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 1. RESUMEN. 
 
En la actualidad el estudio de la inmunología de vertebrados superiores, como el 

humano y el ratón, se desarrolla a nivel molecular y genético. El estudio de los mecanismos de 
inmunidad en organismos invertebrados es actualmente un campo en expansión, y en muchas 
especies apenas se ha comenzado la caracterización funcional de las células que componen 
sus sistemas inmunológicos: los hemocitos.  

La fagocitosis es una función celular muy relevante dentro de los mecanismos de 
inmunidad de organismos vertebrados e invertebrados. Los fagocitos son un grupo de células 
especializadas del sistema inmunológico, cuya función principal es la ingestión y eliminación 
de microorganismos y restos celulares. Los fagocitos humanos expresan en la membrana 
plasmática diferentes receptores capaces de iniciar el proceso de fagocitosis, entre los que se 
encuentran los receptores para las inmunoglobulinas (receptores Fc). La unión de los 
receptores Fc con las inmunoglobulinas inicia una serie de cascadas bioquímicas que activan y 
regulan el proceso de fagocitosis y otras respuestas celulares, como el estallido respiratorio o 
la activación de genes. Las cascadas bioquímicas activadas por receptores se conocen como 
“vías de señalización” hacia la activación de respuestas celulares. Los mecanismos 
moleculares involucrados en la vía de señalización de los receptores Fc se conocen sólo 
parcialmente. En esta tesis doctoral se abordaron diferentes aspectos de las vías de 
señalización de los receptores Fc que unen inmunoglobulinas G (FcγR). Los resultados 
presentados muestran que: A) En monocitos humanos existen dos vías de señalización que 
regulan de manera independiente el proceso de fagocitosis y la activación del factor nuclear 
NF-κB. B) Las vías de señalización de los receptores FcγR para fagocitosis son diferentes entre 
fagocitos profesionales y fagocitos no profesionales. Durante la diferenciación monocito → 
macrófago la maquinaria molecular que regula la fagocitosis se modifica, haciendo este 
proceso más eficiente. C) La vía de señalización del receptor FcγRIIA es modulada a través de 
su asociación con estructuras membranales lipídicas conocidas como microdominios de 
membrana. La región transmembranal del receptor FcγRIIA es la responsable de regular esta 
asociación. D) En neutrófilos, el factor nuclear NF-κB, necesario para la activación de genes de 
citocinas, es activado a través de los receptores FcγRIIA o FcγRIIIB. El receptor FcγRIIIB activa 
además una vía de señalización independiente de FcγRIIA, que lleva a la activación nuclear de 
ERK y Elk-1.  

En esta tesis doctoral se abordó el campo de la inmunología comparada, para 
caracterizar las propiedades de los fagocitos profesionales de invertebrados. Utilizando como 
modelo el molusco marino Mytilus galloprovincialis, se encontró que su sistema inmunológico 
está compuesto por al menos cuatro subtipos celulares. De estos cuatro, dos subtipos son 
fagocitos profesionales, con alta capacidad de fagocitosis, de producción de radicales 
reactivos de oxigeno, y de producción de óxido nítrico. En M. galloprovincialis la enzima PI 3-K 
juega un papel central en la activación de los mecanismos de defensa celulares, que parece 
haber sido conservado a través de la evolución.  

Los resultados que se presentan en esta tesis se encuentran publicados en: J. Leukoc. 
Biol, 2001, 70: 649-658; J. Leukoc. Biol, 2002, 72:1092-1108; J. Leukoc. Biol, 2002, 72:107-
114, J. Immunol. 2007, 178:3048-3058; J. Immunol Methods, 2007, 320:104-118. 
 
 
 
 
Abreviaturas usadas en esta tesis: [Ca2+]i, concentración intracelular de calcio; ERK, cinasa activada por mitógenos; 
EIgG, eritrocitos opsonizados con IgG; GG, células grandes granulares; GSG, células grandes semigranulares; IL, 
interleucina; ITAM, del inglés “Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif”; ITIM; del inglés “Immunoreceptor 
Tyrosine-based Inhibition Motif”; MAcDM, macrófagos derivados de monocitos; MDM, microdominios de membrana; 
PI 3-K; fosfatidilinositol 3-cinasa; PKC; proteína cinasa C; PLA2, fosfolipasa A2; PLCγ, fosfolipasa C gama; PLD; 
fosfolipasa D; PH, células pequeñas hialinas; PSG, células pequeñas semigranulares. 
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1. ABSTRACT. 
 
In our time, the study of immunity in higher vertebrates, such as mice and humans, is 

being developed at the genetic and molecular level. The study of invertebrate immunity is 
currently an expanding field, and in most species we have barely begun with the functional 
characterization of the cells composing their immune systems: the hemocytes. 

Phagocytosis is a cell function of relevance, among the mechanisms of immunity in either 
vertebrate or invertebrate organisms. Phagocytes are a group of specialized cells of the 
immune system, whose main function is the ingestion and elimination of microorganisms and 
cell debris. Phagocytes express on their plasma membrane a series of receptors capable of 
triggering the phagocytic process. Among these receptors are the immunoglobulin receptors (Fc 
Receptors). Fc Receptor binding to immunoglobulins initiates a series of biochemical cascades 
that activate and regulate phagocytosis, as well as other cell responses such as the respiratory 
burst or gene activation. These receptor-triggered biochemical cascades are called “signalling 
pathways” towards the activation of cellular responses. The molecular mechanisms involved in 
the signalling pathway of Fc Receptors are only partially known. This doctoral thesis deals with 
various aspects of the signalling pathways of Fc Receptors for immunoglobulin G (FcγR). The 
results presented in this thesis show that: A) In human monocytes, there are two different 
signalling pathways that regulate phagocytosis and the activation of the NF-κB nuclear factor in 
an independent manner. B) The FcγR signalling pathway for phagocytosis is different between 
professional and non-professional phagocytes. The molecular machinery that regulates 
phagocytosis is modified during monocyte to macrophage differentiation, making more efficient 
the phagocytic process. C) The FcγRIIA signalling pathway is modulated through its association 
with lipidic membrane structures, known as membrane microdomains, or lipid rafts. The 
transmembrane domain of FcγRIIA is responsible for regulating this association. D) In 
neutrophils, the NF-κB nuclear factor, required for the activation of cytokine genes, is activated 
through the FcγRIIA or FcγRIIIB receptors. The FcγRIIIB receptor activates an additional 
signalling pathway that leads to the activation of ERK and Elk-1 in the nucleus. 

This doctoral thesis explored the field of comparative immunology, to characterize the 
properties of professional phagocytes in invertebrates. Using the marine mollusc Mytilus 
galloprovincialis as a model, it was found that its immune system is composed of at least four 
different cell types. Two out of these four cell types are professional phagocytes, presenting 
high phagocytic ability, as well as high capacity for the production of reactive oxygen species, 
and nitric oxide. In M. galloprovincialis the signalling enzyme PI 3-K plays a central role in the 
activation of cellular defense mechanisms; a role that appears to have been conserved 
throughout evolution.  

The results presented in this thesis have been published in: J. Leukoc. Biol, 2001, 70: 
649-658; J. Leukoc. Biol, 2002, 72:1092-1108; J. Leukoc. Biol, 2002, 72:107-114, J. 
Immunol. 2007, 178:3048-3058; J. Immunol Methods, 2007, 320:104-118. 

 



Transducción de señales en fagocitos 

 5

2. INTRODUCCIÓN. 
 
Sistemas inmunológicos. 
En la naturaleza, los organismos multicelulares se encuentran en permanente 

competencia con millones de microorganismos unicelulares, para quienes los primeros 
representan una fuente de alimento [1, 2]. Los microorganismos capaces de colonizar y 
alimentarse de otros organismos, causándoles daño, son considerados patógenos [3]. A través 
de la evolución, los organismos multicelulares han adquirido una serie de herramientas 
celulares y moleculares que les permiten reconocer lo propio de lo ajeno, y de esta forma 
sobrevivir en un mundo plagado de microorganismos potencialmente patógenos [1-3]. En 
organismos multicelulares complejos estas herramientas de defensa se encuentran integradas 
en lo que llamamos “sistema inmunológico” [1]. Los sistemas inmunológicos de diferentes 
organismos están compuestos por diferentes órganos y tipos celulares, con funciones de 
defensa específicas [1, 3]. Además, muchos organismos multicelulares producen, como parte 
de sus sistemas de defensa, moléculas capaces de dañar a microorganismos patógenos, 
moléculas capaces de inhibir el crecimiento de patógenos; o bien moléculas capaces de 
regular las funciones de órganos o de células específicas que contribuyen a combatir las 
infecciones [1-3].  

Por décadas el estudio de la inmunología se ha centrado en organismos vertebrados 
superiores, siendo el humano y el ratón los modelos más estudiados. En estas dos especies de 
mamíferos se conocen con gran detalle mecanismos celulares y moleculares que componen 
sus sistemas inmunológicos [4, 5]. El sistema inmunológico de estas dos especies, así como el 
de otros vertebrados superiores estudiados [2], está compuesto por dos subsistemas 
conocidos como “inmunidad innata” e “inmunidad específica” [2, 6, 7]. Los mecanismos de 
inmunidad innata permiten el reconocimiento y la eliminación casi inmediata de un número 
limitado de microorganismos potencialmente patógenos [2, 7]. Los mecanismos de la 
inmunidad específica permiten a su vez reconocer y eliminar a prácticamente cualquier 
microorganismo patógeno, aunque suelen actuar de forma más lenta [2, 6]. Los mecanismos 
de la inmunidad específica confieren además protección contra infecciones subsecuentes de 
un mismo microorganismo [2, 6].  

En años recientes la inmunología, como una disciplina científica bien establecida, ha 
empezado a explorar los mecanismos de defensa de otros organismos vertebrados e 
invertebrados, diferentes del humano y del ratón [8, 9]. Lo anterior ha contribuido al 
fortalecimiento del campo de la inmunología comparada, y particularmente de la inmunología 
de invertebrados marinos con importancia económica para la industria de la acuacultura [10]. 
Hoy sabemos que aún los sistemas inmunológicos de vertebrados inferiores, como los peces, 
son muy similares a los de vertebrados superiores [2, 8]. En vertebrados inferiores, al igual que 
en mamíferos, existen mecanismos de inmunidad innata y de inmunidad específica [2]. En 
cambio, los sistemas inmunológicos de organismos invertebrados parecen estar integrados 
únicamente por mecanismos de inmunidad innata, y no se han observado mecanismos de 
inmunidad específica [2, 8, 11]. 

En la actualidad, el estudio de los mecanismos de inmunidad en vertebrados superiores 
(como el humano o el ratón) se desarrolla a nivel molecular y genético. Una parte importante 
de la inmunología de vertebrados es el estudio de los eventos bioquímicos activados por 
receptores, llamados “vías de transducción de señales”, que regulan las funciones celulares 
de defensa. En comparación con la inmunología de vertebrados, el estudio de los mecanismos 
de inmunidad en invertebrados está tremendamente rezagado. En la mayoría de las especies, 
a penas se ha comenzado con una descripción morfológica y funcional de los diferentes 
órganos y tipos celulares que componen sus sistemas inmunológicos. Esta tesis doctoral 
aborda el estudio de las vías de transducción de señales que regulan respuestas celulares 
activadas por receptores para inmunoglobulinas G (receptores Fcγ), en células fagocíticas 
humanas. Se abordó además el campo de la inmunología comparada, para integrar una 
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descripción morfológica y funcional de los hemocitos molusco marino Mytilus galloprovincialis, 
con el estudio de las vías de transducción de señales que regulan sus respuestas celulares de 
defensa. 

 
Fagocitosis. 
El término fagocitosis se aplica al proceso celular de ingestión de partículas con un 

diámetro mayor de 1 μm [12]. El proceso de fagocitosis fue descrito por el investigador ruso 
Élie Metchnikoff alrededor de 1880 [2]. Durante sus estudios sobre el origen de los órganos 
digestivos de larvas de estrellas de mar, Metchnikoff observó que ciertos tipos celulares 
ameboidales, no relacionados con el proceso digestivo, rodeaban e ingerían partículas de 
colorante y astillas vegetales introducidas en las larvas [2]. Metchnikoff llamó a estas células 
“fagocitos” (del griego “células devoradoras”), y al proceso celular “fagocitosis”. Metchnikoff 
demostró la existencia de fagocitos en gran variedad de animales, incluidos los humanos, 
reconociendo que estas células constituyen una de las primeras líneas de defensa en contra 
de infecciones por microorganismos. En organismos vertebrados e invertebrados, el proceso 
de fagocitosis es una parte esencial de los mecanismos de la inmunidad innata [10, 12, 13].  

El primer paso del proceso de fagocitosis es la unión de los fagocitos con las partículas 
que se van a internalizar, a través de receptores de membrana. Esta unión induce una serie de 
cambios al interior de los fagocitos, que les permiten atraer a las partículas hacia el interior de 
la célula, formando una vesícula de gran tamaño conocida como “fagosoma”. Las partículas 
contenidas dentro de los fagosomas son destruidas por acción de enzimas lisosomales 
durante la maduración del fagosoma. Excelentes revisiones acerca de los pasos que 
componen el proceso de fagocitosis se encuentran en [12] y [13]. 

 
Células fagocíticas y sus funciones. 
La función principal de los fagocitos es la ingestión y destrucción de microorganismos, de 

células apoptóticas, de restos celulares, y de agregados moleculares de gran tamaño [12, 13]. 
Sin embargo, como parte de sus mecanismos de defensa, los fagocitos activan otras 
respuestas celulares que pueden ocurrir de forma casi simultánea a la fagocitosis [12-14]. 
Entre estas respuestas celulares se encuentran la producción de radicales reactivos de 
oxígeno durante el estallido respiratorio [15-17], la activación de genes moduladores de la 
respuesta inmunológica [18-23], la liberación de substancias proinflamatorias como los 
leucotrienos [23-26], y la liberación de substancias bactericidas por degranulación [27-29]. 

En el sistema inmunológico de mamíferos se conocen tres tipos principales de células 
fagocíticas: neutrófilos, macrófagos y monocitos [30-32] (Fig. 1). Los neutrófilos y los 
macrófagos son considerados “fagocitos profesionales”, pues presentan una alta capacidad 
para ingerir y destruir microorganismos [32]. Los monocitos son los precursores de los 
macrófagos, y son células fagocíticas poco eficientes [32] (Fig. 1). Los monocitos migran a 
través de los vasos sanguíneos hacia los sitios de inflamación, donde diversas moléculas 
solubles inducen su diferenciación a macrófagos [33, 34]. Una vez activados, los macrófagos 
presentan respuestas celulares altamente eficientes, entre las que se encuentran la 
fagocitosis [32, 35], la producción de radicales reactivos de oxígeno [17, 27], la producción de 
óxido nítrico [36-38], la producción de citocinas moduladoras de la respuesta inmunológica 
[21, 39, 40], y la reparación del tejido [12, 17, 21, 41] (Fig. 1). Los neutrófilos son los 
leucocitos más abundantes, y son las primeras células en llegar a los sitios de inflamación 
[42]. Las funciones principales de los neutrófilos son la fagocitosis de microorganismos [32], y 
la liberación de radicales tóxicos de oxígeno y otras substancias microbicidas [15-17, 32, 43] 
(Fig. 1). Los neutrófilos también participan en la modulación de la respuesta inmunológica a 
través de la liberación de factores proinflamatorios como las prostaglandinas y los leucotrienos 
[25, 44], y la producción de algunas citocinas [20, 45] (Fig. 1). En mamíferos, existe además 
un tipo de células gliales fagocíticas llamadas microglia, que forman parte del sistema 
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nervioso central [46]. Estas células se originan a partir de monocitos circulantes, que colonizan 
el cerebro durante el desarrollo embrionario, y comparten algunas propiedades con éstos [47]. 

 
 
 
 

 
 
 
Funciones celulares dependientes del factor nuclear NF-κB en fagocitos. 
Como ya se mencionó, la función principal de los fagocitos es la ingestión y destrucción 

de microorganismos potencialmente patógenos, a través de la fagocitosis y de la producción 
de substancias microbicidas. Sin embargo, los fagocitos contribuyen además a la modulación 
de la respuesta inmunológica a través de la producción y liberación de substancias que 
regulan el funcionamiento de otras células del sistema inmunológico, como son las citocinas 
[20, 21, 39, 40, 45]. El factor nuclear NF-κB es muy importante para regular la producción de 
diversas citocinas. NF-κB regula la activación de genes de interleucinas, como IL-1 [48-50], IL-
12 [45, 51], IL-8 [18, 52], e IL-6 [53-55]. En neutrófilos, el factor nuclear NF-κB es además 
necesario para inhibir el proceso normal de apoptosis, que sufren los neutrófilos que no son 
activados [56-59]. Aunque es claro que la activación de NF-κB regula importantes funciones 
celulares de los fagocitos, los mecanismos de activación de este factor nuclear en estas 
células se conocen solo parcialmente.  

 

Figura 1. Fagocitos del sistema inmunológico de mamíferos. Existen tres tipos 
principales de fagocitos en el sistema inmunológico de mamíferos, macrófagos, 
neutrófilos y monocitos, que son los precursores de los macrófagos. Los 
macrófagos y los neutrófilos son considerados fagocitos profesionales. Además 
de su actividad fagocítica, los fagocitos poseen otros mecanismos de defensa 
como el estallido respiratorio, la producción de óxido nítrico, la producción de 
citocinas, la liberación de substancias microbicidas, y mecanismos de 
reparación de tejido.
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Receptores Fc. 
Lo fagocitos de vertebrados, principalmente los fagocitos profesionales, son células 

altamente especializadas, que expresan en su membrana plasmática una gran variedad de 
receptores capaces de iniciar el proceso de fagocitosis. Entre éstos se encuentran los 
receptores para componentes del sistema de complemento [12, 60], receptores para células 
apoptóticas [61, 62], receptores con propiedades de lectina que reconocen azúcares 
complejos de diversos microorganismos [61-65], y los receptores para inmunoglobulinas 
(receptores Fc) [12, 66].  

Los receptores Fc reconocen la porción constante de las inmunoglobulinas (porción Fc). 
Las inmunoglobulinas son uno de los ejes principales de la inmunidad específica, por lo que 
los receptores Fc constituyen un puente entre los mecanismos específicos de la inmunidad 
específica y los mecanismos inespecíficos y altamente destructivos de la inmunidad innata 
[66, 67]. Existen diferentes familias de receptores Fc, que reconocen distintas clases de 
inmunoglobulinas [12]. Se han descrito receptores Fc para las inmunoglobulinas G (FcγR), para 
las inmunoglobulinas E (FcεR), y para las inmunoglobulinas A (FcαR). La interacción de los 
receptores Fc con sus ligandos (entrecruzamiento) puede disparar respuestas celulares como 
la fagocitosis, el estallido respiratorio, la citotoxicidad dependiente de anticuerpos, la 
liberación de mediadores proinflamatorios y microbicidas, y la producción y liberación de 
citocinas [12, 68] (Fig. 2A). El tipo de respuesta celular que activan los receptores Fc depende 
del tipo de receptor involucrado, y del tipo celular en que estos receptores se expresen. Dentro 
de las diferentes familias de receptores Fc, únicamente los receptores FcγR y FcαR inducen 
fagocitosis [66, 69].  

Dentro de la familia de receptores Fc los FcγR son los más estudiados. Esto obedece a 
que sus ligandos, las inmunoglobulinas G, son de gran importancia en la respuesta 
inmunológica. Las inmunoglobulinas G son los anticuerpos más abundantes en el suero, 
inician eficientemente la cascada del complemento, y son la base de las respuestas humorales 
secundarias [33]. Una particularidad de los receptores FcγR, que los hace especialmente 
interesantes, es su capacidad de disparar múltiples respuestas celulares de forma casi 
simultánea en una misma célula [14, 66] (Fig. 2B).  

En humanos existen tres clases de receptores FcγR: FcγRI, FcγRII, y FcγRIII [66] (Fig. 3). 
Cada clase está compuesta por diferentes isoformas, que pueden ser producto de diferentes 
genes, o bien variantes generadas por “splicing” alternativo del ARN mensajero. Los receptores 
FcγRI están constituidos por dos cadenas polipeptídicas: una cadena α y una cadena accesoria 
γ [66] (Fig. 3). La cadena α está codificada por tres genes homólogos (A, B y C), consta de una 
porción extracelular con tres secciones tipo inmunoglobulina, de una porción transmembranal 
y de una porción citoplásmica (Fig. 3) [66]. La cadena accesoria γ de FcγRI posee en su porción 
citoplásmica secuencias de aminoácidos conocidas como ITAM (del inglés “Immunoreceptor 
Tyrosine-based Activation Motif”), que son necesarias para la activación de respuesta celulares 
[70, 71] (Fig. 3). Los receptores FcγRII están compuestos por una sola cadena α codificada por 
dos genes (A y B) (Fig. 3). Los productos polipeptídicos de estos dos genes, FcγRIIA y FcγRIIB, 
son receptores de baja afinidad que sólo unen inmunoglobulinas agrupadas, como las que se 
encuentran formando complejos inmunes o sobre la superficie de microorganismos 
opsonizados. La cadena α de FcγRIIA o de FcγRIIB tiene dos secciones tipo inmunoglobulina en 
su porción extracelular, una región transmembranal, y una región citoplásmica (Fig. 3). La 
región citoplásmica de FcγRIIA contiene un ITAM activador [70, 71], mientras que la región 
citoplásmica de FcγRIIB posee un ITIM (del inglés “Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibition 
Motif”) inhibidor [66, 72] (Fig. 3). Los receptores FcγRIIIA y FcγRIIIB, están codificados por dos 
genes (A y B) y son receptores de baja afinidad. El receptor FcγRIIIA está compuesto por una 
cadena α y un dímero de cadenas accesorias γ/γ o γ/ζ (Fig. 3). La cadena α de FcγRIIIA consta 
de una porción extracelular con dos secciones tipo inmunoglobulina, una  porción   transmem- 
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Figura 2. Respuestas celulares activadas por Receptores Fc. A) El 
entrecruzamiento de de Receptores Fc por medio de partículas opsonizadas
puede activar diversas respuestas celulares, dependiendo del tipo de Receptor 
Fc que se entrecruce, y del tipo de célula en que estos receptores se expresen. 
B) El entrecruzamiento de receptores FcγR puede activar múltiples respuestas 
celulares de manera casi simultánea.
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branal, y una porción citoplásmica (Fig. 3). Las cadenas accesorias γ o ζ contienen ITAMs [70, 
71]. El receptor FcγRIIIB está compuesto por una sola cadena α con dos secciones tipo 
inmunoglobulina en su porción extracelular. A diferencia del resto de los receptores FcγR, el 
receptor FcγRIIIB no posee regiones transmembranal ni citoplásmica, y se encuentra unido a la 
membrana por medio de un ancla de glucofosfatidilinositol (Fig. 3). 

Existen diferencias en la expresión de los receptores FcγR en los distintos fagocitos [66]. 
Los neutrófilos expresan constitutivamente receptores FcγRIIA y FcγRIIIB, y pueden expresar 
FcγRI si son activados con interferón gama [66]. Los monocitos expresan principalmente 
receptores FcγRIIA, y en menor cantidad receptores FcγRI [66]. Los macrófagos expresan 
abundantemente receptores FcγRI, FcγRIIA y FcγRIIIA [66].  

Si bien se conocen las diferentes respuestas celulares activadas por el entrecruzamiento 
de los receptores FcγR, no se ha establecido claramente qué respuestas celulares son 
activadas por clases específicas de receptores FcγR. Tampoco se ha establecido si un tipo de 
receptor FcγR específico activa las mismas respuestas celulares en dos tipos celulares 
distintos. 

 

 
 

Figura 3. Familia de Receptores FcγR humanos. La familia de receptores FcγR
está compuesta por tres clases, I, II y III. A las cadenas polipeptídicas que 
componen cada receptor se asignan letras griegas  (α , γ , o ζ). Las cadenas α
unen a la porción Fc de las inmunoglubulinas G. Las cadenas α están 
codificados por distintos genes, A, B o C. La clase I sólo posee un miembro, 
FcγRI, que es un receptor activador, asociado a un dímero de cadenas γ con 
ITAMs (Immunoreceptor, Tyrosine-based Activation Motif). La clase II posee 2 
miembros, FcγRIIA, que es un receptor activador con un ITAM en su porción 
citoplásmica; y FcγRIIB, que es un receptor inhibidor con un ITIM 
(Immunoreceptor, Tyrosine-based Inhibition Motif) en su porción citoplásmica. 
La clase III posee dos miembros, FcγRIIIA, que es un receptor activador 
asociado a un dímero de cadenas γ o ζ ; y FcγRIIIB, que es un receptor 
activador anclado a la membrana por una unidad de glucofosfatidilinositol
(GPI).
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Transducción de señales por receptores FcγR. (J Leukoc Biol, 2002, 72:1092-1108. Ver 
apéndice A).  

Eventos tempranos de señalización. Para la activación de respuestas celulares los 
receptores Fc necesitan ser agregados en la membrana plasmática, por unión a 
inmunoglobulinas agrupadas. La agregación, o entrecruzamiento, de los receptores Fc inicia 
cascadas de eventos bioquímicos conocidas como “vías de señalización”, o “vías de 
transducción de señales” [67, 68, 73].  

El evento bioquímico que parece producirse de manera más temprana tras el 
entrecruzamiento de los receptores FcγR es la activación de cinasas de tirosina de la familia 
de Src [74-76], asociadas a las regiones citoplásmicas de algunos receptores FcγR [71, 77] 
(Fig. 4). Se piensa que el entrecruzamiento de los receptores FcγR activa a las cinasas de la 
familia de Src [77]. Las cinasas Src activadas fosforilan tirosinas ubicadas en las regiones 
ITAM de los receptores FcγR. Una vez fosforilados, los ITAMs sirven como sitios de anclaje para 
cinasas de la familia Syk/Zap70. Se piensa que la unión de las cinasas de Syk/Zap70 a los 
ITAMs es suficiente para activarlas [71]. Este modelo de activación secuencial de FcγR → Src 
→ Syk/Zap70 es relativamente simple. En realidad el mecanismo exacto de activación es más 
complejo, tal como lo sugieren trabajos recientes que indican la participación de lípidos de 
membrana en el mecanismo de activación de Src y Syk/Zap70 [78-81]. Existen además 
reportes que sugieren la existencia de mecanismos de señalización independientes de los 
ITAMs [75, 78, 82-87]. 

Señalización posterior a Syk/Zap70. En la vía de transducción de señales de los 
receptores FcγR, los eventos de señalización posteriores a la activación de Syk/Zap70 se 
conocen sólo parcialmente (Fig. 4). Posteriormente a la activación de Syk/Zap70 se ha 
reportado la activación de enzimas de la familia de la fosfatidilinositol 3-cinasa (PI 3-K), la 
activación de algunos miembros de la familia de la proteína cinasa C (PKC), la activación de la 
cinasa activada por mitógenos (ERK), la activación de fosfolipasa C gama (PLCγ), un 
incremento en la concentración de intracelular de calcio, la activación de la fosfolipasa A2 
(PLA2), y la activación de la fosfolipasa D (PLD) [67, 73, 88] (Fig. 4). Dada la variedad de 
respuestas celulares que son activadas por FcγR, no resulta sorprendente el número de 
moléculas involucradas en la vía de señalización de estos receptores. En la actualidad la 
disección de las vías de señalización activadas por los diferentes receptores FcγR, y la 
participación de distintas moléculas de señalización en respuestas celulares activadas por 
estos receptores, son campos de investigación muy activos.  

A continuación se presentan detalles de algunas de las moléculas que participan en la 
vía de señalización de los receptores FcγR, posteriormente a la activación de Syk/Zap70. 

Fosfatidilinositol 3-cinasa (PI 3-K). Las enzimas la familia de PI 3-K fosforilan el anillo de 
inositol en la posición tres [89, 90]. La familia de PI 3-K está compuesta por tres clases (I, II, y 
III) de enzimas [89]. Estas enzimas constan de dos subunidades: una subunidad reguladora y 
una subunidad catalítica. Sólo las enzimas de la clase I parecen poseer un papel importante 
en la vía de transducción de señales de los receptores FcγR [90]. Las enzimas PI 3-K clase I se 
dividen en dos subclases: IA y IB. Las enzimas PI 3-K IA interaccionan con la forma activa de la 
enzima Ras, y pueden ser activadas por unión a otras moléculas de señalización, a través de 
sus dominios SH2 que unen tirosinas fosforiladas [91, 92]. Las enzimas PI 3-K IB son 
activadas por interacción con las subunidades βγ de proteínas G heterotriméricas [91, 92]. 
Ambas subclases de PI 3-K pueden ser activadas por el entrecruzamiento de receptores FcγR 
[93-95]. Experimentos in vitro han mostrado que los productos de PI 3-K clase I pueden activar 
isoformas específicas de PKC, como PKCβ1 [96], PKCδ [97], PKCθ [97], PKCε [96, 97], PKCν 
[96] y PKCζ [98], que también pueden participar en la vía se señalización de los receptores 
FcγR. En algunos tipos celulares se ha documentado la participación de PI 3-K clase I en la 
regulación de  la  fagocitosis [99, 100] y  el  estallido  respiratorio [101, 102],   activados   por  
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Figura 4. Representación esquemática de la vía de transducción de señales de 
receptores FcγR. La agregación, o entrecruzamiento, de receptores FcγR por 
partículas opsonizadas con inmunoglobulinas G activa cinasas de la familia Src, 
que fosforilan los ITAMs de los receptores. Los ITAMs fosforilados (P) sirven como 
sitios de anclaje para cinasas de la familia de Syk. Las enzimas de la familia de 
Syk al ser activadas inducen la activación de otras moléculas de señalización, 
involucradas en la regulación de diferentes respuestas celulares. Véanse 
detalles en el texto. PA, ácido fosfatídico; DAG, diacilglicerol; AA, ácido 
araquidónico.
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receptores FcγR. PI 3-K parece regular la fagocitosis a través de la extensión de seudópodos 
[99, 103, 104]. El papel de PI 3-K en la regulación del estallido respiratorio está 
probablemente relacionado con la activación de isoformas de PKC [89, 90, 105], que pueden 
regular esta respuesta celular. PI 3-K parece estar implicada en la activación de genes 
dependientes del factor nuclear NF-κB en algunos sistemas [106, 107]. Su participación en la 
activación de genes a través de receptores FcγR no está descrita. No es claro tampoco, si 
todos los tipos celulares que expresan receptores FcγR utilizan PI 3-K clase IA o IB para activar 
diferentes respuestas celulares. Tampoco está claro si todos los tipos de receptores FcγR 
activan a enzimas de esta familia, ni si todas las respuestas celulares activadas por FcγR 
dependen de la activación de PI 3-K. 

Proteína cinasa C (PKC). Las enzimas de la familia de PKC son cinasas de serina y 
treonina que se clasifican en cuatro subfamilias, en función de su estructura y de su necesidad 
de cofactores para poder ser activadas [108]. Las enzimas de la familia de PKC son 
citosólicas, pero se translocan a la membrana plasmática en respuesta a diversos estímulos 
activadores, entre los que se encuentra el entrecruzamiento de los receptores FcγR [109-111]. 
Se ha reportado que enzimas de la familia de PKC pueden activar, aunque posiblemente de 
forma indirecta, a otras moléculas involucradas en la vía de señalización de los receptores 
FcγR como la fosfolipasa A2 [112, 113] o ERK [114, 115]. Se ha reportado la participación de 
PKC en la regulación de la fagocitosis mediada por receptores FcγR [110, 112, 114, 116], así 
como del estallido respiratorio activado por estos receptores [101, 110]. Se ha sugerido que el 
papel de PKC en la regulación de la fagocitosis podría estar relacionado con la activación de la 
fosfolipasa A2 [113, 117] y de la enzima ERK [114, 115, 118]. El estallido respiratorio 
requiere la activación de la oxidasa de NADPH por PKC [101, 119, 120]. Se ha reportado 
también la participación de PKC en la activación de factores nucleares por receptores FcγR 
[121], pero el mecanismo que regula esta activación se desconoce. Aunque se ha reportado 
que isoformas particulares de PKC pueden regular respuestas celulares específicas [110, 
122], no está claro si todos los tipos de receptores FcγR activan a enzimas de esta familia, o si 
diferentes clases de FcγR activan isoformas específicas de PKC.  

Cinasa activada por mitógenos (ERK). ERK pertenece a una familia de cinasas de serina 
y treonina que incluye a JNK, y a p38MAPK [123]. La enzima ERK, posee dos isoformas; una 
de 42 kDa y otra de 44 kDa, denominadas ERK-1 y ERK-2 respectivamente. Estas enzimas son 
reguladas por fosforilación en residuos de serinas, treoninas y tirosinas [123]. Se conocen 
diferentes vías de activación de ERK dependientes de PI 3-K, PKC, o Ras [67, 73, 88, 123]. 
Existen diversos substratos para ERK relacionados con el proceso de fagocitosis. Entre estos 
se encuentran proteínas asociadas al citoesqueleto, como la cinasa de la cadena ligera de la 
miosina (MLCK) [124], y proteínas de señalización citoplásmicas como PLA2 citoplásmica 
[125]. En diferentes tipos celulares, la activación de ERK induce su traslocación al núcleo, 
donde fosforila factores de transcripción como Elk-1, c-Myc, c-Jun, c-Fos, and C/EBP beta, y así 
regula la expresión de genes [126-128]. ERK parece ser central en la vía de señalización de 
los receptores FcγR [67, 73, 114, 129-132]. En algunos tipos celulares se ha reportado que la 
activación de ERK es necesaria para la fagocitosis mediada por receptores FcγR [114, 124], 
para la activación del estallido respiratorio [133, 134], y para la activación de genes de 
citocinas por receptores FcγR [50]. Aunque ERK es una enzima central en la vía de 
señalización por FcγR, la participación de esta enzima en la regulación de diferentes 
respuestas celulares parece no ser una generalidad en todos los fagocitos. La estimulación de 
receptores Fc en monocitos ([115] y capítulo I de esta tesis [135]) y en microglia [132] activa 
el proceso de fagocitosis de forma independiente de ERK.  

Fosfolipasa A2 (PLA2). La enzima PLA2 produce ácido araquidónico a partir de 
fosfatidilcolina o de fosfatidiletanolamina [90]. Se ha reportado la activación de esta enzima 
por entrecruzamiento de receptores FcγR [90, 117, 136]. Aunque el ácido araquidónico parece 
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actuar como un segundo mensajero en la vía de señalización de los receptores FcγR [137], 
aún no se ha identificado qué moléculas son reguladas por este segundo mensajero en el 
sistema inmunológico. El ácido araquidónico parece ser importante para la extensión de 
seudópodos y para la formación del fagosoma durante la fagocitosis mediada por receptores 
FcγR [117, 136]. Existen reportes contradictorios respecto a la participación de la PLA2 en la 
activación del estallido respiratorio [119, 138]. No está claro si todas las clases de receptores 
FcγR utilizan PLA2 como parte de sus vías de señalización. 

Fosfolipasa Cγ (PLCγ). La enzima PLCγ es reclutada a los ITAMs fosforilados, a través de 
sus dominios SH2. Esta enzima cataliza la formación de inositoltrifosfato y diacilglicerol a partir 
de fosfatidilinositol-4, 5 bifosfato [90]. El inositoltrifosfato actúa sobre receptores en el retículo 
endoplásmico que provocan la liberación de Ca+2. Tanto el Ca+2 como el diacilglicerol son 
necesarios para la activación de isoformas de PKC convencionales y nuevas [90]. Se ha 
reportado la activación de PLCγ tras el entrecruzamiento de receptores FcγR [139-141]. La 
inhibición de PLCγ provoca una disminución de la fagocitosis mediada por receptores FcγR 
[142]. La participación de PLCγ en las respuestas celulares activadas por receptores FcγR está 
relacionada con su capacidad de activar a PKC, a través del diacilglicerol y de la liberación de 
Ca+2. El papel del Ca+2 en la regulación de las respuestas celulares activadas por 
receptoresFcγR no está muy claro, pues se ha reportado que, al menos la fagocitosis, puede 
ocurrir de forma independiente de este segundo mensajero [143]. 

Fosfolipasa D (PLD). La enzima PLD cataliza la formación de ácido fosfatídico, a partir de 
fosfatidilcolina. El ácido fosfatídico puede actuar como segundo mensajero activando enzimas 
como PLCγ y PLA2 [90]. El ácido fosfatídico puede también ser metabolizado en diacilglicerol y 
activar a PKC [90]. Se ha reportado que el entrecruzamiento de receptores FcγR induce la 
activación de PLD [144, 145]. En neutrófilos la inhibición de PLD bloquea la fagocitosis 
mediada por receptores FcγR [145]. La participación de PLD en la regulación de respuestas 
celulares activadas por receptores FcγR puede estar relacionada con la activación de PKC, a 
través de la formación de DAG a partir del ácido fosfatídico [90]. Aunque se reportó que el 
entrecruzamiento específico de FcγRIIIA induce la activación de PLD en células NK [146], en 
células fagocíticas se desconoce cuáles tipos de receptores FcγR pueden activar a PLD. 

 
Microdominios de membrana (MDM) y transducción de señales. 
Los microdominios de membrana (MDM) se describieron inicialmente en células 

epiteliales, como estructuras lipídicas responsables del transporte de proteínas desde Golgi 
hacia la membrana apical [147-149]. Debido a esta función de transporte, los MDM también 
son llamados “lipid rafts” o “balsas de lípidos”. Si bien la composición y estructura precisas de 
los MDM siguen siendo sujetos de intenso debate [148, 150, 151], las evidencias que indican 
que estas estructuras membranales son importantes para diversas funciones celulares siguen 
acumulándose [147, 148, 152, 153].  

Uno de los modelos más aceptados sobre la naturaleza y el comportamiento de los MDM 
postula que existe una separación de fase entre los MDM y el resto de la membrana 
plasmática [148, 151]. Esta separación obedece a la composición de lípidos de los MDM, rica 
en esfingolípidos y colesterol, que podría mantenerlos en una fase de líquido ordenado, 
distinta de la fase de líquido cristalino del resto de la membrana plasmática [148, 151, 154] 
(Fig. 5A). Si bien este modelo está fundamentado en estudios de membranas modelo y de 
lípidos extraídos de membranas biológicas (“membranas resistentes a detergentes”), se 
piensa que los MDM en membranas biológicas in vivo poseen al menos en parte la propiedad 
de líquido ordenado [148, 151, 154]. 

Reportes recientes indican que los MDM, además de su función de transporte, son 
importantes para la transducción de señales [81, 152, 155-160]. Se ha encontrado una gran 
variedad de receptores asociados a MDM, y diversas funciones celulares parecen depender de 
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la integridad de los MDM [81, 152, 155-160]. Se ha postulado que los MDM actúan como 
“plataformas de señalización”, concentrando moléculas implicadas en vías de señalización 
específicas [81, 152, 153, 156, 158] (Fig. 5B). No sólo se han encontrado receptores de 
membrana asociados a MDM, sino también cinasas de diferentes familias, y proteínas 
adaptadoras, que se cree pueden estar formando complejos moleculares eficientes que 
permiten la transducción de señales (Fig. 5B) [81, 152, 160]. Las investigaciones relativas a la 
participación de los MDM en mecanismos de señalización han ido cobrando importancia en los 
últimos años. 

Se ha demostrado que diversos receptores del sistema inmunológico, incluyendo los 
receptores de antígeno de los linfocitos y algunos receptores Fc, se asocian de forma 
transitoria a los MDM de manera dependiente de ligando [81, 153, 155-159]. Dentro de la 
familia de los receptores FcγR, FcγRIIA [80, 161], FcγRIIB [162] y FcγRIIIA [163] se han 
encontrado asociados a MDM. El mecanismo molecular que permite esta asociación no se 
conoce. 
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Figura 5. Microdominios de membrana (MDM) y transducción de señales. A) Los 
MDM son estructuras membranales que, por su composición de lípidos 
(enriquecida en esfingolípidos y colesterol), se encuentran en una fase de 
líquido ordenado (LO) distinta a la fase de líquido cristalino (LC) del resto de la 
membrana. B) Modelo de señalización dependiente de MDM. La unión de un 
receptor a su ligando induce su asociación con MDM, donde residen cinasas y 
proteínas adaptadoras. La activación de estas cinasas induce la formación de 
complejos de señalización, que dependen en muchos casos de la fosforilación 
de proteínas (P).
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3. OBJETIVO. 

 
El objetivo general de este trabajo fue el análisis de los mecanismos de transducción de 

señales que regulan diversas funciones celulares en células fagocíticas de vertebrados y de 
invertebrados. Se plantearon cinco objetivos específicos: 

1. Determinar si la fagocitosis y la activación del factor nuclear NF-κB, que se 
observan tras el entrecruzamiento de receptores FcγR en fagocitos humanos, 
están reguladas por una única vía de señalización. 

2. Determinar si la vía de señalización que activan los receptores FcγR para la 
regulación de la fagocitosis presenta diferencias entre fagocitos humanos 
profesionales y fagocitos humanos no profesionales.  

3. Conocer el mecanismo por medio del cual los receptores FcγR pueden asociarse 
a MDM, y saber si esta asociación es necesaria para la activación de respuestas 
celulares como la fagocitosis y la activación de NF-κB. 

4. Determinar si los diferentes tipos de receptores FcγR expresados por neutrófilos 
humanos pueden inducir la activación de factores nucleares como NF-κB y Elk-1. 

5. Identificar los fagocitos profesionales del sistema inmunológico del molusco 
Mytilus galloprovincialis, y determinar si enzimas de señalización que regulan 
funciones celulares de fagocitos en vertebrados también regulan funciones 
celulares de fagocitos en invertebrados. 
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4. CAPÍTULO I. 
En monocitos la fagocitosis y la activación de NF-κB son reguladas por diferentes vías de 
señalización. (J Leukoc Biol, 2001, 70: 649-658. Ver apéndice B). 

 
Antecedentes: El entrecruzamiento de receptores FcγR activa diferentes respuestas 

celulares de forma casi simultánea. En fagocitos humanos, el entrecruzamiento de receptores 
FcγR promueve la fagocitosis de partículas opsonizadas con inmunoglobulinas G [12], así 
como la producción de citocinas proinflamatorias dependientes del factor nuclear NF-κB [164, 
165], como IL-1 [50], IL-6 [166], IL-8 [167], y el factor de necrosis tumoral α [168, 169]. No 
era claro, sin embargo, si estas dos respuestas celulares (i.e. fagocitosis y activación de NF-κB) 
estaban reguladas por una misma vía de señalización; o bien si existían diferentes vías de 
señalización que regularan estas funciones de manera independiente. 

Se ha reportado que las enzimas ERK [50, 129, 130] y PI 3-K [118, 170] pueden ser 
activadas por el entrecruzamiento de receptores FcγR. En monocitos humanos la activación de 
ERK es independiente de la vía clásica de Ras [50]. Se desconoce qué otras señales participan 
en la activación de ERK en estas células. En otros sistemas experimentales se ha demostrado 
que PI 3-K puede activar a ERK de manera independiente de Ras [171], por lo que era posible 
que en monocitos ocurriera algo similar.  

Se había reportado que en neutrófilos y en macrófagos las enzimas ERK y PI 3-K son 
necesarias para la fagocitosis mediada por receptores FcγR [99, 100, 114, 124], pero en 
monocitos no era claro si estas enzimas regulaban esta respuesta celular. Aunque en 
diferentes sistemas experimentales se ha reportado que las enzimas ERK [50] y PI 3-K [172, 
173] participan en la activación de NF-κB, no se conocía si ambas enzimas eran necesarias 
para la activación de NF-κB por receptores FcγR. 

 
Hipótesis: Se utilizaron monocitos humanos como modelo experimental para explorar las 

siguientes hipótesis: 
A) La activación de ERK, inducida por receptores FcγR, ocurre a través de PI 3-K. 
B) La fagocitosis y la activación de NF-κB, mediadas por receptores FcγR, están 

reguladas por PI 3-K y ERK, dentro de una misma vía de señalización. 
 
Resultados: Para establecer si la activación de ERK inducida por FcγR requiere la 

actividad de PI 3-K se utilizaron dos inhibidores farmacológicos de esta enzima (wortmannina y 
LY294002). El entrecruzamiento de receptores FcγR con complejos inmunes insolubles indujo 
la activación de ERK. El tratamiento de los monocitos con wortmannina o LY294002, antes del 
entrecruzamiento de los receptores FcγR, bloqueó por completo esta activación. Wortmannina 
o LY294002 disminuyeron sustancialmente la activación de la cinasa MEK (responsable de la 
activación de ERK) inducida por receptores FcγR [123]. Ambos inhibidores bloquearon 
completamente la activación de PI 3-K por FcγR. Estos resultados indicaron que, en monocitos 
humanos, la vía de señalización que activa a ERK, a partir de FcγR, requiere de la activación de 
PI 3-K.  

La activación de NF-κB, en respuesta al entrecruzamiento de receptores FcγR, se vio 
disminuida cuando los monocitos se trataron previamente con wortmannina o LY294002. En 
monocitos humanos la activación de NF-κB por receptores FcγR depende de la activación de 
ERK [50]. Por lo tanto, nuestros resultados indican que en monocitos la vía de señalización 
que activa a NF-κB a partir de receptores FcγR depende de la activación secuencial de PI 3-K 
→ ERK.  

A continuación quisimos determinar si la vía de señalización PI 3-K → ERK también 
regula el proceso de fagocitosis dependiente de receptores FcγR. La fagocitosis de eritrocitos 
opsonizados con IgG (EIgG) no se vio afectada por los inhibidores de ERK o de PI 3-K. Estos 
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resultados indicaron que, a diferencia de la activación de NF-κB, la fagocitosis mediada por 
receptores FcγR en monocitos es independiente de estas dos enzimas.  

El entrecruzamiento de receptores FcγR induce un aumento de la concentración de de 
calcio intracelular ([Ca2+]i) [174, 175], que puede ser necesario en algunos tipos celulares 
para la activación del estallido respiratorio [176, 177] y la fagocitosis [143, 178]. En células 
activadas por receptores FcεRI, PI 3-K regula la elevación de calcio intracelular [179]. Quisimos 
entonces determinar si la elevación de [Ca2+]i inducida por FcγR depende de PI 3-K, y si esta 
respuesta de calcio es necesaria para la fagocitosis de EIgG. La estimulación de monocitos con 
complejos inmunes insolubles indujo un aumento de [Ca2+]i. Éste se vio sustancialmente 
disminuido en células previamente tratadas con wortmannina, y fue completamente 
bloqueado por el quelante intracelular de calcio MAPTAM. Para determinar si la respuesta de 
calcio es necesaria para la fagocitosis por FcγR, los monocitos se trataron con MAPTAM, un 
quelante de calcio, antes de incubarlos con EIgG. El tratamiento con MAPTAM no tuvo ningún 
efecto sobre la fagocitosis de EIgG. Estos resultados apoyan la idea de que la vía de 
señalización que regula la fagocitosis por FcγR es independiente de la vía de señalización que 
pasa por PI 3-K, y que regula la activación de ERK y la respuesta de calcio. Lo que es más, la 
fagocitosis de EIgG, pero no la activación de NF-κB, se vio disminuida por un agente 
despolimerizante del citoesqueleto de actina; reforzando la idea de que las vías de 
señalización que regulan la fagocitosis y la activación de NF-κB a través de receptores FcγR 
son diferentes (Fig. 6). 

 
Conclusiones: Nuestros resultados muestran claramente que la vía de señalización que 

activa a ERK, tras el entrecruzamiento de receptores FcγR, depende de PI 3-K (Fig. 6). También 
mostramos que a diferencia de neutrófilos y macrófagos [99, 100, 114, 124], los monocitos 
no utilizan a PI 3-K o a ERK para regular la fagocitosis por FcγR (Fig. 6). Nuestros resultados 
sugieren fuertemente la existencia de dos vías de señalización activadas por receptores FcγR, 
que regulan de forma independiente la activación de NF-κB y la fagocitosis (Fig. 6).  
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Figura 6. En monocitos dos vías de señalización independientes regulan la 
fagocitosis y la activación de NF-κB, a través de receptores FcγR. En monocitos 
el entrecruzamiento de receptores FcγR induce la activación de dos vías de 
señalización que regulan la activación de NF-κB y la fagocitosis de manera 
independiente. La activación de NF-κB requiere a las enzimas PI 3-K y ERK, y es 
independiente del citoesqueleto de actina. La fagocitosis, por otro lado, 
depende del citoesqueleto de actina, pero no de las enzimas PI 3-K o ERK, ni 
del aumento del calcio intracelular dependiente de PI 3-K. 
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5. CAPÍTULO II. 
Reclutamiento de PI 3-K y ERK para la regulación de la fagocitosis por receptores FcγR, 
durante la diferenciación de monocitos. (J Leukoc Biol, 2002, 72:107-114. Ver apéndice C). 
 

Antecedentes: En el capítulo anterior establecimos que, a diferencia de los fagocitos 
profesionales humanos (neutrófilos y macrófagos) [99, 100, 114, 124], los monocitos no 
utilizaban a PI 3-K o a ERK para regular la fagocitosis dependiente de receptores FcγR. 

 
Hipótesis: Considerando que los monocitos son los precursores de los macrófagos, 

quisimos probar las siguientes hipótesis: 
A) Las enzimas PI 3-K y ERK son reclutadas para la regulación de la fagocitosis, 

durante el proceso de diferenciación monocito → macrófago. 
B) En fagocitos profesionales (macrófagos y neutrófilos), la participación de PI 3-K y 

de ERK en la fagocitosis por receptores FcγR hace este proceso más eficiente. 
 
Resultados: Utilizamos inhibidores farmacológicos de PI 3-K (wortmannina o LY294002) 

y de ERK (PD98059) para evaluar la participación de estas enzimas en la fagocitosis por 
receptores FcγR de neutrófilos, monocitos, y macrófagos derivados de monocitos (MAcDM).  

La fagocitosis de eritrocitos opsonizados con IgG (EIgG) se vio disminuida por los 
inhibidores de PI 3-K y de ERK en neutrófilos, pero no en monocitos de la línea celular THP-1, 
ni en monocitos humanos purificados de sangre periférica. Se ha reportado que PKC regula la 
fagocitosis por receptores FcγR en diferentes tipos celulares, incluyendo los neutrófilos [110, 
112, 114, 116, 180]. El tratamiento de monocitos con un inhibidor de PKC (estaurosporina) 
bloqueó la fagocitosis de EIgG. Estos resultados indican que existen diferencias entre las vías 
de señalización que regulan la fagocitosis por FcγR en neutrófilos y en monocitos. A diferencia 
de los neutrófilos, los monocitos no utilizan a PI 3-K o a ERK para la fagocitosis por FcγR, 
aunque este tipo de fagocitosis sí depende de PKC. 

Utilizamos una combinación de ácido retinoico e interferón-γ para inducir la 
diferenciación de monocitos hacia macrófagos. La capacidad de estos compuestos para 
inducir la diferenciación de monocitos se confirmó analizando distintos marcadores de 
macrófagos, como está reportado [181, 182]. A diferencia de los monocitos, los MacDM 
diferenciados por 24 horas mostraron una disminución sustancial de la fagocitosis de EIgG al 
ser tratados previamente con el inhibidor de ERK. Sin embargo, a las 24 horas de 
diferenciación ningún inhibidor de PI 3-K tuvo efecto sobre la fagocitosis de EIgG por MacDM. 
En contraste, la inhibición tanto de PI 3-K como de ERK disminuyó la fagocitosis de EIgG por 
MacDM diferenciados por 48 horas. El tratamiento con estaurosporina bloqueó la fagocitosis 
de EIgG en MacDM diferenciados por 24 o 48 horas. Estos resultados indicaron que hay un 
reclutamiento secuencial de ERK y PI 3-K para la regulación de la fagocitosis, durante el 
proceso de diferenciación monocito → macrófago. ERK se recluta primero y PI 3-K se recluta 
después. La diferenciación monocito → macrófago, sin embargo, no altera la participación de 
PKC en la fagocitosis. La expresión de ERK o PI 3-K, a nivel de RNA mensajero o proteína, no 
cambió durante la diferenciación de monocitos; sugiriendo que el mecanismo de regulación de 
fagocitosis por estas enzimas depende eventos de señalización adicionales, o bien de la 
expresión de algún otro factor que no ha sido identificado. 

Se sabe que todos los fagocitos presentan en condiciones basales un nivel de fagocitosis 
pobre, que aumenta cuando las células son activadas [12, 183-185]. Quisimos determinar si 
la utilización de PI 3-K y ERK permite a los fagocitos profesionales alcanzar una fagocitosis 
eficiente cuando son activados. El nivel de fagocitosis observado en condiciones basales (i.e. 
en ausencia de estímulos activadores) no fue diferente entre neutrófilos, monocitos, o MacDM 
diferenciados por 24 o 48 horas. Sin embargo tras la activación de las células con ésteres de 
forbol, únicamente los neutrófilos y los MacDM diferenciados por 48 horas mostraron alta 
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actividad fagocítica. Es interesante notar que únicamente neutrófilos y los MacDM 
diferenciados por 48 horas utilizan a tanto a PI 3-K y a ERK para fagocitosis. Esta observación 
apoya la idea de que la utilización de ambas enzimas permite que se dé un proceso de 
fagocitosis eficiente, una vez que las células son activadas (Fig. 7).  

 
Conclusiones: Los resultados presentados en este capítulo muestran que la vía de 

señalización que activan los receptores FcγR para la regulación de la fagocitosis es diferente 
entre fagocitos profesionales y fagocitos no profesionales (Fig. 7). Las enzimas PI 3-K y ERK 
son reclutadas a la maquinaria fagocítica durante la diferenciación monocito → macrófago. 
Nuestros resultados sugieren además que la utilización de PI 3-K y ERK para la regulación de 
la fagocitosis permite que esta respuesta celular se dé eficientemente (Fig. 7). 

 

 

Figura 7. La vía de señalización para la fagocitosis por FcγR es diferente entre 
fagocitos profesionales y fagocitos no profesionales. En fagocitos profesionales 
(neutrófilos y macrófagos), la fagocitosis está regulada por las enzimas PI 3-K, 
ERK y PKC. En monocitos únicamente PKC participa en la fagocitosis por FcγR. 
Las enzimas PI 3-K y ERK son reclutadas a la maquinaria fagocítica durante la 
diferenciación monocito → macrófago. La utilización de PI 3-K y ERK para la 
regulación de la fagocitosis permite que esta respuesta celular sea eficiente.
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6. CAPÍTULO III. 
La vía de señalización del receptor FcγRIIA puede ser modulada por su asociación de con 
microdominios de membrana (MDM). (J Immunol, 2007, 178:3048-3058. Ver apéndice D). 

 
Antecedentes: Se ha postulado que los MDM pueden actuar como “plataformas de 

señalización”, concentrando moléculas implicadas en vías de señalización [81, 152, 153, 158, 
160]. Se ha demostrado que algunos inmunorreceptores, como los receptores de antígeno de 
linfocitos y algunos receptores Fc, se asocian de forma transitoria a los MDM, tras 
interaccionar con sus ligandos [81, 153, 155-159]. Los receptores FcγRIIA [80, 161], FcγRIIB 
[162] y FcγRIIIA [163], se han encontrado asociados a MDM tras ser entrecruzados. En otros 
sistemas experimentales se ha reportado que diferentes proteínas de membrana requieren 
regiones específicas de sus cadenas polipeptídicas para poder asociarse a MDM [186-190], y 
también que algunas proteínas membranales requieren modificaciones postraduccionales, 
como la acilación de aminoácidos localizados en regiones cercanas a la membrana 
plasmática, para poder asociarse a MDM [187, 191]. En al caso de los FcγR no se conocía qué 
parte de la molécula o posible modificación postraduccional era necesaria para su asociación 
con MDM.  

También se ha postulado que la asociación de receptores de membrana con MDM 
induce la formación de complejos de señalización eficientes, que permiten la activación de 
diversas respuestas celulares [78, 155, 161, 162]. La validez de esta idea ha sido 
cuestionada [192] debido al tipo de metodología que se ha usado para relacionar a los MDM 
con funciones celulares específicas. Como el colesterol es un componente esencial de los 
MDM [149-151], la relación entre funciones celulares y MDM se ha inferido, en muchos casos, 
a partir de experimentos en los que se extrae el colesterol de la membrana por métodos 
químicos [151, 192, 193]. Se ha reportado que la extracción de colesterol puede alterar la 
estructura y función celular, de formas no necesariamente relacionadas con eventos de 
transducción de señales [192-197]. Por estas razones no estaba claro si los receptores FcγR 
dependen de su asociación a MDM para poder activar respuestas celulares.  

 
Hipótesis: En este trabajo utilizamos al receptor FcγRIIA humano como modelo para 

probar las siguientes hipótesis: 
A) La cadena polipeptídica de FcγRIIA contiene regiones específicas que le permiten 

asociarse a MDM. 
B) La asociación de FcγRIIA con MDM es necesaria para la activación de respuestas 

celulares. 
 
Resultados: A diferencia de la gran mayoría de receptores Fc que se componen de varias 

cadenas polipeptídicas, el receptor FcγRIIA está constituido por una única cadena 
polipeptídica, que contiene todos los elementos necesarios para activar respuestas celulares 
como la fagocitosis y la activación de NF-κB [66, 198]. Para determinar qué región de FcγRIIA 
es necesaria para permitir su asociación a MDM se crearon una serie de mutantes, partiendo 
del ADNc del receptor FcγRIIA silvestre humano. Se generaron tres mutantes de la región 
citoplásmica de FcγRIIA: en una de ellas se eliminó toda la región citoplásmica, en otra se 
eliminó un sitio de acilación localizado en la región citoplásmica proximal a la cara interna de 
la membrana plasmática, en la tercera se eliminaron las tirosinas fosforilables de la región 
ITAM. Se generaron además una serie de mutantes en las que se alteraron aminoácidos 
específicos localizados dentro de la región transmembranal del receptor: A220G, A224S, 
T225A, VA231-2MM y VVAL234-7GISF.  

El receptor FcγRIIA silvestre humano y sus mutantes fueron transfectadas en una línea 
celular de basófilos de rata (RBL-2H3), que no expresan este receptor. Utilizamos metodología 
estándar de extracción con detergente y centrifugación en gradientes de densidad para 
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separar MDM [80, 151, 199, 200], y analizar la asociación del receptor FcγRIIA y de sus 
mutantes a estas estructuras. Este análisis mostró que el receptor FcγRIIA silvestre, expresado 
en células RBL-2H3, se comporta igual que el receptor FcγRIIA endógeno de monocitos: en 
condiciones basales (sin entrecruzamiento) el receptor se no se asocia a MDM, pero su 
entrecruzamiento por medio de anticuerpos específicos induce su asociación con estas 
estructuras membranales. Todas las mutantes citoplásmicas de FcγRIIA se asociaron a MDM 
tras ser entrecruzadas; indicando así que la región citoplásmica del receptor no es necesaria 
para su asociación con MDM. No obstante, identificamos una mutante transmembranal de 
FcγRIIA (A224S) que perdió la capacidad de asociarse a MDM tras ser entrecruzada, y dos 
mutantes transmembranales (VA231-2MM y VVAL234-7GISF) asociadas a MDM aún en 
ausencia de entrecruzamiento. Estos resultados indicaron que la región transmembranal de 
FcγRIIA es la responsable de modular su asociación con MDM, tanto en condiciones basales, 
como tras su entrecruzamiento.  

Las mutantes transmembranales A224S, VA231-2MM y VVAL234-7GISF sirvieron 
entonces como modelo para analizar la capacidad del receptor FcγRIIA para activar respuestas 
celulares, en condiciones anormales de asociación con MDM. Tanto el receptor FcγRIIA 
silvestre, como las mutantes A224S, VA231-2MM y VVAL234-7GISF activaron a la cinasa Syk 
tras ser entrecruzados. El receptor FcγRIIA silvestre y las mutantes A224S, VA231-2MM y 
VVAL234-7GISF fueron fosforilados tras su entrecruzamiento, aunque con diferentes cinéticas. 
Estos resultados indicaron que los eventos tempranos de señalización por FcγRIIA no 
requieren de la asociación del receptor con MDM. Sin embrago, únicamente el receptor 
silvestre y las mutantes VA231-2MM y VVAL234-7GISF (que se asocian a MDM de forma 
constitutiva) fueron capaces de activar a NF-κB. La activación de NF-κB fue mayor con las 
mutantes VA231-2MM y VVAL234-7GISF, y estos altos niveles de activación requirieron de la 
actividad de ERK. Estos resultados indicaron que la asociación de FcγRIIA con MDM sí es 
necesaria para la activación del factor nuclear NF-κB. No obstante, no se observaron 
diferencias entre los niveles de fagocitosis del receptor FcγRIIA silvestre y de la mutante A224, 
que no se asocia a MDM. Estos resultados indican que la fagocitosis es independiente de la 
asociación del receptor con MDM.  

 
Conclusiones: Los resultados presentados en este capítulo muestran que el mecanismo 

que regula la asociación de FcγRIIA con MDM depende de la secuencia de la región 
transmembranal del receptor (Fig. 8). Es posible que esta región interaccione con elementos 
lipídicos presentes en los MDM. Nuestros resultados también indican que la asociación de 
FcγRIIA con MDM es necesaria para la activación de algunas respuestas celulares como la 
activación de NF-κB, pero no para la activación de otras, como la fagocitosis (Fig. 8). Estos 
datos sugieren además que las vías de señalización que regulan respuestas celulares 
dependientes de FcγRIIA pueden ser moduladas por su asociación con MDM (Fig. 8). 
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Figura 8. Modulación de la vía de señalización de FcγRIIA por asociación a 
microdominios de membrana (MDM). El entrecruzamiento del receptor FcγRIIA
induce su asociación a MDM, y posteriormente la activación de Syk, del factor 
nuclear NF-κB, y de la fagocitosis. En ausencia de asociación con MDM, la 
mutante transmembranal A224S induce la activación de Syk, y de la 
fagocitosis, pero no de NF-κB. La asociación constitutiva a MDM de las 
mutantes VA231-2MM y VVAL234-7GISF promueve la activación de Syk, la 
fagocitosis y una activación de NF-κB eficiente, que depende de ERK. Ac, 
anticuerpos.
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microdominios de membrana (MDM). El entrecruzamiento del receptor FcγRIIA
induce su asociación a MDM, y posteriormente la activación de Syk, del factor 
nuclear NF-κB, y de la fagocitosis. En ausencia de asociación con MDM, la 
mutante transmembranal A224S induce la activación de Syk, y de la 
fagocitosis, pero no de NF-κB. La asociación constitutiva a MDM de las 
mutantes VA231-2MM y VVAL234-7GISF promueve la activación de Syk, la 
fagocitosis y una activación de NF-κB eficiente, que depende de ERK. Ac, 
anticuerpos.
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7. CAPÍTULO IV. 
Los receptores FcγRIIA y FcγRIIIB de neutrófilos activan a NF-κB: Aplicación de la citometría de 
flujo al estudio de la activación de factores nucleares. (J Immunol Methods, 2007, 320:104-
118. Ver apéndice E). 

 
Antecedentes: Los neutrófilos expresan de forma constitutiva a los receptores FcγRIIA y 

FcγRIIB [66]. La capacidad del receptor FcγRIIA de activar vías de transducción de señales, y 
respuestas celulares está bien documentada [66, 71, 82, 174, 201, 202]. La capacidad del 
receptor FcγRIIIB para señalizar no está del todo clara, debido en parte a que este receptor 
carece de regiones evidentes que lo relacionen con eventos de transducción de señales [66, 
203]. Existen evidencias que sugieren que el receptor FcγRIIIB señaliza por medio de su unión 
con receptor FcγRIIA [204, 205], pero también hay evidencias que sugieren que ambos 
receptores pueden señalizar de manera independiente [203, 206, 207]. Se desconoce el 
mecanismo que integra las posibles vías de señalización de ambos receptores. 

En contraste con otros tipos de leucocitos, los neutrófilos son células de vida corta que 
inician el proceso de apoptosis, a menos que sean activadas durante el proceso inflamatorio 
[208, 209]. En neutrófilos, el factor nuclear NF-κB es necesario para controlar el proceso de 
apoptosis [56-59]. La activación de los neutrófilos también les permite realizar eficientemente 
funciones celulares como la fagocitosis, el estallido respiratorio, la liberación de sustancias 
microbicidas, y la producción de algunas citocinas [20, 210, 211]. La activación de neutrófilos 
puede inducir la producción de citocinas dependientes de NF-κB, como IL-1 [48, 49], IL-12 [45, 
51], IL-8 [18, 52], e IL-6 [53-55]. Se desconocía si cada uno de los receptores FcγRIIA y 
FcγRIIIB de neutrófilos podía inducir la activación de NF-κB.  

Una dificultad en el estudio de la activación de factores nucleares en neutrófilos, es que 
estas células son de vida corta y no pueden manipularse genéticamente. Por lo tanto, los 
sistemas de gen reportero que se usan para explorar los mecanismos de activación de 
factores nucleares en otros sistemas [135, 212-215] no son aplicables a los neutrófilos. 
Algunos grupos han utilizado ensayos radioactivos de movilidad retardada en gel (EMSA, por 
sus siglas en inglés), para el estudio de la activación de NF-κB en estas células [56, 216]. Este 
tipo de metodología es, sin embargo, laboriosa e implica trabajar con materiales radioactivos 
de alta energía.  

 
Hipótesis: En este trabajo nos propusimos desarrollar una metodología basada en la 

citometría de flujo para medir la activación de NF-κB, con el fin de probar las siguientes 
hipótesis: 

A) Los receptores FcγRIIA y FcγRIIIB son capaces de activar a NF-κB en neutrófilos. 
B) Los receptores FcγRIIA y FcγRIIIB poseen vías de señalización independientes 

hacia el núcleo. 
 
Resultados: La metodología desarrollada para medir la activación de NF-κB se basó en el 

aislamiento de núcleos celulares, y la detección de diferentes subunidades de NF-κB (p50 y 
p65) dentro de éstos, por medio de anticuerpos específicos marcados fluorescentemente. El 
factor nuclear NF-κB está compuesto por un dímero de diferentes subunidades que, en 
condiciones basales, se encuentran en el citoplasma unidas a la subunidad inhibidora IκB 
[217, 218]. Tras la activación de vías de señalización específicas, IκB se degrada, permitiendo 
que NF-κB entre al núcleo y se una a sus genes blanco. Por lo tanto, un aumento en el nivel de 
las subunidades de NF-κB en el núcleo fue indicativo de la activación de NF-κB. Esta estrategia 
metodológica permitió cuantificar la activación de NF-κB no sólo en neutrófilos, sino también 
en líneas celulares de monocitos, y de linfocitos T. 
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En neutrófilos el entrecruzamiento de los receptores FcγRIIA o FcγRIIIB aumentó los 
niveles de p50 y p65 en el núcleo. La estimulación de neutrófilos con lipopolisacárido indujo 
únicamente un aumento de p50 en el núcleo. Estos resultados indican que tanto FcγRIIA como 
FcγRIIIB pueden activar a NF-κB en neutrófilos y sugieren que, en estas condiciones, la forma 
activa de NF-κB está compuesta por p50 y p65. La estimulación de neutrófilos con 
lipopolisacárido también activa a NF-κB, aunque en este caso la forma activa de NF-κB puede 
ser un dímero de p50, o bien un heterodímero de p50 y una subunidad diferente a p65.  

Aunque ERK no es un factor nuclear, tras la activación de vías de señalización 
específicas [128, 219, 220] esta cinasa puede translocarse al núcleo y activar factores 
nucleares como Elk-1 [127, 128, 221]. Habiendo establecido que tanto FcγRIIA como FcγRIIIB 
pueden activar a NF-κB, quisimos determinar si ambos receptores activan a ERK → Elk-1 en el 
núcleo. Utilizando anticuerpos contra las formas fosforiladas (activas) de ERK y de Elk-1, 
observamos que el entrecruzamiento del receptor FcγRIIIB aumentó los niveles de fosfo-ERK y 
de fosfo- Elk-1 en el núcleo de neutrófilos. El entrecruzamiento del receptor FcγRIIA, por el 
contrario, no tuvo ningún efecto sobre los niveles nucleares de fosfo-ERK o fosfo- Elk-1. Estos 
resultados sugieren fuertemente que el receptor FcγRIIIB puede activar una vía de señalización 
independiente de FcγRIIA, que permite la activación de ERK y de Elk-1 en el núcleo del 
neutrófilo.  

 
Conclusiones: Los resultados presentados en este capítulo describen una metodología 

novedosa basada en la citometría de flujo, que permite medir la activación de factores 
nucleares en neutrófilos y en otros tipos celulares. Nuestros resultados muestran que tanto 
FcγRIIA como FcγRIIIB son capaces de activar a NF-κB en neutrófilos. Nuestros resultados 
también sugieren la existencia de una vía de señalización que parte de FcγRIIIB, y que lleva a 
la activación de ERK → Elk-1 en el núcleo, de manera independiente de FcγRIIA (Fig. 9). 

 
 

Figura 9. Los receptores FcγRIIA y FcγRIIIB de neutrófilos activan diferentes vías 
de señalización hacia el núcleo. El entrecruzamiento de los receptores FcγRIIA o 
FcγRIIIB por medio de anticuerpos (Ac) induce la activación de NF-κB. El 
entrecruzamiento del receptor FcγRIIIB promueve además la activación de ERK 
y de Elk-1 en el núcleo, a través de una vía de señalización independiente de 
FcγRIIA.

Figura 9. Los receptores FcγRIIA y FcγRIIIB de neutrófilos activan diferentes vías 
de señalización hacia el núcleo. El entrecruzamiento de los receptores FcγRIIA o 
FcγRIIIB por medio de anticuerpos (Ac) induce la activación de NF-κB. El 
entrecruzamiento del receptor FcγRIIIB promueve además la activación de ERK 
y de Elk-1 en el núcleo, a través de una vía de señalización independiente de 
FcγRIIA.
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8. CAPÍTULO V. 
Identificación de los fagocitos profesionales del mejillón Mytilus galloprovincialis, y 
caracterización bioquímica de sus respuestas celulares. (Manuscrito enviado a publicación a 
“Developmental and Comparative Immunology”. Ver apéndice F). 

 
Antecedentes: Por décadas la inmunología se ha centrado en el estudio de dos modelos 

de vertebrados: el humano y el ratón. Poco se sabe acerca de los sistemas inmunológicos de 
otros organismos. El estudio de los sistemas inmunológicos de organismos invertebrados es 
actualmente un área de investigación en expansión [11]. El surgimiento de bacterias 
patógenas con resistencia a múltiples antibióticos [222], y la crisis actual en el desarrollo de 
nuevos antibióticos [223], ponen de manifiesto la necesidad de nuevas herramientas para el 
control de infecciones emergentes. El estudio básico de los mecanismos de defensa de 
organismos modelo no tradicionales (como lo son el humano y el ratón) seguramente brindará 
a la inmunología clínica nuevas herramientas en un futuro no lejano [10, 11, 222].  

A pesar de no poseer mecanismos de inmunidad específica, los organismos 
invertebrados reconocen bacterias, hongos, y virus [224-226], y son capaces de activar 
mecanismos de defensa eficientes que les permiten combatir las infecciones [224, 227]. 
Dentro de los mecanismo de defensa de organismos invertebrados están la fagocitosis, el 
estallido respiratorio, la producción de oxido nítrico, la activación del sistema de la 
fenoloxidasa, la encapsulación, y la producción y liberación de diversas substancias 
bactericidas [227]. En la gran mayoría de especies de invertebrados no está claro cuáles son 
los mecanismos de defensa que poseen las diferentes células que componen sus sistemas 
inmunológicos: los hemocitos. 

Se han descrito diferentes subtipos de hemocitos en varias especies de organismos 
invertebrados. No existe una clasificación precisa de subtipos hemocitos. En muchos casos 
estas células se han clasificado de acuerdo a la presencia o ausencia de gránulos 
citoplásmicos, y a las propiedades de éstos [228-232]. En algunas especies se ha observado 
que los hemocitos granulares son las células con mayor capacidad fagocítica [233-236]. 

El molusco marino Mytilus galloprovincialis es un organismo de importancia comercial en 
distintos países de Europa. Este molusco bivalvo vive en zonas de poca profundidad sobre 
sustratos naturales o artificiales, formando racimos. Es un organismo filtrador que prefiere 
lugares con mucha materia orgánica en suspensión [237]. En la hemolinfa de M. 
galloprovincialis se ha observado la existencia de mecanismos de inmunidad innata, como la 
fagocitosis [238], el estallido respiratorio [239] y la producción de óxido nítrico [237]. Sin 
embargo, los diferentes tipos de hemocitos de M. galloprovincialis no han sido caracterizados 
funcionalmente de forma detallada.  

 
Hipótesis: En este trabajo utilizamos como modelo al mejillón Mytilus galloprovincialis 

para caracterizar funcionalmente los diferentes tipos de hemocitos presentes en moluscos, 
incluyendo su capacidad fagocítica, su capacidad para activar el estallido respiratorio, y su 
capacidad para producir óxido nítrico. Este trabajo tuvo como bases las siguientes hipótesis: 

A) El sistema inmunológico de M. galloprovincialis está compuesto por diversos 
tipos de hemocitos que pueden diferenciarse morfológicamente. 

B) Dentro de los hemocitos de M. galloprovincialis existe al menos un tipo celular 
con alta capacidad fagocítica. 

C) Los distintos tipos de hemocitos de M. galloprovincialis difieren en su capacidad 
de activar el estallido respiratorio, y de producir NO. 

D) Las funciones celulares de los hemocitos de M. galloprovincialis están reguladas 
por enzimas de las familias de PI 3-K, PKC y ERK. 

 
Resultados: Utilizando técnicas de citometría de flujo se separaron 4 subtipos de 

hemocitos, con claras diferencias morfológicas entre ellos: Células Grandes Granulares (GG), 
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Células Grandes Semigranulares (GSG), Células Pequeñas Semigranulares (PSG), y Células 
Pequeñas Hialinas (PH).  

Habiendo establecido que existen por lo menos cuatro tipos diferentes de hemocitos en 
el sistema inmunológico de M. galloprovincialis, se buscó caracterizar funcionalmente a estas 
células para determinar cuáles poseen actividad fagocítica, cuáles poseen capacidad para 
activar el estallido respiratorio, y cuáles pueden producir NO. 

El análisis de fagocitosis por citometría de flujo mostró que únicamente los hemocitos 
GG, GSG y PSG poseen actividad fagocítica. Los niveles de fagocitosis variaron en función del 
subtipo de hemocito y de la partícula fagocítica involucrada: las células GG presentaron la 
mayor actividad fagocítica, seguidas de GSG y PSG. Estos resultados sugieren que los fagocitos 
profesionales de M. galloprovincialis son las células GG y las células GSG. 

Se utilizaron técnicas de citometría de flujo, en combinación con sondas intracelulares 
sensibles a radicales reactivos de oxigeno (RRO) u óxido nítrico (NO), para determinar la 
capacidad de los hemocitos de producir RRO y NO. Únicamente las células GG, GSG y PSG 
activaron el estallido respiratorio en respuesta a zymosan, aunque en diferentes niveles: en los 
hemocitos GG y GSG se observó la mayor producción de RRO, seguidos de los hemocitos PSG. 
Todos los subtipos de hemocitos produjeron NO en respuesta a zymosan. En los hemocitos GG 
y GSG se observó también la mayor producción de NO, seguidos de los hemocitos PSG y PH. En 
vertebrados, los fagocitos profesionales poseen alta capacidad de producción de RRO [16, 17, 
32], y al menos los macrófagos son una fuente importante de NO [36-38]. La alta capacidad 
de los hemocitos GG y GSG para producir RRO y NO apoya la idea de que estas células 
constituyen los fagocitos profesionales de M. galloprovincialis. 

La existencia de miembros de las familias de PI 3-K, PKC y ERK en M. galloprovincialis se 
ha demostrado por medio de técnicas de Western-blot en muestras de hemolinfa total [240, 
241]; o bien se ha inferido a partir de experimentos en los que algunas funciones celulares se 
ven bloqueadas por inhibidores farmacológicos de estas enzimas [240, 242]. Utilizamos los 
inhibidores farmacológicos wortmannina, estaurosporina y PD98059, para determinar si las 
funciones de los hemocitos de M. galloprovincialis están reguladas por enzimas de las familias 
de PI 3-K, PKC y ERK, respectivamente.  

La inhibición de PI 3-K bloqueó la fagocitosis de látex, zymosan, E. coli y V. alginolyticus 
en los hemocitos GG, GSG y PSG. La inhibición de PKC o de ERK disminuyó ligeramente la 
fagocitosis de látex en GG, GSG y PSG, pero no tuvo efecto sobre la fagocitosis de E. coli o V. 
alginolyticus. Interesantemente la fagocitosis de zymosan fue bloqueada por estaurosporina o 
PD98059 únicamente en las células GSG. Wortmannina bloqueó la activación del estallido 
respiratorio en GG, GSG y PSG. Estaurosporina o PD98059, por el contrario, no tuvieron efecto 
sobre el estallido respiratorio en ningún tipo de hemocito. La producción de NO fue bloqueada 
por wortmannina únicamente en los hemocitos GSG y PSG. Estaurosporina no tuvo ningún 
efecto sobre la producción de NO. Interesantemente, la producción de NO fue bloqueada por 
PD98059 únicamente en GSG. Estos resultados indican que PI 3-K posee un papel muy 
importante en el sistema inmunológico de M. galloprovincialis, y que las enzimas PKC y ERK 
sólo son necesarias para regular las respuestas celulares de algunos subtipos de hemocitos. 

 
Conclusiones: Los resultados presentados en este capítulo revelan diferencias 

importantes, en cuanto a función y a mecanismos de regulación, entre los diferentes 
hemocitos presentes en el mejillón. Los resultados también sugieren fuertemente que las 
células GSG y PSG constituyen los fagocitos profesionales de M. galloprovincialis (Fig. 10) y 
además que, al igual que en mamíferos [132, 135, 214, 243, 244], las vías de señalización 
que regulan diferentes respuestas celulares pueden cambiar en función del tipo celular. Es 
posible que las diferencias observadas en hemocitos respecto la regulación de sus respuestas 
celulares por PI 3-K, PKC o ERK refleje la existencia de diferentes receptores de membrana 
con vías de señalización particulares.  
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Figura 10. Los fagocitos profesionales de M. galloprovincialis son las células 
Grandes Granulares (GG), y Grandes Semigranulares (GSG). El sistema 
inmunológico de M. galloprovincialis está compuesto por al menos cuatro tipos 
de hemocitos: Grandes Granulares (GG), y Grandes Semigranulares (GSG), 
Pequeños Semigranulares (PSG), y Hequeños Hialinos (PH). Los fagocitos 
profesionales de este invertebrado presentan alta capacidad fagocítica, de 
activación del estallido respiratorio, y de producción de óxido nítrico (NO). 
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Grandes Granulares (GG), y Grandes Semigranulares (GSG). El sistema 
inmunológico de M. galloprovincialis está compuesto por al menos cuatro tipos 
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9. CONCLUSIONES Y DISCUSIÓN GENERAL. 
 
La inmunología, como una rama de la biología, se ha centrado principalmente en el 

estudio de los sistemas inmunológicos de dos organismos modelo: el humano y el ratón. Este 
esfuerzo ha permitido un gran avance en la comprensión de mecanismos muy complejos de 
inmunidad en vertebrados. Por lo anterior ahora es posible que el estudio de la inmunología en 
vertebrados se desarrolle a nivel molecular y genético. La inmunología comparada, por otra 
parte, ha ido cobrando fuerza en los últimos años, debido en parte al crecimiento de la 
industria acuicultora, que depende en gran medida del buen estado del sistema inmunológico 
de los organismos que cultiva. Si bien se ha encontrando que los sistemas inmunológicos de 
vertebrados son muy parecidos entre organismos que van desde los peces hasta los 
mamíferos, poco se sabe acerca de los sistemas inmunológicos de organismos invertebrados. 
En la mayoría de las especies de invertebrados, a penas se ha comenzado con una descripción 
morfológica y funcional de los diferentes órganos y tipos celulares que componen sus sistemas 
inmunológicos.  

Esta tesis doctoral abordó el estudio de las vías de transducción de señales que regulan 
respuestas celulares activadas por receptores para inmunoglobulinas G (receptores Fcγ), en 
células fagocíticas humanas. También se abordó el campo de la inmunología comparada, 
integrando una descripción morfológica y funcional de las células del sistema inmunológico de 
M. galloprovincialis, con las vías de transducción de señales que regulan la fagocitosis, el 
estallido respiratorio, y la producción de óxido nítrico en los hemocitos de este molusco.  

Los fagocitos de vertebrados son células altamente especializadas, que expresan en su 
membrana plasmática una gran variedad de receptores capaces de activar el proceso de 
fagocitosis. Entre estos receptores se encuentran los receptores para las inmunoglobulinas G, 
receptores FcγR, que además de la fagocitosis pueden activar otras respuestas celulares, 
como el estallido respiratorio, la citotoxicidad dependiente de anticuerpos, la liberación de 
mediadores proinflamatorios y microbicidas, y la producción y liberación de citocinas [66, 67]. 
Si bien se sabe que los hemocitos de muchos invertebrados poseen capacidad fagocítica [8-
10], no se han identificado los receptores responsables de la activación de la fagocitosis. 
Tampoco se sabe si, en invertebrados, existen receptores capaces de activar múltiples 
respuesta celulares de forma casi simultánea, como lo hacen los receptores FcγR. La 
búsqueda de los receptores que activan mecanismos celulares de defensa en invertebrados 
seguramente será una tarea muy emocionante, para un futuro muy próximo. 

Nuestra exploración de los mecanismos de transducción de señales por receptores FcγR 
en monocitos humanos, mostró que existen dos vías de señalización activadas por receptores 
FcγR, que regulan de forma independiente la activación de NF-κB y la fagocitosis. Aunque se 
había reportado que la activación de ERK en monocitos, necesaria para la activación de NF-κB, 
no depende de la vía clásica de Ras [50], no estaba claro qué molécula participa en la 
activación de ERK. Nuestros resultados mostraron que la enzima PI 3-K es necesaria para la 
activación de ERK en estas células, y que la vía FcγR → PI 3-K → ERK es necesaria para la 
activación de NF-κB. La vía de señalización que regula la fagocitosis por FcγR es, sin embargo, 
independiente de PI 3-K y de ERK. Es interesante notar que, posteriormente a la publicación 
de estos resultados, se reportó que, en la microglia, la fagocitosis mediada por receptores 
FcγR también es independiente de ERK. Como las células microgliales se derivan de los 
monocitos durante el desarrollo embrionario [46, 47], es posible que los mecanismos de 
transducción de señales por receptores FcγR sean semejantes en estos dos tipos celulares.  

Aunque se sabe que los receptores FcγR pueden activar las mismas respuestas celulares 
en distintos fagocitos [66, 67], no está claro si las vías de señalización involucradas en su 
regulación son iguales en distintos tipos celulares. Al explorar los mecanismos de transducción 
de señales por FcγR, en distintos fagocitos humanos, encontramos que las vías de 
señalización que activan estos receptores hacia la fagocitosis son diferentes entre fagocitos 
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profesionales y fagocitos no profesionales. En neutrófilos y macrófagos la fagocitosis está 
regulada por PI 3-K, ERK, y PKC. En los monocitos, por otro lado, sólo PKC participa en la 
regulación de esta respuesta celular. Las enzimas PI 3-K y ERK son reclutadas a la maquinaria 
fagocítica durante la diferenciación monocito → macrófago, permitiendo que el proceso de 
fagocitosis sea más eficiente. Las diferencias de mecanismos de señalización entre fagocitos 
profesionales y no profesionales podrían estar relacionadas con la expresión diferencial de 
receptores FcγR. Es también posible que un mismo receptor, por ejemplo FcγRIIA que se 
expresa en monocitos, macrófagos y neutrófilos, señalice de forma diferente en distintos tipos 
celulares. Resultados preliminares de nuestro laboratorio sugieren que la vía de señalización 
de un receptor Fcγ en particular, puede ser modificada en función del tipo celular en el que sea 
expresado. 

En el sistema inmunológico de vertebrados, se ha postulado que los microdominios de 
membrana (MDM) actúan como “plataformas de señalización”, concentrando moléculas 
implicadas en la transducción de señales [81, 152, 153, 158, 160]. Algunos 
inmunorreceptores, incluyendo receptores FcγR, se asocian de forma transitoria a los MDM, 
tras interaccionar con sus ligandos [81, 153, 155-159]. Los mecanismos moleculares que 
regulan esta asociación han sido poco explorados. Nosotros encontramos que la secuencia de 
la región transmembranal del receptor FcγRIIA regula su capacidad de asociación a MDM, ya 
sea en ausencia o en presencia de ligando. Es posible que la región transmembranal de 
FcγRIIA interaccione con elementos lipídicos presentes en los MDM, como se ha sugerido para 
otros sistemas [150].  

Se ha postulado que la asociación de inmunorreceptores de vertebrados con MDM 
promueve la formación de complejos de señalización eficientes, que permiten la activación de 
respuestas celulares [78, 155, 161, 162]. La absoluta dependencia de MDM para la 
activación de respuestas celulares mediadas por inmunorreceptores es, sin embargo, 
cuestionable [151, 192, 193]. Nuestros resultados indican que los eventos de señalización 
tempranos, en la vía de señalización de FcγRIIA, no se ven disminuidos en ausencia de 
asociación a MDM. Sin embargo, encontramos que la asociación de FcγRIIA con MDM sí es 
necesaria para la activación de NF-κB, pero no para la activación la fagocitosis. Nuestros 
resultados sugieren entonces que las vías de señalización que regulan respuestas celulares 
dependientes de FcγRIIA pueden ser moduladas por su asociación con MDM. En un futuro 
próximo será interesante determinar si los MDM juegan algún papel en la regulación de los 
mecanismos celulares de defensa en organismos invertebrados. 

Utilizando como modelo los neutrófilos humanos, quisimos determinar si diferentes tipos 
de receptores FcγR pueden activar vías de señalización independientes, para la regulación de 
factores nucleares como NF-κB. Los neutrófilos humanos expresan receptores FcγRIIA y 
FcγRIIB [66]. En contraste con el receptor FcγRIIA, la capacidad de FcγRIIIB para señalizar ha 
sido cuestionada, pues no posee regiones evidentes que lo relacionen con eventos de 
transducción de señales [66, 203]. Existen evidencias que sugieren que FcγRIIIB señaliza por 
medio de su unión a FcγRIIA [204, 205], y también hay evidencias que sugieren que ambos 
receptores pueden señalizar de manera independiente [203, 206, 207]. Para poder estudiar 
los mecanismos de activación de NF-κB por distintos receptores FcγR en neutrófilos, se 
desarrolló una metodología novedosa basada en la citometría de flujo que permite medir la 
activación de NF-κB. Con esta metodología pudimos determinar que tanto FcγRIIA como 
FcγRIIIB poseen la capacidad de activar a NF-κB en neutrófilos. Nuestros resultados también 
indican la existencia de una vía de señalización que parte de FcγRIIIB, y que lleva a la 
activación de ERK → Elk-1 en el núcleo, de manera independiente de FcγRIIA. Resultados 
preliminares de nuestro laboratorio sugieren que los mecanismos de señalización de FcγRIIA y 
de FcγRIIIB para la activación de NF-κB son diferentes. Interesantemente, la vía de activación 
ERK en el núcleo, a partir de FcγRIIIB, parece ser independiente de la vía de activación de ERK 
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citoplásmica. Ambas observaciones apoyarían la idea de que FcγRIIA y FcγRIIIB señalizan de 
manera independiente hacia el núcleo, en neutrófilos humanos. En invertebrados también se 
ha reportado la activación de la vía ERK → Elk-1 en el núcleo celular [245]. Sin embargo, los 
receptores que inducen esta activación, así como sus consecuencias funcionales no han sido 
descritos. 

La posibilidad de encontrar nuevas herramientas para la inmunología clínica, y la 
importancia de algunos invertebrados marinos para la acuacultura, han hecho de la 
inmunología comparada un área de investigación en expansión [11]. No existe una 
clasificación precisa de las células que componen el sistema inmunológico de invertebrados, 
los hemocitos. De igual manera, las propiedades de estas células han sido poco 
caracterizadas. Abordando el campo de la inmunología comparada, buscamos identificar y 
caracterizar funcionalmente a los fagocitos profesionales del molusco marino M. 
galloprovincialis. Nuestros resultados muestran que su sistema inmunológico está compuesto 
por al menos cuatro subtipos celulares, de los cuales dos son fagocitos profesionales, con alta 
capacidad fagocítica, de producción de radicales reactivos de oxigeno, y de producción de 
óxido nítrico.  

Utilizando inhibidores farmacológicos para enzimas de señalización presentes en 
mamíferos, como PI 3-K, PKC, y ERK, mostramos que al igual que en mamíferos [132, 135, 
214, 243, 244], las vías de señalización que regulan diferentes mecanismos de defensa 
pueden cambiar en función del tipo celular. En los hemocitos de M. galloprovincialis la enzima 
PI 3-K juega un papel central en la activación de sus mecanismos de defensa. Se observaron 
además diferencias en la regulación de respuestas celulares por PI 3-K, PKC o ERK, en función 
del subtipo de hemocito involucrado. Estas diferencias podrían reflejar la existencia de 
diferentes receptores de membrana aún no identificados, con vías de señalización 
particulares. Resulta interesante el hecho de que inhibidores farmacológicos que alteran el 
funcionamiento de enzimas de señalización en mamíferos, hayan tenido efecto sobre 
mecanismos de defensa de los hemocitos de M. galloprovincialis. Lo anterior sugiere que 
enzimas como PI 3-K, PKC y ERK están relativamente conservadas entre moluscos y 
mamíferos, y que las vías de señalización que regulan las respuestas celulares del sistema 
inmunológico de vertebrados tienen su base en vías de señalización ya existentes en 
invertebrados. 

Los diferentes estudios que componen esta tesis doctoral plantean nuevas interrogantes 
para el campo de la transducción de señales de células fagocíticas de vertebrados e 
invertebrados. La búsqueda de respuesta a estas interrogantes será seguramente una tarea 
sumamente emocionante en el futuro cercano. 
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