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 INTRODUCCIÓN 

 

Neutrófilos e Inflamación 
Los neutrófilos son los leucocitos más abundantes en sangre periférica y constituyen 

la primera línea de defensa del sistema inmune [1]. Presentan generalmente un núcleo tri-

lobulado, por lo que también se les denomina células polimorfonucleares (PMN). Los 

neutrófilos se derivan de un progenitor pluripotencial mieloide, que reside en la médula ósea. 

Son células de vida corta, terminalmente diferenciadas y presentan una alta tasa de 

apoptosis espontánea que se modifica por la acción de citocinas [2]. Los neutrófilos son muy 

importantes en la eliminación de microorganismos, de tal forma que no es sorprendente que 

su número en sangre se incremente durante los procesos infecciosos. Los neutrófilos son de 

gran importancia en la inmunidad, y llevan a cabo numerosas funciones como son: 

fagocitosis, estallido respiratorio, degranulación, y producción y liberación de citocinas [1]. La 

actividad microbicida de los neutrófilos está dada por la acción de metabolitos tóxicos de 

oxígeno, de enzimas y de péptidos antimicrobianos. La enzima superóxido dismutasa 

cataliza la producción de H2O2 a partir del O2
- producido por el sistema del NADPH oxidasa, a 

partir de H2O2 se produce ácido hipocloroso, un potente microbicida, en una reacción 

catalizada por la enzima mieloperoxidasa [1, 3]. Los neutrófilos presentan en su citoplasma 

gránulos que se fusionan con la membrana plasmática y con la vacuola fagocítica tras la 

activación del neutrófilo. La fusión de los gránulos permite liberar péptidos antimicrobianos 

como las defensinas y un potente arsenal de enzimas digestivas e hidrolíticas que facilitan la 

destrucción del patógeno, como: mieloperoxidasa, proteinasa-3, colagenasa, gelatinasa, 

elastasa y metaloproteasas. Algunas de estas enzimas como la proteinasa-3 y las 
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metaloproteasas tienen un papel relevante en la regulación de la respuesta inflamatoria.  La 

proteinasa-3 es un activador de las citocinas proinflamatorias TNFα e IL1-β [1]. Las 

metaloproteasas son enzimas que degradan los componentes de la matriz extracelular y que 

activan quimiocinas [4]. Por otro lado, los neutrófilos orquestan la respuesta inflamatoria, ya 

que son importantes productores de quimiocinas y citocinas, moléculas que reclutan y 

activan a otros tipos celulares. Los neutrófilos secretan citocinas como: TNFα, IL-1β e IL-10 y 

quimiocinas como: CXCL8, CCL3, CCL4 y CXCL10 [5]-[6]. 

En un proceso inflamatorio, las células efectoras de la circulación son reclutadas al sitio 

donde se han generado señales de alarma por la presencia de un patógeno y/o por daño 

tisular. Los neutrófilos son el primer tipo celular que es reclutado y participan en el 

reclutamiento de los otros tipos celulares mediante la liberación de precursores inflamatorios, 

citocinas y quimiocinas. La migración celular es dirigida básicamente por gradientes de 

moléculas quimioatrayentes [7] e involucra el paso de los leucocitos a través de las uniones 

intercelulares de las células endoteliales para llegar al tejido donde se han generado señales 

de daño. A este proceso que se le denomina transmigración endotelial y se lleva a cabo 

mediante la interacción entre moléculas de adhesión del leucocito y del endotelio activado. 

Es un proceso complejo y para su estudio se ha postulado un modelo de transmigración 

endotelial de cuatro pasos. Al primer paso se le denomina rodamiento; en este paso los 

leucocitos interaccionan con el endotelio por uniones débiles mediadas por selectinas, que 

son glicoproteínas que tienen dominios extracelulares tipo lectinas que unen carbohidratos. 

El segundo paso es la activación celular y es mediado por quimiocinas, estas moléculas se 

unen a receptores de siete pases transmembranales acoplados a proteínas G, estos 

receptores se encuentran en la membrana celular de los leucocitos [8]. La activación por 

quimiocinas facilita la activación de otras moléculas importantes en el proceso de 

transmigración endotelial, como las integrinas [9]. Al tercer paso se le ha denominado arresto 
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y es llevado a cabo por integrinas y por sus ligandos. Las integrinas son glicoproteínas de 

membrana que median la adhesión celular firme entre el leucocito y el endotelio activado. 

Las integrinas se activan por estímulos quimioatrayentes y por los estímulos del paso de 

rodamiento. Una vez activadas, las integrinas adquieren la capacidad para unir a sus 

ligandos.  El neutrófilo expresa las integrinas: CD18/CD11b (Mac-1) y CD18/CD11a (LFA-1) y 

las moléculas de adhesión intercelular  ICAM-1 e ICAM-2. Al cuarto paso, se denomina 

diapédesis y es regulado por quimiocinas.  En este paso la célula adopta una forma que 

facilita su migración a través de las uniones inter-endoteliales hacia el tejido inflamado. La 

célula se polariza en un frente celular y una fase retrasada, los receptores de quimiocinas se 

acumulan en el frente celular y guían a las células hacia el tejido inflamado a través de 

gradientes de concentración de quimiocinas [8, 10]. En neutrófilos la extravasación y migración 

hacia el tejido inflamado también depende de la interacción de receptores Fcγ con complejos 

inmunes [11]. Una vez que los neutrófilos han alcanzado los tejidos dañados o infectados son 

activados mediante el reconocimiento de opsoninas, que se unen a receptores específicos 

presentes en la membrana celular y conducen a la activación celular. Los neutrófilos 

expresan una gran variedad de receptores que reconocen opsoninas, como los receptores de 

complemento y los receptores Fc, estos últimos reconocen la porción constante de los 

anticuerpos [3]. 
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Receptores Fc 
Los receptores Fc son glicoproteínas de membrana que unen la porción cristalizable 

(Fc) de las inmunoglobulinas. Se clasifican de acuerdo al tipo de inmunoglobulina  que unen. 

En humano se han descrito receptores Fc que unen IgA, IgE e IgG, los cuales se nombran  

Fcα, Fcε y Fcγ, respectivamente [12].  

La activación de los los receptores Fcγ conduce a respuestas celulares importantes en la 

inmunidad como: fagocitosis, citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos, estallido 

respiratorio, degranulación, producción y secreción de citocinas [13]. En mamíferos se han 

identificado cuatro diferentes clases de receptores Fcγ: FcγRI (CD64), FcγRII (CD32), FcγRIII 

(CD16) y FcγRIV [14]. Los receptores Fcγ humanos están constituidos por una cadena α y en 

algunos casos por cadenas intracelulares accesorias. La cadena α de los receptores FcγR se 

compone de una región extracelular (que presenta dominios tipo inmunoglobulina), de una 

región transmembranal y de una región citoplásmica. El receptor FcγIIIB es la excepción ya 

que sólo se encuentra unido a membrana por un residuo de glicofosfatidilinositol [15]. Los 

receptores Fcγ señalizan a través de dominos de señalización ITAM (Immunoreceptor 

Tyrosine-based Activation Motif) ó ITIM (Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibition Motif) [16]. 

Estos dominios están presentes en la región intracelular de la cadena α ó en sus cadenas 

accesorias. En la figura 1 se presentan los detalles estructurales de los receptores Fcγ 

humanos.   
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Figura 1. Estructura de los receptores Fcγ humanos. Los receptores Fγ humanos están 
constituidos por una cadena α, en general esta cadena se compone de una región extracelular con dominios 
tipo inmunoglobulina, de una región transmembranal y de una región citoplásmica. La cadena α de los 
receptores FcγRIIA y FcγRIIB contiene en su porción intracelular dominios de señalización ITAM e ITIM. Los 
receptores FcγRI y FcγRIIIA, presentan el dominio de señalización ITAM en sus cadenas accesorias γ.  La  
excepción es el receptor FcγIIIB que sólo se encuentra unido a membrana por un residuo de GPI. En la figura 
se presenta: ITAM en azul obscuro e ITIM en rojo.  Figura basada en las referencias 17 y 18.                
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Funcionalmente existen dos clases de receptores Fc, los receptores de activación y los de 

Inhibición [13]. Los receptores Fc de activación inducen señales mediante la fosforilación de 

sus secuencias ITAM, mientras que los receptores Fc de inhibición lo hacen fosforilando 

motivos ITIM, lo que induce la unión de fosfatasas y promueve respuestas inhibidoras [14]. 

Algunos miembros de la familia de receptores Fc tienen importantes funciones en la 

inmunidad adaptativa, sobre todo en relación a su expresión y función en células 

presentadoras de antígeno. Los receptores Fcγ participan en la presentación de antígeno [19] 

y en la maduración de las células dendríticas [20]. En células B, la activación del receptor 

FcγRIIB es un regulador negativo de la activación del BCR [21, 22]. Por lo anterior se postula 

que el FcγRIIB podría ser importante también en el mantenimiento de la tolerancia periférica 

[14].  

Los receptores Fcγ unen de forma específica IgG, que es la inmunoglobulina más abundante 

en el suero y una fuerte inductora de la cascada del complemento. Estos receptores 

participan en la inflamación asociada a enfermedades autoinmunes [23]. Los receptores Fcγ 

son expresados en el sistema hematopoyético, en leucocitos humanos se han descrito tres 

clases de receptores Fcγ: FcγRI (CD64), FcγRII (CD32) y FcγRIII (CD16) [14]. Son codificados 

por diferentes genes y existen variantes de algunos de ellos. Los receptores Fcγ se expresan 

de manera diferencial de acuerdo al tipo celular [24]. En algunos casos la expresión de estos 

receptores depende o es regulada por las condiciones de activación celular. Un ejemplo de lo 

anterior es el receptor FcγRI que se expresa constitutivamente en monocitos y macrófagos, 

mientras que en neutrófilos es inducible con interferón gamma [25] y con el factor estimulador 

de colonias granulocíticas [26]. Los receptores Fcγ difieren en su afinidad por IgG y en su 

estructura molecular [12]. Estos receptores reconocen de forma preferencial ciertos isotipos de 

IgG.  El receptor FcγRI une principalmente IgG1 e IgG3  (Kd~ 10-9 M) [13]. El  receptor FcγRIIA 
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une principalmente IgG1 (Kd~ 10-7 M) y el receptor FcγRIIIB une principalmente IgG3 (Kd~ 

10-6 M). Probablemente estas diferencias en la afinidad y en la especificidad por subclases 

de IgG estén relacionadas con las diferencias en la estructura presentadas por los receptores 

Fcγ (ver Figura 1). 

 
Mecanismos generales de señalización de los receptores Fcγ 
 
Los receptores Fcγ señalizan mediante la activación de secuencias ITAM (Inmunoreceptor tyrosine-

based activating motif) o ITIM (Inmunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif) presentes en la 

parte intracelular de la cadena α ó en sus cadenas asociadas γ o ξ. Los receptores Fcγ se activan 

por su unión a complejos inmunes o a partículas opsonizadas. Estos ligandos entrecruzan a los 

receptores e inducen la fosforilación de tirosinas de sus dominios ITAM por cinasas de la familia 

Src como: Lyn, Fgr o Hck. El dominio ITAM fosforilado recluta y activa a la cinasa Syk, esta cinasa 

tiene dominios SH2 que se unen a residuos fosforilados de tirosina. Syk activada inicia entonces 

una cascada de señalización basada en la fosforilación de fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K) [16], y de 

moléculas río arriba de las GTPasas pequeñas de la familia Ras. PI3K fosforila lípidos de 

membrana para generar fosfatidil-inositol-3 fosfato (PIP3), que sirve de sitio de anclaje de las tirosin 

cinasas de Bruton (BTK) a través de sus dominios de homología a plextrina (PH). BTK unida a PIP3 

activa a la fosfolipasa C gamma (PLCγ), esta enzima hidroliza al fosfatidil-inositol-bifosfato (PIP2) y 

genera los segundos mensajeros: diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (InsP3). El DAG activa a la 

proteína cinasa C (PKC) que a su vez activa la señalización de las MAPK cinasas. Por otro lado, el  

InsP3 se une a su receptor en el retículo endoplásmico e induce la liberación de calcio intracelular. 

Por su parte, las cinasas  BTK y Syk  también activan moléculas río arriba de las GTPasas 

pequeñas Rac y Ras, las cuales son reguladoras del remodelamiento del citoesqueleto y de la 

activación de MAPK cinasas, que a su vez  están involucradas en la activación de diversas 

respuestas funcionales [13], [17] [27] (ver figura 2).  
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   Figura  2. Vía general de señalización de los receptores Fcγ de activación. Los receptores Fcγ se activan por su unión a 
complejos inmunes o a partículas opsonizadas. Estos ligandos entrecruzan a los receptores e inducen la fosforilación de tirosinas de sus dominios ITAM 
por cinasas de la familia Src. El ITAM fosforilado recluta y activa a Syk, que inicia entonces una cascada de señalización basada en la fosforilación de 
fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K), y de moléculas río arriba de las GTPasas pequeñas de la familia Ras. PI3K fosforila lípidos de membrana para generar 
fosfatidil-inositol-3 fosfato (PIP3), este lípido sirve de sitio de anclaje de las tirosin cinasas de Bruton (BTK), que unidas a PIP3 activan a la fosfolipasa C 
gamma (PLCγ). Esta enzima hidroliza a fosfatidil-inositol-bifosfato (PIP2) y genera los segundos mensajeros diacilglicerol (DAG) e Inositol trifosfato 
(InsP3). DAG activa a la proteína cinasa C (PKC) y activa la señalización de las MAPK cinasas. Adicionalmente, InsP3 se une a su receptor en el retículo 
endoplásmico e induce la liberación de calcio intracelular. Por otro lado,  BTK y Syk  también activan cinasas río abajo de Rac y Ras, que inducen el 
remodelamiento del citoesqueleto, y la activación de ERK y p38, estas últimas involucradas en la activación de diversas respuestas funcionales. Figura 
basada en las referencias:  13, 17 y 27.   
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Fagocitosis 
La fagocitosis es el proceso celular que se encarga de la ingestión de partículas de un 

diámetro mayor a 0.5 μM. En organismos multicelulares la fagocitosis es un mecanismo 

importante para la protección contra patógenos, la remodelación tisular y para la eliminación 

de células muertas. En vertebrados superiores este proceso celular se lleva a cabo por 

muchos tipos celulares. Sin embargo, sólo los neutrófilos y macrófagos expresan en su 

membrana celular receptores fagocíticos especializados que les permiten fagocitar partículas 

de forma altamente eficiente [12, 28], por lo que a estos tipos celulares se les denomina 

fagocitos profesionales. Algunos receptores fagocíticos reconocen determinantes 

moleculares que forman parte de la superficie celular de los microorganismos y otros 

reconocen moléculas séricas solubles cuya función es recubrir a los patógenos, a estas 

moléculas se les conoce con el nombre genérico de opsoninas e incluyen a los componentes 

de la cascada del complemento: C3b y C3bi y a las subclases de inmunoglobulina IgG1, 

IgG2 e IgG3. Se han descrito tres clases de receptor de complemento: CR1, CR3 y CR4. Los 

receptores CR3 (αMβ2) y CR4 (αXβ) son  miembros de la subfamilia  β2 de integrinas.   

El proceso de fagocitosis involucra el reconocimiento molecular de la partícula que será 

fagocitada por receptores específicos presentes en la membrana celular de los fagocitos. Lo 

anterior activa vías de señalización que regulan el remodelamiento de la membrana celular 

del fagocito para formar una estructura denominada copa fagocítica y la formación de 

proyecciones de la membrana celular cuya función es englobar a la partícula e internalizarla 

en endosomas (Figura 3).  La polimerización del citoesqueleto de actina está regulada por las 

GTPasas pequeñas de la familia Rho: Rac y Cdc42 y por factores intercambiadores de 

nucleótidos como Vav. Durante la activación de receptores Fcγ, Vav es reclutada y activa a 

Rac, que una vez activado recluta al factor promotor de nucleación de actina (conocido por 
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sus siglas en inglés como WASP)[29], que recluta al complejo de nucleación de filamentos de 

actina Arp 2/3. La partícula opsonizada se engloba completamente y se internaliza en un 

organelo denomindado endosoma. Posteriormente se lleva a cabo la maduración del 

endosoma. Este proceso consiste en la fusión del endosoma con vesículas lisosomales que 

contienen proteínas microbicidas, especies reactivas de oxígeno e hidrolasas que facilitan la 

destrucción de las partículas internalizadas [30].   
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Figura 3. Fagocitosis activada por receptores Fcγ. Este tipo de fagocitosis inicia con la unión de una partícula opsonizada con IgG a los 
receptores Fcγ, induciendo su entrecruzamiento y la activación de vías de señalización basadas en la fosforilación de moléculas y en la activación de 
segundos mensajeros (ver figura 2). Un fagocito activado presenta cambios importantes en su membrana celular y forma estructuras llamadas copa 
fagocítica y pseudópodo. La formación de estas estructuras es dependiente del remodelamiento del citoesqueleto de actina. La polimerización del 
citoesqueleto de actina está  regulada por las GTPasas pequeñas de la familia Rho: Rac y Cdc42, y por factores intercambiadores de nucleótidos como 
Vav. Durante la activación de receptores Fcγ, Vav es reclutada y activa a Rac, que una vez activado recluta al factor promotor de nucleación de actina 
(conocido por sus siglas en inglés como WASP), el cual recluta al complejo de nucleación de filamentos de actina Arp 2/3. El pseudópodo se extiende y 
engloba completamente a la partícula opsonizada. La partícula opsonizada se internaliza en un organelo denomindado endosoma.. Figura basada en: 
García et al, 2005. Chapter 1. Diversity in Phagocytic Signaling., pag. 13. 
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RESUMEN  
 
 
 Los receptores Fcγ se activan por su unión a complejos inmunes o partículas 

opsonizadas. Se sabe que los receptores Fcγ tienen una participación importante en la 

inflamación asociada a enfermedades autoinmunes. En modelos murinos de  

glomerulonefritis y la artritis reumatoide los receptores Fcγ expresados en neutrófilos no 

tienen funciones redundantes. En este trabajo se exploraron las propiedades fagocíticas 

individuales de los receptores Fcγ expresados en neutrófilos humanos y adicionalmente se 

evaluaron otras respuestas funcionales asociadas a la activación de estos receptores, como  

la aparición de la enzima ERK fosforilada en el núcleo de las células y la movilización de 

calcio intracelular. Se evaluó la capacidad de los neutrófilos para fagocitar partículas de látex 

y bacterias Gram positivas S. aureus, recubiertas con los anticuerpos monoclonales 32.2, 

IV.3 y 3G8, que unen de forma específica a los receptores FcγRI, FcγRIIA y FcγRIIIB, 

respectivamente.  La capacidad de inducir fagocitosis y la aparición de la enzima ERK 

fosforilada en el núcleo de las células, se evaluaron por citometría de flujo. Los ensayos de 

movilización de calcio intracelular se hicieron con el indicador fluorescente de calcio Fura-2. 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo indican que el receptor más efectivo en 

inducir fagocitosis en neutrófilos humanos es el receptor FcγRIIA. El receptor FcγRIIIB es 

poco eficiente para fagocitar. Sin embargo,  es muy efectivo para inducir la aparición de ERK 

fosforilada en el núcleo. El receptor FcγRI no fue capaz de activar la fagocitosis de partículas 

de látex, pero sí de S. aureus. FcγRI  tampoco fue capaz de inducir la aparición de ERK 

fosforilada en el núcleo, pero sí fue efectivo para inducir movilización de calcio intracelular. 

En conclusión, en neutrófilos humanos los receptores Fcγ tienen respuestas funcionales no 

redundantes. El FcγRIIA es el receptor fagocítico, el FcγRIIIB manda señales 
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preferentemente al núcleo y el FcγRI parece requerir de señales extra para poder mediar 

fagocitosis. 
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ABSTRACT 

             Fcγ receptors are activated by their aggregation on the cell membrane. This 

aggregation is induced by binding to immune complexes or opsonized particles.  It is known 

that Fcγ receptors play a significant role in the inflammation associated with autoimmune 

diseases such as glomerulonephritis and rheumatoid arthritis. In murine models 

of these diseases Fcγ receptors expressed in neutrophils have non-redundant functions. In 

this work, we explored the properties of individual phagocytic Fcγ receptors expressed on 

human neutrophils by evaluating several functional responses associated with activation of 

these receptors. We evaluated the appearance of phosphorylated ERK enzyme in the 

nucleus of cells, intracellular calcium mobilization, and phagocytosis. For phagocytosis, 

neutrophils were presented with latex particles and bacteria, opsonized with monoclonal 

antibodies 32.2, IV.3 and 3G8. These antibodies specifically bind to receptors FcγRI, FcγRIIA, 

and FcγRIIIB, respectively. The phagocytic capacity and the appearance of phosphorylated 

ERK in nucleus were evaluated by flow cytometry.  Intracellular calcium mobilization assays 

were made with the calcium fluorescent indicator Fura-2.  The best phagocytic receptor in 

human neutrophils was the FcγRIIA. FcγRIIIB receptor was less efficient in inducing 

phagocytosis, but was very effective in inducing the appearance of phosphorylated ERK at 

the nucleus.  FcγRI did not mediate phagocytosis of latex particles, but promotes 

phagocytosis of S. aureus bacteria. Thus, this receptor seems to require extra signals to 

mediate phagocytosis. FcγRI was also unable to induce the appearance of phosphorylated 

ERK in the nucleus, but it was effective in inducing intracellular calcium mobilization. In 

conclusion, human neutrophil Fcγ receptors have non-redundant functional responses.  The 

phagocytic receptor is the FcγRIIA. FcγRIIIB preferably sends signals to the nucleus and the 

FcγRI appears to require extra signal to mediate phagocytosis. 
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JUSTIFICACIÓN DEL TRABAJO Y PLANTEAMIENTO DEL 
PROBLEMA 

 
 
Aunque se postulan vías de señalización generales para los receptores Fcγ [13], se ha 

demostrado que no necesariamente son iguales en monocitos, macrófagos y neutrófilos [32]. 

Se sabe que las respuestas funcionales de los receptores Fcγ varían de acuerdo al tipo 

celular, pero también podrían variar de acuerdo al tipo de receptor Fcγ que se este activando 

en una célula en particular y también podría influir en la respuesta el estado de activación 

celular. Estudios en modelos murinos de enfermedades autoinmunes como artritis 

reumatoide y glomerulonefritis, muestran que los receptores FcγRIIA y FcγRIIIB de neutrófilos 

inducen respuestas celulares diferenciales en estas enfermedades [38]. De tal forma que es 

importante realizar estudios para explorar las respuestas funcionales de estos receptores tras 

su activación individual en neutrófilos humanos. 
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ANTECEDENTES 
 

En general se ha aceptado que todos los receptores Fcγ median la fagocitosis. Esta 

generalización proviene de experimentos de expresión de receptores Fcγ en líneas celulares. 

Cuando las células COS-1 se transfectan con el cDNA que codifica a los FcγRs, las células 

adquieren capacidades fagocíticas [31]. En la actualidad se reconoce que la activación de los 

receptores Fcγ promueve diversas respuestas celulares además de la fagocitosis.  Si bien, se 

han identificado las vías de señalización generales que activan los receptores Fcγ para 

inducir las respuestas celulares [13], se ha demostrado también que existen diferencias en 

cuanto a los requerimientos moleculares de señalización, por ejemplo entre los fagocitos 

profesionales y no profesionales [32, 33]. Los fagocitos profesionales, además de PKC 

requieren de PI3K y ERK para la inducción de fagocitosis, mientras que en monocitos, estas 

cinasas no son necesarias para inducir esta función por activación de los receptores Fcγ [32].  

La activación de los receptores Fcγ por su unión a complejos inmunes, es importante en la 

inflamación asociada a enfermedades autoinmunes como: glomerulonefritis, artritis 

reumatoide y lupus eritematoso [34-37]. En un modelo de inducción de glomerulonefritis por 

IgG, se observó que los ratones deficientes en la cadena gamma común (que es necesaria 

para la expresión de los receptores Fcγ de activación murinos) son protegidos para el 

desarrollo de esta enfermedad, y que la expresión transgénica selectiva en neutrófilos de los 

receptores humanos FcγRIIA y FcγRIIIB es suficiente para restaurar la susceptibilidad al 

desarrollo de glomerulonefritis [38]. Por otro lado, se determinó en un modelo de deposición 

de complejos inmunes en vasculatura que los receptores FcγRIIA y FcγRIIIB promueven el 

reclutamiento de neutrófilos, pero que sólo el receptor FcγRIIA está implicado en el daño a 

tejido [38]. Lo anterior sugiere que en neutrófilos los receptores FcγRIIA y FcγRIIIB inducen 
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respuestas celulares no redundantes. De tal forma que es relevante realizar estudios para 

explorar las respuestas funcionales específicas de los receptores Fcγ en neutrófilos 

humanos. Los neutrófilos humanos expresan de forma constitutiva los receptores FcγRIIA y 

FcγRIIIB  mientras que la expresión del receptor FcγRI es inducible por estimulación con INFγ 

ó G-CSF  [25, 39]. Los receptores FcγRIIA y FcγRIIIB no tienen un gen homólogo en ratón, el 

receptor FcγRIIIB sólo se expresa en neutrófilos humanos [13]. Aunque el receptor FcγRIIIB 

sólo se encuentra unido a la membrana por un residuo de GPI y no cuenta con cadenas 

accesorias, se ha demostrado claramente que este receptor es funcional, ya que su 

estimulación induce flujo de calcio, estallido respiratorio, polimerización de actina, fagocitosis 

y activación de factores nucleares [33, 40-42]. Los receptores FcγRI y FcγRIIA activan la 

fagocitosis de células dendríticas humanas cultivadas de sangre periférica[43]. 

Adicionalmente, se ha observado que los macrófagos de ratones deficientes de FcγRI 

presentan disminuida la fagocitosis [44].   
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HIPOTESIS 
La activación específica de los receptores FcγRI, FcγRIIA y FcγRIIIB induce respuestas 

diferenciales en neutrófilos humanos. 

  OBJETIVO GENERAL 
Analizar la activación de los receptores FcγRI, FcγRIIA, FcγRIIIB en neutrófilos humanos,  

mediante ensayos de fagocitosis, movilización de calcio intracelular y de aparición de la 

enzima ERK fosforilada en el núcleo de las células. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

Objetivo 1 

Analizar la actividad fagocítica individual de los receptores FcγRI, FcγRIIA, FcγRIIIB 

en neutrófilos humanos con esferas de látex y con bacterias Gram positivas S. aureus, 

recubiertas con los anticuerpos monoclonales 32.2, IV.3 y 3G8. 

Objetivo 2 
Determinar la participación de las cinasas: Src, Syk, MEK, PI3K, PKC y BTK en la 

fagocitosis de los receptores Fcγ expresados en neutrófilos humanos, mediante el uso 

de inhibidores farmacológicos. 

Objetivo 3 
Evaluar la aparición de la enzima ERK fosforilada en el núcleo de las células y la  

movilización de calcio intracelular inducida por la activación de los receptores FcγRI, 

FcγRIIA y FcγRIIIB. 
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Figura 4. Estrategia experimental para la activación específica de receptores Fcγ.          
A) Para los ensayos de fagocitosis se utilizaron esferas de látex fluorescentes recubiertas 
con proteína A y con anticuerpos monoclonales específicos para un receptor Fcγ en 
particular. B) Para inducir activación de factores nucleares y la movilización de calcio, los 
neutrófilos se trataron con anticuerpos monoclonales específicos para un receptor Fcγ en 
particular y posteriormente con el fragmento f(ab’)2 de un anticuerpo secundario contra IgG 
de ratón.  
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MATERIAL Y METODOS 
 

Aislamiento de neutrófilos. 
Los PMN se obtuvieron a partir de sangre periférica de donadores sanos. Cada 10 ml de 

sangre se colectaron en un tubo con 250 μl de heparina (1000 U/ml) y 2 ml de una solución 

de dextrán T500 al 6% (Amersham Biosciences, Amersham, UK) diluido en PBS. La sangre 

se mezcló suavemente y se dejó reposar durante 45 min  para que los eritrocitos se 

sedimenten. Posteriormente, se colectó el plasma y se depositó cuidadosamente sobre 5 ml 

de Ficoll Paque TM Plus (Amersham Biosciences ). Los tubos se centrifugaron a 600 x g en 

una centrífuga Sorvall modelo RT 6000D durante, 20 min a 4º C.  Transcurrido el tiempo de 

centrifugación los tubos se decantaron, los PMN se encuentran en la pastilla celular. Los 

eritrocitos remanentes se lisaron, resuspendiendo los PMN por 1 min en 5 ml de una solución 

hipotónica (0.2% NaCl, 1% BSA y 20mM Hepes, pH 7.4). Posteriormente se agregaron 5 ml 

de una solución hipertónica (1.6% NaCl, 1% BSA, 20mM Hepes, pH 7.4), para equilibrar a 

una solución salina isotónica. Las células se sedimentaron por centrifugación a 350 x g 

durante 5 min y se lavaron con 10 ml de PBS. Los PMN totales se contaron en una cámara 

de Neubauer y se ajustaron a una concentración de 107 células/ml en PBS para ser utilizados 

posteriormente. 

 



 

  26

 Tinción extracelular de receptores Fc 

Se colocaron de 0.1 – 0.5 x 106 PMN por cada condición de tinción. Los PMN fueron 

centrifugados a 3099 x g en una microcentrífuga Eppendorf 5418 durante 1 min. Los 

sobrenadantes se absorbieron cuidadosamente y los PMN fueron resuspendidos en 100 μl 

de  buffer de FACS (0.5% BSA, 1% sacarosa en PBS, pH 7.4) enfriado en hielo. 

Posteriormente, a los PMN se les agregó el anticuerpo primario correspondiente (ver tabla 1) 

a una concentración final de 10 μg/ml y la mezcla se incubó en hielo durante 20 min. 

Transcurrido este tiempo las células se lavaron dos veces con 300 μl de buffer de FACS. 

Después del último lavado, la pastilla celular se resuspendió en 50 μl de una dilución 1/500 

de anticuerpo secundario fluoresceinado. Los PMN se incubaron con el anticuerpo 

secundario durante 10 min en hielo. Posteriormente los PMN se lavaron dos veces y se 

fijaron con una solución de paraformaldehído al 1%, para ser evaluados en el citómetro 

FACScan (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). Las muestras fueron analizadas 

usando el programa CellQuest versión 3.3. 

 

Tabla 1. Anticuerpos utilizados en la tinción extracelular de receptores Fcγ y en los protocolos de 
estimulación. 
  
   

Nombre del 
anticuerpo 

Especificidad Tipo de anticuerpo Isotipo Fuente  

32.2 FcγRI Monoclonal IgG1 Medarex (Annandale,NJ) 

IV.3 FcγRIIA Monoclonal IgG2b Medarex (Annandale,NJ) 

3G8 
 

FcγRIIIB Monoclonal IgG1 Medarex (Annandale,NJ) 

Anti GST (B-14) Glutation-S-
Transferasa 

Monoclonal IgG1 Santa Cruz (CA) 

F(ab’)2 anti IgGs  IgG de ratón  Policlonal de cabra  Cappel (Aurora, OH)   
           

FITC- F(ab’)2 anti 
IgGs 

IgG de ratón  Policlonal de cabra  Cappel (Aurora, OH)         

 



 

  27

Preparación de microesferas de látex para el ensayo de 
fagocitosis 
Las microesferas de látex fluorescentes de un diámetro de 4.5 μM se obtuvieron de 

Polysciences (Warrington, PA). Previo a los experimentos de fagocitosis, las microesferas 

fueron recubiertas con proteína A (Sigma, St. Louis, MO) por adsorción. La proteína A une la 

porción Fc de IgG. Posteriormente, las microesferas se recubrieron con los anticuerpos 

monoclonales para los receptores: FcγRI, FcγRIIA y FcγRIIIB (ver tabla 1) o con el anticuerpo 

contra Glutatión-S-Tranferasa B-14 (Santa Cruz Biotechnolgy, Santa Cruz, CA) que se utilizó 

como anticuerpo control y en adelante es referido como anti-GST. 

 

Preparación de microesferas con proteína A. En un tubo eppendorf de 1.5 ml se 

colocaron 108 microesferas. Las microesferas se lavaron 3 veces con 1 ml de ácido bórico 

(0.1M pH 8.5). Cada  vez  se centrifugaron a 16873 x g durante 1 min y se removió el 

sobrenadante por aspiración. Posteriormente, las  partículas se resuspendieron en  un 

volumen de 500 μl de ácido bórico (0.1M pH 8.5) y se les adicionó 200 μg de proteína A. Las 

microesferas se incubaron toda la noche a temperatura ambiente, protegidas de la luz y en 

agitación rotatoria. Posteriormente, las microesferas se centrifugaron a 16873 x g durante 10 

min. El sobrenadante se retiró por aspiración y las microesferas se resuspendieron en 500μl 

de ácido bórico (0.1M pH 8.5) conteniendo 10 mg/ml de BSA. Las microesferas se incubaron 

durante 30 min en agitación rotatoria. Posteriormente, las microesferas se centrifugaron a 

16873 x g, durante 5 min, se retiró el sobrenadante y se resuspendieron en 500 μl de ácido 

bórico. Este procedimiento se repitió 2 veces más. Finalmente, las microesferas se lavaron 

con una solución de BSA (10 mg/ml) en PBS y se resuspendieron en 1.25 ml de esta 

solución para ajustarlas a  108 microesferas/ml.  
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Recubrimiento de las microesferas con los anticuerpos monoclonales. Las 

microesferas preparadas con proteína A se repartieron en tubos eppendorf. A cada tubo se le 

agregó el anticuerpo monoclonal correspondiente, a la concentración final indicada en cada 

experimento. Las microesferas se incubaron en agitación rotatoria, a 4º C durante un tiempo 

mínimo de 2 h. Transcurrido este tiempo, las microesferas se centrifugaron a 16873 x g 

durante 5 min. Posteriormente, se lavaron 2 veces con 500 μl de la solución de PBS-BSA y 

se ajustaron a una concentración de 108 microesferas/ml.  
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Preparación de Pansorbin® para el ensayo de fagocitosis 
El Pansorbin® es una suspensión comercial de la bacteria Staphylococcus aureus, inactivada 

por calor y fijada en formalina. Esta bacteria tiene en su superficie proteína A y por lo tanto es 

capaz de unir anticuerpos. 

Marcaje de Pansorbin® con isotiocianato de fluoresceína 

Se centrifugaron 200 μl de la suspensión de Pansorbin® (Calbiochem; San Diego, CA) a 

16873 x g durante 1 min.  El sobrenadante se eliminó por aspiración al vacío y las células se 

lavaron 2 veces, adicionando 1 ml de PBS.  Posteriormente, la pastilla celular se rompió por 

agitación en un aparato vortex y se le agregó 1 ml de etanol (enfriado a -20°C) para 

permeabilizar las células mientras se continuaba con la agitación. Las células resuspendidas 

fueron incubadas a -20 ºC durante 1 h. Transcurrido este tiempo, las células se sedimentaron 

por centrifugación a 16873 x g y se lavaron con 1ml de PBS. Posteriormente, se 

resuspendieron en un buffer de carbonato (0.1M, pH 9.6) conteniendo 5 mg/ml de 

Fluoresceín-Isotyocyanate-Dextran (SIGMA, Chemical Co; St. Louis, MO). El Pansorbin® se  

incubó a 37ºC  y en agitación, durante toda la noche. Para remover el FITC no unido, la 

suspensión de Pansorbin® se lavó 2 veces con PBS. Las partículas totales de Pansorbin® 

fluoresceinado (Pansorbin-FITC) se cuantificaron en una cámara de Neubauer, utilizando un 

microscopio de fluorescencia. El Pansorbin-FITC se resuspendió a una concentración de 109 

partículas/ml en PBS conteniendo azida de sodio al 0.1% y fue almacenado a 4ºC protegido 

de la luz hasta su uso. 
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Recubrimiento de Pansorbin-FITC con los anticuerpos  

Se tomaron 1 x 108 partículas de pansorbin-FITC, se centrifugaron a 16873 x g y se lavaron 

dos veces con 1 ml de PBS. Posteriormente 0.25 x 108 partículas se resuspendieron en 300 

μl de PBS conteniendo los anticuerpos monoclonales correspondientes a una concentración 

final de 20 μg/ml de anticuerpo y se incubaron 2 h, a 4ºC en agitación rotatoria. 

Posteriormente se lavaron las partículas dos veces con 500 μl de PBS se resuspendieron a 

una densidad de 108  partículas/ml. 

Fagocitosis en fase líquida  
A un tubo eppendorf conteniendo 85 μl de buffer de fagocitosis (PBS pH 7.4, 1% de albúmina 

sérica humana, 2 mM de CaCl2 y 1.5% mM MgCl2) enfriado en hielo, se le agregan 10 μl de 

PMN (1 x 107 células/ml) y 3.5 μl de microesferas fluorescentes o Pansorbin-FITC. Los tubos 

se mezclaron suavemente y se incubaron en un baño maría a 37ºC durante 30 min. 

Transcurrido este tiempo se detiene la fagocitosis incubando las células en hielo durante 3 

min.  Posteriormente las células se centrifugaron a 3099 x g durante 1 min, el sobrenadante 

se retiró cuidadosamente y la pastilla celular se resuspendió en 100 μl de una solución de 

tripsina fría al 0.25% (Gibco-Invitrogen) y se incubó a 4ºC durante 15 min. Posteriormente, la 

tripsina se inactivó con 500 μl de buffer MACS (2mM EDTA, 0.5% BSA en PBS pH 7.4). 

Finalmente, los PMN fueron centrífugados a 3099 x g durante 1 min y fueron fijados con 300 

μl de parafolmaldehído al 1 % en PBS.  Las muestras se analizaron con un citómetro 

FACScan  (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) con el  programa CellQuest (versión 

3.3). Los PMN se evaluaron con respecto a dos parámetros: el  porcentaje de PMN 

fluorescentes y la intensidad de la fluorescencia media de la población. La integración de 

dichos parámetros se presenta como Rendimiento Fagocítico. 
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Tratamientos con inhibidores para ensayos de fagocitosis 
En algunos experimentos de fagocitosis, se utilizaron inhibidores farmacológicos de las 

moléculas de señalización que clásicamente han sido involucradas en la vía general de 

activación de los receptores Fcγ.  Antes del ensayo de fagocitosis, los PMN se trataron con 

los inhibidores que se presentan en la tabla 2, en la misma tabla se presentan las 

condiciones que fueron utilizadas para cada inhibidor.  

 

 
Tabla 2. Inhibidores farmacológicos utilizados en los ensayos de fagocitosis 

Inhibidor Especificidad Condiciones Usadas 
 

Fuente  

PP2 Cinasas de la 
familia Src 

30 μM, 15 min, 37ºC Calbiochem (San Diego, CA)

Piceatannol Syk/ZAP70 
 

50 μM, 30 min,  37ºC Calbiochem (San Diego, CA)

PD98059 MEK  50 nM, 30 min, 4ºC New England  Biolabs 
(Beverly, MA) 

Wortmanina PI3K 50 μM, 30 min, 4ºC Calbiochem (San Diego, CA)

Staurosporine PKC 2.5 nM,  30 min, 4°C Sigma Chemical Co. 

LFM-A13 BTK 100 μM, 30 min,  37ºC Calbiochem (San Diego, CA)
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Tratamiento con interferón gamma 
Los PMN se resuspendieron a una concentración de  3 x 106 células/ml en medio RPMI 1640 

(Gibco-Invitrogen, CA) suplementado con 10% de SFB, 20 mM de glutamina, 50 U/ml de 

penicilina y 50 μg/ml de estreptomicina. Posteriormente los PMN se sembraron en placas de 

cultivo de seis pozos (2 ml/pozo) y se trataron con INF-γ (Endogen, Pierce Biotechnology, 

Rockford, IL) a una concentración final de 15 ng/ml ó 60 ng/ml, o sólo con medio.  

Posteriormente, los PMN fueron incubados durante 5 ó 22  horas a 37 ºC en una atmósfera 

húmeda con  5 % de CO2. 

Activación de factores nucleares 
Los PMN (3 x 106 por condición) se resuspendieron en una solución de PBS con los 

anticuerpos monoclonales correspondientes a una concentración final de 10 μg/ml y se 

incubaron en hielo durante 30 min. Posteriormente, los PMN se lavaron dos veces  con 1 ml 

de PBS y se resuspendieron en 300 μl de PBS conteniendo 60 μg/ml del fragmento F(ab´)2 

del anticuerpo entrecruzador  goat anti-mouse IgG (Cappel 55468) y se incubaron  a 37°C 

durante 30 min. Transcurrido este tiempo, las células se sedimentaron por centrifugación a 

3099 x g durante 1 min y el botón celular se congeló en un baño de hielo seco y etanol.  

Posteriormente, los núcleos se aislaron con una solución hipotónica como se describe a 

continuación. La pastilla celular se resuspendió en 100 μl de buffer hipotónico frío (10 mM de 

HEPES, 10 mM de KCl, 1.5 mM de MgCl2 y 1 mM de DTT; pH 7.9). Los núcleos se 

centrifugaron a 775 x g durante 10 min. Se removió cuidadosamente el sobrenadante y los 

núcleos se fijaron durante 20 min en hielo con 100 μl de paraformaldehído frío al 4%. 

Posteriormente, los núcleos fueron teñidos para citometría de flujo. Los núcleos se 

centrifugaron 1 min a 1743 x g, el sobrenadante se removió cuidadosamente y los núcleos se 
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incubaron 10 min en hielo en 100 μl  de una solución permeabilizadora (tritón X-100 al 0.1%, 

paraformaldehído al 4% en PBS). Posteriormente, los núcleos se centrifugaron 1 min a 1743 

x g, la pastilla celular se resuspendió en  500 μl de la solución de bloqueo fría (suero fetal 

bovino al 4% en PBS), los núcleos se incubaron en esta solución durante 20 min en hielo. 

Posteriormente, los núcleos se sedimentaron por centrifugación y se resuspendieron en 100 

μl de la solución de bloqueo conteniendo el anticuerpo primario (2.5 μg/ml) correspondiente y 

se incubaron en hielo durante 20 min. Posteriormente los núcleos se lavaron con 800 μl de 

PBS con 4% de suero fetal bovino y fueron posteriormente incubados en 100 μl de suero 

fetal bovino conteniendo 30 μg/ml del anticuerpo secundario fluoresceinado (ver tabla 1). Los 

PMN se incubaron con el anticuerpo secundario en hielo 20 min. Posteriormente se lavaron y 

se fijaron con 400 μl de parafolmaldehído al 1 % en PBS.  Las muestras se analizaron en un 

citómetro FACScan  con el  programa CellQuest (versión 3.3). Los PMN se evaluaron con 

respecto a la intensidad de la fluorescencia media de la población.  
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Liberación de calcio intracelular con Fura-2 
Los PMN se centrifugaron 5 min a 400 x g. Posteriormente se resuspendieron a una 

concentración de 108  células/ml  en buffer de carga (PBS pH 7.4, CaCl2 and  MgCl2 1.5 mM), 

y se incubaron a 37ºC, durante 5 min. Posteriormente se adicionó Fura-2/AM a una 

concentración de 10 μM y los PMN fueron incubados otros 5 min. Transcurrido este tiempo, 

la suspensión celular fue diluida 10 veces con buffer de carga (precalentado a 37ºC) y los 

PMN fueron incubados otros 20 min.  Posteriormente los PMN se lavaron con buffer de carga 

dos veces y se resuspendieron a una concentración de 107 células/ml. Los PMN se 

colocaron en hielo, se les adicionó el anticuerpo primario correspondiente (ver tabla 1) a una 

concentración de 10 μg/ml y se incubaron en hielo durante 10 min. Transcurrido este tiempo 

los PMN se lavaron y resuspendieron en buffer de carga a una concentración de 106 

células/ml. Posteriormente, 2x106 células se transfirieron a una celda del espectrofluorómetro 

y se indujo el entrecruzamiento de receptores con el anticuerpo F(ab’)2 anti IgG de ratón de 

Cappel (Aurora, OH) a una concentración final de 40 μg/ml. Los cambios en la fluorescencia 

se monitorearon en un espectrofluorómetro Perkin Elmer LS55 (Waltham,MA). La 

concentración de calcio se calculó con el programa de Perkin Elmer FL Winlab, versión 

4.00.02. 
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RENDIMIENTO FAGOCÍTICO 
 
 La fagocitosis por los PMN se evaluó con respecto a dos parámetros: el  porcentaje de PMN 

fluorescentes y la intensidad de la fluorescencia media de la población. La integración de 

dichos parámetros se presenta como Rendimiento Fagocítico, y se calculó mediante la 

siguiente ecuación: 

 

Rendimiento Fagocítico = (% de células positivas) (Intensidad de fluorescencia media) 
      100 
                                                      

ESTADÍSTICA 
 

Los datos se compararon con una prueba t de Student de datos no pareados y con varianza 

diferente. La prueba se realizó con el programa estadístico KaleidaGraph versión 4 (Synergy 

Software; Reading, PA). Se consideraron diferencias estadísticamente significativas aquellas 

con un valor de p ≤ 0.05. 
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RESULTADOS 
 

En la figura 5 se muestra la expresión basal de los receptores Fcγ en neutrófilos humanos. 

Como se observa en el histograma, los receptores FcγRIIA y FcγRIIIB expresan 

constitutivamente. La expresión del receptor FcγRI se detectó algunas veces, pero siempre 

con una expresión mínima.  
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Figura 5. Expresión de receptores Fcγ en neutrófilos humanos. 
PMN de donadores sanos fueron teñidos con los anticuerpos monoclonales 32.2, IV.3 
y 3G8. En gris se presenta la fluorescencia del anticuerpo secundario sólo. Se 
muestra la expresión de los receptores FcγRI (línea delgada), FcγRIIA (línea gruesa) 
y FcγRIIIB (línea discontinua). Las muestras se analizaron por citometría de flujo. Se 
muestra una tinción representativa de más de 10 determinaciones independientes. 
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Para determinar la fagocitosis específica mediada por los receptores FcγRIIA y FcγRIIIB, los 

neutrófilos se probaron para fagocitar microesferas de látex recubiertas con los anticuerpos 

monoclonales IV.3, 3G8 ó con un anticuerpo irrelevante que se utilizó para determinar la 

fagocitosis basal. El rendimiento fagocítico se calculó como se indica en materiales y 

métodos.  Los datos que aquí se presentan están reportados como veces de incremento con 

respecto a la fagocitosis basal. Como se muestra en la figura 6, el receptor FcγRIIA es 

efectivo para activar fagocitosis, ya que la fagocitosis de microesferas recubiertas con el 

anticuerpo IV.3 se incrementó más de cinco veces con respecto a la fagocitosis de partículas 

recubiertas con el anticuerpo control (anti GST).  

                       

        

      

                   

Posteriormente, los neutrófilos se pusieron a fagocitar microesferas de látex recubiertas con 

dosis mayores del anticuerpo IV.3. Se observa que un aumento en la dosis de recubrimiento 

de las microesferas favorece la activación de la fagocitosis por el receptor FcγRIIA (Figura 7). 

Cuando las microesferas se recubren con dosis de anticuerpo de 20 μg/ml la fagocitosis 

activada por el receptor FcγRIIA se incrementa hasta diez veces. 
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Figura 6. El receptor FcγRIIA activa eficientemente la fagocitosis en 
neutrófilos. PMN humanos se usaron para fagocitar microesferas de látex 
fluorescentes recubiertas con 10 μg/ml del anticuerpo monoclonal IV.3. La fagocitosis 
fue evaluada por citometría de flujo. El rendimiento fagocítico se calculó como se indica 
en materiales y métodos y se presenta como veces de incremento en relación a la 
condición control (anti-GST). Los asteriscos denotan condiciones que son 
estadísticamente diferentes al control. Los resultados son promedios de 11 
experimentos independientes. *** (p< 0.002).  
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Aunque el nivel de expresión del receptor FcγRIIIB en neutrófilos humanos es mayor que el 

del receptor FcγRIIA (Figura 5), la fagocitosis de las microesferas recubiertas con el 

anticuerpo específico para el receptor FcγRIIIB (3G8) mostró un incremento sólo de 1.3 

veces en relación a la fagocitosis basal. El incremento en la fagocitosis de microesferas 

recubiertas con el anticuerpo 3G8 fue pequeño constante y significativo estadísticamente 

(Figura 8). Para resolver si el receptor FcγRIIIB es capaz de mediar la fagocitosis o no, se 

hicieron experimentos con microesferas recubiertas con el anticuerpo 7.5.4, otro anticuerpo 
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Figura 7. La fagocitosis del receptor FcγRIIA se incrementa en 
forma dosis dependiente al nivel de recubrimiento de las 
partículas con el anticuerpo IV.3. PMN humanos se utilizaron para fagocitar 
microesferas de látex fluorescentes recubiertas con concentraciones crecientes de 
anti-GST ó del anticuerpo monoclonal IV.3 (que se une específicamente al receptor 
FcγRIIA). La fagocitosis fue evaluada por citometría de flujo. El rendimiento fagocítico 
se presenta como veces de incremento en relación a la condición control (anti-GST). 
Los asteriscos  denotan condiciones  que son estadísticamente diferentes al control. 
*** (p< 0.002). n=6.  
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monoclonal dirigido contra el receptor FcγRIIIB. Los resultados obtenidos con el anticuerpo 

7.5.4 fueron similares a los obtenidos con el anticuerpo 3G8 (Figura 8).  Adicionalmente, se 

realizaron experimentos de  fagocitosis con microesferas recubiertas con dosis crecientes del 

anticuerpo 3G8 (Figura 9), para evaluar si esto incrementaba la fagocitosis como sucedió con 

el anticuerpo IV.3. Como se observa en la figura 9, aún con microesferas recubiertas con 

dosis mayores de anticuerpo, la fagocitosis activada  por el receptor FcγRIIIB siguió es 

mínima en relación a los resultados obtenidos con el receptor FcγRIIA.  La fagocitosis con 

microesferas recubiertas con dosis de 20 μg/ml del anticuerpo 3G8 se incrementó 2.2 veces 

en relación a la fagocitosis de las microesferas control. Los resultados mostrados aquí 

indican que el receptor FcγRIIIB es capaz de activar fagocitosis, pero es ineficiente en 

relación al receptor FcγRIIA.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8.  El receptor FcγRIIIB activa fagocitosis en neutrófilos. PMN 
humanos se usaron para fagocitar microesferas de látex fluorescentes recubiertas con 
10 μg/ml de los anticuerpos monoclonales para el receptor FcγRIIIB: 3G8 ó 7.5.4 ó del 
control anti-GST. La fagocitosis fue evaluada  por citometría de flujo. El rendimiento 
fagocítico se calculó como se indica en materiales y métodos  y se presenta como 
veces de incremento en relación a la condición control (anti-GST). Los asteriscos 
denotan condiciones  que son estadísticamente diferentes al control. Los resultados 
son promedios de 24 determinaciones independientes. *** (p< 0.004).  
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Para evaluar si existen diferencias en cuanto a los requerimientos de señalización de la 

fagocitosis activada por los receptores FcγRIIA y FcγRIIIB, utilizando inhibidores 

farmacológicos de las moléculas de señalización que clásicamente se han asociado a la 

señalización de los receptores Fcγ como: Src, Syk, MEK, PI3K, PKC y BTK. 

Como se observa en la figura 10, la fagocitosis activada por el receptor FcγRIIA disminuyó  

con el tratamiento con inhibidores de las cinasas: Src, Syk, MEK y PI3K. Dosis de 100 μM del 

inhibidor LFM-A13 no modificaron la fagocitosis activada por el receptor FcγRIIA. La 

activación de la fagocitosis del receptor FcγRIIIB muestra un patrón de inhibición parecido al 

del receptor FcγRIIA (Figura 11).  
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Figura 9. La fagocitosis del receptor FcγRIIIB se incrementa en forma 
dosis dependiente al nivel de recubrimiento de las partículas con el 
anticuerpo 3G8.  PMN se usaron para fagocitar microesferas de látex fluorescentes 
recubiertas con concentraciones crecientes del anticuerpo monoclonal 3G8 dirigido contra 
el receptor FcγRIIIB, ó del anticuerpo anti-GST.  La fagocitosis fue evaluada por 
citometría de flujo. El rendimiento fagocítico se presenta como veces de incremento en 
relación a la condición control (anti-GST). Los asteriscos  denotan condiciones  que son 
estadísticamente diferentes al control.  *** (p< 0.004). n=6.  
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Figura 11. Moléculas involucradas en la fagocitosis del receptor FcγRIIIB en neutrófilos 
humanos.  Los PMN  fueron tratados con inhibidores de las cinasas: Src, Syk, MEK, PI3K, PKC y BTK  (PP2, 
Piceatannol, LY294002, PD98059 y LFM-A13, respectivamente), los inhibidores se utilizaron como se indica en 
la tabla 2, de la sección de materiales y métodos. Posteriormente los PMN se usaron para fagocitar 
microesferas de látex fluorescentes recubiertas con 10 μg/ml del anticuerpo 3G8. La fagocitosis fue evaluada 
por citometría de flujo. El rendimiento fagocítico se presenta normalizado en relación a la condición control 
(dimetilsulfóxido). Los asteriscos  denotan condiciones  que son estadísticamente diferentes al control.  * (p< 
0.05), ** (p< 0.01), *** (p< 0.0001). (B) n=6-24. 
 

Figura 10. Moléculas involucradas en la fagocitosis de receptor FcγRIIA en neutrófilos
humanos. Los PMN fueron tratados con inhibidores de las cinasas: Src, Syk, MEK, PI3K, PKC y BTK  (PP2,
Piceatannol, LY294002, PD98059 y LFM-A13, respectivamente), los inhibidores se utilizaron como se indica en la 
tabla 2, de la sección de materiales y métodos. Posteriormente los PMN se usaron para fagocitar microesferas de 
látex fluorescentes recubiertas con 10 μg/ml del anticuerpo IV.3. La fagocitosis se evaluó por citometría de flujo. El 
rendimiento fagocítico se presenta normalizado en relación a la condición control (dimetilsulfóxido). Los asteriscos 
denotan condiciones  que son estadísticamente diferentes al control.  * (p< 0.05), ** (p< 0.01), *** (p< 0.0001).  (A) 
n=6-9. 
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El receptor FcγRI es capaz de inducir la fagocitosis en células dendríticas y macrófagos, en 

estos tipos celulares la expresión de este receptor es constitutiva. Los neutrófilos humanos 

no expresan constitutivamente este receptor, por lo que para probar su capacidad para 

activar fagocitosis primero es necesario inducir su expresión.  

La expresión del receptor FcγRI se indujo incubando los neutrófilos con 15 y 60 ng/ml de INF-

γ durante 5 y 22 h.  Como se observa en la figura 12, ambos tratamientos fueron efectivos 

para inducir la expresión del receptor FcγRI desde las 5 h de tratamiento.  
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Posterior al tratamiento con 60 ng/ml de INF-γ, los neutrófilos se utilizaron en experimentos 

de fagocitosis con microesferas recubiertas con el anticuerpo monoclonal 32.2. Como se 

observa en la figura 13 (inciso B), los neutrófilos fueron incapaces de fagocitar estas 

partículas. Lo anterior se podría deber a una activación celular debida a un efecto 

Figura 12. El receptor FcγRI es inducido con INFγ en neutrófilos. PMN 
fueron tratados con 15 ng/ml de INFγ (A) ó con 60 ng/ml de INFγ (B) durante 5 y 22 
horas. Posteriormente los PMN fueron teñidos para el receptor FcγRI con el 
anticuerpo monoclonal 32.2. Las muestras se analizaron por citometría de flujo. En 
gris se presenta la fluorescencia del anticuerpo secundario sólo. Se muestra la 
expresión de los receptores FcγRI a las 5 horas (línea discontinua) y a las 22 horas 
(línea sólida). Se muestra una tinción representativa de más de 5 determinaciones 
independientes. 
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generalizado del tratamiento con INF-γ. De tal forma que fue importante realizar 

experimentos de fagocitosis con neutrófilos tratados con una dosis menor de INF-γ. Sin 

embargo, como se observa en la figura 13 (inciso A), la fagocitosis de partículas no se 

incrementó en relación a las microesferas recubiertas con el anticuerpo control. Para 

descartar que el receptor FcγRI requiriera de un mayor grado de entrecruzamiento para 

activar la fagocitosis, se hicieron experimentos con dosis crecientes de recubrimiento de la 

partícula (Figura 13C). En todas las condiciones probadas el FcγRI fue incapaz de activar la 

fagocitosis  
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Figura 13. El receptor FcγRI no activa la fagocitosis en neutrófilos humanos.
Los PMN se trataron con 15 ng/ml (A)  o 60 ng/ml (B) de INF-γ durante 22 h y posteriormente se 
usaron en experimentos de fagocitosis de partículas de látex fluorescentes recubiertas con 10
μg/ml del anticuerpo monoclonal 32.2 ó del anticuerpo control anti-GST. Adicionalmente, los PMN 
se usaron para fagocitar partículas de látex fluorescentes recubiertas con dosis crecientes del 
anticuerpo 32.2 ó del anti-GST (C). La fagocitosis fue evaluada por citometría de flujo. El 
rendimiento fagocítico se calculó como se indica en materiales y métodos.  Los resultados se 
presentan como veces de incremento en relación a la condición control (anti-GST). Los resultados 
son promedios. (A) n=8, (B) n=4 y (C) n= 6.  
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Es probable que las funciones de los receptores Fcγ se modifiquen con el estado de 

activación celular, de tal forma que quisimos evaluar el efecto del tratamiento con INF-γ en 

cuanto a  expresión del receptor  y en  cuanto a sus capacidades fagocíticas.   

La activación del neutrófilo con INF-γ no alteró la expresión de los receptores FcγRIIA y  

FcγRIIIB (Figura 12). Dado que el estado de activación celular podría afectar la capacidad 

fagocítica de los receptores FcγRIIA y FcγRIIIB, fue de nuestro interés evaluar la fagocitosis 

de PMN después del tratarlos con INF-γ.  

 

 

 

 

Como se observa en la figura 14, el tratamiento con INF-γ no afectó la fagocitosis del 

receptor FcγRIIA. Sin embargo, la fagocitosis de partículas recubiertas con el anticuerpo  3G8 

(anti FcγRIIIB) y la fagocitosis de partículas recubiertas con el anticuerpo anti-GST se 

incrementaron con el tratamiento de INF-γ (Figura 15). Este aumento generalizado de 
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Figura 14. La expresión de los receptores FcγRIIA y FcγRIIIB no son 
alteradas por el tratamiento con INF-γ. Los PMN fueron tratados  60 ng/ml de 
INFγ durante 5 ó 22 horas. Los PMN fueron posteriormente teñidos con el anticuerpo IV.3 
(A) y 3G8 (B), para examinar la expresión de los receptores FcγRIIA y FcγRIIIB, 
respectivamente. En gris se presenta la fluorescencia del anticuerpo secundario sólo. Las 
muestras se analizaron por citometría de flujo. Se muestra una tinción representativa de 
más de 5 determinaciones independientes. 
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fagocitosis no se puede atribuir a ningún receptor en particular y representa un aumento 

inespecífico de la capacidad fagocítica de las células debido a la estimulación generalizada 

del INF-γ. 

                

                           

   

                                   

 

 

Porque el receptor FcγRI no mostró actividad fagocítica, fue importante probar la 

funcionalidad del receptor para inducir otras respuestas celulares como la liberación de calcio 

intracelular y así como su capacidad para activar la aparición e ERK fosforilado en el núcleo.  

Para los experimentos de liberación de calcio, los neutrófilos se cargaron con el indicador 

Fura-2/AM para medir los cambios en la concentración de calcio intracelular. Posteriormente 

se probó la capacidad de los receptores FcγRI y FcγRIIA para inducir la liberación de calcio 
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Figura 15. El tratamiento con INF-γ promueve un aumento inespecífico de la 
fagocitosis en neutrófilos humanos. PMN se trataron con medio (en barras abiertas) o 
con 60 ng/ml de INF-γ (en barras negras) durante 22 horas. Entonces, los PMN se usaron
para fagocitar partículas de látex fluorescentes recubiertas con 10 μg/ml de los 
anticuerpos 32.2, 3G8 ó del anticuerpo control anti-GST. La fagocitosis fue evaluada por 
citometría de flujo. El rendimiento fagocítico se calculó como se indica en materiales y 
métodos. Se presentan como veces de incremento en relación a la condición control 
(anti-GST). Los resultados son promedios de 12 repeticiones. Los asteriscos denotan 
condiciones que son estadísticamente diferentes del control (células en medio ingiriendo 
partículas recubiertas con anti-GST. * (p< 0.05), ** (p< 0.01). 
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después de su entrecruzamiento. Como se observa en la figura 16, ambos receptores fueron 

capaces de inducir la liberación de calcio intracelular.  
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A) 

Figura 16. FcγRI induce la liberación de calcio intracelular en neutrófilos. Los PMN  se
trataron con medio (línea gris), o con 15 ng/ml de INF-γ durante 22 horas (línea negra). 
Posteriormente, los PMN  fueron tratados con 10 μg/ml de los anticuerpos 32.2 (Figura A) ó 
IV.3 (Figura B). Después de esto, los PMN fueron cargados con el indicador Fura-2 y los 
receptores Fcγ fueron entrecruzados con 40 μg/ml del Fragmento F(ab’)2 de un anticuerpo 
anti-ratón (GAM). La adición del anticuerpo entrecruzador es indicada en los gráficos con una 
flecha.  Se muestran gráficos representativos de 3 determinaciones independientes.  
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Por otro lado, recientemente se ha demostrado que los receptores FcγRIIA y FcγRIIIB 

inducen la aparición en el núcleo de ERK fosforilada en neutrófilos humanos, por lo que en 

este trabajo se investigó sí la activación del receptor  FcγRI también puede inducir esta 

respuesta (Figura 17). 

                                   

 

 

 

 

 

          

El receptor FcγRI es efectivo para la movilización de calcio, pero no induce fagocitosis ni 

tampoco la activación de Erk nuclear. Para investigar si este receptor tiene una participación 

de colaboración  con otros receptores se evaluó  la fagocitosis de partículas más complejas 

por los diferentes receptores Fcγ. En este trabajo utilizamos Pansorbin®, una suspensión 

comercial de Staphylococcus aureus, que fue recubierto con los anticuerpos 32.2, IV.3, 3G8 
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Figura 17. FcγRI no induce la aparición de ERK fosforilada en el núcleo de 
neutrófilos. Los PMN se trataron con 15 ng/ml de INFγ durante 22 horas. 
Posteriormente, fueron estimulados por el entrecruzamiento de los receptores FcγRI y 
RcγRIIIB, utilizando los anticuerpos monoclonales 32.2 y 3G8, y un segundo 
anticuerpo entrecruzador. Los núcleos de los PMN fueron extraídos como se describe 
en materiales y métodos. Posteriormente fueron teñidos fluorescentemente para 
citometría de flujo con un anticuerpo anti pERK. Los resultados fueron normalizados 
con respecto a la condición basal. Los resultados son promedios de  más de 20 
determinaciones. Los asteriscos denotan condiciones que son estadísticamente 
diferentes con respecto al basal. * (p< 0.02). 
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y anti-GST. La fagocitosis de Pansorbin® recubierto con un anticuerpo irrelevante y con el 

anticuerpo 3G8 (anti FcγRIIIB) aumentó ligeramente, pero este aumento no fue 

significativamente diferente de la fagocitosis de Pansorbin® sin recubrir (Figura 18). En 

cambio el Pansorbin®  recubierto con el anticuerpo IV.3 (anti FcγRIIA) aumentó de forma  

significativa (Figura 18).  
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Figura 18. La fagocitosis de Pansorbin es facilitada por los receptores FcγRI y FcγRIIA 
en neutrófilos humanos. Los PMN se trataron con 60 ng/ml de INF-γ durante 22 horas. 
Posteriormente se usaron para fagocitar partículas de látex fluorescentes sin recubrir o 
recubiertas con los anticuerpos 32.2, IV.3, 3G8 ó anti-GST (control). La fagocitosis fue
evaluada  por citometría de flujo. El rendimiento fagocítico se calculó como se indica en 
materiales y métodos. Los resultados son el promedio de 10-15 determinaciones. Los 
asteriscos  denotan condiciones que son estadísticamente diferentes del control (células  en 
medio  ingiriendo partículas recubiertas con anti-GST. ** (p< 0.01). 
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Sorprendentemente, el Pansorbin recubierto con el anticuerpo 32.2 (anti FcγRI) fue el mas 

eficientemente fagocitado. De tal forma que el receptor FcγRI podría estar involucrado en la 

fagocitosis de partículas complejas. Con la finalidad de diminuir la complejidad de las 

partículas Pansorbin®,  es recubierto y posteriormente bloqueado con una solución de BSA 

se abate la fagocitosis mediada por el receptor FcγRI  como se puede ver en la figura 19. 
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Figura 19. La fagocitosis de Pansorbin facilitada por el receptor FcγRI se abate 
con un pre-tratamiento con BSA. Los PMN se trataron con 60 ng/ml de INF-γ
durante 22 horas. Posteriormente se usaron para fagocitar partículas recubiertas con 
los anticuerpos 32.2,  IV.3, 3G8 ó anti-GST (control), o sin recubir. Las partículas se 
recubrieron en una solución bloqueadora conteniendo 10 mg/ml de BSA. La 
fagocitosis fue evaluada  por citometría de flujo. El rendimiento fagocítico se calculó 
como se indica en materiales y métodos. Los resultados son el promedio de 2 
determinaciones independientes por triplicado. Los asteriscos  denotan condiciones 
que son estadísticamente diferentes del control (células en medio  ingiriendo 
partículas recubiertas con anti-GST. ** (p<0.05). 
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DISCUSIÓN  
 

La activación de los receptores Fcγ de fagocitos es importante en la eficiente 

eliminación de patógenos extracelulares. Por otro lado, la activación de receptores Fcγ por 

complejos inmunes es importante tanto en el reclutamiento [45] como en la activación celular 

que conduce a daño de tejido en la inflamación asociada a enfermedades autoinmunes [38]. 

Dada su importancia en el correcto funcionamiento del sistema inmune, no resulta 

sorprendente la gran cantidad de estudios que se han enfocado a la biología de los 

receptores Fcγ, principalmente en definir su estructura y las respuestas funcionales que 

inducen tras su activación en conjunto. El hecho de que diferentes miembros de la familia de 

receptores Fcγ se expresen al mismo tiempo en la membrana celular de los leucocitos y de 

que los receptores Fcγ se unan con diferente afinidad a los diversos isotipos de IgG, es 

sugerente de que en ciertas patologías pudiera existir una activación específica de un 

receptor en particular de acuerdo al isotipo predominante de IgG que se esté produciendo.  

Estudios recientes en modelos murinos de autoinmunidad sugieren que los receptores Fcγ 

inducen respuestas diferentes en el mismo tipo celular. Lo anterior podría dar sentido 

biológico a la diversidad de receptores Fcγ y a su perfil de expresión en diferentes 

poblaciones de leucocitos. En un modelo de inducción de glomerulonefritis por IgG se 

observó que los ratones deficientes en la cadena Fcγ, están protegidos contra el desarrollo 

de esta enfermedad y que la expresión selectiva en neutrófilos de los receptores FcγRIIA y 

FcγRIIIB es suficiente para restaurar la susceptibilidad a desarrollar la enfermedad [38]. En un 

modelo de acumulación de complejos inmunes en vasculatura se determinó que aunque los 

receptores FγRIIA y FcγRIIIB promueven el reclutamiento de neutrófilos sólo el receptor 
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FcγRIIA está implicado en el daño a tejido [38]. Lo anterior deja claro que la activación de los 

neutrófilos a través de sus receptores Fcγ es importante para el daño a tejido en las 

enfermedades autoinmunes y sugiere que la activación de los receptores FcγRIIA y FcγRIIIB 

en neutrófilos de ratón conduce a respuestas celulares no redundantes. Por todo lo anterior, 

nos interesó evaluar la activación individual de los receptores Fcγ en neutrófilos humanos.  

 

En esta tesis se analizó la activación de la fagocitosis, que es la respuesta celular clásica de 

los receptores Fcγ; la inducción de flujo de calcio, que es un requisito para llevar a cabo 

respuestas celulares importantes como: adhesión, degranulación y reorganización del 

citoesqueleto de actina; y la activación de la cinasa ERK. La activación de factores de 

transcripción por receptores Fcγ es una función poco explorada y sin embargo muy 

importante en el proceso inflamatorio, ya que es un punto de regulación para la secreción de 

quimiocinas y citocinas, moléculas que son clave en el reclutamiento y en la activación 

celular.  

 

Para lograr la activación específica de receptores Fcγ se utilizó un panel de anticuerpos 

monoclonales específicos para cada uno de los receptores Fc de activación expresados en el 

neutrófilo humano. En los experimentos de fagocitosis estos anticuerpos se unieron a través 

de su fragmento Fc a perlas de látex ó a Staphylococcus aureus. Los resultados obtenidos 

aquí indican que en neutrófilos humanos el receptor FcγRIIA es altamente efectivo para 

mediar la función de fagocitosis lo anterior es concordante con reportes previos [46] [47]. La 

fagocitosis mediada por el receptor FcγRIIA se incrementó cinco veces sobre el control 

cuando la partícula de látex se recubrió con una dosis de anticuerpo de 10 μg/ml. 

Adicionalmente, la fagocitosis del receptor FcγRIIA se incrementó hasta diez veces cuando 
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se utilizaron mayores dosis de anticuerpo para recubrir la partícula de látex, siguiendo en un 

comportamiento dependiente de la dosis. Esto se puede explicar porque las partículas 

recubiertas con más anticuerpo entrecruzarían a más receptores Fcγ y por lo tanto se 

incrementaría la respuesta fagocítica. 

 

El receptor FcγRIIIB induce fagocitosis específicamente, ya que las partículas recubiertas con 

dos anticuerpos específicos para el receptor FcγRIIIB (3G8  y 7.5.4) se fagocitaron de forma 

equivalente y porque el aumento en el nivel de recubrimiento de las partículas de látex 

incrementó la fagocitosis en un comportamiento dependiente de la dosis. Dado que el 

receptor FcγRIIIB no tiene un dominio transmembranal y sólo se encuentra unido a la 

membrana celular por un residuo de glicofosfatidilinositol, evidentemente este receptor 

depende de su asociación con otras moléculas para señalizar e inducir flujo de calcio, 

estallido respiratorio y unión a complejos inmunes como ha sido bien reportado [45, 48].  En la 

actualidad, no se ha definido la asociación del receptor FcγRIIIB con otros receptores que le 

permitan señalizar. Sin embargo, se ha propuesto que podría estar interactuando con 

miembros de la familia de integrinas e incluso con otros receptores Fc. Por lo anterior, fue de 

nuestro interés inhibir farmacológicamente elementos de señalización y comparar los 

requerimientos de señalización de los receptores FcγRIIA y FcγRIIIB. Los resultados 

presentados en este trabajo indican que los receptores FcγRIIA y FcγRIIIB, utilizan las 

cinasas de Src, SyK, MEK, PI3K para la inducción de fagocitosis. Lo anterior se apega al 

modelo vigente de señalización por ITAMs [14], aunque es importante subrayar que el patrón 

de susceptibilidad a la inhibición farmacológica fue diferente entre estos dos receptores. El 

receptor FcγRIIA fue más susceptible que el receptor FcγRIIIB a la inhibición de dichas 

cinasas, lo anterior abre la posibilidad de que el receptor FcγRIIIB use vías alternas para su 
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señalización. Las Btk son cinasas citoplasmáticas de la familia de cinasas de Tec que 

regulan la actividad de las MAPK cinasas [49]. Están involucradas en muchas respuestas 

funcionales como la proliferación y el ensamblaje de actina [49]. Las cinasas de Tec 

participan en la señalización de las células B y en neutrófilos humanos se ha reportado que 

las cinasas Tec están involucradas en la inducción de degranulación y flujo de calcio por el 

receptor FcγRIIIB. Por lo anterior fue de nuestro interés evaluar la participación de la familia 

Tec en la activación de fagocitosis. Nuestros resultados indican que estas cinasas no 

participan en la fagocitosis activada por los receptores FcγRIIA y FcγRIIIB. La inhibición de la 

cinasa PKC con estaurosporina inhibió la fagocitosis del receptor FcγRIIA y no afectó la del 

receptor FcγRIIIB, aunque se propone que este inhibidor es específico para PKC a 

concentraciones por debajo de 2.5 nM, tomamos el dato de la inhibición de PKC con reserva, 

dado a ha sido ampliamente descrito su efecto sobre varias cinasas.  

 

Para estudiar la fagocitosis del receptor FcγRI, se indujo su expresión con interferón gamma.  

El tratamiento no afectó la expresión de los receptores FcγRIIA y FcγRIIIB [39], ni su 

capacidad fagocítica. Aunque el tratamiento es efectivo para la inducción del receptor FcγRI, 

este receptor fue incapaz de activar fagocitosis, utilizando el sistema de inducción específica 

de fagocitosis con microesferas de látex. Sin embargo, la activación de este receptor fue 

efectiva para inducir el aumento de la concentración de calcio intracelular [39]. 

 

Recientemente se ha descrito que el receptor FcγRIIIB induce la activación de factores 

nucleares tan importantes como NFκB, el cual coordina la transcripción de quimiocinas y 

citocinas, moléculas clave en la migración y activación celular. Adicionalmente, se sabe que 

neutrófilos murinos secretan IL-10 en respuesta a infecciones con bacterias Gram negativas 
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y a micobacteria [6]. Previamente se ha demostrado que los receptores FcγRIIA y FcγRIIIB 

son capaces de inducir la translocación nuclear de ERK fosforilada y de NF-κB [33], siendo 

mucho más efectivo en esta función celular el receptor FcγRIIIB [33]. En este estudio, fue de 

nuestro interés determinar si el receptor FcγRI es también capaz de inducir esta respuesta 

celular. El receptor FcγRI, tampoco  fue capaz de inducir la presencia de ERK fosforilada en 

el núcleo. Adicionalmente, sería importante evaluar si FcγRIIIB induce la activación de otros 

factores nucleares como NF-κB, que regulan la transcripción de citocinas y quimiocinas, que 

son importantes en el reclutamiento celular en un proceso inflamatorio. 

 

Dado que el estado de activación celular puede modificar el proceso de fagocitosis, fue 

importante evaluar la fagocitosis de partículas complejas, como la bacteria Staphylococcus 

aureus. En este trabajo utilizamos Pansorbin® que es una suspensión comercial de 

Staphylococcus aureus. El Pansorbin® fue opsonizado con los anticuerpos monoclonales 

específicos para cada uno de los receptores Fcγ. En estos experimentos, el tratamiento con 

interferón gamma aumentó considerablemente la fagocitosis independiente de receptores Fc. 

Interesantemente, y en contraste con los resultados obtenidos con las microesferas de látex, 

encontramos que el receptor FcγRI fue el más efectivo para mediar la fagocitosis de 

Pansorbin®. El uso de partículas de látex disminuye la interferencia de la activación de otras 

moléculas presentes en la membrana celular de un patógeno. Estos receptores podrían 

estimularse por elementos presentes en la superficie de la partícula a fagocitar. De tal 

manera que a diferencia del receptor FcγRIIA, que media la fagocitosis de forma autónoma, 

el receptor FcγRI podría requerir de la colaboración de otros receptores para mediar esta 

función biológica.  Como una aproximación inicial para contestar esta nueva pregunta, la 

solución de Pansorbin® comercial se recubrió con los anticuerpos en una solución 
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bloqueadora de BSA. Lo anterior con la finalidad de disminuir la complejidad molecular de la 

superficie de Staphylococcus aureus.  Cuando se probaron estas partículas en ensayos de 

fagocitosis se abatió completamente la fagocitosis del receptor FcγRI. Nuestros datos 

muestran que la activación específica del receptor FcγRI no es suficiente para inducir 

fagocitosis en neutrófilos humanos y sugieren la colaboración de otro receptor. Son 

necesarios estudios adicionales para demostrar si el receptor FcγRI está colaborando con 

otro receptor para mediar la fagocitosis. 

CONCLUSIONES 
 

En neutrófilos humanos los receptores Fcγ tienen respuestas funcionales no 

redundantes. El FcγRIIA es el receptor fagocítico, el FcγRIIIB manda señales 

preferentemente al núcleo y el FcγRI parece requerir de señales extra para poder mediar 

fagocitosis.   
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CONCLUSIONES 
 

En neutrófilos humanos los receptores Fcγ tienen respuestas funcionales 

no redundantes. El FcγRIIA es el receptor fagocítico, el FcγRIIIB manda 

señales preferentemente al núcleo y el FcγRI parece requerir de señales extra 

para poder mediar fagocitosis.   
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PERSPECTIVAS 
 
 

Definir el papel de la familia PKC en la fagocitosis inducida por estos 

receptores, utilizando una nueva generación de fármacos de forma adicional a 

la estaurosporina. Este fármaco clásicamente se ha utilizado para inhibir la 

actividad de PKC, sin embargo, a concentraciones superiores de 2.5 nM, 

presenta efectos inhibitorios sobre otras cinasas como PKA, PKG, Lyn y SyK. 

 

Investigar la activación diferencial de receptores Fcγ en la inducción de 

otras respuestas funcionales como estallido respiratorio, podría ser interesante 

en el contexto de estudio de la participación individual de esta familia de 

receptores en la destrucción de tejido que se da durante la inflamación 

asociada a enfermedades autoinmunes.   

 

El hecho de que el receptor FcγRI active la fagocitosis de Pansorbin®, pero no 

de partículas de látex, cuando ambas moléculas fueron recubiertas con un 

anticuerpo específico para el reconocimiento del receptor FcγRI (32.2), abre 

dos nuevas hipótesis de trabajo: 1) El receptor FcγRI requiere de la activación 

de otro receptor para sustentar la fagocitosis, o 2) La activación del  receptor 

FcγRI facilita la fagocitosis de otro receptor. La identificación de este receptor y 

sus mecanismos de señalización abre camino a un nuevo proyecto de 

investigación. El tema de la colaboración de receptores para producir 

respuestas celulares diferenciales se ha puesto sobre la mesa desde hace 

varios años. En el campo de estudio de los  receptores Fcγ, se han propuesto 

colaboraciones entre los receptores FcγRIIIA y  FcγRIIIB para que este último 

aunque carece de dominio intracelular sea capaz inducir respuestas celulares, 

ó entre el receptor FcγRIIIB y miembros de la familia de integrinas [12]. De tal 

forma que sería interesante, estudiar las moléculas involucradas en facilitar la 

fagocitosis y la activación del receptor FcγRI. La fagocitosis por este receptor, 

sería especialmente importante en infecciones con un perfil elevado de 

interferón γ.  
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a b s t r a c t

In neutrophils, two receptors for IgG antibodies, namely FccRIIA and FccRIIIB are constitutively
expressed, and a third one, FccRI, can be upregulated by interferon-c. Whether FccRIIIB is capable of trig-
gering phagocytosis by itself is still controversial. The main role of FccRI has not been clearly established
in these cells. To address this problem, neutrophils were treated with interferon-c, and then phagocytosis
mediated by each type of Fcc receptor was evaluated by flow cytometry. FccRIIA was the most efficient
receptor for phagocytosis. FccRIIIB could mediate phagocytosis but much less efficiently than FccRIIA.
Both FccRIIA- and FccRIIIB-mediated phagocytosis were blocked by inhibitors of Src family kinases,
Syk, PI 3-K, and ERK. In contrast, interferon-c-induced FccRI was not able to mediate phagocytosis. Also,
FccRI did not activate ERK in the nucleus, but was however able to stimulate an efficient calcium rise.
These data show that different neutrophil Fcc receptors possess different phagocytosis capabilities:
FccRIIA and FccRIIIB, but not FccRI, promote phagocytosis.

� 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.
1. Introduction

Neutrophils (PMN) are the most abundant circulating leuko-
cytes in mammals [1,2]. At the onset of an inflammatory process
neutrophils are rapidly recruited to sites of infection, where they
act as the first line of defense against invading pathogens [3–5].
Cell activation, through various membrane receptors, is also re-
quired for the initiation of the several defense mechanisms dis-
played by neutrophils; including phagocytosis, respiratory burst,
release of various microbicidal molecules by degranulation, and
production of pro-inflammatory cytokines [6–8].

Phagocytosis and cytokine production by neutrophils can be ini-
tiated by immune complexes binding to members of the Fc recep-
tor family for immunoglobulin G molecules [9], namely FccRIIA
and FccRIIIB, which are constitutively expressed on these cells. In
addition, FccRI can also be upregulated in neutrophils by inter-
feron-c [10,11]. Human FccRIIA (CD32) is composed of a single
polypeptide chain bearing an immunoreceptor tyrosine-based acti-
vation motif (ITAM) on its cytoplasmic domain [12]. This ITAM
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confers on FccRIIA the ability to initiate signaling events that reg-
ulate cell responses, including phagocytosis, cytokine production,
antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity, and the respira-
tory burst [12]. FccRIIIB (CD16B) is present exclusively on neutro-
phils and it is a glycosylphosphatidylinositol (GPI)-linked receptor,
lacking transmembrane and cytoplasmic domains [9,12]. Though
signaling molecules associated with FccRIIIB are still unknown,
several reports show that FccRIIIB can initiate signaling events
leading to calcium transients [13–15], actin polymerization [16],
activation of integrins [17], and nuclear factor activation [18,19].
FccRI (CD64) is a high affinity receptor for IgG and is associated
with a dimer of gamma chains (also named FcRc chains) [20]. Each
c chain contains an ITAM that is required for receptor signaling
[9,12].

In neutrophils, FccRIIA induces primarily IgG-mediated phago-
cytosis [21–23] and FccRIIIB signals mainly to the nucleus for nu-
clear factor activation [18,19]. Although not present in resting
neutrophils, FccRI is upregulated in these cells at sites of inflam-
mation, where cells get exposed to interferon-c [10,11]. FccRI is
thought to be a phagocytic receptor because it was able to mediate
phagocytosis when transfected in COS-1 cells [24], and because
macrophages from transgenic mice for the human FccRI presented
phagocytosis of particles coated with receptor-specific bifunctional
antibodies [20]. Also, thioglycollate-elicited macrophages from
FccRI-deficient mice showed very poor phagocytosis [25]. FccRI
was also found to mediate phagocytosis in human dendritic cells
[26], and these cells were more efficient than monocytes for T cell
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activation when antigen was targeted specifically to FccRI [27]. In
neutrophils, it has been reported that FccRI mainly activates the
respiratory burst response [10] and promotes cell-mediated tu-
mor-cell killing [28]. There are not reports on the phagocytic
capacity of FccRI in interferon-c-stimulated neutrophils. To ad-
dress this problem, neutrophils were treated with interferon-c,
and then phagocytosis mediated by each type of Fcc receptor
was evaluated by flow cytometry. We found that FccRIIA was the
most efficient receptor for phagocytosis. Its phagocytic activity
was not modified by interferon-c and was blocked by inhibitors
of Src family kinases, Syk, PI 3-K, and ERK. FccRIIIB could mediate
phagocytosis but much less efficiently than FccRIIA. FccRIIIB-med-
iated phagocytosis was also not modified by interferon-c and was
blocked by inhibitors of Src family kinases, Syk, PI 3-K, and ERK. In
contrast to the other Fcc receptors, FccRI was upregulated by
interferon-c and was not able to mediate phagocytosis, nor to acti-
vate ERK in the nucleus. However, FccRI was able to induce a nor-
mal calcium rise. In addition, FccRI increased phagocytosis of
Pansorbin� (Staphylococcus aureus) specifically-targeted to FccRI,
indicating a cooperative effect on phagocytosis mediated by FccRI
and other receptors. These data clearly show that different neutro-
phil Fcc receptors possess different phagocytosis capabilities. In
neutrophils, FccRIIA and FccRIIIB, but not FccRI, promote phagocy-
tosis. In turn, FccRI activates a signaling pathway leading to cal-
cium rise.
2. Materials and methods

2.1. Reagents

The following antibodies were used: anti-human FccRI (CD64)
mAb 32.2 (catalog No. 021-1), anti-human FccRII (CD32) mAb
IV.3 (catalog No. 025-1), and anti-human FccRIII (CD16) mAb
3G8 (catalog No. 028-1) were from Medarex (Annandale, NJ).
Anti-FccRIII (CD16) mAb 7.5.4 [29] was donated by Dr. Jean-Luc
Teillaud (INSERM 255, University Pierre & Marie Curie, Paris,
France). Rabbit polyclonal anti-ERK (catalog No. sc-94), anti-phos-
pho-ERK (pTyr204) (catalog No. sc-7383), and mAb anti-GST (cat-
alog No. sc-138) were from Santa Cruz Biotechnology (Santa
Cruz, CA). F(ab0)2 goat anti-mouse IgG (catalog No. 55468) and
FITC-conjugated F(ab0)2 goat anti-mouse IgG (catalog No. 55522)
were from Cappel (Aurora, OH). Interferon c (catalog No. R-IFNG-
50) was from Endogen (Pierce Biotechnology, Inc.; Rockford, IL).
The Syk inhibitor Piceatannol, the PI 3-K inhibitor Wortmannin,
the Src family kinase inhibitor PP2, and the Tec family kinase
inhibitor LFM-A13, were all from Calbiochem (San Diego, CA).
The MEK inhibitor PD98059 was obtained from New England Bio-
labs (Beverly, MA). Protein A (catalog No. PG 031) and all other
chemicals were from Sigma Chemical Company (St. Louis, MO).
2.2. Cells

Peripheral blood human neutrophils (PMN) were purified from
healthy donors as previously described [30]. PMN were incubated
at 3 � 106 cell/mL with 15 ng/mL interferon c (INF-c) in RPMI-
1640 medium (Gibco-Invitrogen; Carlsbad, CA) with 10% fetal calf
serum, 20 mM Glutamine, and 50 U/mL Penicillin and 50 lg/mL
Streptomycin for 5 or 22 h at 37 �C in a 5% CO2 atmosphere.
2.3. Facs

Fluoresce staining of membrane receptors for analysis by flow
cytometry was performed exactly as described [31].
2.4. Phagocytic targets

Fluorescent carboxylated latex beads (4.5 lm in diameter) (cat-
alog No. 16592) were from Polysciences (Warrington, PA), and pre-
pared exactly as described [31]. Fluorescein-labelled Pansorbin� (S.
aureus cells) was prepared and then opsonized as follows: 200 lL
of Pansorbin� suspension (Calbiochem; San Diego, CA) were centri-
fuged at 16873g, for 1 min and washed twice with 1 mL of PBS. The
cell pellet was broken by vortexing and was resuspended in 1 mL
ice-cold ethanol with continuous vortexing. The cell suspension
was incubated at �20 �C for 1 h. The Pansorbin� suspension was
then centrifuged at 16873g for 1 min, washed with 1 mL of PBS,
and resuspended in 1 mL 0.1 M carbonate buffer (pH 9.6) contain-
ing 5 mg/mL Fluorescein–Isothiocyanate–Dextran (catalog No. FD-
705; Sigma Chemical Co.; St. Louis, MO). This suspension was incu-
bated in a rotator, overnight at 37 �C. Then, the Pansorbin� suspen-
sion was washed twice with PBS and resuspended at 1 � 109

particles/mL in PBS. For opsonization, 1 � 108 particles of FITC-
Pansorbin� were centrifuged at 16873g for 1 min, resuspended in
300 lL PBS containing 20 lg/mL of the corresponding mAb, and
incubated in a rotator for 2 h at 4 �C. Finally, the Pansorbin� sus-
pension was washed twice with PBS and resuspended at 1 � 108

particles/mL in PBS.
2.5. Phagocytosis assays

Neutrophil phagocytosis assays were performed in the fluid
phase as previously described [31]. Briefly, after gating-out of the
phagocytic targets, phagocytosis was analyzed in two components:
percent of positive cells (cells internalizing at least one fluorescent
particle), and phagocytic score (proportion of positive cells times
the mean fluorescent intensity of the positive cell population). In
assays involving inhibitors: PP2 (30 lM), Piceatannol (50 lM),
Wortmannin (50 nM), LFM-A13 (100 lM), or PD98059 (50 lM),
the phagocytic score of cells treated with only the solvent dimethyl
sulfoxide (DMSO) was considered 100%. Changes in this score in-
duced by the inhibitors were plotted as a percentage of the basal
level.
2.6. Analysis of nuclear factor activation by flow cytometry

Nuclear activation of ERK by flow cytometry was performed ex-
actly as described [19].
2.7. Fluorescent calcium measurements

Neutrophils were loaded with Fura-2/AM (Calbiochem; San Die-
go, CA) and cytosolic calcium concentration calculated as previ-
ously described [15,32,33]. Briefly, PMN at 1 � 107 cell/mL in
PMB with 1.5 mM Ca2+ and 1.5 mM Mg2+, were incubated with
the corresponding mAb on ice for 10 min. Next, cells were washed
and resuspended at 1 � 106 cell/mL, and 2 � 106 PMN were trans-
ferred to a cuvette. Receptor cross-linking was then induced by
adding 40 lg/mL F(ab0)2 goat anti-mouse IgG at 37 �C. Fluorescence
changes were monitored with a Perkin Elmer (Waltham, MA) LS55
spectrofluorimeter, and calcium concentration calculated with the
Perkin Elmer FL WinLab software, version 4.00.02.
2.8. Statistical analysis

Data were compared by unpaired-sample Student’s t-tests
using the computer program KaleidaGraph� version 3.6.2 for Mac
(Synergy Software; Reading, PA). Differences were considered sta-
tistically significant when p values < 0.05.
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Fig. 2. FccRIIA mediates efficient phagocytosis by human neutrophils. (A) Neutro-
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3. Results

3.1. FccRIIA mediates efficient phagocytosis in neutrophils

The receptors FccRIIA and FccRIIIB are constitutively expressed
on human neutrophils (Fig. 1), while the receptor FccRI is barely
detectable on these cells (Fig. 1). Although FccRIIA is expressed
in fewer amounts than FccRIIIB (Fig. 1), it can mediate very effi-
cient phagocytosis (Fig. 2). FccRIIA-specific phagocytosis aug-
mented with increasing concentrations of the opsonizing
antibody IV.3 (Fig. 2B). When latex beads were opsonized with
an irrelevant antibody against GST, phagocytosis did not increase
(Fig. 2B). The most abundant FccRIIIB was also capable of mediat-
ing phagocytosis, although much less efficiently than FccRIIA
(Fig. 3). Two different monoclonal antibodies specific for FccRIIIB,
namely 3G8 and 7.5.4, induced similar phagocytosis of opsonized
latex beads (Fig. 3A). With increasing concentrations of opsonizing
anti-FccRIIIB antibody phagocytosis efficiency augmented signifi-
cantly (Fig. 3B). FccRIIA signaling is mediated by the ITAM se-
quence within its cytoplasmic tail and involves signaling
molecules such as Src family tyrosine kinases (SFK), Syk, and PI
3-K [34]. Accordingly, FccRIIA-mediated phagocytosis was blocked
by inhibitors for SFK, Syk, PI 3-K, MEK, and serine/threonine pro-
tein kinases (Fig. 4A), but not by inhibitors for Tec family kinases
(Fig. 4A). FccRIIIB has been shown to possess unique signaling
capabilities, not shared by other Fcc receptors [18]. Nonetheless,
FccRIIIB-mediated phagocytosis was also blocked by inhibitors
for SFK, Syk, PI 3-K, and MEK (Fig. 4B), but not by inhibitors for ser-
ine/threonine protein kinases or Tec family kinases (Fig. 4B). This
suggests that both FccRIIA and FccRIIIB use a similar phagocytosis
mechanism in neutrophils.

3.2. Interferon-c upregulates FccRI on neutrophils

In order to explore the phagocytosis capacity of FccRI in neutro-
phils, these cells were first treated with interferon-c. A small dose
of interferon-c, 15 ng/mL upregulated expression of FccRI by 22 h
(Fig. 5A). With this amount of interferon-c, a small increase on
FccRI expression could be detected by 5 h (Fig. 5A). A higher dose
of interferon-c, 60 ng/mL, resulted in higher levels of FccRI both at
5 h and 22 h of treatment (Fig. 5B). Treatment with interferon-c
did not affect expression of FccRIIA (Fig. 5C), nor FccRIIIB (Fig. 5D).
Fig. 1. Fcc receptor expression on human neutrophils. Human neutrophils were
fluorescence-stained with secondary antibody only (gray area), for FccRI (CD64)
with the specific mAb 32.2 (thin line), for FccRIIA (CD32A) with the specific mAb
IV.3 (thick line), or for FccRIIIB (CD16B) with the specific mAb 3G8 (dashed line).
Fluorescence intensity was then analyzed by flow cytometry. Histograms are
representative of more than 10 determinations.

phils were mixed with fluorescence latex particles opsonized with anti-GST
antibody, or anti-FccRIIA mAb IV.3. Cells were allowed to ingest the particles for
30 min. Phagocytosis was then quantified by flow cytometry. (B) Phagocytosis of
latex particles opsonized with increasing concentrations of anti-GST, or anti-
FccRIIA mAb IV.3. Data are means ± SEM. Asterisks denote conditions that are
statistically different from control anti-GST antibody (A), or 0 lg/mL antibody (B),
***(p < 0.002). (A) n = 11, (B) n = 6.
3.3. FccRI does not mediate phagocytosis by neutrophils

Interferon-c-treated neutrophils were mixed with latex parti-
cles opsonized with the specific anti-FccRI mAb 32.2 and allowed
to ingest the particles. Neutrophils treated with either a low
(Fig. 6A) or a high dose of interferon-c (Fig. 6B) were not capable
of FccRI-mediated phagocytosis. FccRI-mediated phagocytosis
was not detected even at very high doses of anti-FccRI mAb 32.2
opsonization (Fig. 6C). Phagocytosis mediated by FccRIIA and
FccRIIIB was not affected by interferon-c treatment (Fig. 7).
FccRIIA-mediated phagocytosis was maximum and equally effi-
cient in control neutrophils and interferon-c treated neutrophils
(Fig. 7). In contrast, FccRIIIB-mediated phagocytosis was increased
about threefold in interferon-c treated neutrophils (Fig. 7), but this
level of phagocytosis was not different from the one obtained
with particles opsonized with control anti-GST antibody (Fig. 7)
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Fig. 4. FccRIIA and FccRIIIB phagocytosis requires SFK, Syk, PI 3-K, and MEK.
Neutrophils were treated with only the solvent (DMSO), 30 lM PP2, 50 lM
piceatannol (Pic), 50 nM wortmannin (Wort), 50 lM PD98059 (PD), 2.5 nM
staurosporine (Stau), or 100 lM LFM-A13 (LFM) before ingesting (A) IV.3-opso-
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that are statistically different from DMSO control, *(p < 0.05), **(p < 0.01),
***(p < 0.001). (A) n = 6–9, (B) n = 6–24.
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in interferon-c-stimulated neutrophils. Thus, upon interferon-c
treatment, neutrophils presented a general increase in phagocyto-
sis efficiency that was not specific for any particular receptor.

3.4. FccRI does not activate nuclear phosphorylation of ERK, but
activates intracellular calcium rise in neutrophils

Because FccRI was not phagocytic in interferon-c-treated neu-
trophils, we wondered whether FccRI could signal to the nucleus
for activation of nuclear factors, as it has been proposed for other
Fc receptors in neutrophils [18,19]. Cross-linking FccRI with the
specific mAb 32.2 did not induce phosphorylation of ERK in the nu-
cleus (Fig. 8). In contrast, cross-linking FccRIIIB induced, as ex-
pected, a robust phosphorylation of ERK in the nucleus (Fig. 8).
This response was not affected by treatment of interferon-c
(Fig. 8). The lack of FccRI-mediated phagocytosis or activation of
ERK was not due an incapacity of this receptor for signaling, since
cross-linking FccRI induced a normal calcium rise (Fig. 9) Treat-
ment of interferon-c did not affect the calcium rise induced by
cross-linking other Fcc receptors (data not shown).
3.5. FccRI increases phagocytosis of Pansorbin� (S. aureus) in
neutrophils

Because FccRI was not phagocytic in interferon-c-treated neu-
trophils, we wondered whether FccRI could facilitate phagocytosis
of a more complex particle. Pansorbin� (S. aureus cells) was effi-
ciently ingested by interferon-c-treated neutrophils (Fig. 10).
Opsonization of Pansorbin� with an irrelevant antibody (anti-
GST) did not affect phagocytosis. However, phagocytosis of Pansor-
bin� opsonized with anti-FccRI mAb 32.2 increased almost three-
fold to levels similar to those obtained with Pansorbin�



Fig. 5. FccRI is upregulated by inteferon-c on human neutrophils. Human neutrophils treated with (A) 15 ng/mL or (B) 60 ng/mL interferon-c for 5 h (dashed line) and 22 h
(solid line), were fluorescence-stained with secondary antibody only (gray area), or with the specific anti-FccRI (CD64) mAb 32.2. (C and D) Neutrophils treated with 60 ng/
mL interferon-c for 0 h (dashed line) or for 22 h (solid line), were fluorescence-stained with secondary antibody only (gray area), or with the specific anti-FccRIIA (CD32A)
mAb IV.3 (C), or with the specific anti-FccRIIIB (CD16B) mAb 3G8 (D). Fluorescence intensity was then analyzed by flow cytometry. Histograms are representative of more
than 5 determinations.
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opsonized with anti-FccRIIA mAb IV.3 (Fig. 10). This suggested that
FccRI although not phagocytic by itself, might be able to potentiate
phagocytosis mediated by other types of receptors.
4. Discussion

Phagocytosis, respiratory burst, release of microbicidal mole-
cules by degranulation, and production of cytokines by neutrophils
can be initiated by immune complexes binding to members of the
Fc receptor family for immunoglobulin G molecules [6–8]. FccRIIA
and FccRIIIB, are constitutively expressed on neutrophils [9], while
FccRI can also be upregulated in these cells by interferon-c [10,11].
In neutrophils, FccRIIA induces primarily IgG-mediated phagocyto-
sis [21–23] and FccRIIIB signals mainly to the nucleus for nuclear
factor activation [18,19]. In contrast, it is not clear which neutro-
phil functions are mediated preferentially by FccRI. Here, we have
found that, in contrast to the other Fcc receptors, FccRI was not
able to mediate phagocytosis. FccRI did not activate ERK in the nu-
cleus, but was however able of inducing a normal calcium rise.
FcRIIA was, on the other hand, the most efficient receptor for
phagocytosis. Its phagocytic activity was not modified by inter-
feron-c and was blocked by inhibitors of Src family kinases, Syk,
PI 3-K, and ERK. FccRIIIB could by itself mediate phagocytosis,
although much less efficiently than FccRIIA. FccRIIIB-mediated
phagocytosis was also not modified by interferon-c and was
blocked by inhibitors of Src family kinases, Syk, PI 3-K, and ERK.

Our finding that FccRI is not capable of mediating phagocytosis
by itself in neutrophils is intriguing. FccRI is thought to be a phag-
ocytic receptor because it was able to mediate phagocytosis when
transfected in COS-1 cells [24], and because macrophages from
transgenic mice for the human FccRI presented phagocytosis of
particles coated with receptor-specific bifunctional antibodies
[20]. Also, thioglycollate-elicited macrophages from FccRI-defi-
cient mice showed very poor phagocytosis [25]. FccRI was also
found to mediate phagocytosis in human dendritic cells [26], and
these cells were more efficient than monocytes for T cell activation
when antigen was targeted specifically to FccRI [27]. In neutro-
phils, there are not reports on the phagocytic ability of FccRI in
interferon-c-stimulated neutrophils. As indicated above, inter-
feron-c-stimulated neutrophils were not able to phagocytose via
FccRI. Because interferon-c-treated neutrophils clearly upregulate
FccRI and augment their overall phagocytic capacity [35], it has
been assumed that this receptor is phagocytic in these cells. How-
ever, our data using receptor specific phagocytic targets indicates
that this function of FccRI is absent in human neutrophils. This
receptor is capable of signaling to the cell interior as shown by
the detectable increase in intracellular calcium concentration
([10] and Fig. 9).

FccRIIA phagocytic activity was not modified by interferon-c
and was blocked by inhibitors of Src family kinases, Syk, PI 3-K,
ERK, and serine/threonine protein kinases. These data confirms
what is known about FccRIIA signaling [21,34,36] accordingly to
the model for ITAM-containing immunoreceptor signaling [37].
Similarly, FccRIIIB-mediated phagocytosis was also not modified
by interferon-c and was blocked by inhibitors of Src family kinases,
Syk, PI 3-K, and ERK, but not of serine/threonine protein kinases.
The fact that phagocytosis by this receptor involves all these en-
zymes is interesting because FccRIIIB is a glycosylphosphatidyli-
nositol (GPI)-linked receptor, lacking transmembrane and
cytoplasmic domains [9,12], and no signaling molecules associated
with FccRIIIB have been described. Some reports show that
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Fig. 6. FccRI does not mediate phagocytosis by neutrophils. Human neutrophils
treated with (A) 15 ng/mL or (B) 60 ng/mL interferon-c for 22 h, and then were
mixed with fluorescence latex particles opsonized with anti-GST antibody, or with
anti-FccRI mAb 32.2. Cells were allowed to ingest the particles for 30 min.
Phagocytosis was then quantified by flow cytometry. (C) Phagocytosis of latex
particles opsonized with increasing concentrations of anti-GST, or anti-FccRI mAb
32.2. Data are means ± SEM. (A) n = 8, (B) n = 4, (C) n = 6.
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FccRIIIB can initiate signaling that resembles FccRIIA signaling
[38], other reports show that signaling by these two receptors
may be different [13,17,19], and also unique signaling capabilities
have been shown to be associated with FccRIIIB [19]. Here we
show that, at least for phagocytosis, both receptors require the



Fig. 9. FccRI induces a calcium rise in neutrophils. Human neutrophils treated with
medium only (gray line) or with 15 ng/mL interferon-c (solid line) for 22 h, were
loaded with fura-2. Next, neutrophils were treated with 10 lg/mL anti-FccRI mAb
32.2, and receptors were cross-linked by the addition of 40 lg/mL F(ab0)2 goat anti-
mouse IgG (arrow). The increase in intracellular calcium concentration ([Ca2+]i) was
calculated by measuring the variation in fluorescence of fura-2. Calcium tracings
are representative of three different experiments with similar results.
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Fig. 10. FccRI and FccRIIA are engaged for phagocytosis of antibody-opsonized
Pansorbin�. Human neutrophils treated with 15 ng/mL interferon-c for 22 h were
mixed with fluorescein-labelled Pansorbin� opsonized with nothing (–), anti-GST
antibody, anti-FccRI mAb 32.2, anti-FccRIIA mAb IV.3, or anti-FccRIIIB mAb 3G8.
Cells were allowed to ingest the particles for 30 min. Phagocytosis was then
quantified by flow cytometry. Data are means ± SEM of 10–15 determinations.
Asterisks denote conditions that are statistically different from control, **(p < 0.01).
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same initial signaling molecules. This suggests that FccRIIIB is a
receptor with the potential to initiate various signaling pathways
leading to different cell responses, while still lacking an obvious
intracellular signaling domain.

In contrast to the other Fcc receptors, FccRI did not mediate
phagocytosis at all. This receptor was also not able to activate
ERK in the neutrophil nucleus as FccRIIIB does ([18] and Fig. 8).
Therefore the main role for FccRI in interferon-c-treated neutro-
phils may be activation of the respiratory burst response [10] or
activation of cell-mediated tumor-cell killing [28]; both calcium-
dependent cellular functions [39–42]. However, when the phago-
cytic target was a complex particle, such as Pansorbin� (S. aureus
cells) opsonized with the anti-FccRI mAb 32.2, phagocytosis was
clearly enhanced (Fig. 10). Thus, FccRI might still be able to facili-
tate phagocytosis mediated by other types of receptors.
In conclusion, the different neutrophil Fcc receptors present dif-
ferent phagocytic capacity. FccRIIA is the most efficient receptor
for phagocytosis. Its phagocytic activity is not modified by inter-
feron-c. FccRIIIB can mediate phagocytosis less efficiently than
FccRIIA, and its phagocytic activity is also not modified by inter-
feron-c. Phagocytosis mediated by both receptors is blocked by
inhibitors of Src family kinases, Syk, PI 3-K, and ERK. In contrast,
FccRI does not mediate phagocytosis and is not able to activate
ERK in the neutrophil nucleus, but it can enhance phagocytosis of
Pansorbin� (S. aureus), indicating a cooperative effect on phagocy-
tosis mediated by this FccRI and other receptors.
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