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Resumen

Los receptores Fc contribuyen a las funciones de proteccion del sistema inmunoldgico cuando
reconocen a los anticuerpos IgG, IgA e IgE que se encuentran unidos a células infectadas o a un
antigeno. Los receptores que se unen al dominio Fc de IgG se nombran receptores Fc gamma
(FcyR). En los seres humanos existen tres clases de FcyR. FcyRI (CD64), FeyRII (CD32) y Fey RIIT
(CD16). Dentro de las respuestas que inducen los receptores Fcy al interactuar con sus anticuerpos
especificos se incluyen la fagocitosis, la generacion de estallido respiratorio, la activacion de
factores nucleares y la produccion de mediadores inflamatorios y citocinas. Para activar estas
respuestas celulares los receptores accionan diferentes vias de sefial dentro de la célula y asi lograr
neutralizar al antigeno.

Es importante estudiar a los receptores Fc de forma individual para poder evaluar cudles son las vias
de sefializacion que despefia cada uno en la respuesta inmune. Es por esto que resulta de nuestro
interés obtener lineas celulares que expresen los receptores FcyRIIA, FcyRIIB o FcyRIIIB. Para
esto nos propusimos como objetivo la expresion artificial del receptor FcyRIIIB en monocitos
(THP-1), demostrando la funcionalidad del receptor en dicha linea celular. Asi como la expresion
artificial de los receptores FcyRIIA o FcyRIIB en fibroblastos de raton.

Para esto se transfectaron células NIH3T3 con los ¢cDNAs que codifican para los receptores
FcyRIIA o FcyRIIB posteriormente la presencia del receptor en la membrana de las células NIH3T3
se determino por citometria de flujo dando resultados positivos para ambos receptores. Asi mimo, se
transfectaron células THP-1 con un plasmido que contiene el cDNA que codifica para el receptor
FcyRIIIB y la presencia del receptor FcyRIIIB en las THP-1 se determin6 por citometria de flujo,
dando resultados positivos. Para determinar si las células THP-1 mantienen funcional el receptor, se
realizaron diferentes ensayos en los que se ha visto que participa el receptor FcyRIIIB en
neutrofilos. Los resultados fueron que el receptor FcyRIIIB ademas de estar presente en las células
THP-1 es funcional, ya que responde a los estimulos extracelulares resultando en la activacion de
una via de sefalizacion para la respuesta celular que corresponda.

Observamos que la técnica de electroporacion con Nucleofector es mas eficiente. Los resultados
también demuestran que las células transfectadas no pierden la expresion, contrariamente; se
observa un aumento en la expresion del receptor tal como lo indican otros autores. Se realizaron
ensayos de movilizacion de Ca?" intracelular, pero con esto no se demostrd la funcionalidad del
receptor FcyRIIIB. No obstante, con los ensayos de deteccion de pERK y activacion de NF-«xB si se
demostr6 la funcionalidad del receptor FcyRIIIB en las células THP-1, haciendo interesante el
hecho de que no observamos movilizacion de Ca?' intracelular ya que se ha observado que en
neutro6filos este receptor si moviliza Ca®*. Esto deja lugar a futuras investigaciones.



Abstract

Fc receptors contribute to the protective functions of the immune system to recognize when IgG,
IgA and IgE antibodies that are attached to infected cells or an antigen. The receptors that bind the
Fc domain of IgG Fc gamma (FcyR) receptors are named. In humans there are three kinds of FcyR.
FcyRI (CD64), FcyRII (CD32) and Fey RIII (CD16). In inducing responses to Fcy receptors interact
with specific antibodies phagocytosis, respiratory burst generation, activation of nuclear factors and
the production of inflammatory mediators and cytokines are included. To activate these receptors
trigger cellular responses different signaling pathways within the cell and achieve neutralize
antigen.

It is important to study the Fc receptors individually to assess what signaling pathways that plunges
everyone in the immune response are. That is why it is in our interest to obtain cell lines expressing
the FcyRIIA, FcyRIIB or FcyRIIIB receivers. To this aim we set the FcyRIIIB artificial receptor
expression in monocytes (THP-1) demonstrating the functionality of the receptor in said cell line.
As well as artificial expression of the FcyRIIA or FcyRIIB receptors in mouse fibroblasts.

To this NIH3T3 cells with cDNAs encoding the FcyRIIA or FcyRIIB receptor subsequently the
presence of the receptor in the membrane of NIH3T3 cells was determined by flow cytometry
positive results for both receptors were transfected. Thus mime, THP-1 cells were transfected with a
plasmid containing the cDNA encoding the receptor and FcyRIIIB FcyRIIIB receptor present on
THP-1 was determined by flow cytometry, yielding positive results. To determine whether the
THP-1 cells maintain the functional receptor, different tests in which has been FcyRIIIB receptor
that participates in neutrophils were performed. The results were that the FcyRIIIB receptor is also
present in THP-1 cells is functional, as it responds to extracellular stimuli resulting in the activation
of a signaling pathway for the appropriate cellular response.

We note that the technique of electroporation with Nucleofector is more efficient. The results also
demonstrate that the transfected cells do not lose the expression, contrary; an increase in receptor
expression as shown by other authors observed. Mobilization assays were performed intracellular
Ca?*, but this functionality is not demonstrated FcyRIIIB receiver. However, the detection assays
pERK and activation of NF-kB if the functionality of FcyRIIIB receptor on THP-1 cells was
demonstrated by Interestingly, we did not observe mobilization of intracellular Ca** as has been
observed in neutrophil this receiver if it mobilizes Ca?". This leaves room for future research.



Introduccion

Los receptores Fc especificos para anticuerpos IgG, IgA e IgE son glicoproteinas que se encuentran
en la superficie de los leucocitos especializados del sistema inmunoélogico, incluyendo monocitos,
macrofagos, neutrofilos, eosinofilos, células dendriticas, mastocitos, células B y T citotoxicos
activados, basoéfilos y células NK. Los receptores Fc contribuyen a las funciones de proteccion del
sistema inmunoldgico cuando reconocen a los anticuerpos IgG, IgA e IgE que se encuentran unidos
a células infectadas o a un antigeno (1).

Por su parte los anticuerpos son proteinas del tipo inmunoglobulinas (Ig) producidos por los
linfocitos B en respuesta a un antigeno propio o extrafio reconocido por el sistema inmunologico
(2). Los anticuerpos estan compuestos de dos cadenas pesadas idénticas y de dos cadenas ligeras
idénticas, ambas unidas por puentes de disulfuro. Los anticuerpos tienen dos funciones principales:
1) unirse a un antigeno mediante su region Fab (fragmento de union al antigeno) y 2) Mediar
funciones efectoras para neutralizar o eliminar al antigeno mediante su parte carboxilo terminal Fc
(fragmento cristalizable) (3). La segunda funcion es posible debido a que los anticuerpos son
reconocidos por los receptores Fc de los leucocitos y desencadenan a través de los receptores una
via de sefalizacion para neutralizar al antigeno (1). Los receptores que se unen al dominio Fc de
IgG se nombran receptores Fc gamma (FcyR) (4).

La activacion de los receptores Fcy estimula a células fagociticas o citotdxicas. Los neutréfilos y los
macrofagos y las células drendriticas ingieren y destruyen a los antigenos propios y extrafios
recubiertos de IgG a través del proceso de fagocitosis (mecanismo por el cual la mayoria de los
antigenos son eliminados) (1). Dentro de las respuestas en muchas c€lulas del sistema inmunolégico
que inducen los receptores Fcy al interactuar con sus anticuerpos especificos se incluyen
fagocitosis, citotoxicidad dependiente de anticuerpos, la generaciéon de estallido respiratorio,
degranulaciéon y producciéon de mediadores inflamatorios y citocinas (1). Para activar estas
respuestas celulares los receptores prenden diferentes vias dentro de la célula, en las cuales estan la
movilizacion de calcio intracelular, activacion de la MAPK y activacion de factores nucleares como
NF-«B.

Estos receptores Fc gamma son una familia de glicoproteinas que se componen de una subunidad -
o de union a IgG, que por lo general se empareja con cadenas y accesorias, las cuales son
importantes para la sefalizacion del receptor. Cada cadena y contiene residuos de tirosina en su
region citoplasmica, que son fosforilados cuando se activa el receptor. Estos residuos de tirosina se
encuentran dentro de secuencias de aminodcidos llamadas ITAM (del inglés: immunorreceptor
tyrosine-based activation motif) en la region citoplasmatica. Cabe mencionar que existe un receptor
Fc (FcyRIIB) que en su region citoplasmatica tiene una secuencia llamada ITIM (del inglés:
immunorreceptor tyrosine-based inhibition motif) la cual inhibe la respuesta para atacar al antigeno
o patogeno (4 - 6).



En los seres humanos existen tres clases de FcyR. FcyRI (CD64), FcyRIl (CD32), y Fcy RIII
(CD16). Estos receptores estan codificados por genes diferentes y difieren en su avidez relativa de
IgG, la estructura molecular y la distribucion celular (4).

Debido a que la activacion de las células fagociticas es el mecanismo por el cual la mayoria de los
patdgenos son finalmente eliminados, existe un gran interés en descubrir las sefiales bioquimicas
que los receptores Fc inducen en las células para activar sus funciones. Una de estas células son los
neutrofilos (1). En los mamiferos los neutrdfilos son los leucocitos circulantes mas abundantes. Al
inicio de un proceso de inflamacion los neutréfilos son reclutados rapidamente al sitio de la
infeccion, donde actiian como la primera linea de defensa contra el patdgeno invasor. También se
requiere que los neutrdfilos sean activados a través de receptores de membrana para iniciar varios
mecanismos de defensa como son la fagocitosis, el estallido respiratorio, la liberacion de varias
moléculas microbicidas por degranulacion y la producciéon de citocinas proinflamatorias y

movilizacion de calcio intracelular (6).

Ya que los neutrofilos son células de vida corta en contraste con otros leucocitos, por mucho tiempo
se ha pensado que estas células no presentan regulacion transcripcional. Sin embargo la inhibicion
de la apoptosis es una funcion de los neutrofilos regulada a nivel transcripcional (6,7). Los
neutr6filos mueren en poco tiempo por apoptosis, a menos que se activen a través de diversos
receptores de membrana durante el proceso inflamatorio (6,7). En muchos tipos celulares el factor
nuclear kB (NF-xB) es requerido para el control transcripcional de produccion de citocinas y es
también central en la regulacion en la sobrevivencia celular y apoptosis. Es por eso que en respuesta
a varios estimulos inflamatorios los neutrofilos activan varios genes dependientes de NF-kB como
son la produccion de interleucina (IL)-1, IL-12, IL-8 e IL-6.

1.- Los receptores Fc

Los microorganismos que causan enfermedad en seres humanos y animales entran al cuerpo en
diferentes sitios y producen sintomas de la enfermedad mediante diversos mecanismos. Muchos
agentes infecciosos pueden dafiar tejidos. Estos agentes se denominan microorganismos patégenos
o patogenos. En vertebrados, la invasion microbiana inicialmente es contrarrestada por defensas
innatas que preexisten en todos los individuos y empiezan a actuar en el transcurso de minutos
luego del encuentro con el agente infeccioso. S6lo cuando las defensas innatas del hospedero se
superan, es necesaria una respuesta inmunitaria adaptativa. Por tanto existen dos tipos de respuesta
inmune contra los agentes infecciosos, la respuesta inmune innata y la respuesta inmune adaptativa
(3, 8).

Asi mismo existen dos tipos de respuestas inmunitarias adaptativas, denominadas inmunidad
humoral e inmunidad celular. La inmunidad celular estd mediada por las células T (linfocitos T).
Por otra parte la inmunidad humoral es la que estd mediada por los anticuerpos que son producidos
por los linfocitos B (9). Los linfocitos B para, combatir con eficacia la amplia gama de agentes

patogenos secretan anticuerpos o inmunoglobulinas (Ig). Las IgG por su parte son una de las



proteinas mas abundantes en el suero de los humanos, aproximadamente del 10 al 20% de las
proteinas del plasma (10). Estos anticuerpos se producen en una vasta gama de especificidades
contra antigenos. Sin embargo, todos los anticuerpos comparten caracteristicas estructurales

similares que les permiten unirse a receptores en las células efectoras (2,3).

Existen varias clases de receptores para anticuerpos. Un grupo de ocho genes en el cromosoma 1q
que codifica para diversos receptores Fc que reconocen diferentes tipos de Ig (11). Por tanto,
existen varias clases de receptores para la parte Fc de los anticuerpos, dependiendo la clase de
inmunoglobulina que reconocen. Los receptores que se unen a IgG se conocen como receptores Fc
gamma (FcyR), los receptores que reconocen IgA se conocen como receptores Fc alfa (FcaR) y los
receptores para IgE se conocen como receptores Fc épsilon (FceR) (1).

En humanos tres clases de FcyR han sido identificados, FcyRI (CD64), FcyRIT (CD32) y FcyRIII
(CD16) (figural). Todos estos receptores son proteinas que pertenecen a la superfamilia de las
moléculas tipo inmunoglobulina (Ig) (1,4).
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Figura 1.- Familia de los receptores Fc gamma

La familia de los receptores Fc gamma (FcyR) en humanos estd conformada por 3 miembros FcyRI, FcyRII
y FcyRIII, de los cuales FcyRII tiene a su vez de 3 diferentes receptores (FcyRITIA, FcyRIIB y FcyRIIC) y el
receptor FcyRIII tiene 2 receptores diferentes (FcyRIIIA y FcyRIIIB). Asi mismo se pueden dividir estos
receptores en 2 grupos: los activadores y los inhibidores de la respuesta inmune. Los activadores presentan
en su porcion citoplasmatica una secuencia de aminoacidos llamados ITAM con excepcion del receptor
FcyRIIIB que que se une a la membrana gracias a un enlace con glicosilfosfatidilinositol (GPI). El receptor
FcyRIIIB es exclusivo de neutréfilos humanos y aunque puede iniciar una serie de respuestas en neutrofilos,
su mecanismo de sefializacion no se conoce atn. Los receptores inhibidores incluyen solo al FcyRIIB que
contiene en su porcion citoplasmatica una secuencia llamada ITIM.



1.1.- Expresion de los diferentes receptores Fc gamma en leucocitos

Los receptores Fcy estan bien conservados entre diferentes mamiferos, se encuentran en muchas
células del sistema inmunolégico incluyendo los granulocitos, (como neutrofilos y eosinéfilos), los
fagocitos (como neutrofilos y macrdofagos), los linfocitos del sistema inmunoldgico innato (como
las células NK) y los linfocitos del sistema inmunologico adaptativo (como las células B) (cuadro
1) (1, 4 y 12). Estos receptores se expresan en los diferentes tipos de células y su expresion no es
exclusiva de un solo tipo celular. Sin embargo, el receptor FcyRIIIB se expresa exclusivamente en
neutr6filos y es un receptor exclusivo de los humanos (12). Los neutrofilos también expresan el
receptor FcyRIIA que también es expresado en macrofagos, monocitos, eosinofilos, plaquetas y
células dendriticas (cuadro 1).

Los monocitos y los macréfagos expresan todos los tipos de receptores Fc activadores FcyRI,
FcyRIT y FcyRIII en humanos y FeyRI, FcyRIIl y FcyRIV en ratones (4).

Se ha reportado que algunos linfocitos T pueden expresar FcyR, sin embargo el papel de estos
receptores en la funcion o desarrollo de las células T permanece indefinido (13, 4).

Neutrdfilos, Macrofagos,

Fanal el JelChl @ lglel SHlgfer =elc 2 Eosindfilo, Células dendriticas

Neutrdfilos, Macroéfagos,
FcyRIIA (CD32) IgG1>1gG2 e 1IgG3>1gG4 Eosindfilo,
Mastocitos,Monocitos

Neutrdfilos, Macrofagos,
FcyRIIB (CD32) IgG1>1gG2 e IgG3>1gG4 Eosindfilo, Mastocitos, Células
dendriticas, Células B

Macréfagos, Mastocitos,

FcyRIIIA (CD16A) IgG e IgG3 Basdfilos, Células NK, Células
dendriticas
FcyRIIIB (CD16B) IgG e IgG3 Neutréfilos

Cuadro 1.- Receptores Fc gamma y su distribucion en los leucocitos



1.2.- Sefalizacion de activacion por parte de los receptores Fc gamma

La unién de las IgG con las FcyR resulta en la fosforilacion de las porciones ITAM intracelulares
del receptor Fc, lo cual desencadena la via de sefializacion de la célula (12, 14). El mecanismo de
activacion no esta completamente claro, pero en el panorama general las respuestas moleculares

iniciales se activan cinasas de la familia Src, las cuales son encargadas de fosforilar los residuos de
tirosinas de las secuencias ITAM, seguido por la activacion de otra cinasa de la familia Syk, ésta
activa diversas moléculas de sefalizacion tal como la fosfoinositol 3- cinasa (PI3K), fosfolipasa Cy
(PLCy), las moléculas adaptadoras SLP76 ( Proteinas de leucocitos con dominios SH2 de 76 kDa)
y LAT ( enlazador para activacion de células T) (Figura 2). Estas moléculas se organizan y activan
varias vias de sefializacion, dependiendo del tipo de célula particular activado por su receptor Fc
gamma especifico, dando lugar a respuestas celulares particulares y cambios transcripcionales (4,
15, 16). Por ejemplo FcyRIIIA activa la proteina tirosin cinasa especifica de leucocitos (LCK) en
células NK mientras que en monocitos y mastocitos activan proteinas tirosin cinasa Lyn y hck (15,
17).

La activacion de PLCy por su parte, conduce a la formaciéon de Inositol trifosfato (IP3),
Diacilglicerol (DAG) lo cual inicia la movilizaciéon de calcio intracelular (15) (figura 2). La
importancia de la respuesta fisioldgica dada por los FcyR se demuestra por el hecho de que la
respuesta inmune mediada por los antigenos en forma de complejos inmunes es mas fuerte que la

respuesta inmune mediada por el antigeno solo (18).
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Figura 2.- Senalizacion de activacion por parte de los receptores Fc gamma Para todos los FcyR el
entrecruzamiento de estos por parte de su ligando IgG unido a su antigeno induce la activaciéon de una cinasa
de la familia Src, la cual a su vez fosforila la secuencia de aminodcidos llamados ITAM de los receptores
Fcy, esta secuencia ITAM una vez fosforilada es el sitio de unioén de otra cinasa llamada Syk, que a su vez
activa diferentes moléculas para desencadenar la via de sefializacion y dar como resultado las diferentes
respuestas inmunes como son la fagocitosis, estallido respiratorio, citotoxicidad dependiente de anticuerpos,
degranulacion y liberacion de mediadores inflamatorios y produccion de citocinas.

Existe sin embargo un receptor que en su porcion citoplasmatica no contiene residuos de tirosina
llamados ITAM, por lo tanto no sigue la via de sefalizacion antes mencionada. El receptor
FcyRIIIB (CD16b) esta anclado a la membrana celular por medio de un glucosilfosfatidilinositol
(GPI) el cual es un glucolipido que forma parte de las balsas lipidicas, las cuales se sabe que pueden
ser sitios de montaje para moléculas de sefializacion (19). No se conocen otras subunidades
asociadas con el receptor FcyRIIIB y los mecanismos de sefializacion de este receptor permanecen
indefinidos, sin embargo se sabe que es un receptor de baja afinidad y que comprende dos dominios
de inmunoglobulina en su region extracelular; asi mismo presenta alotipos que define a un
neutréfilo humano (HNA-1 Y NA) ya que este es un receptor que se expresa exclusivamente en
neutrofilos y es exclusivo de los humanos (4, 20)

1.3.- Sefalizacion de inhibicion por parte de los receptores Fc gamma

Como ya se habia mencionado antes, existe un solo receptor que modula negativamente la respuesta
inmune; este receptor es el FcyRIIB el cual se une con baja afinidad a su ligando IgG. Aunque el
receptor FcyRIIB fue descrito por primera vez en linfocitos B en donde regula las sefiales de
activacion del receptor de antigeno de células B (BCR) para inhibir la produccion de anticuerpos
por las células B (4), este FcyR es el mas ampliamente expresado, estando presente en
practicamente todos los leucocitos con excepcion de las células NK y células T (11,16).

Existen dos isoformas, FcyRIIB1 y FcyRIIB2 generados por “splicing” alternativo. El analisis
molecular del FcyRIIB en la activacion de células B establecié que ambas isoformas son igualmente
capaces de inhibir la activacion de la célula B inducida por anti inmunoglobulina. Sin embargo, hoy
en dia se sabe que FcyRIIBI se expresa exclusivamente en células B y FcyRIIB2 est4 expresado en
los otros tipos celulares en los cuales se expresa el receptor FcyRIIB (16, 21).

Entre los FcyR clésicos, el FcyRIIB es el tnico que posee una secuencia ITIM en su porcion
citoplasmatica. Se ha demostrado en ratones que FcyRIIB juega un papel crucial en la prevencion de
reacciones autoinmunes, es por eso que los mecanismos moleculares de inmunosupresion por parte
del FcyRIIB han sido estudiados (22). Se sabe que las sefiales de este receptor inhibidor se inician
por la accion de fosfatasas. La sefial inicia cuando el BCR es entrecruzado con el FcyRIIB por parte
de complejos inmunes de IgG que se encuentran opsonizando antigenos. Al entrecruzarse los
residuos de tirosina ITIM de la porcion citoplasmatica del receptor FcyRIIB son fosforilados por
una cinasa de la familia Src, Lyn y recluta SH2 que contiene inositol 5 fosfatasa (SHIP1), la cual a
su vez hidroliza fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3) y finalmente atentia las sefales de
activacion y supervivencia en células B (23-24).

Debido a que el receptor FcyRIIB regula de forma negativa la respuesta inmune, se ha propuesto
que es un control para la tolerancia de inmunidad humoral. Esto es: se ha establecido que juega un
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papel central para prevenir que las células B generen anticuerpos autorreactivos. Adicionalmente
FcyRIIB regula la actividad de otros estimuladores de células B, incluyendo la IL-4,
lipopolisacaridos (LPS) y el factor de activacion de célula B (BAFF) que amplifican la proliferacion
y diferenciacion impulsada por el BCR al suprimir la expresion de estas moléculas coestimuladoras
(16, 25).

Asi mismo la importancia del receptor inhibidor FcyRIIB en modular la actividad de las células B y
la tolerancia humoral esta soportado por estudios en raton. Se ha demostrado que la expresion de el
receptor inhibidor es requerido para mantener la tolerancia a lo propio. Ratones C57BL/6 que son
deficientes de este receptor desarrollan lupus ligado a la autoinmunidad que progresa a una
fulminante glomerulonefritis y mortalidad prematura (26).

2.- Neutrofilos

Los neutrofilos, también denominados polimorfonucleares (PMN), son leucocitos de tipo
granulocito y son componentes indispensables del sistema inmune innato para la defensa contra
microorganismos patégenos ya que son rapidamente reclutados al sitio de la infeccion. Son
generados en la médula dsea en gran numero, por lo que los convierte en los leucocitos circulantes
mas abundantes, sin embargo solo estan pocas horas en circulacion ya que son células de vida corta,
se cree que sobreviven poco menos de 24 horas en circulacion (27-29).

Se producen alrededor de 10!! células por dia en un adulto humano normal (dando un porcentaje del
40 al 60% de los leucocitos). El factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) es esencial
para la produccion de neutrdfilos y satisfacer la demanda de neutréfilos en una infeccion (28).

Sin embargo la produccion de neutréfilos esta regulada en gran medida por la tasa de apoptosis de
los neutrofilos en los tejidos, ya que al ser células en gran produccion se tiene que mantener la
homeostasis, para lograr esto los neutrdfilos al morir por apoptosis son eliminados por los
macroéfagos en el higado, bazo y médula 6sea. Asi mismo cuando no se regula adecuadamente la
abundancia de neutro6filos puede causar enfermedades de forma directa como la neutrofilia que es la
acumulacion de neutrdfilos en los tejidos (30). Por otro lado, la citocina proinflamatoria IL-17A
producida por las células T especializadas juega un papel importante en la regulacion homeostatica
y el recuento de neutrofilos en el sangre (31).

Los granulos de los neutréfilos estan clasificados dentro de tres distintos subconjuntos basados en la
presencia de proteinas de granulos caracteristicos: unos son azuro6filos (granulos primarios) por la
presencia de mieloperoxidasa (MPO), otros son especificos (granulos secundarios) por la presencia
de lactoferrina y los granulos gelatinasa (granulos terciarios) por la presencia de gelatinasa (28).

Durante el proceso de inflamaciéon de un tejido infectado se reclutan células y moléculas de la
inmunidad innata las cuales salen de la sangre y entran al tejido donde se necesitan para destruir al
agente patdogeno de modo directo. Los neutrdfilos son las principales células inflamatorias ya que
son reclutados rapidamente al sitio de la infeccion donde ingieren los agentes y destruyen patogenos
sin la ayuda de una respuesta inmune adaptativa. Para esto los neutréfilos tienen que cruzar la pared
vascular y llegar al sitio de la infeccion. Los neutréfilos destruyen los agentes patdogenos por
diferentes mecanismos como la fagocitosis, el estallido respiratorio, la liberacion de proteasas y
péptidos antimicrobianos. Estas respuestas son posibles gracias a la activacion de sus receptores que
desencadenan la funcion celular apropiada ( 3, 32).
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El papel de los neutréfilos también es el activar otras células de la respuesta inmune ya que también
generan sefiales quimiotacticas que atraen a monocitos y a células dendriticas e influyen a la
diferenciacion de los macréfagos para entrar a un estado proinflamatorio.

Por ejemplo, producen factor de necrosis tumoral (TNF) que impulsa a células dendriticas y a los
macrofagos a su activacion para atacar a los agentes patogenos (32).

En la cicatrizacion de las heridas también tienen tres funciones importantes : el reconocimiento de
los microbios, generacion de sefiales que regulan la acumulacion de mas neutrofilos, y la instigacion
de un programa basado en macrofagos que cambia el estado de dafiado del epitelio de pro-
inflamatorio y no replicativo, a antiinflamatorio y replicativo (33).

2.1.- Receptores de membrana en Neutrofilos

La funcioén principal de los neutrofilos es la defensa contra agentes patogenos, proporcionando la
primera linea de defensa contra microorganismos invasores, es por eso que los neutréfilos expresan
un gran numero de receptores de superficie celular para el reconocimiento de agentes patdgenos
invasores. Algunos de estos receptores son capaces del reconocimiento innato de las estructuras
microbianas, mientras que otros como los receptores Fc, estan vinculados a la activacion de la
respuesta inmune adaptativa (34).

Los distintos tipos de receptores en los neutréfilos expresados en su superficie celular incluyen
aquellos acoplados a proteinas tipo G con 7 dominios transmembranales, los cuales estan
caracterizados por activar fuertemente la migracion quimiotactica del neutrofilo por lo tanto sus
antagonistas son denominados quimioatrayentes. También expresan en su superficie diferentes
receptores Fc que estan principalmente involucrados en el reconocimiento de patogenos
opsonizados por inmunoglobulinas, pero también participan en procesos inflamatorios mediados
por complejos inmunes. Otros receptores de membrana de los neutrofilos son las selectinas,
integrinas y varios receptores de citocinas; estos receptores por lo general esta involucrados en la
comunicacion intracelular y la regulacion de varias funciones de los neutréfilos.

Finalmente los neutrofilos también expresan receptores que forman parte de la inmunidad innata
como los receptores tipo Toll y lectinas tipo C, los cuales juegan un papel importante en el
reconocimiento de patdogenos de forma directa. Sin embargo se ha observado que la sefializacion a
través de los receptores tipo Toll resulta en la produccion de la IL-8 con lo cual provoca un aumento
en la tasa de fagocitosis y disminucion en la quimiotaxis (34-36).

2.2.- Receptores Fc gamma y su sefializacion en neutrofilos

La activacion celular a través de receptores de membrana es también requerida para iniciacion de
varios mecanismos de defensa por parte de los neutrdfilos. Los neutréfilos en humanos expresan
unicamente dos tipos de receptores Fcy, el receptor FcyRIIA y el receptor FcyRIIIB, cabe
mencionar que el receptor FcyRIIIB se expresa exclusivamente en neutrofilos. En contraste, los
neutréfilos estimulados con interferén - y (IFN-y) pueden expresar el receptor FcyRI el cual
contiene una cadena o asociada a un dimero de cadenas gamma, cada cadena gamma contiene
residuos de tirosina llamados ITAM (1, 4, 34).
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Los receptores FcyRIIA y FcyRIIIB representan una combinacion que es una firma de los
neutrdfilos humanos, la expresion del receptor FcyRIIIB en la superficie celular es 10 veces mayor
que la del FcyRIIA, sin embargo en condiciones de reposo, las afinidades de estos dos receptores
para la porcion Fc de las IgG son igualmente bajos.

Existen evidencias que indican que la participacion de cada uno de estos receptores estimula
diferentes vias de sefalizacion. Sin embargo, es mas que probable que en condiciones
fisiopatoldgicas ambos receptores trabajan simultaneamente (37).

La activacion de los neutréfilos por complejos inmunes requiere tanto del receptor FcyRITA como
del FcyRIIIB, pero se ha propuesto que el FcyRIIIB sobre las microvellosidades de los neutrofilos
podria representar el contacto inicial con los complejos inmunes para su inmovilizacion (38). De
cualquier modo cuando los receptores Fcy son activados, se desencadena una via de sefializacion
que resulta en las respuestas celulares.

La via de senalizacion en los neutréfilos es igual que en otros tipos de células, los receptores Fcy de
baja afinidad se cree que senalizan a través de las secuencias denominadas ITAM presentes en la
porcién citoplasmatica. En el caso del receptor FcyRIIA el entrecruzamiento de estos receptores
conduce a la fosforilacion de los residuos de tirosina de la secuencia ITAM, la cual posteriormente
recluta a las tirosin cinasa Syk para formar el complejo del receptor, al activarse Syk se fosforilan
diversos sustratos de otras moléculas por lo tanto comienza la sefializacion corriente a bajo por
ejemplo PI3-K, ERK y ZAP-70. Asi mismo se ha observado que SLP-76 es necesaria para la
movilizacion de calcio y produccion de superoxido. Es decir la via de sefializacion del receptor
FcyRIIA sigue la ruta clasica mediada por la secuencia ITAM (figura 3) (35, 39).

En contraste la via de sefializacion por parte del receptor FcyRIIIB es desconocida ya que no cuenta
con una porcion ITAM en su opcion citoplasmatica (figura 3).

Sin embargo, se ha observado que estos dos receptores cumplen papeles diferentes en los
neutrofilos FcyRIIA induce principalmente fagocitosis mediada por IgG y FcyRIIIB sefnaliza
principalmente al nucleo para la activacion de factores nucleares. Se ha descrito que FcyRIIA
induce fagocitosis mas eficientemente y su actividad fagocitica fue bloqueada por inhibidores de la
familia Src, Syk, PI3-K y ERK, aunque el receptor FcyRIIIB podria mediar fagocitosis pero de
forma menos eficiente (40).
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Figura 3.- Receptores Fc gamma en neutrofilos y su sefializacion.

En neutréfilos cada receptor cumple distintas funciones celulares por lo tanto inicia vias de sefalizacion
particulares. El receptor FcyRIIA sigue la ruta clasica mediada por la secuencia ITAM mientras que la via de
sefializacion del receptor FcyRIIIB sigue siendo un misterio, sin embargo se ha visto que incrementa ERK y
Elk fosforilados en nucleo.

Estos receptores también son capaces de inducir movilizacién de Ca?* intracelular, se ha observado
que el receptor FcyRIIIB induce un aumento de Ca?* que es independiente del receptor FcyRIITA.
Ademas ambos receptores son sensibles al inhibidor de la proteina tirosin cinasa meltil 2,5-
dihidroxicinamato pero uUnicamente la sefializacion inducida por el FcyRIIA fue sensible al
inhibidor de la proteina tirosin cinasa genisteina, el FcyRIIA pero no el FcyRIIIB se acopla a cAMP
y la via es dependiente de inositol 1, 4, 5- trifosfato que resulta en la movilizacion de Ca?* (41, 42).

Por otro lado, en neutrdfilos la produccion de citocinas en respuesta a la activacion celular es
regulada a nivel transcripcional, asi como la regulacion de la apoptosis. Y se ha observado que el
factor nuclear kB (NFkB) es requerido para el control transcripcional en la produccion de citocinas
y la apoptosis (43-44). Los receptores FcyRIIA y FcyRIIIB en neutréfilos son capaces de promover
la activacion de NF«kB. Sin embargo, hay algunas diferencias entre ellos, ya que solo el receptor
FcyRIIIB indujo la aparicion de ERK y Elk fosforilado en ntcleo (44). Estas son algunas evidencias
que sugieren que tanto FcyRIIA como FcyRIIIB poseen diferentes capacidades de sefializacion.
FcyRIIIB pero no FcyRIIA activa una via de sefializacién tnica que conduce a la fosforilacion
restringida de ERK y Elk-1, independiente de Syk, PI3K o MEK. Pero esta via no ha sido descrita
hasta el momento (45).
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3.- La via de las MAPK

Todos los receptores de superficie celular cuya funcion es emitir sefiales son proteinas
transmembranales o forman parte de complejos proteinicos que conectan el exterior con el interior
de la célula. Las enzimas relacionadas con mayor frecuencia en la activacion de receptores son las
proteincinasas. Este grupo amplio de enzimas cataliza la fijacion covalente de un grupo fosfato a
una proteina en el proceso reversible conocido como fosforilacién de proteinas. Las proteincinasas
relacionadas con receptores por lo general son inactivas, pero cuando un ligando se une a la parte
extracelular del receptor, se activan y transmiten la sefial al fosforilar y activar otras moléculas
emisoras de sefiales dentro de la célula. Las proteincinasas fosforilan proteinas en tres aminoacidos
(tirosina, serina y treonina). Las tirosincinasas son especificas para residuos de tirosina, mientras
que las cinasas de serina/treonina fosforilan residuos de serina y de treonina. (3, 46).

La via de las MAPKs en células eucariotas regulan multiples procesos entre los cuales se
encuentran la regulacion de la expresion génica, mitosis, metabolismo, movilidad, sobrevivencia,
apoptosis, diferenciacion e inflamacion cronica (47). Esta via es activada por estimulos
extracelulares que incluyen hormonas, mitogenos, factores troficos y de crecimiento, citocinas
inflamatorias y diversas formas de estrés celular (osmético, redox, radiacion, etc.) (48).

En mamiferos existen por lo menos 13 miembros de la superfamilia de MAPK que se pueden
dividir en 7 grupos basandose en la secuencia de similitud: las convencionales o tipicas que son las
protein cinasas reguladas por sefal extracelular (ERK1 y ERK2); cinasas c-Jun N-terminal (JNK1,
INK2, JNK3); p38s ( p38a., p38p, p38y, p385); ERKS (ERKSY); ERK3s (ERK3, p97 MAPK, ERK
4) y ERK7s ( ERK7, ERKS). Y las atipicas que no tienen conformaciones particulares, estas son
ERK3/4, ERK7 y cinasa- nemo (NLK). Sin embargo, poco se sabe acerca de los mecanismos
moleculares exactos involucrados en la activacion de MAPKSs atipicas, ya que no comparten
muchas caracteristicas de MAPKs convencionales. Cada grupo de las MAPKSs puede ser estimulado
por una cascada de protein cinasas separadas (48- 51).

Asi mismo cada via MAPK contiene tres niveles de cascadas que contiene una MAP cinasa cinasa
cinasa (MAPKKK, MAP3K, MEKK o MKKK), una MAP cinasa cinasa ( MAPKK, MAP2K, MEK
o MKK) y la MAPK. Estos tres niveles modulan respuestas a estimulos ultrasensibles. Las MAPKSs
pueden también inhibir la sefializacién por unidn a sustratos cataliticamente inactivos (49).

La MAPK son activadas por fosforilacion dual en las secuencias tripeptido Thr-X-Tyr, la secuencia
de estos tripéptidos es diferente en cada grupo de MAPK: ERK (Thr-Glu-Tyr); p38 (Thr-Glu-Tyr) y
JNK (Thr-Pro-Tyr). Las MAPKKK que son proteinas Ser/Thr cinasas a menudo se activan a través
de la fosforilacion y/o como resultado de su interaccion con una pequefia union a la GTP de las
proteinas de la familia Ras/Rho en respuesta a estimulos extracelulares, ademas la transduccion de
sefales a lo largo de la via de las MAPK puede ser facilitada por proteinas andamio (48, 51, 52).

La via clasica de las MAPK al ser activada por los receptores con actividad de tirosin cinasa cuya
estimulacion causa fosforilacion en tirosina, genera lugares de interaccion con diversas proteinas de
sefalizacion que contienen dominios de reconocimiento de fosfotirosina, entre ellas entran la
fosfoinositol 3-cinasa (PI3K), la fosfolipasa Cy (PLCy), algunas tirosin cinasas citosolicas y
proteinas adaptadoras como Shc y Grb2. Por lo tanto la fosforilacion de tirosinas genera lugares
para interaccion de proteinas que poseen secuencias de union a fosfotirosina como los dominios
SH2 llamados asi por su presencia en la tirosin cinasa citosolica Src.
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Esto permite a su vez la interaccion de otra proteina adaptadora (Grb2) que ademas del dominio
SH2 posee dos dominios SH3 que reconocen secuencias ricas en prolina como las presentes en la
proteina Sos. La proteina Sos tiene un dominio con actividad Ras-GEF ( factor de intercambio de
nucleodtidos de guanina) que cataliza el intercambio de GDP por GTP en la proteina G monomeérica
Ras, por lo tanto tras la estimulacion del receptor Sos es reclutada por Grb2 a la proximidad de la
membrana plasmatica donde se encuentra Ras y la activa.

Se cree que la via de sefializacion de las MAPK debe comenzar con la GTPasa monomérica Ras
que se asocia con Raf, MEK y ERK (figura4) (52-54). El siguiente paso en la via es la activacion
por Ras-GTP de Raf-1 perteneciente a la familia MAPKKK y cuando se activa Raf-1 se transloca a
la membrana, lo cual provoca que se fosforilen algunos residuos de serinas por PKC o por una
MAPKKK llamada PAK3, asi como algunos residuos de treoninas por Src o JAK; de modo que
estas cinasas también contribuyen a la activacion.

Una vez en su forma activa Raf-1 fosforila especialmente a MEK1 y MEK2 posteriormente las
MEK1 y 2 fosforilan a ERK 1 y 2; cabe mencionar que ERK1 y 2 fueron identificados por primer
vez como estimulados por factores de crecimiento (Figura 4) (53). La activacion de ERK por MEK
incrementa actividades cataliticas de ERK 1y 2 y éstos tienen al menos 160 potenciales en el citosol
y el nucleo, entre los cuales estan los factores de transcripcion, cinasas, fosfatasas, proteinas del
citoesqueleto y proteinas relacionadas a la apoptosis (52, 54).

La sefializacion de las MAPK modulan componentes que pueden variar con el tiempo y la
ubicacion, sin embargo las MAPKSs activa frecuentemente se traslocan del citoplasma al nucleo
donde fosforilan sus moléculas blanco (figura 4) (49).
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Figura 4.- La via de la MAPK

La activacion de las MAPK determina la induccion de varias respuestas celulares muy importantes
como activacion de factores de transcripcion, regulaciones transcripcionales, remodelacion de la cromatina
nuclear, induccion genética inmediata, produccion de citocinas, regulacion de apoptosis y progresion del
ciclo celular. Las GTPasas Ras y Rho en turno controlan la cascada independiente de la via de las MAPK.
Por ejemplo, mientas que Ras estimula la via de sefializacion de Raf/MEK/ERK, Rac o Rho relacionados con
la unién a proteinas GTP activan una distinta ruta bioquimica para la estimularon de JNK.

3.1.- MAPK en la respuesta inmune

Mientras que el reconocimiento de antigenos comienza a nivel del receptor, son los componentes de
sefalizacion intracelulares de cada receptor y la forma en la que interactiian entre si que en ultima
instancia determinan la respuesta transcripcional especifica y la respuesta inmunoldgica. Entre las
vias que se activan en la respuesta inmune, se activa la via de las MAPK vy tras la activacion de las
MAPKSs se regulan eventos celulares clave en el citoplasma por fosforilacion de proteinas asociadas
a la membrana, en las cuales la fosforilacion de las secuencias de treonina o tirosina en su parte
citoplasmatica es necesaria para la activacion de las MAPK. Las MAPK activadas también se
traslocan al nucleo para fosforilar factores de transcripcion como son c-Jun, c-Fos, Elk-1 y c-Myc
que coordinan la expresion de genes diana (55, 56).

Las MAPKs participan en la respuesta inflamatoria principalmente para la activacion de la
expresion génica. Un grupo de factores de transcripcion especificos de secuencia conocidos como
AP-1 son sustrato convencionales para JNK y p38. Ademas JNK y p38 pueden fosforilar una gran
cantidad de proteinas intracelulares, incluyendo reguladores de transcripcion que a su vez regulan
varios procesos fisiologicos. Estudios han revelado nuevos mecanismos de sefializacion que son
esenciales para propagar las respuestas de las MAPK dependiente del sistema inmune (55). Por
ejemplo los receptores FcyR también participan en la activacion de la via de las MAPK, en
neutrofilos estd descrito que el FcyRIIIB pero no el FcyRIIA promueve un fuerte incremento de
ERK y Elk-1 fosforilado en el nlcleo, estos datos muestran que diferentes receptores Fc en
neutrofilos poseen diferentes capacidades de sefializacion, esto es; FcyRIIIB y no el FcyRIIA activa
la via de sefalizacion Unica que conduce a la fosforilacion de ERK y Elk-1 en el nucleo
independientemente de Syk, PI3K o MEK (figura 4) (45).

4.- NF-xB

Los factores de transcripcion son proteinas que regulan la respuesta y la larga vida celular, asi
mismo coordinan y regulan la expresion de un gen o de un grupo de genes. En muchos casos
regulan su propia expresion y también es frecuente que regulen a otros factores de transcripcion. Un
factor de transcripcion clave que sirve para responder a los cambios en el medio ambiente es el
factor nuclear kB (NF-«xB) (57, 58).

El NF-«B es un factor de transcripcion que puede inducir y reprimir la expresion de genes mediante
la union a secuencias de DNA discretas conocidas como elementos kB en promotores y
“enhanceres”. La activacion de NF-«xB tipica, implica la fosforilacion de IkB por la cinasa kB
(IKK) que resulta en la degradacion de IkB, esto libera NF-kB y permite que se transloque
libremente al nucleo.
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Los genes regulados por NF-kB incluyen: los que controlan la muerte celular programada
(apoptosis), la adhesion celular, proliferacion, la respuesta inmune innata y adaptativa, la
inflamacion, la respuesta celular de estrés y remodelacion del tejido. Sin embargo, la expresion de
estos genes esta estrechamente coordinada con la actividad de muchas otras vias de sefializacion y
factores de transcripcion (59, 60).

La familia de NF-kB tiene varios miembros, entre los cuales se incluyen RELA (p65), NFxB1 (p50,
pl05) c-REL, RELB y NF«kB2 (p52, p100). Estas proteinas estructuralmente tienen una region
conservada de 300 residuos de aminodcidos que contienen la dimerizacion, localizacion nuclear y
dominios de union a DNA. Las proteinas c-REL, RELB y RELA también tienen un dominio
homologo carboxilo terminal de transactivacion que activa fuertemente la transcripcion desde la
union de NFxB en los sitios de los genes blanco. Las otras proteinas REL, tales como los
homodimeros p50, carecen del dominio de transactivacion; sin embargo se unen a sitios consenso
NF«B en el DNA por lo tanto funcionan como represores transcripcionales (69, 61).

Tanto pS0 como p52 son sintetizados como proteinas precursoras y pueden funcionar como factores
de transcripcidon nuclear, asi mismo ambos homodimeros de p5S0 y p65 pueden interactuar con otros
miembros de la familia IxB. p105 y p100 contienen dominios repetidos de anquirina en su carboxilo
terminal, similares a los encontrados en proteinas IkB que funcionan como proteinas de union a
IxB y retienen su subunidad NF-xB dimérica en el citoplasma, inhibiendo su actividad (59).

Existen varias vias de activacion de NF-kB, pero la més frecuentemente observada es la canonica o
via clasica. Es inducida en respuesta a diversos estimulos inflamatorios, incluyendo el factor de
necrosis tumoral - a (TNFa), citocinas proinflamatorias, interleucina 1 (IL-1), el acoplamiento del
receptor de células T (TCR), los receptores Fc y la exposicion a productos bacterianos tales como
lipopolisacaridos (LPS) (7, 62).

4.1.- La via de NF-kB en la respuesta inmune

La familia de NF-kB juega un papel clave en el control de la respuesta inmune innata y la respuesta
inmune adaptativa. Las proteinas NF-kB estan presentes en el citoplasma asociadas a proteinas
inhibidoras que son conocidos como inhibidores de NF-kB (IkBs), existen tres tipos de IkBs (IkBa,
IkBp y IxBy) éstas proteinas contienen de 6 a 7 repeticiones de anquirina. Después de la activacion
por un gran numero de inductores, las proteinas IkB son fosforiladas, ubiquitinadas y dregradadas
por el proteosoma, la degradacion de los IkB permite que las proteinas NF-kB se trasladen al nucleo
y se unan al DNA para regular la transcripcion de un gran numero de genes, incluyendo péptidos
antimicrobianos, citocinas, proteinas de respuesta a estrés y proteinas anti apoptoticas. La
activacion constitutiva de la via de NF-kB est4 asociada con enfermedades inflamatorias (61,63).

Los inductores méas comunes y potentes en la activacion de NF-kB son citocinas proinflamatorias
tales como TNF, IL-1, una variedad de moléculas caracteristicas de bacterias, hongos y virus
conocidos colectivamente como patrones moleculares asociados a patogenos (PAMPs) o patrones
molecular asociados a dafios (DAMPs) y los receptores tipo Toll (63, 64).

Todos estos receptores resultan en la activacion de los complejos kB kinasas (IKK) los cuales son
activadores y moduladores de la actividad de NF-kB. Los complejos IKK constan de dos
subunidades cataliticas IKKa y IKKB y una subunidad reguladora nombrada IKKy o NEMO. La
via clasica de es dependiente de IKKp y es la responsable en cuanto a la activacion de los
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heterodimeros de NF-«kB los cuales consisten en NF-kB1 (p50), RELA (p65) y las subunidades c-
REL (62).

Se ha establecido que la ruta clasica de NF-kB basada en la degradacion de IkB dependiente de
IKKB, es esencial para la inmunidad innata. La activacion y la translocacion al nucleo de los
dimeros de NF-«B (en su mayoria p50 y RELA) estdn asociados con el incremento en la
transcripcion de genes que codifican para moléculas importantes en la respuesta inmune, las cuales
son requeridas para la migracion celular, el proceso inflamatorio y la fagocitosis, tales como
quimiocinas, citocinas moléculas de adhesion (ICAM-1, VCAM-1 y ELAM), enzimas que
producen mediadores inflamatorios secundarios e inhibidores de apoptosis (63).

La via de NF-«B se puede activar por distintos estimulos y receptores de membrana entre ellos por
citocinas como TNF e IL-1, estas citocinas son producidas por macroéfagos y monocitos y participan
en la activacion de linfocitos y activacion de leucocitos. TNF se encuentra presente en la superficie
celular y cuando es activado recluta a la proteina adaptadora TRADD, quien a su vez interactia con
el extremo carboxilo de TRAF2 la cual tiene afinidad por diversas proteinas de sefalizacion
corriente abajo como ERK, MEKK3, RIP que son proteinas con un papel clave en la activacion de
IKK (figura 5).

Sea cual sea el estimulo en las células en reposo, NF-kB se encuentra en el citoplasma en estado
inactivo unido a sus IkB. La activacion de NF-kB empieza por la degradacion de sus IkB al
fosforilar aminoacidos de serina especificos de los IkB por las IKK, lo cual conduce a la
ubiquitinacion de IkB con lo cual el proteosoma degrada los IkB; una vez que el NF-kB es liberado
por la degradacion de sus IkB ya es capaz de trasladarse al nlicleo donde se une a secuencias de
DNA especificas de genes diana y estimula su transcripcion (Figura 5) (62,63,65).




Figura 5.- via de activacion de NF-kB

La activacion de NF-kB puede ser estimulada por muchas vias incluyendo lipopolisacaridos (LPS) factor de
necrosis tumoral (TNF) y el receptor de células T (TCR). NF-kB se encuentra en el citoplasma en estado
inactivo unido a sus IkB, la activacion de NF-kB empieza por la degradacion de sus inhibidores (IkB) por las
IkB cinasas (IKK) lo cual permite la ubiquitinacion de kB, por lo que el proteosoma degrada los IkB; una
vez que el NF-kB es liberado por la degradacion de sus IkB ya es capaz de trasladarse al nucleo, donde se
une a secuencias de DNA especificas de genes diana y estimula su transcripcion.

5.- Movilizacion de Ca?" intracelular

Los procesos de sefializacién celular regulados por calcio (Ca?") implican cambios en la
concentracion del Ca?* en el citoplasma y otros compartimientos celulares. El Ca?* libre en el
citosol es un mensajero celular, por lo tanto es un componente critico en la sefializacion de las
células normales. Es por esto que una multitud de procesos celulares son controlados a través del
incremento de Ca?" en el citosol y a su vez una multitud de sefiales celulares externas inducen o
regulan la senalizacién de Ca?* (66, 57).

Por lo tanto el Ca’" es importante para la sefalizacion y funciones celulares. El Ca?* puede regular
la contraccion muscular, la neurotransmision, la secrecion de hormonas, mitosis, la expresion
genética, proliferacion celular y diferenciacion celular (68).

La regulacion de la concentracion de Ca?* extracelular es constante, la concentracion fisiologica es
de 1.0 mM. Cuando la sefializacion del Ca®* es estimulada en una célula, el Ca?" entra al citoplasma
de una de dos fuentes generales: se libera de los almacenes intracelulares o entra a la célula a través
de la membrana plasmatica, ambos procesos se producen simultdneamente o bien secuencialmente.
En muchas células excitables, la entrada de Ca®" puede ser activada por la despolarizacion de la
membrana; la entrada de Ca?" desencadena la movilizacion adicional de Ca?' intracelular a través
de la activacion de rianodina, en un proceso conocido como Ca?* inducido por la liberacion de
Ca?" , sin embargo la principal fuente de Ca?" para las células es a través de canales altamente
selectivos de calcio dependientes de voltaje. (67, 69).

Sin embargo existen otras formas de movilizar Ca*" intracelular, tal como los receptores de
membrana; entre los cuales estan los FcyR y el TCR. En estas células no excitables un paso inicial
muy importante es la liberacion de Ca?" intracelular desde los almacenes internos de unién a un
segundo mensajero y a su receptor en el reticulo endoplasmico (RE). Cominmente el mensajero es
inositol 1,4,5-trifosfato. Por tanto el Ca®" es un segundo mensajero que puede difundirse en toda la
célula, lo que permite que la sefial active diversas proteinas diana. También son un medio para
amplificar la sefial inicial, dado que una molécula de enzima activada puede producir cientos de
moléculas de segundos mensajeros (3, 67).

Las células no excitables o independientes de voltaje, son generalmente activadas por cascadas de
sefializacion y en cuanto a la liberacion de Ca?’, la via mas comun involucra la activacion de
fosfolipasa C (PLC), generacion de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG) a partir de
fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP2) (figura 6).

En el caso de la sefializacion por parte de receptores de células T (TCR), los receptores de las
células B (BCR) o incluso los FcyR, la PLCy es también activada por el estimulo de antigenos en
donde se activan residuos de tirosina en la parte citoplasmatica del receptor por parte de una cinasa
como Src (70, 4).
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La via de sefializacion comtin que conduce a la movilizacion de Ca?* intracelular empieza con la
activacion de un receptor. En el proceso de entrecruzamiento de tales receptores se produce un
reclutamiento y una activacion de un grupo de proteinas unidas a otras proteinas adaptadoras que
llevan a la fosforilacion y activacion de la PLCy, la cual se recluta hacia la membrana celular por la
forma fosforilada de LAT. En este lugar la PLCy es fosforilada por ZAP-70 y otras cinasas,
posteriormente la PLCy activada cataliza la hidrdlisis de un fosfolipido de membrana llamado
fosfatidilinositol-3,4-bifosfato (PIP2) a dos segundos mensajeros: IP3 y DAG. El IP3 se desplaza y
se une a su receptor, ubicado en la membrana del reticulo endoplasmico causando la salida de Ca?*
almacenado en su interior, la liberacion de Ca’>" provoca un gran aumento en la concentracion de
Ca?" libre intracelular (Figura 6) desde una cifra basal cercana a 100nM hasta una cifra maxima de
600 - 1000 nM lo cual provoca la activacion de otras sefales intracelulares (9, 71, 72).
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Figura 6.- Via de sefializacién intracelular del Ca?*

La via comun para inducir movilizacion de Ca®" intracitoplasmico es la que se observa en los receptores
BCR, TCR 6 FcyR en donde la sefial comienza con la activacion del receptor, lo cual lleva a la activacion de
PLCy. Esta ultima, hidroliza el PIP2 en IP3 y DAG. El IP3 abre los receptores IP3R ubicados en el reticulo
endoplasmico y permite la salida de Ca?* desde los depositos del reticulo y esto permite continuar diferentes
vias de senalizacion para una respuesta celular especifica.

Una vez que se logra incrementar el nivel del Ca?" intracelular, se activan otras vias de sefializacion

y factores de transcripcion que finalmente se unen al ADN y dan lugar a la produccion de todas las
proteinas, citocinas, etc., relacionadas con la cascada inflamatoria.
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Dentro de estas vias tenemos: La via de la calmodulina - calcineurina, con activacion final del
factor nuclear de células T activadas, la via de la cinasa dependiente de Ca?" - calmodulina (CaMK),
que tiene como factores de trascripcion la proteina unida al elemento de respuesta al monofosfato
de adenosina ciclico (CREB) y el factor aumentador del miocito 2, la via del factor nuclear kB (NF-
kB) (72).

Como se habia mencionado anteriormente, los FcyR también son capaces de inducir movilizacion
de Ca?" intracelular. En neutréfilos, se ha visto que tanto el receptor FcyRITA como el FcyRIIIB
inducen movilizacion de Ca’" de una forma diferente. El FcyRIIIB induce un aumento de Ca?*
después del entrecruzamiento independiente del receptor FcyRIIA, se ha observado que FcyRIIIB a
diferencia del FcyRITA induce cambios en la concentracion de Ca?" dependiente de eventos de
fosforilacion de tirocinas, ademads es resistente a el inhibidor de la proteina tirosin cinasa, resistente
a la elevacion de la concentracion en cAMP y es independiente en los cambios de la concentracion
de IP3, lo cual sugiere que estos receptores promueven la movilizacion de Ca®* intracelular por vias
distintas (11).
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Planteamiento del problema

Debido a que los receptores Fc gamma expresados en la membrana celular de los leucocitos
contribuyen a las funciones de proteccion del sistema inmunologico cuando reconocen a los
anticuerpos que se encuentran unidos a células infectadas o a antigenos ayudando a desencadenar
una respuesta celular para eliminarlo, es importante estudiarlos de forma individual para poder
evaluar cudles son las vias de sefializacion que despefian cada uno en la respuesta inmune. Es por
esto que resulta de nuestro interés obtener lineas celulares que expresen los receptores FeyRIIA,
FceyRIIB o FeyRIIIB.

Asi mismo, sabiendo que el receptor FcyRIIIB es exclusivo de neutrdfilos y que hasta el momento
se ha podido expresar artificialmente en otras lineas celulares como HL-60 y K-542 pero no se ha
podido comprobar su funcionalidad en estas células. Es de interés para este trabajo comprobar la
funcionalidad de este receptor expresado en otros tipos celulares. Debido a que los neutréfilos son
células de vida corta y por tanto no se pueden mantener en cultivo por lo que complica los ensayos
en tiempos largos, ademds cada que se requiere hacer ensayos con estas células es necesario
purificarlos de la sangre de donadores y asi estudiar el receptor FcyRIIIB.

Por otra parte, la obtencion de células NIH3T3 de origen murino que expresen los receptores
FcyRIIA o FcyRIIB seran de utilidad para la produccion de un anticuerpo monoclonal anti-FcyRIIB
y asi poder reconocerlo especificamente discriminado el FcyRIIA.
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Hipotesis

Al expresar artificialmente el receptor FcyRIIIB en células THP-1 podra ser evaluado para
demostrar su funcionalidad en dicha célula, con lo cual se podran hacer ensayos con los que se
resuelva la via de sefializacion del receptor al ser activado. De igual forma, al obtener fibroblastos
de raton que expresen el receptor FcyRIIA o FcyRIIB de humano se podra elaborar un anticuerpo
monoclonal anti-FcyRIIB en un futuro proyecto.
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Objetivos

General

Expresion artificial del receptor FcyRIIIB en monocitos (THP-1), demostrando la funcionalidad del
receptor en esta linea celular. Asi como la obtencion de fibroblastos de origen murino que expresen
los receptores FcyRIIA 6 FcyRIIB de humano.

Particulares:

Probar la funcionalidad del receptor FcyRIIIB en la linea celular THP-1 por movilizacion de Ca?*
intracelular.

Probar la funcionalidad del receptor FcyRIIIB en la linea celular THP-1 por activacion de la via de
las MAPKs.

Probar la funcionalidad del receptor FcyRIIIB en la linea celular THP-1 por activacion de NF-kB.

Demostrar la expresion del receptor FcyRITA o FcyRIIB en los fibroblastos de raton (NIH3T3).
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Material y métodos
Células

Las lineas celulares utilizadas fueron NIH3T3 (fibroblastos de raton) y THP-1 (monocitos de
humano) ambas se cultivaron en cajas de cultivo de 25 ¢m? con medio RPMI (GIBCO cat.
31800-014), 10% de suero fetal bovino (SFB) y antibidticos.

Obtencion de los plasmidos con el inserto FcyRIIA, FcyRIIB o FcyRIIIB

A partir de los pldsmidos con las secuencias para el FcyRIIA y el FcyRIIIB, los cDNA fueron
subclonados en el plasmido pcDNA 3. Sin embargo para obtener cantidades considerables de los
plasmidos, ambos se amplificaron en bacterias E.coli de la cepa DHS5a y posteriormente se
purificaron por Maxiprep.

En cuanto al FcyRIIB se construyd un plasmido utilizando dos plasmidos comerciales de
ORIGENE: el pCMV6-Neo (cat. SC128159) y el pPCMV6-XL5 (Cat. 458168).

pCMV6-XLS5 contiene el inserto que codifica para el receptor FcyRIIB sin embargo no cuenta con
un gen de resistencia a un antibidtico para poder seleccionar las células en cultivo.

El plasmido pCMV6-Neo contiene un gen de resistencia a geneticina (G418). Mediante enzimas de
restriccion se separd el inserto FcyRIIB del vector pCMV6-XLS5 y se subclond en el plasmido
pCMV6-Neo para obtener un solo plasmido con el gen que codifica para el receptor FcyRIIB y
ademas un gen de resistencia al antibidtico G418 para poder seleccionar las células positivas en
cultivo.

El PCMV6-XL5 contenia el inserto cDNA FcyRIIB clonado entre los sitios Eco R1 y Sal 1, ademaés
presenta dos sitios Not 1, uno antes de Eco R1 y otro después del sitio Sal 1 por lo que el cDNA de
FcyRIIB pudo ser removido del vector usando la enzima Not 1. pCMV6-Neo también pudo ser
cortado con la enzima Not-1 y una vez abierto, en estos sitios reconoci6 al inserto FcyRIIB.

Para lograr lo anterior primero se amplificaron los plasmidos pCMV6-Neo y pCMV6-XLS5 y
posteriormente se purificaron por Miniprep. Teniendo los plasmidos purificados se procedi6 a hacer
las digestiones con las enzimas de restriccion:

Se realizo la digestion del vector pCMV6-XL5 con la enzima Not-1.

Para hacer las digestiones de los plasmados en este trabajo, se realizaron de la siguiente forma: En
un tubo eppendorf se mezclo 5 ul de agua, 3 pl del DNA de interés, 1 pl del buffer de la enzima y 1
ul de la enzima de interés. La mezcla se incub6 a 37 °C durante 1 hora.

Para separar el inserto del resto del plasmido, esta digestion se corrid en un gel de agarosa de bajo

punto de fusidn al 1% y se corté el fragmento del gel donde quedo el inserto y se guardd en un tubo
eppendorf de 1.5 ml para posteriormente separar el inserto del gel con QIAEX II Gel extraction kit.
Una vez separado el fragmento del gel se corrido en un gel de agarosa al 1% para verificar que
realmente teniamos el inserto puro. Con el inserto separado del resto del vector se realizo la ligacion
del inserto en el plasmido pCMV6-Neo. Para esto primero se hizo la digestion del plasmido
pCMV6-Neo con la enzima Not-1 y se realizé una electroforesis en un gel de agarosa al 1% para

verificar que se habia cortado. Finalmente se obtuvo el plasmido pCMV6-Neo con el inserto ligado.
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Con este nuevo plasmido se procedi6é a transformar bacterias para amplificarlo, con lo que se
obtuvieron distintas colonias de bacterias, sin embargo no todas las colonias tenian el inserto
colocado en la posicion correcta para lo que se hizo un andlisis de restriccion, se eligieron las
enzimas adecuadas que corten disparejamente el plasmado y el inserto para que al correr en un gel
el DNA se obtengan bandas de diferente tamafio para poder determinar qué plasmido tiene el inserto
ligado en la posicion correcta.

Haciendo el andlisis enzimatico se determind que la enzima a utilizar seria la Pst-1 ya que corta una
vez el plasmido en la posicion 3904 pb y dos veces el inserto, una en la posiciéon 1107 pb y otra en
1714 pb. Por lo que el plasmido que tenga la posicion correcta al hacer la digestion con esta enzima
se obtendra 3 bandas en ( 4641 pb, 2190 pb y 607 pb) contrariamente al plasmido con la posicion
incorrecta que se obtendran 3 bandas en ( 5667 pb, 1467 pb y 607 pb).
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Figura 7.- Mapa del plasmido pCMV6-Neo

Al hacer la digestion de este plasmido con la enzima Pst-1 se obtendran 3 fragmentos, los cuales
dependiendo su tamafio molecular indicaran si el inserto del cDNA FcyRIIB se ligd de forma correcta o de
forma errénea.

Teniendo estos datos se tomaron diferentes colonias de bacterias y se realizé miniprep para purificar
el plasmido, posteriormente se hizo la digestion de estos plasmidos y se sometieron a una
electroforesis en un gel de agarosa al 1% para determinar qué colonia tiene el inserto ligado en la
posicidn correcta.

Teniendo ubicada la colonia con el inserto ligado en la posicion correcta en el plasmido pCMV6-
Neo se realizé un cultivo saturado de esta colonia y posteriormente se purificé con Maxiprep.

Transformacion de bacterias

Para amplificar todos los plasmidos utilizados en este trabajo se utilizaron bacterias E.coli de la
cepa DH5a y se utilizo el siguiente protocolo: se adiciond en un tubo eppendorf de 1.5 ml entre 20
y 50 ul de bacterias competentes de un medio turbio y 5 ul de ligacion (10-15 ng DNA) (plasmido
con el DNA de interés), se incub6 en hielo durante 30 minutos, posteriormente se did un choque
térmico a 42°C por 60 segundos y se colocd en hielo durante 2 minutos. A esto se adicion6 0.4 ml
de medio LB y se incub6 a 37°C por 60 minutos.
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Para sembrar las bacterias transformadas en placas de agar se coloc6 antibiotico a las placas de agar
(100pg/ml ampicilina) y se esparcio por toda la placa. Se tomaron 100 pl de plasmido con bacterias,
se esparcio por la placa de agar y se dejo a 37 °C la placa durante 24 horas para dejar crecer las
bacterias ya transformadas.

Una vez formadas las colonias de bacterias se cultivaron en 5 ml de medio LB para su
amplificacion pertinente.

Miniprep

Se purificaron los plasmidos con el kit PROMEGA Plasmid Miniprep System bajo el siguiente
protocolo: Se colocd 600 pl de cultivo saturado de bacterias en medio LB en un tubo eppendorf de
1.5 ml, a éste se le adiciond 100 pl de buffer de lisis celular y se mezcld por inversion y se incub6 2
minutos a temperatura ambiente, posteriormente se adicionaron 350 pl de la solucion de
neutralizacion fria (4-8 °C ) y se mezcl6 por inversion. Después las muestras se centrifugaron a
14000 rpm en una microcentrifuga durante 3 minutos y el sobrenadante se transfirié a la columna
del kit (pureyield minicolumn) y se colocé también el tubo colector para centrifugar a 14000 rpm en
la microcentrifuga durante 1 minuto, después 400 pl del buffer de lavado se adicionaron a la
minicolumna y se centrifugd a 14000rpm en la microcentrifuga durante 1 minuto. Después se
colocd la minicolumna en un tubo eppendorf limpio de 1.5 ml y se agregd 30 ul del buffer de
elucion y se dejo reposar durante 1 minuto a temperatura ambiente. Finalmente se centrifugo6 la
columna a 14000 rpm durante 1 minuto y se guardé el DNA a - 20 °C.

Maxiprep

Se purificaron los plasmidos con el QIAfilter Plasmid Maxi kits utilizando el siguiente protocolo:
Se tenian 5 ml de un cultivo saturado de bacterias con los plasmidos correspondientes y con esto se
hizo 500 ml de cultivo saturado con medio LB para obtener suficiente DNA.

Una vez teniendo 500 ml del cultivo saturado, éste se centrifugd a 6500 rpm en una ultracentrifuga
con el rotor JA-14 durante 10 minutos y se obtuvo la pastilla de las bacterias a la cual se le agrego
10 ml de buffer P1 del kit y se resuspendio la pastilla, posteriormente se adicionaron 10 ml de
buffer P2 y se mezcld por inversion para incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente.
Durante este tiempo se colocd la tapa al cartucho QIAfilter y se puso en un tubo convencional de 50
ml, transcurridos los 5 minutos se agregaron 10 ml de buffer P3 para lisar, el lisado se colocé en el
cartucho QIAfilter y se incub6 10 minutos a temperatura ambiente. Durante este tiempo se equilibrd
el QIAGEN-tip agregando 10 ml de buffer QBT y se dejo a que bajara por la columna por simple
gravedad. Transcurridos los 10 minutos se removio la tapa del cartucho QIAfilter y se coloco la
punta dentro de la columna QIAGEN-tip y se filtro el lisado celular dentro del QIAGEN-tip y se
dejoé que cayera a la resina por gravedad, posteriormente se lavd el QIAGEN-tip con buffer QC,
terminando los lavados se eluyo el DNA con 15 ml de buffer QF en un tubo de centrifuga para el
rotor JA-20 en este mismo tubo se precipité el DNA adicionando 10.5 ml de isopropanol y se
centrifugd durante 30 minutos a 15500 rpm en la ultracentrifuga. Transcurrido el tiempo se diluy6 la
pastilla de DNA con 300 pl agua estéril y se guardé el DNA a -20 °C.
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Electroforesis de DNA en geles de agarosa

La electroforesis del DNA de realiz6 de la siguiente forma: se prepard un gel de agarosa al 1% con
buffer TAE ( Tris, acido acético y EDTA) para preparar el gel, se pesé 1 gr de agarosa y se diluy6 en
100 ml de Buffer TAE y se agregd 5 ul de bromuro de etidio al 1%. Se prepararon
aproximadamente 500 ml de buffer TAE 1x para correr el gel. Una vez solidificando el gel se
cargaron las muestras correspondientes 5 pl de muestra mas 1 pl de buffer de carga, esto se corrid a
100 volts durante 40 minutos. Transcurrido el tiempo se observaron los resultados a luz UV.

Transfeccion con lipofectamina 2000

Las células NIH3T3 se sembraron en cajas de 60mm y se dejaron crecer aproximadamente al 70%
de confluencia. En un tubo eppendorf se mezclaron 250 ul de medio RPMI sin suero con 4 pg del
plasmido de DNA, en otro tubo eppendorf se mezclaron 250 pl de medio RPMI sin suero con 12 pl
de Lipofectamina 2000 (Invitrogen). Se dejaron incubando 5 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente se mezcld el DNA y la Lipofectamina 2000 y se dejé incubar durante 20 minutos.
Durante este tiempo se cambid el medio de las células agregando 2ml de medio fresco. Finalmente
se agregd gota a gota la mezcla del pldsmido y la Lipofectamina a las células y se regresaron al
incubador.

Transfeccion de células con Nucleofector ( Amaxa inc)

En cada pozo de una placa de 12 pozos se coloco 1 ml de medio completo con 20% de SFB y se
guardd la placa en el incubador para mantener el medio a una temperatura adecuada (37 °C).
Previamente se seleccion6 el programa a usar (de la lista que incluye el equipo) para el tipo celular.
Una vez teniendo el programa, se colocaron 1 x 10 ¢ células por transfeccion y se colocaron en un
tubo eppendorf de 1.5 ml, las células se centrifugaron a 1200 rpm durante 4 minutos posteriormente
se resuspendieron las células en 100 pl de una disoluciéon que contiene 9.35 ml de PBS con 1mM
de Ca y ImM de Mg mas 20 mM de Hepes, 10 mM de KCI, 10 mM de Glucosay 25 mM de
Manitol, se agrego a la suspension celular el plasmido correspondiente para cada transfeccion (5 pg
de plasmido de DNA). Posteriormente se transfiridé esta mezcla a la celda de electroporacion, se
colocd la celda en el nucleofector y se transfectaron las células, posteriormente se agregaron 500 pl
de medio completo tibio(37 °C) y se transfirieron las células a los pozos de la placa de 12 pozos.

Inmunoflorescencia para detectar la expresion de los receptores en las células transfectadas
mediante citometria de flujo

Para determinar si las células transfectadas con el plasmido correspondiente resultaron positivas se
realiz6 una inmunoflorescencia. Para el buffer FACS se utilizo 1g de sacarosa + 0.5 g de BSA en
100 ml de PBS 1X. Una vez teniendo el buffer FACS se colocaron 1x10° células por condicion en
100 pl de buffer y se afiadieron 50 pl de anticuerpo primario (IV.3 para el receptor FcyRIIA y
FcyRIIB, 3G8 para el receptor FcyRIIIB y en algunos ensayos utilizamos como control el
anticuerpo W6/32 que reconoce las moléculas MHC clase I) en una concentracion final de 10 pl/ml
y se incubaron 30 minutos en hielo, después de este tiempo se lavaron 3 veces con buffer FACS y
se centrifugd a 5000 rpm durante 1 minuto entre cada lavado, terminando los lavados se agreg6 el
anticuerpo secundario FITC-goat anti-mouse IgG incubando las células 30 minutos en hielo,
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después de este tiempo se lavo 3 veces con buffer FACS y se centrifugé a 5000 rpm durante 1
minuto entre cada lavado. Finalizando los lavados se adicionaron 300 ul de paraformaldehido al 1%
y las muestras se analizaron en un citometro de flujo FACScan.

Cultivo y cuidado de las células transfectadas

Las células que resultaron positivas a la transfeccion fueron seleccionadas en medio de cultivo
RPMI suplementado més antibidtico geneticina (G418) en una concentracion 500ug/ml.

Movilizacion de Ca?* intracelular
Para registrar la movilizacién de Ca?* intracelular se siguio el siguiente protocolo:

Las células THP-1 transfectadas con el receptor FcyRIIIB se resuspendieron a una concentracion de
1 x 108 células/ml en PBS 1.5 mM de Mg?* y 1.5 mM Ca?". Las células se incubaron a 37 °C por 5
minutos y se adicioné Fura 2/AM 10 ul al 1M / ml (Calbiochem cat: 344905). Las células se
incubaron a 37 °C por 5 minutos y posteriormente se diluyeron 10 veces con PBS Mg?" y Ca?*, para
después incubar 20 minutos a 37 °C. Después de este tiempo las células se lavaron con
aproximadamente 30 ml de buffer PBS Mg?>" y Ca?" caliente (37 °C), centrifugando a 4500 rpm
durante 5 minutos y resuspendiendo las células en buffer PBS Mg?* y Ca?* fresco. Las células se
incubaron 15 minutos mas a 37 °C y transcurrido el tiempo se lavaron con aproximadamente 30 ml
de buffer PBS Mg?* y Ca?' y finalmente las células se resuspendieron a 5x10% células/ml en PBS
Mg?*y Ca*" a4 °C.

A esta suspension de células se agregé el anticuerpo IV.3 para estimular el receptor FcyRIIA o el
anticuerpo 3G8 para estimular el receptor FcyRIIIB a una concentracion de 10 pg/ ml. Las células
se incubaron por 20 minutos, transcurrido el tiempo se lavaron con buffer PBS Mg?" y Ca?*
aproximadamente 4 ml y se centrifugaron a 1200 rpm por 4 minutos. Posteriormente, las c€lulas se
resuspendieron para tener 2.5x10° células /ml en buffer PBS Mg?" y Ca?" a 4 °C.

Para registrar la movilizacion de Ca?" intracelular:

Se adicionaron 2 ml de la suspension celular dentro de la cubeta del espectrofotometro, y se calentd
la cubeta a 37 °C durante 2 minutos, posteriormente se colocd la cubeta dentro del
espectrofotometro y se inicid la medicion de Ca®* intracelular.

Para estimular el receptor marcado con el anticuerpo correspondiente se adicioné a los 60 segundos
de registro el anticuerpo secundario o entrecruzador F(ab)2 goat-anti-mouse IgG en una
concentracion final de 60 pg/ml y se registrd la movilizacion de Ca?* provocada por el estimulo del
receptor.

Medicion de la activacion de NF-kB por citometria de flujo

Para medir la activacion de NF-«xB se sigui6 el siguiente protocolo:

Para estimular las células THP-1 transfectadas con el receptor FcyRIIIB se utilizo el anticuerpo 3G8
a una concentracion de 10 pg/mly se incubd 20 minutos en hielo, posteriormente las células se

lavaron con PBS (200 pl), y luego se resuspendieron con el entrecruzador F(ab)2 goat-anti-mouse
IgG a 60ug /ml, y se incubaron a 37 °C por 15 minutos. Después las células se lavaron con PBS
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frio y se centrifugaron 3 minutos a 4500 rpm, el sobrenadante se retir6 e inmediatamente la pastilla
celular se transfirié a un banio de hielo seco por 10 minutos.

Después de esto, las células se resuspendieron en 100 pl de un buffer hipotonico (1.6g de NaCl, 1g
de BSA y 20mM de HEPES (Iml) + 1 pl de DTT ). Con esto las células se rompen y quedan solo
los nucleos. Estos se centrifugaron a 3000 rpm por 10 minutos en frio y el sobrenadante se retird
para fijar los nucleos con 100 pl de paraformaldehido al 4% durante 20 minutos en hielo.
Transcurrido el tiempo, los nucleos se centrifugaron a 4500 rpm, se resuspendieron en 100 pl de
paraformaldehido al 1% y se guardaron a 4 °C.

Para la deteccion de NF-kB, los nucleos se centrifugaron 1 minuto a 4500 rpm y el sobrenadante se
removio, los nucleos se resuspendieron en 100 pl de tritén al 1% (10 pl tritén 10 % + 990ul de
paraformaldehido al 4%) y se incubaron 10 minutos en hielo. Posteriormente los nucleos se
centrifugaron 1 minuto a 4500 rpm, el sobrenadante se retird y los nucleos se resuspendieron en 500
ul de SFB al 4% por 20 minutos en hielo. Después los nucleos se centrifugaron 1 minuto a 4500
rpm, el sobrenadante se retird y los ntcleos se resuspendieron con el anticuerpo anti-NF-kB p50 a
2.5ug/ml y se dejaron reposar en hielo durante 20 minutos. Los nucleos se centrifugaron, el
sobrenadante se removid y los nucleos se resuspendieron en 100ul de FITC goat anti- rabbit 1gG
1/100 y se incubd 20 minutos en hielo y oscuridad. Pasando el tiempo los nticleos se centrifugaron a
4500 rpm durante 1 minuto, y se resuspendieron en 500ul de SFB al 4% . Posteriormente los
nucleos se centrifugaron 3 minutos a 4500 rpm y finalmente se resuspendieron en 300 pl de
paraformaldehido 1 % . La fluorescencia asociada a los nucleos se detectd por citometria de flujo.

Estimulacion de las células a través de los receptores Fc¢

Para estimular las células THP-1 transfectadas con el receptor FcyRIIIB se utilizo el anticuerpo
primario IV.3 para estimular el receptor FcyRIIA y 3G8 para estimular el receptor FcyRIIIB a una
concentracion de 10 ug/ ml y se dejaron incubando en hielo durante 30 minutos. Transcurrido el
tiempo se lavaron las células con PBS 1X y se centrifugaron a 4500 rpm durante un minuto para
retirar el sobrenadante. Posteriormente se resuspendieron las células en el entrecruzador F(ab)2
goat-anti-mouse IgG en una concentracion final de 60 pg/ml y se incubaron a 37°C durante 15
minutos, transcurrido el tiempo se lavaron las células con PBS 1X y se centrifugaron 3 minutos a
4500 rpm para recuperar todas las células, se retir6 el sobrenadante y la pastilla se colocd en hielo

seco para congelar las células.

Western Blot

La células se lisaron con 50 pl de buffer RIPA (150 mM NaCl, NP40 al 1%, desoxicolato de sodio
al 0.1%, EDTA 5mM y HEPES 50mM ) més inhibidores de proteasas ( O-vonodato, complete,
PVPP y PMSF ). El lisado celular se incub6 en hielo durante 10 minutos y posteriormente se
centrifugd a 14000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante se recuper6 en un tubo limpio y se
mezcld con 20 ul de buffer de carga ( Tris-HCI 0.5 M pH 6.8, Glicerol, SDS 10%, -mercaptoetanol
10% y azul promofenol 0.05% ) , y se calentd a 90 °C durante 5 minutos antes de colocarlo en un
gel de acrilamida al 8%. Las proteinas se separaron por electroforesis ( se corrieron con 50 mA
durante 1.5 horas). Posteriormente se transfirieron las proteinas a una membrana PVDF ( se
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transfirieron con 500 mA durante 1 hora). La membrana se bloqued con leche al 5% en buffer
TBS-T (Tris-base 10mM, NaCl 200mM a pH 8.5 y Tween 20 0.1% ) durante toda la noche a 4 °C.

Al dia siguiente, la membrana se incub6 con el anticuerpo primario correspondiente: rabbit anti
MAPK (ERK-1) a una disolucion 1/1000 o mouse monoclonal anti-ERK fosforilado (pERK) a una
dilucién 1/1000 durante 3 horas a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo las membranas se
lavaron con TBS-T 4 veces por 10 minutos cada lavado. Después las membranas se incubaron con
el anticuerpo secundario correspondiente: goat anti-rabbit IgG marcado con peroxidasa a una
dilucién 1/3000, o goat anti-mouse IgG marcado con peroxidasa a una dilucion 1/3000, durante 1
hora. Después las membranas se lavaron nuevamente 4 veces 10 minutos cada lavado.

Terminados los lavados, las membranas se revelaron utilizando un sustrato quimioluminiscente
(Immobilon Western Chemiluminescent HRP sustrate).
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Resultados

Obtencion de células NIH3T3 (Fibroblastos de raton) transfectadas con el receptor FcyRIIA o
el receptor FcyRIIB

Para la obtencién de células NIH3T3 (fibroblastos de raton ) transfectadas con los receptores
FcyRIIA o FcyRIIB, los pldsmidos pcDNA 3 con el inserto para FcyRIIA o pcDNA 3.1 para el
FcyRIIB, se amplificaron y purificaron. Una vez teniendo los plasmidos listos, se procedié a
transfectar células NIH3T3 utilizando lipofectamina 2000. Posteriormente estas células se
seleccionaron con medio DMEM suplementado con 10 % de suero fetal bovino, glutamina y 500
pg/ml del antibidtico G418 (Geneticina).

Sin embargo al analizar por citometria de flujo si los receptores se habian expresado en la
membrana de las células NIH3T3 utilizando el anticuerpo IV.3 (reconoce tanto al receptor FcyRITIA
como al FcyRIIB) en una concentracion 10pg/ml y FITC-goat anti-mouse (1:400), observamos que
las células transfectadas no expresaban los receptores (Figura 8), asi mismo utilizando el anticuerpo
W6/32 que detecta antigenos leucocitarios humanos (HLA) clase I como control positivo, no
observamos la presencia de esta molécula en las células de raton, lo cual indica que la transfeccion
no funciono.
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Figura 8.- Inmunoflorescencia de células NIH3T3 transfectadas por lipofectamina 2000 con el plasmido que
contiene el inserto de los receptores receptor FcyRIIA o FcyRIIB. En morado control negativo de
fluorescencia, en verde anticuerpo IV.3 y FITC y en rosa w6/32 y FITC. Se puede observar en los
histogramas que las células transfectadas no expresan los receptores en la membrana.

El resultado anterior se repiti6 4 veces, sin embargo en ninguna ocasion los resultados fueron
positivos para el receptor FcyRIIB. Sélo para el receptor FcyRIIA se pudo observar un pequefio
desplazamiento del histograma correspondiente a las células NIH3T3 marcadas con el anticuerpo
IV.3, indicando que las células NIH3T3 estaban expresando el receptor. Estas células
inmediatamente se cultivaron bajo la presion de antibidtico G418 500 pg/ml sin embargo la mayoria
de las células se murieron y no se pudo rescatar el cultivo debido a que el porcentaje de células
positivas era muy pequeio y se fueron perdiendo al experimentar con ellas.
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Para descartar que los anticuerpos, los reactivos o la técnica utilizados estuvieran mal, se realiz6 un
control positivo con neutréfilos, ya que estas células expresan el receptor FcyRIIA de forma natural
y al marcar este receptor con el mismo anticuerpo IV.3 nos daria una sefial positiva. La
inmunoflorescencia se realizd con los mismos reactivos, anticuerpos y técnica ya descritos. Los
resultados indican que todo se encontraba en perfectas condiciones (figura 9) ya que se observa en
el histograma resultante la presencia clara de este receptor en estas células.
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Figura 9.- Inmunoflorescencia para el receptor FcyRIIA en neutrofilos como control positivo. En morado
control negativo de fluorescencia, en verde anticuerpo IV.3 y FITC y en rosa w6/32 y FITC. Se puede
observar en el histograma la presencia del receptor FcyRIIA demostrando que los anticuerpos, reactivos y la
técnica funcionan bien.

Lo anterior nos sugirid que la transfeccion con lipofectamina no di6 el porcentaje adecuado de
células positivas a la transfeccion, ya que con el receptor FcyRIIB no observamos células positivas
y con el receptor FcyRIIA las células no fueron suficientes para poder mantener el cultivo. Debido a
esto cambiamos el método de transfeccion.

Utilizamos la técnica de electroporacion con nucleofector. Para encontrar las mejores condiciones
de transfeccion con esta técnica, se estandarizo utilizando células NIH3T3 y un plasmido con GFP
( Proteina verde fluorescente) la cual al formar parte del DNA de la célula y emite bioluminiscencia
en la zona verde del espectro visible, ademas este plasmido contaba también con la presencia de un
gen de resistencia al antibidtico G418 para seleccionar las células en cultivo. Esto para observar
facilmente al microscopio el porcentaje de células positivas a la transfeccion y asi poder determinar
qué condiciones son las mejores. Se probaron diferentes concentraciones del plasmido, condiciones
de transfeccion y diferentes programas del nucleofector para transfectar, ya que este equipo cuenta
con diferentes programas para cada tipo celular.

Las células NIH3T3 se transfectaron con el plasmido GFP utilizando el nucleofector bajo las
siguientes condiciones: se probaron los diferentes programas con los que contaba el equipo para
transfectar células NIH3T3 y se utilizaron 3 pg de plasmido tal como lo recomienda el equipo. Los
diferentes programas fueron: U-030, A-024, D-005 y W-001.
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Los programas fueron utilizados bajo las mismas condiciones y reactivos, monitoreando después de
las 48 horas de la transfeccion la cantidad de las células con fluorescencia verde. Los resultados
indicaron que el mejor programa para transfectar es el U-030 (figura 10) ya que con este programa
se obtuvo una mayor cantidad de células con fluorescencia verde, indicando mayor cantidad de

células transfectadas positivamente.
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Figura 10.- Transfeccion de células NIH3T3 por electroporacion con nucleofector. Se utilizé un plasmido
que contiene GFP para seleccionar el programa con el que se obtenia la mayor cantidad de células positivas a
la transfeccion. Con todos los programas la concentracion del plasmido utilizada fue 3 pg. Los resultados
indican que el programa U-030 resulto ser el mas eficiente, ya que como se observa en la figura es con el que
hay una mayor cantidad de células bioluminiscentes indicando una mayor cantidad de células positivas a la
transfeccion.
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Una vez teniendo la certeza de utilizar el programa adecuado se procedi6 a determinar la cantidad
de plasmido que se debia utilizar para obtener una mayor cantidad de células positivas, esto debido
a que ya habiamos observado que cuando se someten en cultivo bajo la presion del antibiotico G418
la mayoria de las células tienden a morir tras pocas horas y si se requiere continuar con el cultivo de
células positivas se debe partir de la mayor cantidad de células positivas posibles.

Para esto se cambiaron con las cantidades de plasmido utilizado por transfeccion, se utilizaron 4, 5
y 6 pg por transfeccion respectivamente y debido a que ya se habia determinado que el programa
U-030 fue el que mejor funciond, se utilizd este programa para todas las transfecciones. Los
resultados indicaron que la mejor concentracion de plasmido fue 5 pg ya que con esta concentracion
se obtuvo la mayor cantidad de células con fluorescencia verde (Figura 11). Las diferentes
condiciones se realizaron el mismo dia y los cultivos de estas células se sometieron a la presion del
antibidtico G418 después de las 48 horas de ser transfectadas para posteriormente observar la
cantidad de células positivas en cada concentracion de plasmido (figura 11).
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Figura 11.- Transfeccion de células NIH3T3 por electroporacion para determinar la cantidad de plasmido con
la que se obtenga mayor cantidad de células positivas. Los resultados indican que 5 pg nos dio la mayor
cantidad de células positivas. Las fotografias fueron tomadas después de los 3 dias de ser transfectadas.
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Para corroborar los resultados, se repitio la transfeccion de células NIH3T3 con el pldsmido que
contiene GFP con las condiciones con las que obtuvimos la mayor cantidad de células positivas
( con el programa U-030, 5 pg de plasmido y someterlas a la presion del antibidtico después de las
48 horas).

Se monitored la cantidad de células bioluminiscentes a los 5 dias después de cultivo con la
presencia del antibiotico G418 (figura 12) ya que al primer dia de cultivarlas con antibidtico se
habia observado que la mayoria de las células se mueren y para el dia 5 ya empiezan a estabilizarse
las células positivas. El cultivo de las células positivas se llevd hasta la confluencia bajo la
presencia del antibidtico G418 y se fotografio a los dias 5, 9 y 12 que finalmente llegd a la
confluencia (figura 12). Esto para ver si las células positivas sobrevivian, se dividiany al llegar a la
confluencia se contara con un 100% de células positivas y asi poder trabajar con las células sin
riesgo de perder el cultivo de estas células.
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Figura 12.- Transfeccion de células NIH3T3 para monitorear si las células positivas llegan a confluencia.
Se transfectaron con las condiciones Optimas y se cultivaron con la presencia del antibiotico G418 a las 48
horas, posteriormente a los 5 dias en cultivo se monitore6 la cantidad de células positivas, después a los 9
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dias y finalmente a los 12 dias que llegaron a la confluencia. Las fotografias indican que las condiciones
funcionan de una manera efectiva y que las células positivas a la transfeccion llegan a confluencia.

Una vez estandarizado el método de transfeccion con nucleofector, se procedid a transfectar
células NIH3T3 con los plasmidos que contienen los insertos para el receptor FcyRIIA o FcyRIIB.
Transfectadas las células, a las 48 horas se les retird el medio de cultivo y se seleccionaron con
medio fresco con antibidtico G418 500 pg/ml. Asi mismo alcanzada la confluencia se realizd una
inmunoflorescencia para medir la expresion de los receptores mediante citometria de flujo.

Los resultados mostraron que las células transfectadas para el receptor FcyRIIA expresan en
receptor en su membrana (Figura 13); estas células fueron expandidas en cultivo y congeladas para
su preservacion. Sin embargo, las células transfectadas para el receptor FcyRIIB no resultaron
positivas a la transfeccion ya que el histograma demuestra que no se encuentra el receptor en la en
su membrana (figura 13). La transfeccion para obtener las células con el receptor FcyRIIB se
repitid dos veces mas y en ninguna se obtuvieron resultados positivos.
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Figura 13.- Inmunoflorescencia para el receptor FcyRIIA y FcyRIIB en células NIH3T3 transfectadas por
electroporacion. En morado observamos el control de fluorescencia, en rosa células marcadas con el
anticuerpo IV.3 y FITC y en verde células marcadas con el anticuerpo W6/32 y FITC. Como se observa en
los histogramas solo las células transfectadas con el receptor FcyRIIA lo expresan en su membrana, sin
embargo no es asi para las células transfectadas para el receptor FcyRIIB.

Debido a que no obtuvimos células NIH3T3 con el receptor FcyRIIB pero si con el receptor
FcyRIIA, secuenciamos el plasmido que contenia el gen del receptor FcyRIIB, con la idea de que
pudiera estar mal construido o que la secuencia del receptor FcyRIIB no fuera la correcta.

El plasmido se secuenci6 con la ayuda de la Dra. Laura Ongay en el Instituto de Fisiologia Celular
de la UNAM, utilizando el promotor T7 y se obtuvo la siguiente secuencia:
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TACGGGCCCTCTAGACTCGAGCGGCCGCCACTGTGCTGGATATCTGCAGAATTCATGCTTCTGTG
GACAGCTGTGCTATTCCTGGCTCCTGTTGCTGGGACACCTGCAGCTCCCCCAAAGGCTGTGCTG
AAACTCGAGCCCCAGTGGATCAACGTGCTCCAGGAGGACTCTGTGACTCTGACATGCCGGGGGA
CTCACAGCCCTGAGAGCGACTCCATTCAGTGGTTCCACAATGGGAATCTCATTCCCACCCACACG
CAGCCCAGCTACAGGTTCAAGGCCAACAACAATGACAGCGGGGAGTACACGTGCCAGACTGGC
CAGACCAGCCTCAGCGACCCTGTGCATCTGACTGTGCTTTCTGAGTGGCTGGTGCTCCAGACCC
CTCACCTGGAGTTCCAGGAGGGAGAAACCATCGTGCTGAGGTGCCACAGCTGGAAGGACAAGC
CTCTGGTCAAGGCCACATTCTTCCAGAATGGAAAATCCAAGAAATTTTCCCGTTCGGATCCCAAC
TTCTCCATCCCACAAGCAAACCACAGTCACAGTGGTGATTACCACTGCACAGGAAACATAGGCT
ACACGCTGTACTCATCCAAGCCTGTGACCATCACTGTCCAAGCTCCCAGCTCTTCACCGATGGGG
ATCATTGTGGCTGTGGTCACTGGGATTGCTGTAGCGGCCATTGTTGCTGCTGTAGTGGCCTTGATC
TACTGCAGGAAAAAGCGGATTTCAGCTCTCCCAGGATACCCTGAGTGCAGGGAAATGGGAGAGA
CCCTCCCTGAGAAACCAGCCAATCTCACTAATCCTGATGAGGCTGACAAAGTTGGGGCTGAGAA
CACAATCACCTATTCACTTCTCATGCACCCGGATGCTCTGGAAGAGCCTGATGACCAGAACCGTA
TTTAGAAGCTTAAGTTTAAACCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTT
GTTTGCCCCTCCCCCCG

Asi mismo obtuvimos la secuencia de la base de datos de NCBI:

Homo sapiens Fc¢ fragment of IgG, low affinity IIb, receptor (CD32) (FCGR2B), transcript
variant 1, mRNA

agaacatttctttttcacttcccctttcagactccagaatttgtttgeccctctagggtagaatccgeccaagetttgagag
aaggctgtgactgctgtgctctgggecgccagectcgecteccagggagtg ggaatcctgtcattcttacctgtccttgec
actgagagtgactgggctgactgcaagtcccecccagecttggggtcatatgecttectgtggacagectgtgetattecectgge
tcctgttgectgggacacctgcagectccecccaaaggctgtgectgaaactcgagecccagtggatcaacgtgecteccaggagg
actctgtgactctgacatgccgggggactcacagccctgagagcgactccattcagtggttccacaatgggaatctcatt
cccacccacacgcagcccagctacaggttcaaggccaacaacaatgacagcggggagtacacgtgccagactggeccagac
cagcctcagcgaccctgtgcatctgactgtgectttctgagtggetggtgetccagaccecctcacctggagtteccaggagg
gagaaaccatcgtgctgaggtgccacagctggaaggacaagcctctggtcaaggtcacattcttccagaatggaaaatcce
aagaaattttcccgttcggatcccaacttcteccatcccacaagcaaaccacagtcacagtggtgattaccactgcacagg
aaacataggctacacgctgtactcatccaagcctgtgaccatcactgtccaagctcccagctecttcaccgatggggatca
ttgtggctgtggtcactgggattgctgtagcggccattgttgectgectgtagtggeccttgatctactgcaggaaaaagegg
atttcagctctcccaggataccctgagtgcagggaaatgggagagacccteccctgagaaaccagccaatcccactaatcece
tgatgaggctgacaaagttggggctgagaacacaatcacctattcacttctcatgcacccggatgectctggaagagectg
atgaccagaaccgtatttagtctccattgtcttgcattgggatttgagaagaaaatcagagagggaagatctggtatttc
ctggcctaaattcccecttggggaggacagggagatgectgcagttccaaaagagaaggtttcttccagagtcatctacctg
agtcctgaagctccctgtcctgaaagccacagacaatatggtcccaaataaccgactgcaccttectgtgettcagetett
cttgacatcaaggctcttccgttccacatccacacagccaatccaattaatcaaaccactgttattaacagataatagcea
acttgggaaatgcttatgttacaggttacgtgagaacaatcatgtaaatctatatgatttcagaaatgttaaaatagact
aacctctaccagcacattaaaagtgattgtttctgggtgataaaattattgatgatttttattttctttatttttctata
aagatcatatattacttttataataaaacattataaaaacaacattctgtttaccttttcaaggctgtattggttggagt
gtagactgaactgcctggggtctgtttctcttcagtgatgagactcttaggaaggcaggaatggataggatagggggagg
agaggagagtggggatttagaatgtagagtgagtgccccttttcttaaaactgaatacagtcacgcaccacataatgatg
tttagttcaacaacagactgcatatatgatggtgatcccataaaattataataccatatttctattgtaccttttctatt
cctatgtttagatatatgagtacttaccattgtgttacaattgcctaaagtattcagtacagtagcatgctgtacaggtt
tgtagcctaggggcaataggctatacgctacagecctaggtgtgtagtaggccacaccatttaggtttgtataagtacctg
ctatgatgttcacacaacaaaattgcctgcatttctcaaaatgtatccccatatttcaacaatgcatgactgtactctte
tgccaatgaccttgtattcttgtttccatgtcttcttctectttecctecctatggcaaataaaacactgttttgcaacacaa
aaaaaaaaaaaaa

La region en verde es la secuencia del gen que codifica para la proteina del receptor FcyRIIB y en
rosa resalto el codon de inicio. La secuencia de la proteina del receptor es la siguiente:
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MLLWTAVLFLAPVAGTPAAPPKAVLKLEPQWINVLQEDSVTLTCRGTHSPESD
SIOQWFHNGNLIPTHTQPSYRFKANNNDSGEYTCQTGQTSLSDPVHLTVLSEWLVLOQTPHLEFQEGETIVLRCHSWKDKPL
VKVTFFONGKSKKFSRSDPNFSIPOANHSHSGDYHCTGNIGYTLYSSKPVTITVQAPSSSPMGIIVAVVTGIAVAAIVAA
VVALIYCRKKRISALPGYPECREMGETLPEKPANPTNPDEADKVGAENTITYSLLMHPDALEEPDDQONRI

Analizamos la secuencia resultante de nuestro plasmido en NCBI/BLAST para verificar que fuera
la secuencia del receptor FcyRIIB. Los resultados indicaron que efectivamente se alinea con la
secuencia del receptor FcyRIIB, sin embargo analizandola faltan algunos nucledtidos que codifican
para la proteina y ademas hay 3 Gaps que probablemente estén cambiando el marco de lectura:

TACGGGCCCTCTAGACTCGAGCGGCCGCCACTGTGCTGGATATCTGCAGAATTCATGCTTCTGTG
GACAGCTGTGCTATTCCTGGCTCCTGTTGCTGGGACACCTGCAGCTCCCCCAAAGGCTGTGCTG
AAACTCGAGCCCCAGTGGATCAACGTGCTCCAGGAGGACTCTGTGACTCTGACATGCCGGGGGA
CTCACAGCCCTGAGAGCGACTCCATTCAGTGGTTCCACAATGGGAATCTCATTCCCACCCACACG
CAGCCCAGCTACAGGTTCAAGGCCAACAACAATGACAGCGGGGAGTACACGTGCCAGACTGGC
CAGACCAGCCTCAGCGACCCTGTGCATCTGACTGTGCTTTCTGAGTGGCTGGTGCTCCAGACCC
CTCACCTGGAGTTCCAGGAGGGAGAAACCATCGTGCTGAGGTGCCACAGCTGGAAGGACAAGC
CTCTGGTCAAGGCCACATTCTTCCAGAATGGAAAATCCAAGAAATTTTCCCGTTCGGATCCCAAC
TTCTCCATCCCACAAGCAAACCACAGTCACAGTGGTGATTACCACTGCACAGGAAACATAGGCT
ACACGCTGTACTCATCCAAGCCTGTGACCATCACTGTCCAAGCTCCCAGCTCTTCACCGATGGGG
ATCATTGTGGCTGTGGTCACTGGGATTGCTGTAGCGGCCATTGTTGCTGCTGTAGTGGCCTTGATC
TACTGCAGGAAAAAGCGGATTTCAGCTCTCCCAGGATACCCTGAGTGCAGGGAAATGGGAGAGA
CCCTCCCTGAGAAACCAGCCAATCTCACTAATCCTGATGAGGCTGACAAAGTTGGGGCTGAGAA
CACAATCACCTATTCACTTCTCATGCACCCGGATGCTCTGGAAGAGCCTGATGACCAGAACCGTA
TTTAGAAGCTTAAGTTTAAACCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTT
GTTTGCCCCTCCCCCCG

En la secuencia de arriba, resultante de nuestro plasmido, en rojo resalto los nucleotidos que se
alinean con la secuencia del receptor FcyRIIB. Sin embargo, faltan algunos nucleodtidos para la
proteina completa y en verde los 3 nucleo6tidos que no corresponden a la secuencia y por lo tanto la
lectura no es continua.

En la siguiente secuencia que es la que obtuvimos de NCBI resalto en verde los nucledtidos que
faltan en la secuencia de nuestro plasmido y en rojo los que si se alinean aunque con 3 gaps. Por lo
tanto cuando se traduce a la proteina en la secuencia de aminoécidos faltan algunos (marcados en
azul en la cadena de aminoacidos de nuestro receptor de interés arriba mencionada) y ademas tenia
dos aminoécidos cambiados (marcados en rojo de la cadena de aminoacidos arriba mencionada, los
cuales podrian estar cambiando el marco de lectura.)

gggagtgatgggaatcctgtcattcttacctgtccttgccactgagagtgactgggctgactgcaa
gtccccccagecttggggtcatatgecttectgtggacagetgtgectattecctggectecctgttgetgg
gacacctgcagctcccccaaaggctgtgctgaaactcgageccccagtggatcaacgtgcteccagga
ggactctgtgactctgacatgccgggggactcacagccctgagagcgactccattcagtggtteca
caatgggaatctcattcccacccacacgcagcccagctacaggttcaaggccaacaacaatgacag
cggggagtacacgtgccagactggccagaccagcctcagcgaccctgtgcatctgactgtgettte
tgagtggctggtgctccagaccecctcacctggagttccaggagggagaaaccatecgtgetgaggtg
ccacagctggaaggacaagcctctggtcaaggtcacattcttccagaatggaaaatccaagaaatt
ttccecgttecggatcccaacttecteccatecccacaagcaaaccacagtcacagtggtgattaccactg
cacaggaaacataggctacacgctgtactcatccaagcctgtgaccatcactgtccaagctecccag
ctcttcaccgatggggatcattgtggctgtggtcactgggattgctgtagecggccattgttgetge
tgtagtggccttgatctactgcaggaaaaagcggatttcagctctcccaggatacecctgagtgecag
ggaaatgggagagaccctccctgagaaaccagccaatcccactaatcctgatgaggctgacaaagt
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tggggctgagaacacaatcacctattcacttctcatgcacccggatgectctggaagagecctgatga
ccagaaccgtatttagtctccattgtcttgcattgggatttgagaagaaaatcaga

Con estos resultados podemos decir que el plasmido que tenemos para transfectar las células esta
defectuoso en cuanto a los nucleotidos que codifican para el receptor FcyRIIB lo cual explicaria
porque no obtuvimos células NIH3T3 que expresaran el receptor FcyRIIB. Sin embargo al
momento de seleccionarlas con el antibidtico G418, las células proliferan lo que indica que la
transfeccion si funciond, debido a que el plasmido contiene resistencia al antibidtico por lo que las
células no mueren en cultivo, pero el receptor FcyRIIB no se encuentra en las células debido a que
la secuencia que codifica para dicho receptor esta defectuosa.

Construccion de un plasmido que contenga el cDNA que codifique para el receptor FcyRIIB

Para la obtencidon de un plasmido con el receptor FcyRIIB funcional compramos un plasmido para
asegurarnos que ahora si tendremos uno con la secuencia correcta. Se compro el plasmido pCMV6-
XL5 de ORIGENE con el inserto para el receptor FcyRIIB. Sin embargo, este plasmido no tiene
resistencia a geneticina (G418) para seleccionarlas en cultivo. Es por eso que a su vez adquirimos
otro vector que contiene resistencia a G418 el pCMV6-Neo, por lo que separamos el inserto
FcyRIIB del pldsmido pCMV6-XL5 y lo insertamos al vector pCMV6-Neo para obtener un
plasmido con la secuencia de FcyRIIB y ademas con la resistencia al antibidtico G418.

*El pCMV6-XL5 contiene el inserto correspondiente al receptor FcyRIIB clonado entre los sitios
de restriccion Eco R1 y Sal 1. Este plasmido tiene presente dos sitios Not 1, una vez antes de Eco
R1 y una vez después del sitio Sal 1. Por lo tanto el cDNA de FcyRIIB puede ser removido del
plasmido usando la enzima Not 1.

Asi mismo el pPCMV6-Neo también puede ser cortado con la enzima Notl y una vez abierto, aqui es
donde reconocera el inserto FcyRIIB, por lo que al hacer la ligacion tendremos un plasmido con
resistencia a G418 y con el cDNA FcyRIIB.

Tamanos moleculares pb:

pCMV6-XL5 4482

PCMV6-Neo 5838

Inserto cDNA FcyRIIB 1600

1.- se transformaron bacterias E.coli cepa DH5a con los plasmidos pCMV6-XL5 y pCMV6-Neo

Estas bacterias se sembraron en placas de agar con ampicilina, ya que los plasmidos tienen el gen de
resistencia a este antibidtico. Se sembraron:

* Una placa sin antibiotico + bacterias competentes ( las bacterias crecieron en toda la placa)

* Una placa con antibiotico + bacterias competentes ( no crecieron colonias de bacterias)

* Una placa con antibiotico + bacterias competentes con el plasmido pCMV6-XL5 ( si crecieron
bacterias en colonias)

* Una placa con antibidtico + bacterias competentes con el plasmido pCMV6-Neo ( si crecieron
bacterias en colonias)
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2.- Purificacion de los plasmidos por Mini -Prep con un kit de la compafita QIAGEN .

Una vez crecidas las colonias de bacterias se sembraron en medio LB para obtener cultivo saturado.
Se usaron 9 ml de cultivo saturado con los plasmidos pPCMV6-XL5 y pCMV6-Neo y se purificaron
los plasmidos

3.- Electroforesis del DNA en gel de Agarosa al 1%.

Para corroborar que los plasmidos purificados fueran los correctos y estuvieran en condiciones
optimas, se realiz6 una digestion de ambos plasmidos pPCMV6-XL5 y pCMV6-Neo con la enzima
EcoR1 ya que esta enzima corta una sola vez ambos plasmidos y por lo tanto los hace lineales para
observar que realmente tengan el tamafio molecular adecuado, se corrieron en un gel de agarosa al
1% con bromuro de etidio (figura 14) y se observo que tuvieran los tamafios moleculares
adecuados ( pCMV6-XLS5 = 4482 pb y PCMV6-Neo = 5838 pb). En el gel se comprobd que
efectivamente ambos plasmidos tienen los tamafios moleculares esperados indicando que se
purificaron bien y que estan buen estado.

pCMVE-XLSEco R1  pCMVE-Neo/Eco R1

pCMVE-XLS | pCMVE-Neo

g et

O

Figura 14.- Electroforesis en gel de agarosa para los plasmidos pCMV6-XL5 y pCMV6-Neo. Ambos
plasmidos se digirieron con la enzima Eco R1 para hacerlos lineales y observar que tengan los tamafios
moleculares esperados.

4.- Digestion del plasmido pCMV6-XL5 con la enzima de restriccion Not 1.

Sabiendo que los plasmidos estan en buen estado y que son funcionales, se procedié a cortar el
pCMV6-XLS5 con la enzima Not 1 la cual separa el inserto del cDNA FcyRIIB del resto del
plasmido tal como se mencion6 en material y métodos.

Después de la digestion, el plasmido se someti6 a electroforesis en un gel de agarosa al 1% para
verificar que el fragmento se haya separado correctamente y que haya una banda que corresponda al
inserto de 1600 pb. El resultado indica que la enzima Not 1 separa efectivamente el inserto del
cDNA FcyRIIB del resto del plasmido (figura 15) ya que aparece una banda de 1600 pb
correspondiente a este cDNA separada del resto del plasmido.
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Not 1 Sin enzima

A

Figura 15.- Digestion del plasmido pCMV6-XL5 con la enzima de restriccion Not 1. Se observa que
efectivamente se separa el inserto del cDNA FcyRIIB del resto del plasmido con un tamafio de 1600 pb.
También se observa en el gel que con la enzima Eco R1 el plasmido se hace lineal y se aprecia mejor
comparandolo con el plasmido sin digerir (sin enzima).

5.- Electroforesis en gel de agarosa de bajo punto de fusion.

Estando seguros de que con la enzima Not 1 se separa el inserto de forma correcta se realizd6 una
electroforesis en gel de agarosa de bajo punto de fusion, debido a que este tipo de agarosa permite
extraer de forma mds pura el fragmento de DNA de interés. Para esto se hizo la digestion del
plasmido pCMV6-XL5 con la enzima Not 1.

Al someter a una electroforesis los productos de la digestion, se observa que se separd
correctamente (figura 16) quedando una en la banda de 1600 pb correspondiente al inserto del
cDNA FcyRIIB, las bandas correspondientes al inserto cDNA FcyRIIB se cortaron cuidadosamente
con un bisturi, se colocaron en tubos eppendorf y se guardaron a 4°C para posteriormente separar
este DNA del resto del gel y asi poder quedarnos tnicamente con el cDNA FcyRIIB puro.

Sin enzima

pb
10000 —»

3000 =—»
1500 —»
1000 —»

Figura 16.- Electroforesis en gel de agarosa de bajo punto de fusion para separar el inserto del cDNA
FcyRIIB. se realizo una digestion del plasmido pCMV6-XLS5 con la enzima Not 1 y se someti6 a una
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electroforesis en gel de agarosa de bajo punto de fusidn para posteriormente cortar las bandas
correspondientes al inserto y separarlas del gel.

6.- Purificacion del DNA correspondiente al inserto cDNA FcyRIIB mediante QIAEX II Gel
extraction kit.

Del fragmento del gel de bajo punto de fusion que cortamos se purificoé el cDNA FcyRIIB y
posteriormente se cuantific6 en un Nanodrop obteniendo 62.5 ng/ul. Para asegurarnos que
efectivamente esas cantidades de DNA correspondian al inserto cDNA FcyRIIB se corrié en un gel
de agarosa al 1% (figura 17) y observamos efectivamente una sola banda de 1600 pb indicando que
la purificacion del inserto fue correcta.

FcyRIIB Plasmido entero

cand Ea

Figura 17.- Electroforesis del cDNA FcyRIIB purificado del gel de bajo punto de fusion. Como se observa en
la figura las bandas correspondientes al cDNA FcyRIIB caen en 1600 pb indicando que se purifico de manera
correcta el inserto, asi mismo en la figura se observa el plasmido sin cortar para ver la diferencia entre las
bandas.

7.- Ligacion del inserto ¢cDNA FcyRIIB con el vector pPCMV6-Neo.

Para poder ligar el inserto en el vector pPCMV6-Neo primero se hizo la digestion del vector con la
enzima Not 1, ( Not 1 corta dos veces el vector en el sitio de clonacion multiple y en este sitio es
donde se ligard el inserto). Una vez cortado el vector y teniendo el inserto puro, se realizd la
ligacion utilizando la enzima ligasa. Esta ligacion se amplifico en bacterias competentes (E. coli de
la cepa DH5a) para posteriormente purificar el plasmido de interés con el inserto cDNA FcyRIIB y
ademas con el gen de resistencia al antibiotico G418 para seleccionar las células en cultivo.

La transformacion de las bacterias con la ligacion del vector y el inserto se sembré en placas de
agar con los respectivos controles (Figura 18)
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1 2 3

Figura 18.- 1. Placa de agar sin antibidtico y con bacterias competentes sin transformar ( las bacterias deben
crecer en toda la placa) 2 .Placa de agar con ampicilina y bacterias competentes transformadas con el
plasmido ligado (deben crecer las colonias de bacterias con nuestro plasmido de interés )3. Placa de agar con
ampicilina y bacterias competentes sin transformar ( no deben de crecer bacterias en la placa)

Tal como se observa en las placas las colonias de bacterias esperadas crecieron de la manera
correcta, indicando la ligacion del plasmido pCMV6-Neo con el inserto. Sin embargo, ahora existe
la posibilidad de que en algunas colonias la ligacion pudieron haber quedado con el inserto de
forma errénea (al revés) y en otras de forma correcta, por lo cual para estar seguros de tener una
colonia con el inserto ligado de forma correcta, se tomaron al azar cuatro colonias de la placa de
agar las cuales se crecieron en 5 ml de medio LB para obtener un cultivo saturado y posteriormente
purificar estos plasmidos por miniprep.

Para corroborar que estos plasmidos purificados realmente tienen el inserto ligado, se realiz6 una
digestion con la enzima Eco R1 (corta una sola vez el plasmido) y se realizo una electroforesis en
un gel de agarosa (figura 19) para ver si el tamafio molecular corresponde a 7438 pb ya que este es
el tamafio que deberia tener el nuevo plasmido ligado con el inserto. En el gel nos dimos cuenta de
que las colonias 1 no tiene el tamafio esperado, tiene aproximadamente 5000 pb indicando que no
hay inserto en esta colonia, las colonias 2, 3 y 4 si tienen el tamano esperado indicando que estas
colonias si tienen el inserto ligado.

Asi mismo para ubicar la colonia con el inserto ligado de manera correcta se hizo un analisis de
restriccion para encontrar una enzima que cortara tanto el inserto como el vector de forma dispareja
y asi al hacer la digestion con la enzima, en un gel de agarosa se observen bandas diferentes entre
las colonias con el inserto en la forma correcta y las colonias con el inserto de forma incorrecta.

Buscando todas las enzimas posibles encontramos que la enzima Pst 1 corta dos veces el inserto,
una vez en 1107 pb y otra vez en 1714 pb y ademas corta una vez el vector en 3904 pb por lo que al
hacer una digestion de los plasmidos purificados con esta enzima se observaran 3 bandas en el gel;
una a las 4641 pb, otra a las 2190 pb y otra a las 607 pb para el vector ligado con el inserto de forma
correcta y para el vector ligado con el inserto de forma incorrecta se observaran 3 bandas; una a las
5667 pb, otra a las 1467 pb y otra a las 607 pares de bases.

Teniendo la certeza de estar utilizando la enzima correcta para resolver este problema se hizo una
digestion de los plasmidos purificados y sometieron a una electroforesis en un gel de agarosa al 1%
(figura 19) los resultados muestran que solo las colonias 2 y 4 dan las 3 bandas esperadas y las
bandas de ambas colonias tienen los tamafios moleculares esperados para el vector con el inserto
ligado de forma correcta.
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Figura 19.- Digestion de los plasmidos ligados y purificados con la enzima Pst 1 y Eco R1. Se observa que
con la enzima Eco R1 solo se corta una vez y se hace lineal para descender en el tamafio molecular al que
corresponde. De las 4 colonias se observa que unicamente la colonia 1 no tiene el tamafio esperado indicando
que esta colonia no ligo de forma correcta el inserto.

Asi mismo con la enzima Pst 1 se observa que unicamente las colonias 2 y 4 dan las 3 bandas esperadas para
el inserto ligado de forma correcta, sin embargo las colonias 1 y 3 no dan las bandas esperadas.

De las dos colonias resultantes con el inserto ligado de forma correcta se eligio la colonia 2 para
amplificar el plasmido por maxi prep, se realizo un cultivo saturado y se purifico el plasmido; una
vez purificado se hizo una digestion del mismo con las enzimas Pst 1, Not 1 y Eco R1 para estar
seguros de tener el plasmido correcto y con el vector de ligado de forma correcta.

Pst-1: se obtienen 3 bandas, a las 4641, 2190 y 607 pares de bases.

Eco R1: corta una sola vez el plasmado y se vera solo una banda a los 7438 pares de bases

Not 1: corta el plasmido 2 veces y separa el inserto del DNA deseado (cDNA FcyRIIB)

posteriormente estas digestiones se sometieron a una electroforesis en un gel de agarosa al 1%
(Figura 20) para verificar que al cortar este pldsmido con estas enzimas den las bandas con los
tamafios esperados respectivamente. Los resultados muestras que efectivamente este pldsmido da
las bandas esperadas y que tiene el inserto ligado en una forma correcta ya que con la enzima Not 1
se separa el inserto del cDNA FcyRIIB y con la enzima Pst 1 da tres bandas con los tamafios
correspondientes a los 3 cortes de esta enzima al tener el inserto ligado en la posicion correcta.
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Figura 20.- Digestion del plasmido con el inserto ligado de forma correcta con las enzimas Not 1, Eco R1 y
Pst 1. Se observa en el gel que todas las enzimas dan las bandas con los tamafios correctos y con la enzima
Not 1 se separa el inserto del cDNA FcyRIIB, asi mismo al cortarla con la enzima Pst 1 da las tres bandas
con los tamatfios esperados al tener el inserto ligado de forma correcta.

Teniendo ahora si un plasmido bien construido con el inserto del cDNA FcyRIIB y ademés con un
gen de resistencia al antibiotico G418, se procedio a transfectar células NIH3T3.

Transfeccion de células NIH3T3 con FcyRIIB utilizando nucleofector
Se realizaron 4 transfecciones diferentes y las células se dejaron en cultivo.

Una vez transfectadas las células, a las 48 horas se les retird el medio de cultivo y se agregd medio
RPMI suplementado mas antibiotico G418 500 pg/ml para seleccionarlas. Posteriormente cuando
alcanzaron la confluencia se realiz6 una inmunoflorescencia a las diferentes transfecciones
utilizando el anticuerpo IV.3 para detectar el receptor FcyRIIB en la membrana de las células
NIH3T3 (Figura 21).

Los histogramas demostraron que las transfecciones dan resultados similares ya que en las
transfecciones 1, 2, 3 se ven dos poblaciones celulares una con el receptor y otras sin el receptor
esto debido a que alcanzaron la confluencia en pocos dias, por lo cual no se alcanzaron a
seleccionar en cultivo totalmente. Sin embargo, estas células se dejaron en cultivo bajo la presion
del antibidtico G418 para que se hicieran poblaciones homogéneas de células NIH3T3 que expresen
el receptor FcyRIIB. En cuanto a la transfeccion numero 4 se observa en el histograma que la
mayoria de las células no expresan el receptor FcyRIIB, de igual forma se dejaron en cultivo bajo la
presion del antibiotico G418, pero estas células se murieron por completo en cultivo.
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Figura 21.- Inmunoflorescencia para el receptor FcyRIIB en células NIH3T3 transfectadas, utilizando el
anticuerpo IV.3 para detectarlo. En morado control de fluorescencia, en verde células sin transfectar con
anticuerpo [V.3 y FITC y en azul y rojo células transfectadas con anticuerpo IV.3 y FITC. Se observa que la
transfeccion nimero 4 practicamente no tiene células que expresen el receptor. Sin embargo para las
transfecciones 1, 2, y 3 si se observa una poblacion de células con el receptor pero también se observan
células sin el receptor, esto debido a que no se han seleccionado por completo estas células en cultivo.

Las células de las Transfecciones 1, 2 y 3 alcanzaron la confluencia después de un tiempo de
seleccion con el antibidtico G418 y se expandieron a cajas T-25 para obtener un niimero mayor de
células, una vez alcanzada la confluencia se les realizO nuevamente una tincion una
inmunoflorescencia (Figura 22) para observar si realmente expresan el receptor FcyRIIB.
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Figura 22.- Inmunoflorescencia para el receptor FcyRIIB en células NIH3T3 transfectadas y seleccionadas
en cultivo con el antibidtico G418. A) En morado control de fluorescencia, en azul transfeccion 2, verde
transfeccion 1 y rojo Transfeccion 3. Todas las células marcadas con anticuerpo IV.3 y FITC. B) En morado
control de fluorescencia y en verde células de la transfeccion 3 marcadas con IV.3 y FITC, se observa que
estas células expresan el receptor FcyRIIB y que el histograma es idéntico al control positivo con neutrofilos
en C. C) control positivo con neutrofilos, en morado control de fluorescencia y en verde marcados con [V.3 y
FITC.

Asi mismo para ver que la técnica y anticuerpos funcionan se realizd un control positivo con
neutro6filos utilizando el mismo anticuerpo IV.3 que detecta el receptor FcyRIIA que los neutrofilos
expresan de forma natural. Los resultados demuestran que la seleccion de las células transfectadas
con el antibidtico G418 realmente funciona, por lo que ahora se ven una mayor cantidad de células
con la expresion del receptor FcyRIIB en el caso de la transfeccion numero 3 (figura 22 A).

para la transfeccion 3 se observa que todas las células expresan el receptor, sin embargo para la
transfeccion 1 aun hay dos poblaciones de células unas con el receptor y otras sin el receptor y
finalmente para la transfeccion 2 se puede ver que la mayoria de las células no expresan el receptor.

Por otro lado el control positivo con neutréfilos demuestra que los anticuerpos funcionan
correctamente y muestran como se deberia ver la poblacion celular que expresan el receptor
FcyRIIB, tal es el caso de la transfeccion 3 (Figura 22 B) que se ve idéntico al control positivo
indicando que las células NIH3T3 de esta transfeccion expresan en sus membranas el receptor
FcyRIIB, por lo que estas células se expandieron en cultivo bajo la presion del antibidtico G418 y se
congelaron varios viales para preservarlas hasta el momento de utilizarlas.
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Obtencion de monocitos (THP-1) que expresen el receptor FcyRIIIB

Transfeccion de células THP-1 (Monocitos) por Nucleofector con plasmido que contiene el cDNA
que codifica para el receptor FcyRIIIB.

Para obtener THP-1 transfectadas con el receptor FcyRIIIB se procedi6 a estandarizar la técnica de
transfeccion para estas células por el método de electroporacion y el plasmido que expresa la
proteina verde fluorescente (GFP) .

Encontramos que con el programa Y-001 del nucleofector y 5 pg de plasmido se obtiene mayor
cantidad de células positivas a la transfeccion (Figura 23)
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Figura 23.- Transfeccion de células THP-1 por electroporacion con las condiciones optimas.

Después de comprobar que se pueden transfectar con buena eficiencia las células THP-1 se
procedid a transfectarlas con el pldsmido que contiene el cDNA que codifica para el receptor
FcyRIIIB. Para esto se transformaron bacterias E.coli de la cepa DH5a con el plasmido cDNA
FcyRIIIB para hacer cultivos saturados y posteriormente se purificd el DNA utilizando QIAfilter
Plasmid Maxi Kits de QTAGEN.

Se utilizé el programa Y-001 del nucleofector y 5 ug del plasmido purificado, posterior a las 48
horas de la transfeccion se agreg6 medio RPMI suplementado mas antibidtico G418 500 pg/ml
para seleccionar a las células positivas. Alcanzada la confluencia se hizo una inmunoflorescencia
utilizando los anticuerpos 3G8 que reconoce al receptor FcyRIIIB 10 pg/ml y FITC (1:400).

Los resultados se analizaron en el citometro de flujo.

Se realizaron 3 transfecciones diferentes y los resultados muestran que hay dos transfecciones que
resultaron totalmente positivas, es decir que expresan el receptor FcyRIIIB en su membrana ( azul y
rosa) comparadas con las células sin transfectar (verde) (Figura 24), las células correspondientes a
la transfeccion azul y rosa se expandieron en cultivo para tener un numero suficiente y probar la
funcionalidad del receptor FcyRIIIB en estas células.
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Figura 24.- Histograma de 3 transfecciones diferentes de células THP-1 con el receptor FcyRIIIB. En morado
control de fluorescencia, en verde células THP-1 sin transfectar con el anticuerpo 3G8 y FITC. En azul, rosa
y rojo células THP-1 transfectadas con el anticuerpo 3G8 y FITC. Se observa que dos transfecciones (Azul y
Rosa) expresan claramente el receptor FcyRIIIB y que la transfeccion en rojo también expresa el receptor
pero no tan claramente como las dos anteriores comparadas con las células sin transfectar (en verde).

Después de 4 semanas de mantener en cultivo las células de las transfecciones azul y rosa se realizo
otra tincion de inmunoflorescencia para corroborar que efectivamente las células expresaran el
receptor FcyRIIIB y que no perdieran la expresion. Esto para asi estar seguros de experimentar con
el receptor FcyRIIIB en las células THP-1(Figura 25). Los resultados demuestran que las células
THP-1 no perdieron la expresion del receptor FcyRIIIB y que se mantiene a travez del tiempo bajo
la presion del antibiotico G418.
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Figura 25.- Histograma de células THP-1 que expresan el receptor FcyRIIIB después de 4 semanas en
cultivo. En morado control de fluorescencia, en azul THP-1 sin transfectar con anticuerpo 3G8 y FITC, en
rosa y verde THP-1 transfectadas con anticuerpo 3G8 y FITC. Se observa que estas células THP-1 no
pierden la expresion a través del tiempo.
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Funcionalidad del receptor FcyRIIIB en células THP-1

Para ver si las células THP-1 que expresan el receptor FcyRIIIB lo mantienen ““funcional” y poder
utilizar estds cé€lulas para dilucidar la via de sefializaciébn que desencadena este receptor. Se
realizaron diferentes ensayos, como en los que se ha visto que participa el receptor FcyRIIIB en
neutrofilos, tales como son: movilizacion de Ca?" intracelular, se sabe que en neutrofilos este
receptor moviliza Ca?" intracelular; activacion de la via de las MAPKs por Western Blot, se a visto
en neutrofilos que este receptor activa la via de las MAPKSs para promover de factores nucleares y
medicion de la activacion de NF-«kB utilizando FACS, en neutrofilos estd descrito que el receptor
FcyRIIIB activa NF-kB para accionar diversos factores de transcripcion.

Movilizacién de Ca?* intracelular estimulando el receptor FcyRIIIB en THP-1 transfectadas

Para medir la movilizacion de Ca?" intracelular se colocaron 100 millones células en PBS 1X + 1.5
mM de Ca?" y 1.5mM de Mg?"y posteriormente se cargaron las células con Fura-2-AM a 10 uM.
Posteriormente, se incubaron las células cargadas de Fura-2-AM con el anticuerpo 3G8 (que
reconoce al receptor FcyRIIIB) a una concentracion de 10 pg/mL para poder medir la movilizacion
de Ca?" intracelular estimulando este receptor. Las muestras se leyeron en un espectrofluorimetro.
Para estimular el receptor se utilizd6 un entrecruzador F(ab')2 goat anti-mouse IgG 60 pg/mL
después de los 60 segundos del registro.

Se probaron los dos cultivos celulares que anteriormente se habia visto que expresan el receptor
FcyRIIIB (Figura 26).
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Figura 26.- Movilizacion de Ca?" intracelular en células THP-1 estimulando el receptor FcyRIIIB. Las
células THP-1 transfectadas con el receptor FcyRIIIB se cargaron con Fura-2-AM para medir la movilizacion
de Ca?" intracelular al estimular el receptor. Como se observa en la figura no se detecta movilizacion de Ca?*
intracelular al estimular el receptor FcyRIIIB con ninguna de los dos cultivos celulares que se habia visto que
expresaban el receptor FcyRIIIB, al dar el estimulo a los 60 segundos no se detecta ningin cambio en las
concentraciones de Ca?' intracelular.

Como se observa en la figura 26, no se detect6 movilizaciéon de Ca?" intracelular estimulando el
receptor FcyRIIIB en células THP-1, lo que nos indica que tal vez este receptor no es funcional en
estas células. Para confirmar que la técnica empleada fuera funcional o que las células THP-1
transfectadas con el receptor FcyRIIIB funcionan y que por tanto no se observaba movilizacion de
Ca?" debido al receptor y no a que la célula no responde. Se repitieron estos experimentos con las
mismas células pero ahora estimulando el receptor FcyRIIA utilizando el anticuerpo IV.3 10 pg/
mL; ya que se ha visto que este receptor también aumenta los niveles de calcio y las THP-1 lo
expresan naturalmente.
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Figura 27.- Movilizacién de Ca?" intracelular en células THP-1 estimulando el receptor FcyRIIA. Las células
THP-1 transfectadas con el receptor FcyRIIIB se cargaron con Fura-2-AM para medir la movilizacion de
Ca?" intracelular al estimular el receptor FcyRIIA que naturalmente es expresado en estas células. Se observa
a los 60 segundos que se dio el estimulo un aumento en la concentracion de Ca?* intracelular indicando que
el receptor FcyRIIA en nuestras células transfectadas si responden para y que incrementan los niveles de Ca?*
intracelular.
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Los resultados demuestran que estimulando el receptor FcyRIIA de las células THP-1 transfectadas
si se ve movilizacion de Ca?" intracelular (Figura 27), lo cual indica que las células son funcionales
y que no se observa movilizacion de Ca?* estimulando el receptor FcyRIIIB probablemente porque
este receptor no es funcional en esta linea celular o que a estas células les falta la maquinaria
necesaria para activar la via de sefializacion que lleva a cabo el receptor FcyRIIIB para la
movilizacion de Ca’' . Ya que como sabemos que este receptor se ancla a la célula de manera
diferente a los demas.

Debido a que no se observo movilizacion de Ca?* intracelular en las THP-1 transfectadas con el
receptor FcyRIIIB, se analiz6 nuevamente la presencia de este receptor en las células THP-1 para
verificar que aun lo expresen y descartar la posibilidad de que no se detectaba movilizacion de Ca*
intracelular debido a la ausencia del receptor. Para esto se realizd otra inmunoflorescencia a las
células THP-1 Transfectadas con el receptor FcyRIIIB utilizando el anticuerpo 3G8.

El andlisis de estas células en el citometro nos mostrd que si expresan el receptor en su membrana
(Figura 28), ya que en el histograma se observa que las cé€lulas alin conservan la expresion del
receptor FcyRIIIB.
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Figura 28.- Inmunoflorescencia del receptor FcyRIIIB en células THP-1. En morado control de
fluorescencia, verde células THP-1 sin transfectar con 3G8+FITC, rosa y azul células THP-1 transfectadas
con 3G8+FITC. Se observa que las células atin conservan la expresion del receptor.

Debido a que no comprobamos la funcionalidad del receptor FcyRIIIB en células THP-1 por
movilizacion de Ca?* intracelular utilizamos otro método para comprobar la funcionalidad del
receptor.
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Western Blot de células THP-1 transfectadas con FcyRIIIB para identificar pERK

Utilizamos Western blot para identificar pERK estimulando el receptor FcyRIIIB con anticuerpo
3G8, ya que se ha observado que en neutrofilos este receptor activa la via de las MAPKs.

Para estimular las células y hacer el Western blot:

Se utilizé el anticuerpo primario 3G8 a una concentracion de 10pug/mL durante 30 minutos
posteriormente se entrecruz6 con F(ab’)2 las muestras correspondientes durante 10 minutos. Una
vez estimuladas las células, se lisaron con buffer RIPA mas un coctel de inhibidores de proteasas.

Se recuperaron las proteinas y se sometieron a una electroforesis en un gel de acrilamida al 8%,
después se transfirieron las proteinas a una membrana de PVDF. Posteriormente se incubo la
membrana con el anticuerpo primario correspondiente (Rabbit anti MAPK(ERK1) 1/1000 y Mouse
monoclonal IgG anti p-ERK 1/1000) después de 3.5 horas se lavd la membrana con TBS-T para
posteriormente incubarla con el anticuerpo secundario correspondiente (HRP F(ab)2 goat anti
Rabbit 1/3000 y HRP F(ab)2 goat anti Mouse 1/3000). Finalmente se reveld la membrana
utilizando Immobilon Western Chemiluminescent HRP sustrate.

Los resultados nos indicaron que estimulando el receptor FcyRIIIB con el anticuerpo 3GS8 y
entrecruzando con F(ab)2 en las células THP-1 transfectadas, si observamos activacion de la via de
las MAPKs ya que se pudo detectar la presencia de ERK fosforilado. Sin embargo, al poner las
mismas células sin estimulo o solo con el anticuerpo 3G8 y sin entrecruzar no se detecta ERK
fosforilado indicando que al entrecruzar el receptor FcyRIIIB en las THP-1 hay una respuesta
celular que lleva a la activacion de la via de las MAPKSs, lo cual demuestra que el receptor en estas
células ademas de estar expresado es funcional (Figura 29).
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Figura 29 .- Western blot de células THP-1 transfectadas con el receptor FcyRIIIB para identificar ERK total
(control de carga) y pERK. Como se observa en la figura, estimulando las células THP-1 con el anticuerpo
3G8 (que identifica especificamente al receptor FcyRIIIB ) y entrecruzandolo con F(ab)2 se activa la via de
las MAPKs indicando la funcionalidad del receptor FcyRIIIB en las células THP-1.

Para corroborar estos resultados se repitio el experimento, pero ahora utilizando un control positivo.
Se utilizé como control positivo el receptor FcyRIIA (presente de forma natural en las THP-1) ya
que se ha visto que también activa la via de las MAPKs al ser estimulado, para esto se estimularon
las mismas células THP-1 transfectadas con el anticuerpo IV.3 y se entrecruzé de la misma forma
que con el receptor FcyRIIIB.

Los resultados fueron los mismos que en el experimento pasado ya que se observa ERK fosforilado
al estimular y entrecruzar el receptor FcyRIIIB en las THP-1, asi mismo se observa que estimulando
y entrecruzando el receptor FcyRIIA en estas células se activa la via de las MPKs ya que se detecta
ERK fosforilado. Ademas comparando la respuesta de estos dos receptores en las mismas células, se
puede observar que el receptor FcyRIIIB da una sefial mayor indicando que este receptor es mas
efectivo en la activacion la via de las MAPKs (Figura 30). Los resultados refuerzan el hecho de la
funcionalidad del receptor FcyRIIIB en las células THP-1.

3G8+F(
ab)2

KD .- 3G8 IV.3 IV.3+F(ab)2

ERK

pERK

Figura 30.- Western blot de células THP-1 estimulando el receptor FcyRIIIB y FcyRIIA para identificar ERK
total (control de carga) y ERK fosforilado. Los resultados indican que el estimulo y entrecruzamiento de
ambos receptores activa la via de las MAPKs en las células THP-1 transferidas, asi mismo se ve una mayor
sefial con el receptor FcyRIIIB que con el FcyRITA comprobando que el receptor FcyRIIIB es funcional en
estas células.

Finalmente para asegurar que la activacion de la vida de las MAPKs se debe a la activacion del
receptor FcyRIIIB en las THP-1 y no solo a el entrecruzamiento por si solo, se realiz6 un Western
blot con un tratamiento igual tanto a células THP-1 sin transfectar como a las células THP-1
transfectadas con el receptor FcyRIIIB. Estimulando en ambos casos con el anticuerpo 3GS8 y
entrecruzador.
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Con estos resultados compruebo la funcionalidad del receptor FcyRIIIB en las células THP-1 ya que
al activarlo se activa la via de las MAPKs como anteriormente se habia demostrado y en el caso de
las células THP-1 sin transfectar no se activa la via de las MAPKs debido a que el receptor

FcyRIIIB no se encuentra en estas células, asegurandonos que el receptor FcyRIIIB es funcional en
estas células (Figura 31).
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Figura 31.- Western Blot de células THP-1 transfectadas y células THP-1 sin transfectar para detectar pERK
estimulando el receptor FcyRIIIB. Se observa que unicamente con las células transfectadas se activa la via

de las MPKs indicando que el receptor se estimula de la forma adecuada y que es funcional en las células
THP-1.

55



Estimulacion del receptor FecyRIIIB en THP-1 para medir activacion de NF-kB utilizando
FACS

Para ver si el receptor FcyRIIIB ademas de activar la via de las MAPKs también activa NF-kB tal
como sucede en neutrofilos. Estimulamos el receptor de FcyRIIIB en las THP-1 para medir la
fosforilacion de NF-kB por citometria de flujo. En neutrofilos se ha visto que al estimular el
receptor FcyRIIIB y entrecruzarlo es capaz de inducir activacion de NF-kB independientemente de
la asociacion con cualquier otro receptor, es por eso que medimos la activacion de NF-xB en células
THP-1 transfectadas con el receptor FcyRIIIB.

Para medir la activaciéon de NF-«kB: Se estimul6 el receptor FcyRIIIB usando el anticuerpo 3GS8 a
10 ug/mL y se entrecruzé con F(ab)2 60 pg/mL. Posteriormente a esto se extrajeron los nucleos y
se les realiz6 una inmunoflorescencia utilizando el anticuerpo anti- p50 (2.5 pg/mL). Los resultados
nos sugiere que el estimulo y entrecruzamiento del receptor FcyRIIIB en las células THP-1
efectivamente activa NF-kB ya que se detectd un incremento de p5S0 fosforilado en nucleo (Figura
32) comparandolo con el p50 basal.
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Figura 32 .- Andlisis de citometria de flujo para medir activacion de NF-xB estimulando el receptor FcyRIIIB
en células THP-1. Se observan en las graficas de puntos células (R1) y nucleos (R2) separados y en el
histograma control de fluorescencia de nucleos (morado) p50 basal (verde) y p50 fosforilado (azul). Se
alcanza a detectar un incremento de p50 fosforilado en el ntcleo de las células indicando que la activacion y
entrecruzamiento del receptor FcyRIIIB activa NF-xB en las células THP-1.
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Con estos resultados se asegura que las células THP-1 transfectadas con el receptor FcyRIIIB
ademas de expresarlo, lo mantienen funcional y que se comporta de forma parecida que en
neutrofilos. Sin embargo, debido a que no observamos movilizacion de calcio intracelular, nos lleva
a pensar que les falta alguna molécula a estas células que no permite realizar esta accion. En
contraste, este es un camino interesante a seguir en futuros proyectos, ademas de que con estas
células se podra dilucidar la via de sefializacion que desencadena el receptor FcyRIIIB en la
respuesta inmune.
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Discusion

Los FcyR estan expresados en una variedad de células del sistema inmune incluyendo monocitos,
macrofagos, neutrofilos, eosindfilos, células dendriticas, mastocitos, células B y T, basofilos y
células NK. En estas células desencadenan diferentes vias de sefializacion para diferentes funciones
como la fagocitosis, degranulacion y generacion de citocinas proinflamatorias. Es por esto que
estudiar la respuesta de cada FcyR por separado a través de su via de sefializacion resulta de gran

utilidad para comprender el papel de los receptores Fc en la respuesta inmune (1,4).

Por otro lado con las técnicas de transfeccion celular podemos expresar una molécula deseada en
una célula que naturalmente no la expresa, lo que nos permite estudiar entre otras cosas, el
comportamiento de la molécula en cuestion en otros tipos celulares, analizar la molécula deseada
cuando naturalmente es dificil por el tipo de célula al que pertenece y dilucidar de una forma mas
facil el papel de la molécula en la respuesta celular. En este trabajo utilizamos la técnica de
transfeccion para expresar los receptores FcyRIIA y FcyRIIB de humano en fibroblastos de raton
(NIH3T3) y el receptor FcyRIIIB en monocitos humanos (THP-1).

Utilizamos dos técnicas de transfeccion; una fue con lipofectamina 2000 y la otra técnica utilizada
fue la electroporacion con Nucleofector. Para observar qué técnica resultaba mas eficiente
utilizamos un pldsmido con GFP. Nosotros observamos que la técnica de electroporacion con
Nucleofector es mas eficiente, ya que con esta técnica obtuvimos mayor cantidad de células
positivas al momento del experimento, asi mismo observamos que a las 48 horas hay mayor nimero
de células positivas; momento en el cual es posible seleccionar las células mediante el uso del
antibiotico geneticina (G418) para obtener una poblacion homogénea de células con expresion

positiva del receptor deseado.

De igual forma si comparamos nuestro método de transfeccion con otro trabajo (73), por ejemplo,
donde usan el reactivo MegaTran 1.0, nosotros con nucleofector obtenemos 50% de células
positivas, mientras que con MegaTran 1.0 obtienen 40% de células positivas a las 48 horas después
de la transfeccion.

Con la técnica de transfeccion por electroporacion obtuvimos fibroblastos de origen murino que
expresan el receptor FcyRIIA 6 FcyRIIB y células THP-1 que expresan el receptor FcyRIIIB. En los
tres casos se determino la expresion de los receptores por citometria de flujo.

Células THP-1 transfectados con el receptor FcyRIIIB, se analizaron por citometria de flujo para
evaluar la expresion del receptor con el paso del tiempo. Los resultados demuestran que no pierden
la expresion, contrariamente; se observa un aumento en la expresion del receptor, tal como lo
indican otros autores (74) incluso después de ser congelados y descongelados, por lo cual se puede
experimentar de forma confiable con el receptor FcyRIIIB en estas células.

Cabe recordar que el receptor FcyRIIIB es exclusivo de los neutrofilos, los cuales son células que se
obtienen después de ser purificados de la sangre con métodos que implican procedimientos largos

(6) ademas son cé¢lulas de vida corta, por lo cual experimentar con neutrofilos para dilucidar la via
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de sefalizacion del receptor FcyRIIIB se torna complicado. En contraste, el obtener las células
THP-1 transfectadas con el receptor FcyRIIIB resulta de mucha ayuda para dilucidar la via de
sefializacion de de dicho receptor sin necesidad de extraer neutrdfilos de sangre.

En nuestro laboratorio se habian podido obtener células HL-60 y K-542 que expresan el receptor
FcyRIIIB de forma artificial (75), pero no se habia podido demostrar que el receptor FcyRIIIB
fuera funcional en dichas células. Para demostrar que ademas de mantener la expresion del receptor
FcyRIIIB, las células THP-1 lo mantienen funcional, se probaron tres métodos diferentes con los
cuales se ha observado la participacion de este receptor en neutrofilos (6, 7, 40). Tales como son:
movilizacion de Ca?" intracelular, activacion de la via de las MAPKs por Western Blot y medicion
de la activacion de NF-«xB utilizando FACS.

Con los ensayos de movilizacién de Ca?' intracelular no demostramos la funcionalidad del receptor,
debido a que no se detectd movilizacion de Ca®" intracelular en las células THP-1 transfectadas con
el receptor FcyRIIIB estimulando dicho receptor. Sin embargo, al estimular el receptor FcyRIIA en
estas mismas células, si se detecté movilizacion de Ca?" intracelular, demostrando que las THP-1
transfectadas responden al estimulo, pero el receptor FcyRIIIB no moviliza Ca?" intracelular en
estas células.

Estos resultados contradicen lo que otros autores proponen, ya que se menciona que en neutrofilos
tanto el receptor FcyRIIIB como el FcyRITA inducen movilizacion de Ca?" intracelular (11). Lo que
nosotros observamos podria deberse a que el mecanismo de anclaje del receptor FcyRIIIB es
diferente a los demdas FcyR y por ende los monocitos no cuentan con la maquinaria para realizar la
movilizacion de Ca?" intracelular estimulando el receptor FcyRIIIB. Estos resultados refuerza la
idea de algunos autores (11, 42), que proponen que el receptor FcyRIIIB induce la movilizacion de
Ca?" intracelular de forma independiente del receptor FcyRITA y ademas refuerza la idea de que

estos dos receptores actian por vias distintas.

Debido a que con la movilizacion de Ca*" intracelular no pudimos demostrar la funcionalidad del
receptor FcyRIIIB en las células THP-1, experimentamos con las células THP-1 transfectadas para
detectar pERK estimulando el receptor FcyRIIIB. Los resultados demuestran que al estimular el
receptor FcyRIIIB en las THP-1, si se activa la via de las MAPKs por ende se identifica pERK con
Western Blot tal como lo indica la literatura en neutréfilos (6), comprobando la funcionalidad del
receptor FcyRIIIB en las células THP-1 transfectadas. En contraste en las células THP-1 sin
transfectar no se activo la via de las MAPKs debido a que el receptor FcyRIIIB no se encuentra en

estas células, asegurandonos que el receptor FcyRIIIB es funcional en las células transfectadas.

El andlisis con citometria de flujo de la activacion de NF-«kB estimulando el receptor FcyRIIIB en
las células THP-1 nos sugiere que el estimulo y entrecruzamiento del receptor FcyRIIIB en las
células THP-1 efectivamente activa NF-kB ya que se detectd un incremento de p50 fosforilado en
nucleo comparandolo con el p50 basal. Los resultados son similares a los encontrados en
neutrofilos (7), reforzando la funcionalidad del receptor FcyRIIIB en las células THP-1
transfectadas.
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Con estos resultados demuestro que las células THP-1 transfectadas con el receptor FcyRIIIB
ademas de expresarlo, es funcional y se comporta de forma similar que en neutréfilos, a reserva de
la movilizaciéon de Ca?' intracelular. Sin embargo, este hecho despierta el interés para futuros
experimentos en donde se puedan explicar de forma clara como es que sefaliza este receptor,
ademas de si es necesaria la participacion del receptor FcyRIIA para la funcionalidad del FcyRIIIB
como lo indican algunos autores y por ende el papel del receptor FcyRIIIB en la respuesta inmune.
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Conclusiones

La técnica de transfeccion por electroporacion con nucleofector resulté mas eficiente comparandola
con la transfeccion con lipofectamina 2000, ya que con la electroporacion obtuvimos un mayor
nimero de células positivas; con lo cual pudimos seleccionar las células en cultivo para obtener una
poblacion homogénea de células THP-1 que expresan el receptor FcyRIIIB y fibroblastos de ratéon
que expresan el receptor FcyRIIA 6 FcyRIIB segun sea el caso.

Las células positivas a la transfeccion no pierden la expresion del receptor a travez del tiempo y
bajo la presencia del antibiotico G418 que las esté seleccionando. Incluso se observa un aumento en
la expresion del receptor con el paso del tiempo.

Anteriormente se habia podido expresar el receptor FcyRIIIB artificialmente en otras células que no
sean neutrofilos, sin embargo esta es la primera vez que se observa que el receptor ademas de
expresarse en monocitos, es funcional.

Es interesante que al estimular el receptor FcyRIIIB en las células THP-1 no se detecte
movilizacion de Ca?' intracelular y que al estimular el receptor FcyRIIA si se observe movilizacion
de Ca?* intracelular, ya que en la literatura se dice que tanto FcyRIIIB como FcyRITA inducen
movilizacion de Ca?" intracelular. Este hecho da pie a futuros experimentos.

El hecho de tener células THP-1 que expresen el receptor FcyRIIIB y que sea funcional resulta de

gran utilidad para poder dilucidar la via de sefalizaciébn de este receptor ya que permanece
indefinida.
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