierte el efecto del sFbg sobre la

apoptosis, sugiriendo que en neutrdfilos, la activacion de ERK lleva a una extension en su
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vida media. Sin embargo el proceso apoptdtico es complejo e involucra la induccion de genes.
Si bien el papel del NF-xB en la regulacién de la apoptosis no presenta todavia un panorama
claro, existen numerosos ejemplos que lo muestran como un factor con efectos anti-
apoptoticos: ratones que carecen de la subunidad p65 del NF-xB mueren durante el desarrollo
embrionario como resultado de una masiva muerte de células hepaticas por apoptosis (Beg et
al, 1995). Uno de los eventos intracelulares mas importantes para la activacion del NF-xB es
la fosforilacién, poliubiquitinacion y clivaje proteolitico de las proteinas inhibitorias IkB-a
por el proteosoma (Griscavage et al, 1996; Karin et al, 2000). A pesar de que Sitrin y
colaboradores (Sitrin et al,, 1998) demostraron que el fibrindgeno activa el NF-xB en una
linea celular monocitica U937 y Rezzonico y colaboradores (Rezzonico er al, 2001)
observaron que el entrecruzamiento del CD11b por anticuerpos monoclonales en monocitos
humanos no adherentes dispara la activacion de dicho factor, los resultados presentados en
este trabajo son los primeros en demostrar que la estimulacion de neutréfilos humanos con
sFbg induce la degradacion de Ix-Ba y la activacion del NF-xB a través de la P, integrina
CDI11b. La actividad del NF-xB inducida por el sFbg consiste en homodimeros p50/pS0 y en
heterodimeros p65/p50, similar a lo observado por Vancurova y colaboradores (Vancurova et
al., 2001) en PMN estimulados con TNF-a . Cuando se utilizaron inhibidores del proteosoma
los efectos protectores del sFbg sobre la apoptosis de neutrdfilos se vieron bloqueados. Estos
resultados sugieren que la actividad del NF-xB media dicha funcién. Es importante aclarar
que ninguno de los inhibidores utilizados indujo muerte celular por si solo, sugiriendo que el
control de 1a apoptosis espontanea en PMN no es mediada por el factor NF-xB.

Se puede descartar la posibilidad de que una contaminacion con endotoxinas contribuya
a la activacion del NF-xB por sFbg ya que el agregado de polimixina B, el cual se une al LPS

y lo neutraliza (Duff et al.,, 1982) no reduce los efectos del sFbg pero si bloquea la respuesta a
LPS.

Durante los ultimos afios diversos estudios demostraron que la cascada de MAPK
contribuye a la transmision de sefiales extracelulares que resultan en la fosforilacion directa o
indirecta de varios factores de transcripcidn y en la alteracion de la expresion génica
(Treisman et al,,1996). En ese sentidlo Berghe y colaboradores (Berghe et al, 1998)
demostraron la participacion de la cascada de p38 y ERK1/2 en la activacion del NF-xB en
respuesta a TNF-a. Ademas MEKK-1, MEKK-2 y MEKK-3 pueden activar la quinasa que
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fosforila Ixk-Ba y de esa manera jugar un papel en el camino anti-apoptético del NF-xB
(Karin et al, 2000). En ese sentido la inhibicion selectiva de la ERK1/2 es suficiente para
contrarrestar los efectos del sFbg sobre la activacion de caspasa 3, degradacion de IkB y
translocacion de NF-xB al nucleo, sugiriendo que la no fosforilacion de ERK reduce
notablemente la concatenacion de sefiales que permiten la completa activacion del NF-xB en
respuesta al sFbg. La participacion de la familia Src en los efectos mediados por sFbg no son
absolutamente claros, ya que el inhibidor de dicha familia reduce parcialmente los efectos del
sFbg sobre la activacion de caspasa 3, en forma similar a lo observado sobre la fagocitosis y
degranulacion inducidas por sFbg, sin embargo no afecta la degradacion de IxB y la
translocacion del NF-kB al nucleo. Se puede especular que la familia Src puede interactuar
con otros componemntes de la cascada de sefializacion que generen sefiales anti-apoptéticas
independientes de la activacion de NF-xB.

La linea celular mieloide humana HL-60, caracterizada originalmente como células
promielociticas, representan un modelo apropiado para el estudio de proliferacion de células
mieloides, diferenciacion y regulacion de mecanismos intracelulares. Dichas células se
pueden diferenciar a granulocitos o monocitos/macréfagos dependiendo del estimulo
agregado (Kozbik er al, 1997). Especificamente, el tratamiento con DMSO favorece la
diferenciacion a granulocitos con un aumento en la expresion de la molécula CD11b, receptor
de sFbg. Los resultados obtenidos en PMN se reprodujeron completamente en células HL-60
diferenciadas con DMSO confirmando que el sFbg induce la activacion del NF-xB a través de
la interaccidn con el CD11b, y que dicha activacion estd involucrada en el retraso de la
apoptosis producido por sFbg. La baja expresion basal de NF-xB en esta linea celular,
combinado con un fenotipo diferenciado (expresion relativamente alta de integrinas) y la
preservacion de una respuesta a la subsiguiente estimulacion (fibrindgeno/Mn?*), hace de este
un modelo altamente atractivo para el estudio de efecto de integrinas en la expresion génica
en PMN.

En conclusion, las integrinas son responsables de la adhesion y migracién de
neutrofilos al sitio inflamatorio, pero ademas contribuyen al proceso de seflalizacion
intracelular. Estas sefiales proveen la informacion necesaria para determinar una respuesta
biologica: proliferativa, citotdxica, de supervivencia, 0 de muerte celular. Alteraciones en
dichos mecanismos de transduccion de sefales pueden causar profundos cambios en el
comportamiento celular, pudiendo desencadenar procesos patologicos variados como el
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cancer, procesos inflamatorios, asma, enfermedades cardiovasculares, etc. La identificacion y
caracterizacion de las moléculas que participan en el proceso de transmision de sefales
probablemente permita identificar potenciales blancos de intervencion terapéutica y por
consiguiente la posibilidad de modular e influenciar los procesos fisiopatologicos.
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Figura 5.1. Modelo propuesto para la accion del fibrinogeno soluble sobre los neutrdfilos humanos
a través de la molécula de adhesion CDI11b/CDI8. En un proceso inflamatorio, estimulos
generados en el mismo inducen la activacion de la integrina CD11b, permitiendo la unién del
fibrinégeno. Esto lleva al reclutamiento de diferentes proteinas incluyendo la FAK, la cual se
fosforila y activa tal vez generando una respuesta mixima via proteinas de la familia Src. Esto
lleva a la fosforilacion de la MAPK ERKI1/2 lo que regula la degranulacion de granulos
secundarios, un aumento de la fagocitosis y un retraso en la apoptosis en respuesta al sFbg.
Ademas el sFbg induce la translocacion del factor de transcripcion NF-xB via la MAPK ERK1/2
al miicleo el cual también estd involucrado en la modulacion del proceso apoptético. Por otro
lado Ia unién del sFbg a la integrina CD11b produce un aumento en la [Ca™],, el cual podria
participar de la regulacion de la exocitosis de vesiculas secretorias.
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