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Abreviaturas  

 
ADN: Ácido desoxirribonucleico.  

ARN: Ácido ribonucleico. 

AP-1: Proteína activadora 1 (del inglés, 

activator portein 1). 

CLP: Células progenitoras linfoides (del 

inglés, common lymphoid progenitor). 

CMP: Células progenitoras mieloides (del 

inglés, common myeloid progenitor). 

DAPI: 4',6-Diamidino-2-fenilindol 

diclorhidrato. 

DAMPs: Moléculas asociadas a daño (del 

inglés, damage-associated molecular 

pattern). 

DHE: Dihidroetidio. 

DMSO: Dimetil sulfóxido. 

EEA1: Antígeno endosomico temprano 1 

(del inglés, early endosome antigen 1). 

ERM: Proteínas ezrina, radxina y moesina. 

FAD: Flavin adenin dinucleótido. 

Fc: Fragmento cristalizable de los 

anticuerpos. 

fMLP: Formil-metionil-leucil-fenilanalinl. 

HSC: Células troncales hematopoyéticas 

(del inglés, hematopoietic stem cells). 

Galgp: Galactoglicoproteína. 

GalNAc: N-acetilgalactosamina. 

GMP: Progenitor de granulocitos-

macrófagos (del inglés, granulocyte-

macrophage progenitor). 

GM-CSF: Factor estimulante de colonia de 

granulocitos-monocitos (del inglés, 

granulocyte colony-stimulating factor). 

HE: 2-hidroxietidio. 

HOCl: Ácido hipocloroso. 

ICAM-I: Molécula de adhesión intracelular 

1 (del inglés, intercellular adhesion 

molecule 1). 

IFN-: Interferón  

iIMF: Intensidad media de fluorescencia 

integrada 

IL-1: Interleucina 1 beta. 

IL-6: Interleucina 6. 

IL-8: Interleucina 8. 

IL-10: Interleucina 10. 

IL-17: Interleucina 17.  

ILCs: Células linfoides innatas (ILCs del 

inglés, innate lymphoid cells) 

Ig: Inmunoglobulinas. 

ISG: Genes de respuesta a interferones de 

tipo I (del inglés, IFN stimulated genes). 

KDa: Kilodaltones. 

LAMPs: Proteínas de membrana 

asociadas a lisosomas (del inglés, 

lysosomal-associated membrane proteins). 

LPS: Liposacárido. 

Mac-1: Integrina CD11b/CD18 

MAPKs: Cinasas activadas por mitógenos 

(del inglés, mitogen-activated protein 

kinase). 

MHC-1: Complejo principal de 

histocompatibilidad de tipo I (del inglés, 

major-histocompatibility class I). 

MPO: Mieloperoxidasa. 

MMP: Metaloproteinasas de la matriz (del 

inglés, matrix metalloproteinases). 

NADPH oxidasa: Nicotinamida adenina 

dinucleótido fosfato oxidasa (del inglés, 

nicotinamide adenine dinucleotide 

phosphate oxidase).  

MUC: Mucinas 

NE: Elastasa de neutrófilo.  

NETs: Trampas extracelulares de 

neutrófilo (del inglés, neutrophil 

extracellular traps).  
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NFAT: Factor nuclear de células T 

activadas (del inglés, nuclear factor of 

activated T cells). 

NF-B: Factor nuclear kappa B (del inglés, 

nuclear factor kappa B).  

NK: Células asesinas naturales (del inglés, 

natural killer). 

NLR: Receptores citosólicos tipo NOD. 

PA: Ácido fosfatídico. 

PAF: Factor activador de plaquetas. 

PAD4: Peptidilarginina desaminasa 4.  

PAM: Poliangeítis microscópica.  

PAMPS: Patrones moleculares asociados 

a patógenos (del inglés, pathogen-

associated molecular patterns). 

PBS: Solución salina amortiguadora de 

fosfatos (del inglés, phospahte buffered 

saline). 

PC: Fosfatidil colina. 

PI [4,5]P2: Fosfatidil inositol-4,5-bifosfato. 

PI [3,4,5]P3: Fosfatidil inositol-3-fosfato. 

PI-3K: Fosfatidil inositol 3-cinasa. 

PFA: Paraformaldehído.  

PKC: Proteína cinasa C. 

PMA: Forbol-12-miristato-13-acetato (del 

inglés phorbol-12-myristate-13-acetate).  

PME: Progenitor megacarioto-eritroide. 

PMN: Células polimorfonucleares. 

PDL: Fosfolipasa D. 

PRR: Receptores de reconocimiento de 

patrones (del inglés, pattern recognition 

receptor).  

PSGL-1: Ligando de la glicoproteína P-

selectina (del inglés, P-selectin 

glycoprotein ligand-1). 

RIG: Receptores citoplasmáticos para 

ácidos ribonucleicos. 

ROS: Especies reactivas de oxígeno (del 

inglés, reactive oxygen species).  

RPMI 1640: Medio de cultivo Roswell Park 

Memorial Institute 1640 (del inglés, Roswell 

Park Memorial Institute Medium).  

SAH: Seroalbúmina humana 

SFB: Suero fetal bovino. 

SR-A: Receptor basurero A (del inglés, 

scavenger receptor A). 

SOD: Superóxido dismutasa. 

TLR: Receptor tipo Toll (del inglés, Toll-like 

receptor). 

TNF-: Factor de necrosis tumoral  

TGF-: Factor de crecimiento tumoral  

(del inglés, tumor growth factor ) 

U.R.F: Unidades relativas de 

fluorescencia. 

VAA-ANCA: Vasculitis asociada a 

anticuerpos anti-citoplasma de neutrófilos 

VPV: Vasculitis de pequeños vasos. 

VIA: Virus de la influenza A. 

WAS: Síndrome recesivo Wiskott-Aldrich. 
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Resumen 
 

CD43 es una glicoproteína de membrana presente en todas las células hematopoyéticas 

excepto en eritrocitos y linfocitos B en reposo. En linfocitos T, CD43 participa en múltiples 

funciones como: proliferación, migración, supervivencia y activación celular. En 

neutrófilos, los leucocitos más abundantes en circulación sanguínea, se ha propuesto 

que CD43 contribuye también en la locomoción y activación. En el presente trabajo se 

evaluó la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) y la formación de trampas 

extracelulares de neutrófilos (NETs), dos mecanismos efectores por los que los 

neutrófilos realizan funciones antimicrobianas y reguladoras de la inflamación. Se 

comparó la respuesta de neutrófilos de médula ósea de ratones C57BL/6 silvestres (WT) 

y deficientes en CD43 (CD43 KO), machos y hembras, mediante citometría de flujo y 

microscopia de fluorescencia. Independientemente de la presencia de CD43, los 

resultados mostraron un dimorfismo sexual entre la funcionalidad de los neutrófilos de 

machos y hembras, conforme a lo reportado. Asimismo, se encontró que la presencia de 

CD43 repercute en la funcionalidad de los neutrófilos de manera sexo-dependiente, 

siendo que los neutrófilos de ratones macho CD43 KO producen menos ROS y NETs 

que los de machos WT. En cambio, los neutrófilos de hembras CD43 KO producen más 

ROS y NETs que los de hembras WT. Aunado a lo anterior, se encontró que las hembras 

tienen un porcentaje mayor de neutrófilos inmaduros, además de un mayor diámetro en 

comparación a los machos. En conjunto, estos resultados sugieren que además de 

participar en la locomoción y migración, CD43 participa en funciones efectoras como la 

producción de ROS y la formación de NETs de los neutrófilos, y que expresar o no CD43 

impacta sobre las diferencias resultantes del dimorfismo sexual, lo cual repercute a su 

vez sobre la funcionalidad de los neutrófilos. 
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I Introducción 

El sistema inmunológico está conformado por un conjunto de células, tejidos, órganos, 

y moléculas (péptidos, proteínas, hormonas y lípidos). A través de una compleja red 

de interacciones entre sus componentes, y de manera orquestada, el sistema 

inmunológico se encarga del reconocimiento y eliminación de agentes potencialmente 

patógenos. El funcionamiento conjunto de todos los elementos del sistema 

inmunológico está organizado en etapas: el estimulo, la fase efectora y la fase de 

contracción; con lo cual se mantiene un estado de homeostasis en el organismo 

(Chaplin, 2010).   Las células del sistema inmunológico reciben el nombre de glóbulos 

blancos o leucocitos en mamíferos, y se originan en la médula ósea. Existe una gran 

diversidad de leucocitos entre las cuales se incluyen los linfocitos B, linfocitos T, 

linfocitos NK, mastocitos, células dendríticas, monocitos, macrófagos, basófilos, 

eosinófilos, neutrófilos y las llamadas células linfoides innatas (ILCs del inglés, innate 

lymphoid cells) (Chaplin, 2010). La respuesta inmunológica se divide en dos grandes 

ramales: la respuesta inmune innata y la respuesta inmune adaptativa. 

La respuesta inmune innata, la primera en entrar en acción, se desencadena 

cuando el sistema inmunológico detecta los llamados “patrones moleculares 

asociados a patógenos” (PAMPs) o bien moléculas propias del organismo, asociadas 

a algun tipo de daño, llamadas DAMPs (del inglés, damage-associated molecular 

pattern).  Los PAMPs tienen la capacidad de promover una respuesta inmunitaria que 

contribuye a reconocer y combatir a los microorganismos. En cambio, las DAMPs son 

moléculas que provienen del hospedero y promueven la activación del sistema inmune 

sin la presencia de un microorganismo. En situaciones normales las DAMPS 

contibuyen a la remodelación y reparación del tejido pero en situaciones muy 

particulares pueden ser perjudiciales debido a que son  fuentes de autoantígenos y 

contribuyen a una respuesta autoinmune constante como ocurre en las enfermedades 

autoinmunes (Abbas, 2012; Murphy et al., 2009; Warrington et al., 2011). A través de 

los receptores para PAMPs y DAMPs las células de la respuesta inmune innata 

perciben las señales de alarma y echan a andar su maquinaria efectora. La respuesta 

de la inmunidad innata es muy rápida, ocurriendo en un lapso de horas o incluso días, 

pero sin generar memoria inmunológica. Las células consideradas efectoras de la 

respuesta inmune innata son los neutrófilos, mastocitos, basófilos, eosinófilos, las 

células linfoides innatas, células dendríticas y macrófagos. 

A diferencia de la inmunidad innata que reconoce patrones moleculares, la 

inmunidad adaptativa reconoce “antígenos” es decir porciones de moléculas que 

pueden ser de origen exógeno o endógeno al organismo y que desencadenan una 

respuesta inmunitaria por mecanismos celulares y moleculares distintos a los de la 

respuesta innata. (Abbas, 2012). Los principales efectores de este tipo de respuesta 
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son los linfocitos T y B.  Cada linfocito T o B tiene un receptor único que reconoce 

específicamente un antígeno.  Los linfocitos B y T permanecen en estado latente hasta 

tener un encuentro con su antígeno específico y el enfrentamiento repetido con el 

mismo antígeno aumenta la efectividad y mejora la respuesta de los linfocitos ante el 

antígeno, otorgándoles la capacidad de generar memoria inmunológica y “recordar” al 

antígeno. Contrario a la rápida respuesta de la inmunidad innata, el tiempo de 

respuesta de la inmunidad adaptativa es lento, ocurriendo aproximadamente de los 

10 a 15 días (Warrington et al., 2011). 
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1) Neutrófilos 

Generalidades 

Los neutrófilos, también conocidos como leucocitos polimorfonucleares (PMN) 

desempeñan un papel fundamental durante las primeras etapas de infecciones, 

causadas por agentes patógenos, particularmente hongos y bacterias (Hidalgo et al., 

2019). Los neutrófilos, son las primeras células en tener contacto con los antígenos o 

patógenos y constituyen una de las primeras lineas de defensa del organismo. 

Además, juegan un papel fundamental en patologías de origen autoinmune como el 

lupus eritematoso sistémico, la psoriasis, la artritis reumatoide, el síndrome 

antifosfolípidos y la vasculitis asociada a anticuerpos anti-citoplasma de neutrófilos 

(VAA-ANCA) (Lee et al., 2017). 

Los neutrófilos fueron descritos por primera vez en 1865 por Max Johann 

Sigismund Schultze (Schultze, 1865; Cavaillon, 2011) aunque en un principio no se 

nombraban así. Paul Ehrlich les asignó el nombre de neutrófilos debido a que estas 

células presentan una coloración neutra al teñirlos con colorantes aniónicos o 

catiónicos (Ehrlich & Lazarus, 1900; Kay, 2016). Contemporáneo de Paul Elrich, Elie 

Metchnikoff, el descubridor de la fagocitosis, les asigno a estas células un segundo 

nombre, dicho nombre fue leucocitos polimorfonucleares (PMN) debido a la particular 

forma del núcleo (Cavaillon, 2011). 

En humanos, los neutrófilos constituyen la población de leucocitos más 

abundante en la circulación sanguínea (aproximadamente del 50 al 70 %  de los 

leucocitos circulantes; Mayadas et al., 2014), mientras que en ratones, solo 

representan del 10 al 25 % de los leucocitos circulantes (Hidalgo et al., 2019). A 

diferencia de otros leucocitos, los neutrófilos son células con un tiempo de vida media 

muy corto. Tanto en humanos como en ratones se calcula una vida media entre 6 a 

12 horas en circulación sanguínea (Adrover et al., 2016; Lord et al., 1991; Price et al., 

1996), mientras que en tejidos pueden vivir de 1 a 2 días (Mayadas et al., 2014). 

 

Características morfológicas de neutrófilos 

El tamaño y las características morfológicas de los neutrófilos maduros varía 

entre especies, pero presentan características en común que los hace fácilmente 

reconocibles. La principal característica que permite diferenciar a los neutrófilos de 

otros leucocitos es la peculiar forma de su núcleo. En humanos, el núcleo de los 

neutrófilos tiene una forma multilobulada con segmentos de tres a cinco lóbulos (Veda, 

2011). En ratones, el núcleo presenta lóbulos con forma anillada con poca distinción 

de la segmentación del núcleo (Biermann et al., 1999; Hidalgo et al., 2019; O’Connell 
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et al., 2015). Aunque se desconoce porque los núcleos de los neutrófilos tienen esa 

forma, se ha propuesto que la forma lobulada facilita la migración de los neutrófilos a 

través de los tejidos respecto a otras células con un núcleo en forma ovoide o esférico 

(Veda, 2011).  

El tamaño de los neutrófilos humanos es aproximadamente de 10 m de 

diámetro, y los de ratón tienen un diámetro aproximado de 7 m (Hidalgo et al., 2019). 

Su citoplasma contiene abundantes gránulos y vesículas secretoras, por lo que se 

incluye a los neutrófilos en el grupo de granulocitos en conjunto con los basófilos y 

eosinófilos (Warrington et al., 2011). Por su contenido de gránulos y las vesículas 

secretoras, los neutrófilos tienen una densidad mayor (> 1.080 g/mL) en comparación 

con leucocitos mononucleares que presentan una densidad menor (< 1.077 g/mL) 

(Zipursky et al., 1976), una propiedad que se ha explotado para desarrollar métodos 

de separación basados en gradientes de densidad (Boyum, 1968; Ferrante & Thong, 

1980). 

Los gránulos de los neutrófilos tienen la principal función de almacenar y liberar 

sustancias microbicidas (Lacy, 2006; Sheshachalam et al., 2014a)y utilizarlas como 

herramientas para combatir bacterias y agentes patógenos, ya sea liberando el 

contenido de los gránulos al medio extracelular o mediante la fusión de los gránulos 

con fagosomas producto de las fagocitosis (Cassatella et al., 2019; Lacy, 2006; 

Sheshachalam et al., 2014)(Cassatella et al., 2019). 

 

Producción y maduración de neutrófilos 

Los componentes celulares de la sangre son generados por el proceso de 

hematopoyesis, el cual se realiza en la médula ósea, a partir de las células troncales 

hematopoyéticas (HSC, del inglés, hematopoietic stem cell) que pueden diferenciarse 

en células progenitoras linfoides (CLP, del inglés, common lymphoid progenitor) o en 

células progenitoras mieloides (CMP, del inglés, common myeloid progenitor). Las 

CLP darán origen a linfocitos T, B, células NK, y células dendríticas (Doulatov et al., 

2012) mientras que las CMPs pueden diferenciarse en un progenitor megacarioto-

eritroide (PME) o en un progenitor de granulocitos-macrófagos (GMP, del inglés, 

granulocyte-macrophage progenitor) a partir de los cuales se producirán 

eritrocitos/megacariocitos y células mieloides (macrófagos, mastocitos, basófilos, 

eosinófilos y neutrófilos), respectivamente (Doulatov et al., 2012; Lawrence et al., 

2018). En presencia del factor estimulante de colonia de granulocitos-monocitos (GM-

CSF, del inglés, granulocyte colony-stimulating factor), el GMP compromete a los 

mieloblastos a generar granulocitos a través de un proceso conocido como 

granulopoyesis (Lawrence et al., 2018; Rosales, 2018). Río abajo de la señal del GM-
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CSF se han identificado a los factores de transcripción C/EBP (    y ) PU.1, 

RUNX1 y GFI1 como piezas clave en la diferenciación y generación de neutrófilos en 

mamíferos (Yvan-Charvet & Ng, 2019). 

El proceso de granulopoyesis comienza cuando los mieloblastos producen 

células precursoras comprometidas hacia el linaje de neutrófilos (pre-Neu), es decir 

los promielocitos y su posterior estado de diferenciación, los mielocitos (Figura 1.1).  

Ambas células retienen sus capacidades de proliferación por lo que forman el principal 

reservorio de “neutrófilos con capacidad mitótica” (Lawrence et al., 2018). Durante el 

estadio de promielocitos, se generan los gránulos primarios (nombrados así por ser 

los primeros gránulos en desarrollarse), que forman parte del arsenal microbicida de 

los neutrófilos. En el siguiente estadio de maduración, los precursores pierden su 

capacidad mitótica, y pasan a formar parte de un reservorio post-mitótico (Neu 

inmaduros). En este reservorio, los promielocitos maduran a un estadio de 

metamielocito, en el cual el núcleo comienza a adquirir una morfología en forma de 

“riñón” y desarrollan un segundo grupo de gránulos conocidos como gránulos 

secundarios (Figura 1.1). Conforme continua la maduración de las células, el núcleo 

sufre una segmentación y adquiere una morfología de “herradura”, y se desarrollan 

los gránulos terciarios que constituyen el último grupo de gránulos en ser generados. 

En este punto, las células aún se encuentran en la médula ósea y son inmaduras; se 

les conoce como neutrófilos en banda (Hidalgo et al., 2019). En condiciones 

homeostáticas, los neutrófilos en banda no se encuentran en circulación sanguínea, 

pero durante una inflamación o infección aguda pueden ser liberados prematuramente 

al torrente sanguíneo (Hidalgo et al., 2019; Lawrence et al., 2018). Finalmente, cuando 

el núcleo adquiere la forma lobulada (Neu maduro), el neutrófilo está listo para ser 

liberado a la circulación sanguínea, concluyendo así su ciclo de maduración 

(Biermann et al., 1999) (Figura 1.1). La transición de la última división del mielocito a 

un neutrófilo maduro ocurre en un lapso de cinco a seis días en humanos y en 

roedores ocurre en un lapso más corto, de dos a tres días (Hidalgo et al., 2019). Por 

otra parte, en murinos la celularidad de la médula ósea se mantiene estable en edades 

que van de las ocho semanas a un año de edad, a diferencia de otros mamíferos en 

los que la celularidad se ve afectada conforme avanza la edad (O’Connell et al., 2015). 
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Figura 1.1. Diferentes estadios de maduración de los neutrófilos en la médula ósea. A partir de un 

precursor multipotente GMP, se producen los precursores de neutrófilos (pre Neu), los promielocitos y 

los mielocitos, ambas células constituyen el reservorio mitótico de neutrófilos, conforme transcurre la 

maduración de estos precursores se convierten en metamieolocitos y neutrófilos en banda (Neu 

inmaduros), ambos constituyendo parte de un reservorio post-mitótico de neutrófilos. Finalmente, 

cuando los neutrófilos en banda alcanzan su maduración son liberados a la circulación sanguínea como 

neutrófilos maduros (Neu maduros). Tomado de Hidalgo et al., (2019). 

 

Durante el proceso de  maduración de los neutrófilos murinos ocurren cambios 

en marcadores de membrana, tal es el caso de la molécula Ly6G, la cual incrementa 

su expresión conforme el neutrófilo alcanza su maduración (Hestdal et al., 1991; Ueda 

et al., 2005). Además de expresarse exclusivamente en neutrófilos, Ly6G es utilizado 

como un marcador para definir subpoblaciones de neutrófilos de acuerdo  a su estado 

de maduración en médula ósea, identificando dos subpoblaciones de  neutrófilos, 

denominadas Ly6GLow y Ly6GHigh, consideradas como neutrófilos inmaduros o 

maduros, respectivamente (Kim et al., 2017; Lagasse & Weissman, 1996; Panopoulos 

et al., 2006).  

Otro grupo de moléculas que van cambiando conforme maduran los neutrófilos, 

son los receptores de quimiocinas CXCR2 y CXCR4. A través de las señales del 

receptor CXCR4 que reconoce a la quimiocina CXCL12 (SDF1), producida por las 

células del estroma de la médula ósea, los neutrófilos inmaduros son retenidos en la 

médula ósea en un estadio de reservorio mitótico y postmitótico. Conforme maduran, 

los neutrófilos dejan de expresar CXCR4 e incrementan la expresión del receptor de 

quimiocina IL-8, CXCR2 (Evrard et al., 2018). Los neutrófilos CXCR2+ también 

expresan una gran cantidad de CD62L (L-selectina) en la membrana, estos son 

neutrófilos maduros listos para salir a la circulación sanguínea (Hidalgo et al., 2019).  

Cuando los neutrófilos completan su tiempo de vida promedio en circulación 

sanguínea, se vuelven neutrófilos senescentes, disminuyendo su expresión de 

CXCR2 y CD62L, y de nuevo expresan CXCR4 en la membrana, lo cual les permite 

retornar a la médula ósea en respuesta a CXCL12.  Una vez en el estroma, los 

neutrófilos senescentes son fagocitados por macrófagos para renovar el ciclo de 

producción de neutrófilos (Peng et al., 2021). La generación de neutrófilos está 

sometida a oscilaciones circadianas. En ratón, el pico de neutrófilos maduros (Ly6GHi 

CXCR2+ CXCR4-  CD62LHi) circulantes en sangre se encuentra en las horas de vigilia 

mientras que al final del periodo de sueño se alcanza un segundo pico, pero esta vez 

Precursor 

multipotente Reservorio mitótico  Reservorio post-mitótico  

Promielocitos  Mielocito  
Meta-

mielocitos  

Neutrófilo 

en banda  
Neutrófilo maduro 

pre Neu Neu inmaduros Neu maduros 
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de neutrófilos senescentes (Ly6GHi, CXCR2-, CXCR4+ y CD62LLo) (Capucetti et al., 

2020; Hidalgo et al., 2019). 

 

Moléculas de reconocimiento de PAMPs presentes en la membrana 

del neutrófilo 

Los neutrófilos expresan una diversidad de receptores tipo PRR con los que 

reconocen los PAMPs de los patógenos, como son los receptores de lectina de tipo C 

(CLR), grupo en el cual se incluye a la dectina-1 (Flannagan et al., 2012), y los TLRs 

mediante los cuales reconoce lípidos, carbohidratos, péptidos, ADN y ARN de una o 

doble cadena. Los neutrófilos humanos expresan toda esta familia de receptores TLR 

con excepción del TLR-3 y TLR-7 mientras que en ratón solo no se expresa el TLR-3 

(Thomas & Schroder, 2013). Otros receptores presentes en la membrana del neutrófilo 

son los receptores de opsoninas como los del complemento (CR3) o para anticuerpos 

(Fc) y receptores acoplados a proteínas G que se encargan de detectar péptidos 

bacteriano (fMLP) o para responder ante agentes quimiotácticos como la IL-8, PAF, 

C3a y C5a (Mayadas et al., 2014). Por otro lado, los neutrófilos tienen receptores 

citosólicos tipo NOD (NLR) como NOD1 y NOD2 que reconocen peptidoglicanos de 

gram-negativas y gram-positivas, respectivamente (Mayadas et al., 2014), y los 

receptores citoplasmáticos para ácidos ribonucleicos (RIG) como RIG1 y MDA5 que 

reconocen ARN exógeno al anfitrión  (Mantovani et al., 2011). 

 

Mecanismos efectores de neutrófilos 

 Por ser la primeros leucocitos en acudir a los sitios de infección o inflamación, 

los neutrófilos constituyen una de las primeras lineas de defensa contra los patógenos 

(Rosales et al., 2016). Haciendo uso del arsenal de moléculas microbicidas contenidas 

en los diferentes tipos de gránulos de su citoplasma, estas células disponen de varios 

mecanismos microbicidas para llevar a cabo su función. Entre estos mecanismos se 

incluye: la fagocitosis, el estallido respiratorio, la degranulación y la formación de 

trampas extracelulares de neutrófilos (NETs del inglés, Neutrophil extracelullar traps) 

(Nathan, 2006) (Figura 1.2). 
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Figura 1.2. Mecanismos efectores de neutrófilos. Los neutrófilos son células que acuden a sitios de 

infección o inflamación. Una vez en la zona afectada, los neutrófilos reconocen y eliminan 

microrganismos patógenos, a través de: A) la fagocitosis, B) la degranulación, C) la producción de ROS 

y D) la formación de NETs. 

 

Fagocitosis  

 La fagocitosis consiste en el reconocimiento e internalización de partículas > 

0.5 m en vesículas conocidas como fagosomas. Es el principal mecanismo utilizado 

por los fagocitos profesionales, entre los que se incluyen a los monocitos, macrófagos, 

células dendríticas, osteoclastos, eosinófilos y neutrófilos. En el caso de neutrófilos es 

el principal mecanismo utilizado para eliminar patógenos y restos celulares (Rosales 

& Uribe-Querol, 2017). Para que se lleve a cabo la fagocitosis, las partículas a 

fagocitar son reconocidas por receptores presentes en la membrana celular de los 

neutrófilos. Estos receptores se clasifican en tres grandes grupos: los receptores de 

reconocimiento de patrones (PRR, del inglés, pattern-recognition receptors), los 

receptores de opsoninas y los receptores de cuerpos apoptóticos.  

El primer grupo de receptores reconoce a los PAMPs. Por ejemplo, los 

receptores tipo Dectina-1 o los receptores de manosa (CD206) reconocen 

polisacáridos específicos de superficie de levaduras, bacterias y parásitos. En cambio 

los receptores CD14, MARCO y SR-A (del inglés, Scavenger receptor class A) 

identifican fácilmente el lipopolisacárido (LPS) de las bacterias gram-negativas, y los 

receptores TLR (Del inglés, Toll like receptor) aunque no participan directamente en 

la fagocitosis pueden cooperar con los receptores anteriormente descritos para 

potenciar la eficiencia de este proceso (Flannagan et al., 2012). En el segundo grupo 

se incluyen a los receptores para opsoninas, entre las cuales se incluyen a las 

inmunoglobulinas (principalmente del isotipo IgG), y proteínas del complemento como 

C3b o C5b que se encuentran en la sangre o líquidos intersticiales. Al unirse a los 

patógenos o partículas extrañas, las opsoninas que se unieron específicamente al 

patógeno son reconocidas por los receptores de opsoninas, aumentando la eficiencia 

Fagocitosis ROS NETs Degranulación 

A) B) C) D) 
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de la fagocitosis. Entre los receptores más representativos para opsoninas se 

encuentran los receptores para Fc (FcRI, FcRIIa, FcRIIIa, FcRI y FcRI) y los 

receptores del complemento (CR1, CR3 y CR4) que reconocen específicamente el 

fragmento cristalizable (Fc) de los anticuerpos y moléculas del complemento, 

respectivamente (Mayadas et al., 2014). El último grupo de PRRs está conformado 

por los receptores de cuerpos apoptóticos, que se encargan de reconocer la 

fosfatidilserina o lípidos oxidados de células que se encuentran en el proceso de 

apoptosis (Rosales & Uribe-Querol, 2017). 

Una vez que la partícula interactúa con los receptores de fagocitosis del 

neutrófilo, se lleva cabo el proceso de internalización. Durante el proceso ocurren 

importantes reacomodos del citoesqueleto, principalmente la nucleación de la F-actina 

para formar pseudópodos alrededor de la partícula que será fagocitada en una 

estructura conocida como “copa fagocítica”. En la membrana celular de esta estructura 

ocurren cambios importantes; en particular, incrementa la concentración del lípido 

fosfatidil inositol-4,5-bifosfato (PI[4,5]P2) de forma transitoria, siendo rápidamente 

hidrolizado por PLC, lo cual lleva a la produccion de DAG e IP3, y la liberación de 

Ca2+ intracelular. Adicionalmente, el PI [4,5]P2 es rápidamente convertido a fosfatidil 

inositol-3-fosfato (PI[3,4,5]P3) por la fosfatidilinositol 3-cinasa (PI-3K). A su vez el PI 

[3,4,5]P3, coordina la actividad de las pequeñas GTPasas de la familia de RHO, y 

promueve la polimerizacion de las fibras de actina. En el caso de la fagacitosis 

mediada por anticuerpos, la fosfolipasa D (PLD) es reclutada en la copa fagocítica e 

hidroliza la fosfatidil colina (PC) generando ácido fosfatídico (PA), el PA induce una 

curvatura negativa en la membrana de la copa fagocítica promoviendo la fisión de las 

membranas dando lugar a un fagosoma temprano (Flannagan et al., 2012). Tras una 

compleja red de señales intracelulares, la copa fagocítica rodea y encierra la partícula 

a ingerir en una vesícula llamada fagosoma. Una vez internalizado, el fagosoma sufrirá 

diferentes modificaciones hasta alcanzar su completa maduración en un proceso que 

se conoce como maduración del fagosoma. Durante la primera etapa de este proceso, 

el fagosoma temprano se fusionará con endosomas tempranos provenientes de la 

célula, a través de la GTPasa pequeña Rab5 y la proteína antígeno endosómica 

temprana (EEA1 del inglés, early endosome antigen 1). Durante la segunda etapa, se 

llevará a cabo la formación de un fagosoma tardío, en el cual se eliminará Rab5 

mientras que se reclutará Rab7, responsable de la fusión del fagosoma con 

endosomas tardíos. El resultado de esta fusión reclutará la proteína de membrana 

LAMPs (Del inglés, Lysosomal-associated membrane proteins) y la V-ATPasa, siendo 

esta última responsable de la acidificación del lumen de fagosoma (~pH 5.5 -6). La 

culminación de la maduración del fagosoma ocurre cuando se alcanza la formación 

de un fagolisosoma, un organelo especializado con función microbicida. Este organelo 

esta caracterizado por tener un pH ácido (<4.5) debido a una gran acumulación de V-

ATPasa y NADPH oxidasa en su membrana plasmática, y a la acumulación de 



10 
 

proteínas microbicidas en el lumen del fagolisosoma como la catepsinas, la MPO y 

NE, provenientes de la fusión de los gránulos de (Cassatella et al., 2019; Rosales & 

Uribe-Querol, 2017).  

 

Degranulación 

Los neutrófilos contienen proteínas microbicidas almacenadas en sus tres tipos 

de gránulos. Los gránulos primarios o azurófilos, los cuales contienen mieloperoxidasa 

(MPO), elastasa de neutrófilo (NE), azurocidina, sialidasa, proteinasa 3, catepsina G 

y defensinas  (Borregaard et al., 2007; Mayadas et al., 2014). Los gránulos 

secundarios o específicos almacenan lactoferrina, lisozima, y la catelicidina LL-37. Por 

último, los gránulos terciarios, que contienen en su interior gelatinasa y grandes 

cantidades de metaloproteinasas de la matriz (MMP, del inglés matrix 

metalloproteinases) (Lacy, 2006; Mayadas et al., 2014; Sheshachalam et al., 2014a).  

Todos los gránulos pueden fusionarse con la membrana plasmática en un 

proceso conocido como degranulación, a través del cual se liberan de las moléculas 

microbicidas contenidas en los gránulos hacia el medio extracelular (Cassatella et al., 

2019). Mediante este proceso, las células eliminan eficientemente a los patógenos 

extracelulares. Cuando el neutrófilo es estimulado por algún patógeno, se produce el 

reclutamiento de sus gránulos a proximidad de la membrana plasmática provocando 

la liberación de las enzimas digestivas hacia la membrana blanco. Además, la 

degranulación también provoca inflamación y reclutamiento de otros leucocitos, por lo 

que es un proceso altamente regulado (Lacy, 2006).  

 

Estallido respiratorio 

La producción del anión superóxido (O2
-) es un mecanismo microbicida muy 

eficiente llevado a cabo por células del sistema inmune innato. El O2
- es un precursor 

para la formación de otra serie de moléculas altamente microbicidas conocidas como 

especies reactivas de oxígeno (ROS) entre las cuales se incluyen el peróxido de 

hidrogeno (H2O2), el ion hidroxilo (OH*) y el ácido hipocloroso (HOCl) (Groemping & 

Rittinger, 2005).  En neutrófilos, la generación del O2
- ocurre a través de un complejo 

enzimático conocido como nicotinamida adenina dinucleótido fosfato oxidasa o 

también conocido como NADPH oxidasa. Dicho complejo está compuesto por cinco 

hetero-subunidades (gp91phox, p22phox, p67phox, p47phox y p40phox) que normalmente se 

encuentran desensambladas e inactivas para evitar “daño colateral” a células y tejidos 

sanos. De tal manera, que la NADPH oxidasa está regulada por la distribución espacial 

de sus subunidades, y por la modulación reversible de las interacciones proteína-
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proteína, restringiéndose su actividad a estímulos apropiados como es el 

reconocimiento o fagocitosis de un patógeno (Groemping & Rittinger, 2005).   

Las subunidades de la NADPH oxidasa están distribuidas de forma membranal 

y citosólica. Las subunidades gp91phox y p22phox son proteínas integrales de la 

membrana citoplasmática o de la membrana de los gránulos citosólicos, y conforman 

el heterodímero flavocitocromo b558 (cyt b558), el cual constituye el núcleo catalítico de 

la enzima. En respuesta a un estímulo, las subunidades citosólicas p67phox, p47phox y 

p40phox son reclutadas hacia la membrana plasmática o de los gránulos (El-Benna et 

al., 2016; Mayadas et al., 2014). Una vez ensamblado el complejo enzimático, la 

GTPasa pequeña Rac 1/2 cambia de un estado inactivo unido a GDP a uno activo 

unido a GTP. En su estado activo, Rac 1/2 interactúa directamente con la subunidad 

p67phox, completando la activación del complejo enzimático. La interacciones entre las 

subunidades de la NADPH oxidasa también se encuentran reguladas por la 

fosforilación de los componentes de la NADPH oxidasa. Cuando los fagocitos son 

expuestos a formil-metionil-leucil-fenilanalinl (fMLP), TNF-, factor activador de 

plaquetas (PAF), GM-CSF o LPS, se activan las MAPKs, las cuales fosforilan la 

subunidad p47phox, incrementando la fuerza de interacción con las subunidades 

gp91phox y p22phox, promoviendo el ensamblado y activación de la NADPH oxidasa (El-

Benna et al., 2016). Alternativamente, las proteínas cinasa C (PKC) pueden fosforilar 

directamente a la subunidad p47phox, desencadenando el ensamblado de la NADPH 

oxidasa y su posterior activación (El-Benna et al., 2016). 

La NADPH oxidasa activada oxida el NADPH citosólico y le transfiere 

electrones (e-) al O2 a través del flavin adenin dinucleótido (FAD), generando 

finalmente el O2
-. Es un proceso que requiere de un intenso y súbito consumo de 

glucosa y oxígeno, motivo por el cual este proceso se denomina “estallido respiratorio” 

(Thomas, 2017). Posteriormente, debido a su gran inestabilidad química, el O2
- 

interactúa rápidamente con la superóxido dismutasa (SOD), la cual transforma 2 O2
- y 

2 H+ para generar H2O2 + O2. Espontáneamente, el H2O2 generado puede reaccionar 

con el O2
- generando OH* y O2 (Thomas, 2017) o, en otras circunstancias, el H2O2 y 

el Cl- sirven de sustrato de la MPO para generar el HOCl + OH*, el cual es también un 

producto microbicida (Groemping & Rittinger, 2005). 

 

Trampas extracelulares de neutrófilos (NETs) 

La formación de trampas extracelulares de neutrófilos ( NETs) consiste en la  

expulsión de la cromatina al medio extracelular, formando fibras similares a redes 

acompañadas con proteínas microbicidas de los gránulos del neutrófilo que atrapan y 

eliminan a los patógenos (Berger-Achituv et al., 2013; Brinkmann et al., 2004). La 

expulsión de la cromatina para formar NETs representa una decisión importante para 
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la célula, ya que involucra la muerte del neutrófilo en un tipo de muerte celular 

altamente regulada llamada NETosis (Fuchs et al., 2007; Steinberg & Grinstein, 2007). 

A pesar de la diversidad de los estímulos que llevan a la formación de NETs, aún no 

se conoce con certeza los receptores cuyas señales intracelulares llevan a la 

formación de NETs. En neutrófilos humanos se han identificado dos receptores para 

la formación de NETs: los receptores de anticuerpos FcRI (Aleyd et al., 2014) y 

FcRIIIb (Alemán et al., 2016; Behnen et al., 2014),que reconocen los complejos 

inmunes formados por la IgA e IgG, respectivamente. 

El mecanismo de formación de NETs es conservado entre mamíferos, y se ha 

descrito en perro, gato, ratón, cabra, foca, caballo, humano y bovinos (Li & Tablin, 

2018). Se han identificado diversos inductores de NETs, entre los cuales se incluyen 

agentes químicos y biológicos. En el grupo de agentes biológicos, solo por mencionar 

algunos, están las bacterias como S. aureus y S .pneumoniae (Brinkmann et al., 2004; 

Mori et al., 2012); los parásitos como T. gondii (Abdallah et al., 2012) y hongos, como 

A. fumigatus y C. albicans (Bruns et al., 2010; Byrd et al., 2013). Entre los agentes 

químicos, se ha reportado al LPS de bacterias, la IL-8 y agentes sintéticos como el 

éster de forbol-12-miristato-13-acetato (PMA del inglés, Phorbol miristate acetate) 

(Brinkmann et al., 2004).  

Los cambios que ocurren durante la NETosis inducida por PMA han sido 

caracterizados con cierto detalle. Durante los primeros minutos después del estímulo 

de PMA, el neutrófilo se aplana y adhiere al sustrato (Fuchs et al., 2007). En paralelo, 

la activación de las PKC dará lugar a la fosforilación directa de la subunidad p47phox 

de la NADPH y/o la activación río abajo de las cinasas activadas por mitógenos 

(MAPK), Raf/MEK/ERK (Hakkim et al., 2011), promoviendo el ensamblado y 

activación de la NADPH oxidasa en los gránulos de los neutrófilos, dando como 

resultado una elevación del Ca2+ intracelular  y el estallido respiratorio (Nel et al., 2016). 

El exceso de ROS provoca el colapso de la envoltura nuclear y de la membrana de 

los gránulos, liberando los componentes de los gránulos como la NE, MPO y la  

peptildilarginina desaminasa 4 (PAD4) (Papayannopoulos et al., 2010). El colapso de 

la envoltura nuclear facilitará la migración de la PAD4 al núcleo, en donde promoverá 

la citrulinación de la arginina de la histona H3, un proceso dependiente de  Ca2+ (Wang 

et al., 2009).  Concomitantemente, la NE y la MPO migraran al núcleo contribuyendo 

a la descondensación de la cromatina (Papayannopoulos et al., 2010). Esto provocará 

un cambio de carga neta de las histonas de positivo a negativo, dando como resultado 

la descondensación de la cromatina (Nel et al., 2016). Aproximadamente una hora 

después del estímulo, después de ocurrida la citrulinación de la histona H3, ocurre la 

pérdida de la forma multilobulada del núcleo y la degradación completa de los 

gránulos, y la fusión del nucleoplasma con el citoplasma ocurrirá aproximadamente a 

las tres horas. Finalmente, el colapso de la membrana plasmática, y la expulsión de 
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la cromatina al medio extracelular concluirá con el proceso de formación de NETs 

aproximadamente a las cuatro horas (Fuchs et al., 2007). 

 

Reclutamiento de neutrófilos al sitio de infección 

En individuos sanos, los neutrófilos se encuentran circulando en el torrente 

sanguíneo. Cuando algún patógeno irrumpe en el hospedero, las células dendríticas, 

los mastocitos, los macrófagos y las células del endotelio reconocen los PAMPs del 

patógeno mediante sus PRRs, generando señales de alarma que se traducen por la 

producción de mediadores proinflamatorios como TNF-, IL-6, IL-17 e IL-1 (Nauseef 

& Borregaard, 2014). Además, se produce un segundo grupo de moléculas entre las 

cuales se incluyen a la IL-8, el factor activador de plaquetas (PAF), leucotrieno B4, la 

fracción del complemento C5a y el péptido bacteriano fMLP (El-Benna et al., 2016). 

En conjunto, todas estas moléculas amplifican la señal de alarma y atraen a otras 

células al sitio del insulto. 

Los mediadores proinflamatorios actúan directamente sobre las células del endotelio 

circundante al insulto, generando cambios en la afinidad de proteínas de la superficie 

celular hacia sus ligandos, principalmente de E-selectina y P-selectina (Margraf et al., 

2019; Nauseef & Borregaard, 2014). Estas moléculas interactúan con PSGL-1 y CD44 

en la superficie de los neutrófilos, capturándolos y anclándolos débilmente al 

endotelio, lo cual resulta en una pérdida de velocidad por parte de los neutrófilos, que 

empiezan a rodar sobre el endotelio. Por último, gracias a la interacción de la integrina 

CD11b/CD18 (Mac-1) con molécula de adhesión intracelular 1 (ICAM-I del inglés, 

Intercellular Adhesion Molecule 1); cuya expresión en la superficie de las células 

endoteliales aumenta en respuesta al insulto original, los neutrófilos se anclan 

fuertemente al endotelio, y pasan entre las uniones estrechas de las células del 

endotelio para lograr extravasar al sitio de infección y combatir al agente patógeno 

mediante alguno de sus mecanismos efectores (Margraf et al., 2019; Mayadas et al., 

2014). 

 

El dimorfismo sexual juega un papel importante en la respuesta 

inmune mediada por neutrófilos  

El dimorfismo sexual se define como la diferencia física y fisiológica existente 

entre machos y hembras. En mamíferos, el dimorfismo sexual está determinado por 

factores genéticos y fisiológicos. En el primer caso, todos los mamíferos tienen un par 

de cromosomas sexuales, este par es el que determina el sexo en el individuo; en el 

caso de los machos, su genotipo incluye un par de cromosomas sexuales XY, siendo 



14 
 

el cromosoma Y, un cromosoma con el gen exclusivo SRY que será determinante para 

generar los testículos. En cambio, las hembras tienen un cromosoma sexual X extra, 

lo que conlleva a que contengan en su genotipo un par de cromosomas sexuales XX. 

Esta diferencia, produce que los individuos desarrollen gónadas, ya sea testículos u 

ovarios para machos y hembras, respectivamente. Ambas gónadas tienen la función 

reproductora de generar gametos, aunque también tienen una función endocrina, la 

cual es la responsable de producir la diferencia fisiológica existente entre machos y 

hembras (Klein & Flanagan, 2016; Libert et al., 2010). 

 

Las hembras se caracterizan por una mayor producción de estrógenos, 

progesterona y estradiol por parte de los ovarios. En cambio, en los machos 

predomina una mayor producción de testosterona por los testículos. Las hormonas 

sexuales son fundamentales para la reproducción y pueden tener influencia en la 

fisiología de los machos y hembras, como ocurre en la fisiología del sistema 

inmunológico (Giefing-Kröll et al., 2015). Se ha reportado que el sistema inmunológico 

de las  hembras es más eficiente respecto al de los machos, esta efectividad incluye 

una inmunidad humoral más eficiente mediante una mayor producción de 

inmunoglobulinas de tipo M y G, y una mejor respuesta celular (Oertelt-Prigione, 

2012).  Esta efectividad se ha atribuido al efecto del estradiol y la progesterona sobre 

las células del sistema inmune de hembras debido a su papel inmunomodulador 

(Straub, 2007). Lo anterior ha llevado a clasificar a la respuesta inmune de hembras 

como tipo proinflamatorio con un perfil transcripcional muy definido hacia una elevada 

producción de citocinas como IL-6, TNF- e interferones de tipo I (IFN-) mientras que 

en machos, debido al efecto inmunosupresor de  la testosterona, las células de la 

respuesta inmune exhiben un perfil transcripcional más dirigido a una respuesta de 

tipo antinflamatorio, con una mayor producción de IL-10 y factor de crecimiento 

tumoral  (TGF- del inglés, tumor growth factor ) (Crockett et al., 2006; Gupta et al., 

2020). Se ha sugerido que este dimorfismo transcripcional puede deberse en parte a 

los genes que codifican en los cromosomas sexuales, principalmente del cromosoma 

X extra presente en hembras. Al tener una copia extra de genes como por ejemplo del 

gen Tlr7, Tlr8, il2rg y il13ra2, que pueden escapar a la inactivación, las hembras 

pueden generar una  respuesta inmune más potente (Libert et al., 2010; Park & Choi, 

2017). Estas diferencias y otras contribuyen de manera importante a la diversidad 

entre la respuesta inmune de machos y hembras, favoreciendo o perjudicando la 

efectividad del sistema inmunológico. Este dimorfismo de la respuesta inmune se 

refleja en todas las facetas de la respuesta inmune, y particularmente de los neutrófilos 

dependiendo del contexto fisiológico. 

 

Se ha propuesto al dimorfismo sexual como la principal causa de una mayor 

incidencia de enfermedades autoinmunes en hembras, principalmente debido al 
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efecto potenciador del estradiol, progesterona y al perfil transcripcional de IFN tipo I 

(Ngo et al., 2014). En humanos, los neutrófilos son importantes mediadores en el 

desarrollo de enfermedades autoinmunes y recientemente se ha descrito que los 

neutrófilos de hombres presentan firmas genéticas características de neutrófilos 

inmaduros, lo que produce que los neutrófilos tengan una reducida respuesta a 

citocinas y tengan una menor capacidad de formar de NETs (Blazkova et al., 2017). 

En cambio, los neutrófilos de mujeres presentan firmas genéticas características de 

neutrófilos maduros y una mayor cantidad de genes de respuesta a interferones de 

tipo I (ISG del inglés, IFN stimulated genes) modulando un fenotipo de activación que 

podría estar contribuyendo a una mayor capacidad de respuesta de los neutrófilos y 

al desarrollo de enfermedades autoinmunes (Gupta et al., 2020).  

 

Los neutrófilos de ambos sexos contienen receptores para estrógenos y 

andrógenos que pueden promover la activación de factores de transcripción para 

estimular una respuesta funcional, señalando que las hormonas sexuales pueden 

tener un efecto en la función de los neutrófilos (Hannah et al., 2008; Straub, 2007). 

Aunque no se conocen todos los mecanismos mediante los cuales actúan las 

hormonas sexuales en neutrófilos, se ha observado que el estradiol puede beneficiar 

la actividad quimiotáctica, fagocítica e incrementa la capacidad de degranulación de 

neutrófilos de hembra (Klein & Flanagan, 2016) mientras que la progesterona 

incrementa el tiempo de vida de neutrófilos y disminuye su capacidad quimiotáctica  

(Spitzer & Zhang, 1996).  

 

 

2) La proteína CD43 

Las mucinas (MUC) son proteínas rígidas de alto peso molecular que contienen 

una gran cantidad de oligosacáridos unidos principalmente por una O-glicosilación en 

residuos de serinas o treoninas con N-acetilgalactosamina (GalNAc) y que están 

agrupados en estructuras repetidas en tándem. Las MUC pueden ser secretadas 

(MUC2, MUC5AC, MUC5B, MUC6, MUC7, MUC9 y MUC19) por las células para 

recubrir los epitelios o pueden encontrarse de forma transmembranal (MUC1, MUC3, 

MUC4, MUC12, MUC13, MUC15, MUC16, MUC17 y MUC20) modulando la adhesión, 

renovación, polarización y diferenciación celular, además tienen la capacidad de 

señalizar, gracias a la presencia de su dominio intracelular (Tuccillo et al., 2014). Una 

de las proteínas abundantes en la membrana de los leucocitos es la sialomucina CD43 

(Aguilar et al., 2006; Torres-Huerta et al., 2017). 

CD43, también conocida como leucosialina o sialoforina es una proteína 

integral de membrana (Carlsson et al., 1986; Remold-O’Donnell, Zimmerman, et al., 

1987). Esta proteína está altamente glucosilada, es rica en ácido siálico y es muy 
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abundante en células hematopoyéticas, excepto en eritrocitos y linfocitos B en reposo 

(Carlsson et al., 1986; Wikén et al., 1988). Aunque inicialmente su presencia se asoció 

exclusivamente a los linajes hematopoyéticos, también se ha descrito su expresión en 

células no hematopoyéticas normales y tumorales  (Amano et al., 2001; Matsumoto et 

al., 2004). En los tumores la presencia de CD43 se asocia con un mal pronóstico 

debido a que prolonga la supervivencia y promueve la evasión de la muerte celular 

(Bravo-Adame et al., 2016; Kadaja-Saarepuu et al., 2008; Kadaja et al., 2004; Vega-

Mendoza et al., 2021). 

Originalmente CD43 fue descrita en leucocitos de pacientes del sexo masculino 

con síndrome recesivo Wiskott-Aldrich (WAS), una enfermedad que se caracteriza por 

infecciones recurrentes y eczema. En estos pacientes, CD43 se encuentra 

fenotípicamente defectuosa, y en un inicio se creía que era la responsable de la 

enfermedad (Remold-O’Donnell, et al., 1984). Pero años después se describió a la 

proteína WASP como la responsable del WAS, la cual  se encuentra codificada en el 

cromosoma X mientras que CD43 está codificada en el cromosoma 16 en humanos 

(Shelley et al., 1990) y en el cromosoma 7 en ratones (Cyster et al., 1990), 

descartando a CD43 como la responsable del WAS. No obstante, se ha propuesto que 

la forma aberrante de esta proteína en los pacientes con WAS podría estar 

favoreciendo a la actividad y escape de linfocitos T autorreactivos, los cuales estarían 

reconociendo antígenos propios en la piel y a su vez contribuyendo a la dermatitis tipo 

eczema de los pacientes con WAS (Khan et al., 2008).  

El gen de CD43 está compuesto por un intrón en la región 5´ no codificante y 

dos exones de los cuales solamente el segundo exón codifica completamente a la 

proteína además de que el transcrito no sufre splicing alternativo (Cyster et al., 1990; 

Pallant et al., 1989; Shelley et al., 1990). Transcripcionalmente, CD43 está regulado 

negativamente por la unión de los represores transcripcionales Pura y hnRNP-K al 

promotor de CD43 o por la metilación del mismo por parte de la MeCP2 (Del inglés, 

Methyl CpG binding protein2). En cambio, CD43 puede ser regulado positivamente 

por los factores de transcripción PyRo 1, PyRo 2 y Sp1, este último se une 40 pares 

de bases rio arriba del sitio de inicio de la transcripción promoviendo la transcripción 

(Kudo & Fukuda, 1994; Farokhzad et al., 2000).  

Como proteína, CD43 es una proteína transmembranal tipo I que consta de tres 

dominios: uno extracelular con 235 aminoácidos, uno transmembranal con 23 

aminoácidos y uno intracelular con 123 aminoácidos (Shelley et al., 1990). El dominio 

extracelular es rígido, alargado y sobresale ~45 nm de la membrana plasmática 

(Cyster et al., 1991) (Figura 1.3). En este dominio se encuentran cinco repetidos en 

ándem de 18 aminoácidos cada uno, ricos en serinas y treoninas, la mayoría de las 

cuales están altamente O-GalNAc glicosiladas, de tal forma que este dominio presenta 

70 a 85 cadenas de carbohidratos (Cyster et al., 1991; Remold-O’Donnella, et al., 
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1987). La abundancia de estos carbohidratos hace que constituyan cerca del 50 % del 

peso molecular. Entre los carbohidratos más abundantes se encuentra la galactosa, 

N-acetil-galactosamina y el ácido siálico (ácido N-acetil-neuramínico) (Remold-

O’Donnell, et al., 1987a). La abundancia del ácido siálico le proporciona a la molécula 

una carga parcial negativa y de dichas características deriva su nombre sialoforina 

(Fukuda, 1991; Remold-O’Donnella, et al., 1987). El dominio intracelular tiene un 

dominio rico en prolinas capaz de interactuar con proteínas con dominios SH3 como 

son las tirosin cinasas como Lck y Fyn (Pedraza-Alva et al., 1996), así como varios 

residuos de serinas potencialmente fosforilables. El dominio intracelular de CD43 está 

altamente conservado entre especies (humano, chimpancé, perro, caballo, rata y 

ratón). Además, el dominio intracelular contiene sitios de localización nuclear (SLN) 

enmascarados por sitios de unión a proteínas de la familia ERM (Ezrina-Radixina-

Moesina) y es indispensable para que la molécula pueda señalizar (Aguilar et al., 

2006) (Figura 1.3). 

 

Figura 1.3. Estructura de la proteína CD43. Existen dos isoformas de CD43, distinguidas por su patrón 

de glicosilación, una de 115 KDa y 130 KDa. Ambas isoformas están compuestas por: un dominio 

extracelular con 235 aminoácidos, un domino transmembranal de 23 aminoácidos y un dominio 

intracelular de 123 aminoácidos. El dominio intracelular contiene sitios de localización nuclear (SLN), 

sitios de unión a proteínas ERM (Ezrina-Radixina-Moesina) y una región rica en prolinas (PRR) (Torres-

Huerta et al., 2017). 

 

Las modificaciones postraduccionales en los patrones de la O-glicosilación de 

CD43 definen dos isoformas, una isoforma de 115 KDa expresada en timocitos, 

linfocitos T CD4+ en reposo y monocitos, y otra de 130 KDa expresada en linfocitos T 

CD8+, linfocitos T CD4+ activadas, plaquetas, neutrófilos, linfocitos B activados y 

macrófagos (Carlsson et al., 1986; Remold-O’Donnellb, et al., 1987) (Figura 1.3). La 

principal diferencia entre las isoformas de 115 KDa y 130 KDa, es la presencia de un 

Core-1 compuesto de un tetrasacárido NeuAc (α2-3)-Gal (β1-3) [NeuAc (β2-6)] 

GalNac y un Core-2 conformado de un hexasacárido ramificado NeuAc (α2-3)-Gal (β1-

Región 

intracelular 

Región 

extracelular 
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3) [NeuAc (α2-3) Gal (β1-4) GlcNAc (β1-6) GalNac, respectivamente (Fukuda et al., 

1986; Fukuda, 2002). Las modificaciones de un Core-1 a un Core-2, se produce 

principalmente a través del incremento en la actividad 1,6-N-

acetilglucosaminiltransferasa Core-2 (Core2GlcNAcT) en el aparato de Golgi. El 

cambio de un Core a otro ha sido observado durante la activación de linfocitos T CD4+ 

y se piensa que este cambio de isoforma juega un papel importante en la 

diferenciación celular (Fukuda, 2002; Piller et al., 1988). 

 

Ligandos de CD43 

Se han identificado múltiples ligandos para CD43, entre los cuales se incluyen, 

galectina-1, selectina-E, seroalbúmina humana (SAH), ICAM-1, el complejo principal 

de histocompatibilidad de tipo I (MHC-1), Siglec-1 y Sigle-7 (Baum et al., 1995; 

Matsumoto et al., 2005; Nathan et al., 1993; Rosenstein et al., 1991; Stöckl et al., 1996; 

van den Berg et al., 2001). Asimismo, puede participar como un PRR al reconocer 

determinadas moléculas de patógenos como la hemaglutinina del virus de la influenza 

A (VIA), la chaperona DnaK y Cpn60.2 de M. tuberculosis, la enterotoxina heat-labile 

y la mucinasa de E. Coli, y la sialidasa de P. falciparum  (Hartshorn et al., 1995; Hickey 

et al., 2010; Szabady et al., 2009; Zemelman et al.,1989). 

Esta capacidad de unirse a múltiples ligandos ha llevado a clasificar a CD43 

como una proteína multifuncional involucrada en adhesión, supervivencia, 

proliferación, migración y activación celular (Kyoizumi et al., 2004; Manjunath et al., 

1993; Park et al., 1991; Seveau et al., 1997; Sperling et al., 1995). Para realizar estas 

funciones, el dominio intracelular es indispensable debido a que dicho dominio es 

fundamental para que la molécula pueda señalizar (Allenspach et al., 2001; Park et 

al., 1991; Pedraza-Alva et al., 1996; Torres-Huerta et al., 2017). 

 

CD43 como una molécula señalizadora y multifuncional 

A partir de las señales intracelulares generadas por su dominio intracelular, 

CD43 actúa como una molécula co-estimuladora en linfocitos T (Park et al., 1991). El 

entrecruzamiento de CD43 en la superficie celular mediante anticuerpos 

monoclonales específicos produce el reclutamiento de cinasas de la familia Src (en 

particular Lck y Fyn), siendo que el dominio SH3 de estas cinasas reconoce la región 

rica en prolinas del dominio intracelular de CD43, conduciendo al reclutamiento y 

activación de las cinasas ZAP70, y subsecuentemente de PLC2, generando una 

cascada de señalización en la que participan PKC-, ERK1/2, JUN, NF-B (Pedraza-

Alva et al., 1996, 1998; Santana et al., 2000). Las señales de CD43 también activan 
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vías de señalización que involucran moléculas relacionadas con el metabolismo del 

linfocito, como es el caso de la isoenzima M2 de la piruvato cinasa (PKM-2) (Bravo-

Adame et al., 2016). En conjunto, estas señales llegarán al núcleo, induciendo la 

activación de factores de transcripción como NF-B, NFAT y AP-1 que darán como 

respuesta la síntesis de citocinas, reacomodos del citoesqueleto, proliferación o 

inclusive la sobrevida de la célula (Montufar-Solis et al., 2005; Pedraza-Alva et al., 

1996; Santana et al., 2000). 

No es de extrañarse que en paralelo a la multiplicidad de ligandos de CD43, se 

hayan descrito multiples funciones para esta molécula. Inicialmente se pensaba que 

CD43 era una molécula anti-adhesiva, debido a los primeros trabajos in vivo, con 

ratones CD43 silvestres y CD43-/-, infectados con el virus vaccinia, en los que se 

reportaron una respuesta menos robusta por parte linfocitos CD8 y una mayor 

mortalidad de ratones silvestres respecto a ratones CD43-/-, proponiendo que la carga 

negativa de CD43, así como su longitud y rigidez prevenía el contacto entre células 

WT (Manjunath et al., 1995). Sin embargo, a pesar de que en condiciones normales 

CD43 se excluye de la sinápsis inmunológica en respuesta al reconocimineto del 

antigeno por el TCR, los experimentos de Delon et al. (2001) mostraron que cuando 

se fuerza a CD43 a permanecer en la sinápsis inmunológica entre un linfocito T y una 

APC, ésta es funcional y la activación celular se lleva cabo, objetando el papel 

inhibitorio de CD43 en las interacciones célula-célula (Delon et al., 2001). Así mismo, 

la capacidad de CD43 de unirse a moléculas de adhesión como la E-selectina 

(Matsumoto et al., 2005) e ICAM-I (Rosenstein et al., 1991), Siglec-1 (van den Berg et 

al., 2001) y Siglec-7 (Yoshimura et al., 2021) indican un papel de CD43 como una 

molécula importante para el reclutamiento, adhesión y migración de leucocitos. 

Algunos estudios in vivo concluyen que la deficiencia de CD43 afecta negativamente 

al reclutamiento y migración de las células T (Onami et al., 2002) o incluso favorecen 

la migración de los leucocitos (Matsumoto et al., 2008; Velázquez et al., 2016).  

Además de los linfocitos T en los que también participa en la 

adhesión/migración, CD43 funciona como una molécula coestimuladora, 

independiente de la actividad de CD28 (Sperling et al., 1995), las señales 

dependientes de CD43 aumentan la efectividad de respuesta de otras células del 

sistema inmune, como ocurre en los linfocitos NK, células en las que se ha observado 

que el entrecruzamiento de CD43 con un anticuerpo anti CD43, resulta en una mayor 

actividad citotóxica (Vargas-Cortes et al., 1988). 

En particular, en neutrófilos, las señales de CD43 favorecen la agregación 

homotípica, sugiriendo que participa en la regulación de la adhesión entre leucocitos 

y la matriz extracelular mediante integrinas (Kuijpers et al., 1992). Además, de los 

linfocitos T, CD43 puede ser relocalizado en los urópodos de los neutrófilos, un 

movimiento orquestado por el relajamiento de la interacción de CD43 con las proteínas 
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ERM (Ezrina, radxina y moesina) las cuales a su vez interactúan con la actina 

(Allenspach et al., 2001; Seveau et al., 1997) 

 

CD43 y neutrófilos 

La abundancia de CD43 en la membrana del neutrófilo (Rieu et al., 1992), 

sugiere un papel importante en la fisiología de estas células. Acorde con las funciones 

descritas para linfocitos, en neutrófilos se ha identificado la participación de CD43 

durante el reclutamiento y adhesión celular (Velázquez et al., 2016), la polarización 

celular mediante la formación de urópodos (Johnson et al., 1999; Seveau et al., 1997) 

y durante la migración inducida por galectina-1 (Auvynet et al., 2013).  

Además, en neutrófilos se ha reportado que CD43 es un receptor de la 

hemaglutinina del virus de la influenza A (VIA), inclusive proponiendo que esta 

interacción pudiera inactivar a los neutrófilos durante la infección por VIA (Hartshorn 

et al., 1995). Algo similar, ha sido reportado durante la interacción de la mucinasa de 

E. coli con el neutrófilo, ya que la mucinasa puede cortar la región extracelular de 

CD43 alterando la adhesión, retención y activación de los neutrófilos de pez cebra en 

los sitios de infección (Szabady et al., 2009).  Otro reporte de procesamiento de CD43 

en neutrófilos es el que resulta de la exposición de neutrófilos humanos a estímulos 

(como fMLP, Zymosan, PMA o TNF-) que inducen un corte del dominio extracelular 

de la molécula de aproximadamente el 70%, mediante dos posibles cortes 

proteolíticos por parte de la elastasa. El primer corte proteolítico es cercano a la región 

N-terminal de la proteína y el segundo corte es cercano a la membrana plasmática 

(Remold-O’Donnell & Parent, 1995). Estos cortes liberan el dominio extracelular de 

CD43 hacia el medio extracelular y el plasma en un fragmento conocido como Galgp. 

Aunque no se tiene evidencia directa, se piensa que la Galgp, una 

galactoglicoproteína muy abundante en el suero humano de individuos sanos (Schmid 

et al., 1992) proviene justamente de neutrófilos, ya que son los leucocitos más 

abundantes de la sangre. La función de Galgp aún es desconocida, y tampoco se sabe 

cuál es el disparador de este proceso en salud, ni como varía la concentración de 

Galgp en enfermedad. 

Aunque se desconoce, el procesamiento de CD43 parece estar asociado a un 

incremento de la capacidad del estallido respiratorio, así como a favorecer la adhesión 

y la migración hacia los tejidos (Campanero et al., 1991; Remold-O’Donnell & Parent, 

1995). Se ha reportado que en neutrófilos de humano, la unión de seroalbúmina 

humana al dominio extracelular de CD43, previene la proteólisis por la elastasa de 

neutrófilo, evitando que se lleven a cabo los eventos mencionados anteriormente y 

por lo tanto modulando la actividad del neutrófilo (Nathan et al., 1993; Rieu et al., 

1992).  
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3) Antecedentes 

Si bien la mayoría de los trabajos relacionados con CD43 se han enfocado y 

estudiado ampliamente en linfocitos, la participación de CD43 en otros leucocitos, en 

particular los neutrófilos han sido poco explorada. Como se mencionó en la sección 

anterior, nuestro grupo (Auvynet et al., 2013) demostró que la galectina-1, uno de los 

ligandos descritos para CD43 (Baum et al., 1995), tiene un efecto quimiotáctico sobre 

los neutrófilos humanos, promoviendo su migración a favor de un gradiente de 

concentración de la galectina-1. Además, en una serie de experimentos piloto en un 

modelo murino de psoriasis inducido por Imiquimod en el que los queratinocitos, los 

linfocitos T y los neutrófilos participan de manera importante en el establecimiento de 

las lesiones en la piel, se encontró que los ratones CD43 KO, en comparación con los 

ratones CD43 WT, presentan lesiones más severas en la piel, además de un 

incremento de leucocitos en sangre periférica, resaltando la proporción de neutrófilos 

(Ivan Carranza, Tesis de Maestría, resultados no publicados). 

Considerando que los neutrófilos constituyen la primera línea de defensa en 

contra de infecciones causadas por hongos y bacterias además de ser importantes 

mediadores de la inflamación aguda e inflamación crónica como ocurre en el caso de 

las enfermedades autoinmunes. En este trabajo pretende se estudiar los mecanismos 

efectores de neutrófilos en ratones deficientes de CD43 con la finalidad de conocer 

cómo esta molécula afecta a la fisiología del neutrófilo. 
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II Hipótesis 

La deficiencia de CD43 alterará los mecanismos efectores de los neutrófilos, tales 

como el estallido respiratorio y la capacidad de formación de NETs, de forma sexo-

específica. 

Objetivo general 

Determinar el papel de CD43 en la inducción de estallido respiratorio y 

formación de NETs en función del sexo. 

 

Objetivos particulares 
 

1. Estandarizar un método de purificación de neutrófilos para realizar los 

experimentos considerados.  

 

2. Comparar la producción de ROS de los neutrófilos de ratones WT y 

CD43 KO, machos y hembras.  

 

3. Determinar la formación de NETs de los neutrófilos de ratones WT y 

CD43 KO, machos y hembras. 

 

4. Evaluar la proporción y maduración de las subpoblaciones de neutrófilos 

en médula ósea de ratones WT y CD43 KO, machos y hembras. 
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III Materiales y métodos 
 

Las especificaciones referentes a los reactivos y materiales utilizados en este 

trabajo se encuentran en el apéndice I. 

 

1) Animales 

Se utilizaron ratones adultos macho y hembra de la cepa C57BL/6 WT y CD43 

KO de 16 a 24 semanas de edad. Los animales fueron mantenidos en el bioterio del 

Instituto de Biotecnología de la Universidad Nacional Autónoma de México. Los 

animales estuvieron bajo ciclos de luz/obscuridad de 12/12 horas, en un rack ventilado 

con un suministro de agua y comida ad libitum. Todos los procedimientos realizados 

fueron llevados a cabo respetando los lineamientos del uso de animales del Comité 

de Bioética del Instituto de Biotecnología. Todos los animales fueron fenotipificados 

mediante citometría de flujo empleando un anticuerpo anti-CD43. 

 

2) Obtención de neutrófilos a partir de sangre periférica y médula 

ósea 

Con la finalidad de purificar neutrófilos de sangre y médula ósea de ratón, se 

emplearon diferentes métodos de purificación para cada reservorio de neutrófilos. 

Dichos métodos se describen a continuación: 

2.1 Purificación de neutrófilos de sangre periférica por gradiente de densidad  

2.1.1 Método Dextran-Histopaque  

Se obtuvo la sangre periférica de cinco ratones mediante punción cardíaca con 

una aguja 21 x G en una jeringa de 10 mL que contenía 10 UI/mL de heparina sódica. 

La sangre (~7 mL) fue combinada en un tubo cónico de 15 mL con 2 mL de dextran 

500 al 6 % en PBS. El tubo fue invertido 3 veces y se dejó reposar durante 30 minutos 

a temperatura ambiente, durante este tiempo el dextran 500 favoreció la 

sedimentación de los eritrocitos de manera que se formaron dos fases, una fase rica 

en eritrocitos y otra fase rica en plasma y leucocitos. Esta última se colocó en una 

proporción 1:1, sobre 5 mL de Histopaque (densidad de 1.077 g/mL) en un tubo cónico 

de 15 mL, y el tubo se centrifugó durante 30 minutos a 500 x g (sin freno).  Se desechó 

el sobrenadante y el botón celular fue resuspendido en 100 L de Red Blood Cell 

Lysing Buffer Hybri-Max durante 1 minuto, trascurrido ese tiempo se agregó 10 mL de 

PBS frío, y se centrifugó de nuevo el tubo a 430 x g durante 7 minutos. De nuevo se 
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desechó el sobrenadante y el botón celular se resuspendió en 1 mL de PBS frío 

(Boyum, 1968). Se contó el número de células, se determinó la viabilidad celular con 

azul tripano y se verifico la pureza mediante citometría de flujo (BD FACs Canto II), 

evaluando el porcentaje células positivas a los anticuerpos anti-Ly6G+ y CD11b+. 

2.1.2 Polymorphprep 

En un tubo cónico de 15 mL, la sangre obtenida de cuantos ratones se depositó 

inmediatamente en una proporción 1:1, sobre 5 mL de Polymorphprep (densidad de 

1.113 g/mL). Enseguida se centrifugó el tubo a 500 x g durante 30 minutos a 

temperatura ambiente (sin freno). Posteriormente, se recuperó la segunda interfase 

formada entre el Polymorphprep y la sangre, y se colocó en un tubo cónico de 15 mL, 

y se agregó 5 mL de PBS frío para finalmente centrifugar el tubo a 430 x g durante 7 

minutos a temperatura ambiente. A continuación, se desechó el sobrenadante y el 

botón celular fue resuspendido en 100 L de Red Blood Cell Lysing Buffer Hibri-Max 

durante 1 minuto, y posteriormente se llevó el volumen a 5 mL con PBS frío. De nuevo 

se centrifugo el tubo a 430 x g durante 7 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, 

se desechó el sobrenadante y se agregó 1 mL de PBS frío al botón celular (Ferrante 

& Thong, 1980). Se contó el número de células, se determinó la viabilidad celular, y 

se verifico la pureza mediante citometría de flujo. 

2.2 Purificación de neutrófilos de médula ósea por gradiente de densidad 

El procedimiento se describe para dos fémures y dos tibias de cada ratón. 

Todos los huesos fueron desinfectados con etanol al 70%, y lavados con RPMI 1640 

suplementado solamente con penicilina/estreptomicina/glutamina (PSG).  

Se corto la epífisis de cada extremo de los huesos, cada par de huesos fue 

colocado dentro de tubos cónicos estériles de 0.6 mL perforados en el fondo, y 

sobrepuestos sobre tubos cónicos estériles de 1.5 mL que contenían 400 L de PBS 

estéril. Inmediatamente, los tubos se centrifugaron en una microcentrífuga a 2 500 x 

g velocidad durante 1 minuto. Posteriormente, en condiciones estériles los huesos y 

el sobrenadante se desecharon, y el botón celular se resuspendió con 500 L de Red 

Blood Cell Lysing Buffer Hybri-Max durante 1 minuto, y se transfirió a un tubo cónico 

de 15 mL, en donde se llevó el volumen a 5 mL con RPMI 1640 frío. Se centrifugó el 

tubo a 430 x g durante 7 minutos a temperatura ambiente. A continuación, se desechó 

el sobrenadante, y el botón celular fue resuspendido en 3 mL de PBS frío. En un tubo 

cónico de 15 mL se colocaron 3 mL de Histopaque (densidad de 1.119 g/mL), seguido 

de 3 mL de Histopaque (densidad 1.077 g/mL), y por último se colocaron los 3 mL de 

la suspensión celular de médula ósea, formando 3 fases sin mezclar, quedando la 

proporción entre las diferentes fases 1:1:1. Inmediatamente se centrifugó el tubo a 870 

x g durante 30 minutos a temperatura ambiente (sin freno). Posteriormente, se 

recuperó la interfase formada entre el Histopaque de 1.077 g/mL y el de 1.119 g/mL. 
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Esta interfase fue colocada en un tubo cónico de 15 mL y fue resuspendida en 10 mL 

de RPMI 1640 frío, enseguida se centrifugó el tubo a 430 x g durante 7 minutos a 

temperatura ambiente. Finalmente, se desechó el sobrenadante y se resuspendió el 

botón celular en 2 mL de PBS frío. Se contó el número de células y se evaluó la 

viabilidad celular con azul tripano. Por último, se verificó la pureza mediante citometría 

de flujo. 

 

3) Selección negativa de neutrófilos a partir de médula ósea 
 

Una vez definido que el reservorio sería la médula ósea a partir del cual se 

obtendrían los neutrófilos, las células purificadas del gradiente de densidad fueron 

enriquecidas mediante selección negativa de un kit de aislamiento de neutrófilos, 

siguiendo las instrucciones proporcionadas por el fabricante. Finalmente, se evaluó la 

pureza mediante citometría de flujo de acuerdo con el procedimiento anteriormente 

descrito. 

 

4) Análisis de pureza, subpoblaciones de neutrófilos Ly6GLo/Ly6GHi, 

y de los receptores de quimiocinas CXCR2 y CXCR4 mediante 

citometría de flujo  

Una vez obtenidas las fracciones correspondientes a neutrófilos, se procedió a 

evaluar la pureza de neutrófilos y la cantidad de CD43. Se colocaron 5 x 105 células 

por tubo de citometría de flujo. A cada tubo se le agregó 3 mL de solución de FACS 

(Apéndice I), los tubos fueron centrifugados a 430 x g durante 7 minutos a temperatura 

ambiente. Posteriormente, se desechó el sobrenadante y el botón celular fue 

resuspendido en 50 L de solución de bloqueo (0.5 g del anticuerpo anti CD16/32 

con suero de caballo al 20% en solución de FACS). Se incubaron las muestras durante 

20 minutos a 4°C, transcurrido ese tiempo a cada tubo se le agregó 50 L de la 

solución de FACS o 50 L de la mezcla de los anticuerpos anti-CD43 acoplado a APC 

o -Ly6G acoplado a AF488, -CD11b acoplado a APC, -CXCR2 acoplado a PE y -

CXCR4 acoplado a BV421. De nuevo se incubaron los tubos durante 30 minutos a 

4°C. Una vez completado el tiempo de incubación, se agregaron 3 mL de solución de 

FACS y los tubos se centrifugaron a 430 x g durante 7 minutos a temperatura 

ambiente. Se desecho el sobrenadante y el botón celular fue resuspendido en 200 L 

de paraformaldehído (PFA) al 1 % durante 30 minutos a temperatura ambiente. Las 

muestras fueron analizadas en un citómetro de flujo BD FACSCanto II (BD 

Biosciences). Se capturaron 10 000 eventos por muestra.  



26 
 

El análisis completo se realizó en el sofware FlowJo 10.7.1. La estrategia de 

análisis para determinar la pureza se muestra en la Figura 3.1. A partir del dot plot 

mostrado en la figura 3.1A, se seleccionó en un gate a la región correspondiente a 

células mononucleares y granulocitos, posteriormente se seleccionaron single cells 

para eliminar agregados de células y falsos positivos (Figura 3.1B). Posteriormente, 

la pureza se obtuvo del porcentaje de los eventos positivos a Ly6G+ y CD11b+ 

considerados como neutrófilos (Figura 3.1C). Finalmente, las subpoblaciones de 

neutrófilos Ly6GLo y/o Ly6GHi fueron analizadas a partir del gate de neutrófilos 

comparando el marcador Ly6G contra la complejidad de las células (SSC-A) 

delimitando a dos poblaciones Ly6GLo y Ly6GHi (Figura 3.1D). A partir de ambas 

subpoblaciones se evaluó el porcentaje de los neutrófilos Ly6GLo y/o Ly6GHi positivos 

a los receptores de quimiocinas CXCR2 y CXCR4 (Apéndice II-5). Las subpoblaciones 

de neutrófilos fueron analizadas a partir de neutrófilos purificados o muestras de 

médula ósea. La cantidad de CD43 fue representada como la intensidad media de 

flourescencia (IMF) de APC a partir de las single cells (Figura 3.1B). 

 

Figura 3.1. Estrategia análisis para la pureza de neutrófilos y subpoblaciones de neutrófilos. A) Se 

muestra el dot plot de las células obtenidas a partir de cada método de purificación, en dicho dot plot 

de acuerdo con el SSC vs FSC se seleccionaron las células correspondientes a células mononucleares 

y granulocitos. B) Selección de single cells. C) Pureza de neutrófilos a partir de la muestra considerando 

solo a células positivas a Ly6G+ y CD11b+ D) Subpoblaciones de neutrófilos delimitados por el marcador 

Ly6G vs la complejidad celular SSC-A. 

 

5) Producción de ROS 

Para estudiar la producción de ROS se empleó el método propuesto por 

Walrand et al. (2003), empleando el colorante dihidroetidio (DHE), un compuesto no 

fluorescente que puede difundir en la membrana plasmática de células vivas. Una vez 

en el citoplasma de la célula, puede ser oxidado por el anión superóxido (O2
-) o el 

peróxido de hidrógeno (H2O2), generándose un cambio en su estructura química, y 
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transformándose a 2-hidroxietidio (HE), un compuesto con la capacidad de emitir 

fluorescencia (ex/em 488/606 nm). 

Los neutrófilos de médula ósea purificados (5 x 106 /tubo), fueron 

resuspendidos en 100 L de PBS o en 100 L de DHE (5 M en PBS). Los tubos con 

los neutrófilos fueron incubados durante 30 minutos a 37°C en completa obscuridad. 

Trascurrido el tiempo de incubación, se agregaron 2 mL de PBS y los tubos se 

centrifugaron a 430 x g durante 7 minutos a temperatura ambiente. Se desecho el 

sobrenadante y se agregó PMA (120 nM en 200 L de PBS) o 200 L de PBS, y los 

tubos fueron incubados durante 40 minutos a 37°C en completa obscuridad. Después, 

a cada tubo se le agregó 3 mL de PBS y los tubos se centrifugaron a 430 x g durante 

7 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se desechó el sobrenadante, y el 

botón celular fue resuspendido en 200 L de PFA al 1% durante 30 minutos a 

temperatura ambiente, despues de lo cual el PFA fue remplazado por PBS. Las 

muestras fueron analizadas en un citómetro de flujo BD FACSCanto II. El análisis 

completo se realizó en el software FlowJo 10.7.1. La estrategia de análisis para estos 

ensayos se muestra en la Figura 3.2. A partir del dot plot mostrado en la figura 3.2 A, 

se seleccionó a la región correspondiente a neutrófilos sin tratamiento y tratados con 

PMA; se seleccionaron single cells para eliminar agregados de células (Figura 3.2 B) 

y se evaluó la fluorescencia de HE en cada uno de los tubos. Los resultados se 

muestran como la intensidad media de fluorescencia integrada (iI.M.F ROS), obtenido 

de la siguiente formula [(frecuencia de células HE+) (IMF HE)] (Figura 3.2 C).  

Figura 3.2. Estrategia análisis para la producción de ROS. A) Se muestra el dot plot a partir del cual se 

hizo el gate de células teñidas con DHE sin tratamiento (arriba) y con 120 nM de PMA (abajo). B) 

Selección de single cells. C) producción de ROS en neutrófilos sin tratamiento respecto a neutrófilos 

tratados con 120 nM de PMA, a partir de ambos histogramas se graficó la iI.M.F. 
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6) Formación de NETs 

En una placa de cultivo de fondo plano estéril FluoruoDish y en condiciones 

estériles, se colocaron 1.5 x 105 neutrófilos en 200 L de RPMI 1640 suplementado 

con PSG. La placa se incubó durante 20 minutos a 37°C y 5 % de CO2 para permitir 

que las células se adhirieran. Posteriormente, se agregó 50 L de RPMI 1640 o 50 L 

de PMA (600 nM) para obtener una concentración final de 120 nM de PMA. La placa 

se incubó durante 4 horas a 37°C y 5% CO2. Transcurrido el tiempo de incubación, 

las células fueron fijadas con 250 L de PFA al 2%. Las placas se almacenaron 

durante toda la noche a 4°C (Brinkmann et al., 2004; Fuchs et al., 2007). 

Al siguiente día, se retiró el sobrenadante de cada placa con cuidado, y 

enseguida, se agregó 100 L de DAPI (1 nM en PBS; 4´.6-diamidino-2-fenilindol 

diclorhidrato). La placa se dejó durante 30 minutos a temperatura ambiente y en 

obscuridad. La formación de NETs se evaluó por microscopia con un microscopio de 

epifluorescencia invertido Olympus, Modelo IX 81 acoplado a un sistema de 

iluminación CoolLEDpE-2 y un sistema de captura de imágenes Photometrics Roper 

Cool Snap Monochromatic. Se tomaron fotografías al azar en un aumento de 600 x. 

Las imágenes fueron procesadas en Image J1.47v (http://imagen.nih.gov/ij/) de 

acuerdo con la estrategia de la figura 3.3. Cada imagen fue procesada ajustando el 

contraste y el brillo de tal manera que todas las fotografías tuvieran un fondo obscuro. 

Posteriormente cada imagen fue transformada a 8 bits (Figura 3.3 A), se ajustó el 

umbral de tal manera que se apreciara la cromatina sin saturar la imagen (Figura 3.3 

B). Finalmente, con la escala del microscopio se calibraron los micrómetros (µm) por 

píxel y se seleccionó el área correspondiente a la cromatina (Figura 3.3 C). Cada 

imagen en fluorescencia fue analizada para calcular el área por píxel de la cromatina 

con el sofware Image J1.47v. Estos datos fueron promediados a partir de 35 imágenes 

y comparadas por condición (Figura 3.3 D). 

Figura 3.3. Estrategia análisis para la formación de NETs. A) Se muestra una microfotografía ajustada 

en brillo y contraste, y transformada a 8 bits. B) Posteriormente se ajustó el umbral de la imagen a un 

fondo obscuro. C) Se seleccionó el área correspondiente a la cromatina (areas rojas). D) A partir del 

área seleccionada se obtuvo el valor del área por píxel. 
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7) Análisis estadístico 

Los datos fueron expresados como promedio ± desviación estándar. La 

comparación entre múltiples grupos fue realizada mediante un análisis de varianza 

(ANOVA) seguida de una prueba de Tukey. Fue considerado estadísticamente 

significativo un valor de P< 0.05. Todos los datos fueron analizados en el programa 

Prisma Graph 6. 
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IV Resultados 

1) Selección del método de purificación de neutrófilos  

Se evaluaron tres métodos con la finalidad de seleccionar el mejor método para 

aislar suficientes neutrófilos en términos de cantidad de células y pureza de la 

población deseada, así como para definir el compartimento (sangre o médula ósea) a 

partir del cual se purificarían para abordar los objetivos planteados.  

En el caso de sangre periférica se compararon los métodos de Dextran-

Histopaque de 1.077 g/mL y Polymorphprep de 1.113 g/mL, siendo ambos métodos 

los más utilizados para aislar neutrófilos humanos a partir de sangre periférica (Boyum, 

1968; Ferrante & Thong, 1980). Para aislar neutrófilos de la médula ósea, se empleó 

el método de separación con Histopaque de dos densidades (1.077 y 1.119 g/mL) uno 

de los métodos empleados para aislar neutrófilos de ratón (Swamydas et al., 2015), 

seguido o no de un paso de purificación por selección negativa. Los resultados 

obtenidos se resumen en la figura 4.1. 
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Método Reservorio Células 
obtenidas 

Viabilidad Pureza 

Histopaque 1.077 Sangre ~ 1x106 ~ 70 % 16.4 % 

Polymorphprep 1.113 Sangre ~ 1x106 ~ 90 % 67.4 % 

Histopaque 1.077 /1.119 
(Enriquecimiento) 

Médula ósea ~3.5 x106 > 95 % 76.6 ± 0.1 % 

Enriqueciendo + 
Selección negativa 

Médula ósea ~2.8 x106 ~ 95 %  95.9 ± 2 % 

Figura 4.1. El método de enriquecimiento seguido de la selección negativa de neutrófilos es el 

método más eficiente para purificación de neutrófilos. I) Comparación entre métodos de 

purificación de neutrófilos de sangre periférica y médula ósea de ratones macho y hembras C57BL/6, 

WT y CD43KO (16-24 semanas de edad). Para obtener neutrófilos de sangre periférica se empleó un 

gradiente de densidad (Histopaque 1.077 o Polymorphprep 1.113) a partir de un pool de 5 mL de sangre 

de cinco ratones. Para aislar neutrófilos de médula ósea se empleó un ratón por experimento, y se 

realizó un paso de enriquecimiento con un doble gradiente de densidad (Histopaque 1.077/1.119) o 

alternativamente, se combinó el paso de enriquecimiento seguido de un paso de selección negativa de 

neutrófilos. El número de células y el porcentaje de viabilidad evaluaron con azul de tripano; la pureza 

se evaluó por citometría de flujo, considerando a las células Ly6G+ y CD11b+ como neutrófilos. 

 

 

 

I )  
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Los resultados señalan que los dos métodos empleados para obtener 

neutrófilos a partir de sangre periférica son poco efectivos, debido a que se obtuvo 

una menor pureza y un menor rendimiento de células comparado con el método 

utilizado para obtener neutrófilos de médula ósea. Además, la obtención de neutrófilos 

de sangre requiere un mayor número de ratones en comparación con el método de 

médula ósea. Por esta razón, se optó por enriquecer la población de neutrófilos a partir 

de las células de médula ósea de ratón mediante el método de Histopaque de dos 

densidades seguido de un paso de selección negativa (Swamydas et al., 2015), 

alcanzando una pureza > 95%, con un rendimiento y la pureza semejantes entre 

fenotipos, y entre sexos (Apéndice II-1). Además, la cantidad de CD43 fue semejante 

entre sexos al emplear este método de purificación (Apéndice II-2). 

 

2) Existe un dimorfismo sexual en la producción de ROS de neutrófilos de 

machos y hembras, y la ausencia de CD43 afecta la generación de ROS de 

manera sexo-dependiente 

Las ROS son una herramienta con la que los neutrófilos eliminan a los 

microorganismos que ingieren por fagocitosis. Se evaluó la producción de ROS en 

neutrófilos de ratones C57BL/6 WT y CD43 KO, machos y hembras, en respuesta a 

un estímulo de un activador de la NADPH oxidasa, PMA (120nM), por 40 minutos a 

37° C y se midió la fluorescencia de DHE por citometría de flujo. 

Los resultados obtenidos muestran que, en condiciones basales, la producción 

de ROS de los neutrófilos de ratón WT y CD43 KO de ambos sexos es muy baja y es 

similar. En cambio, en respuesta al estímulo con PMA, los neutrófilos tienen una 

producción de ROS en función del sexo del ratón, evidenciando el dimorfismo sexual 

que se ha reportado entre los neutrófilos de machos y hembras del mismo fenotipo, y 

entre ratones WT y CD43 KO del mismo sexo.  Por otra parte, la ausencia de CD43 

repercute en generación de ROS de los neutrófilos de manera sexo-dependiente, 

haciendo que los neutrófilos de macho KO produzcan significativamente menos ROS 

que los de ratones macho WT, mientras que los neutrófilos de hembras CD43 KO 

generan más ROS que los de hembras WT (Figura 4.2). 
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Figura 4.2. La ausencia de CD43 modifica la producción de ROS en neutrófilos de médula ósea 

con un efecto ligado al dimorfismo sexual. Los neutrófilos purificados de médula ósea de ratones 

C57BL/6 machos y hembras, WT y CD43 KO marcados con dihidroetidio (DHE, 5 M), y fueron 

estimulados o no con 120 nM de PMA durante 40 minutos a 37°C y 5 % CO2. La producción de ROS 

fue evaluada con un citómetro FACsCanto II (ex/em 488/606 nm), el análisis se realizó con el software 

FlowJo. I) Se muestran los histogramas de la producción de ROS de los neutrófilos tratados con PMA 

(rojo) o sin tratar (azul), también se observa el fenotipo de cada ratón (histograma sin rellenar: céulas 

sin teñir; histogama sólido: tinción para CD43); se incluye un heterocigoto como referencia. II) La 

producción de ROS se presenta como la iI.M.F ROS [(% de células DHE+) (IMF DHE+)]. Cada punto 

representa un ratón (n= 9 machos y n= 10 hembras). Se indica promedio ± desviación estándar. 

***p<0.0002, *p<0.05 ANOVA prueba post hoc Tukey. 
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3) La formación de NETs es distinta en neutrófilos de ratón CD43 KO respecto 

a los neutrófilos de ratón WT de manera dependiente del sexo 

Cuando los neutrófilos son reclutados al sito de infección, pueden fagocitar a 

los microorganismos y matarlos intracelularmente, produciendo ROS. 

Alternativamente, tienen la capacidad de contener a los microorganismos en el 

espacio extracelular, produciendo las llamadas trampas extracelulares de neutrófilos 

o NETs, las cuales consisten en cromatina decorada de péptidos antimicrobianos y 

proteasas.  Como en el caso de las ROS, se evaluó la capacidad de formación de 

NETs en neutrófilos de ratones C57BL/6 WT y CD43 KO, machos y hembras, en 

respuesta a un estímulo de PMA (120nM) por 4 horas a 37° C, evaluando el área 

ocupada por la cromatina. 

La incubación de los neutrófilos de machos o hembras WT o CD43 KO en medio 

de cultivo, en ausencia de estímulo, no provoca la formación de NETs, observando 

que las células están íntegras (Apéndice II-3) y sus núcleos conservan la cromatina 

altamente condensada y una forma anillada con segmentos característica de 

neutrófilos de ratón (Figura 4.3, sección I A-D). En cambio, en presencia de PMA, al 

cabo de 4 horas se observa que las células perdieron la integridad de su membrana 

(Apéndice II-3), además el núcleo de las células perdió la forma anillada del núcleo, 

acompañado de una descondensación de la cromatina y material genético se 

encuentra disperso formando una especie de “nube” (Figura 4.3, sección II E-H), dos 

eventos característicos de la formación de NETs (Brinkmann et al., 2004; Fuchs et al., 

2007).  
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Figura 4.3. La ausencia de CD43 afecta a la formación de NETs de neutrófilos, con un efecto 
asociado al sexo. Los neutrófilos de médula ósea de ratones C57BL/6 machos y hembras, WT y CD43 
KO se estimularon o no con 120 nM de PMA durante 4 horas a 37°C y 5 % CO2, después de lo cual 
las células se tiñeron con DAPI (1 nM). La formación de NETS se observó con un microscopio invertido 
de fluorescencia (Olympus IX81, iluminación CoolLED pE-2, cámara Photometrics Roper CoolSnap 
Monochromatic, aumento 600X). I) Los neutrófilos sin tratamiento de (A) macho WT, (B) macho CD43 
KO, (C) hembra WT y, (D) hembra CD43 KO, no forman NETs. II) (A) neutrófilos de macho WT; (B) 
neutrófilos de macho CD43 KO; (C) neutrófilos de hembra WT; (D) neutrófilos de hembra CD43 KO, 

tratados con 120 nM de PMA. La barra representa 20 M.  III) Área ocupada por la cromatina 
extracelular de los neutrófilos tratados o no con 120 nM de PMA. El análisis de las imágenes se realizó 
con el software ImageJ. Cada punto representa una microfotografía (n=35 imágenes obtenidas a partir 
de 7 ratones). Se indica promedio ± desviación estándar. ****p<0.0001, **p<0.05 ANOVA prueba post 
hoc Tukey. 
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El área ocupada por la cromatina extracelular de los neutrófilos de ratones 

macho o hembras, WT o CD43 KO sin tratamiento es muy similar (Figura 4.3. sección 

III), observándose muy poca cromatina extracelular. La adición de PMA detonó la 

formación de NETs en los neutrófilos. La comparación entre sexos mostró que los 

machos silvestres producen mas NETs que las hembras sivestres, no asi entre macho 

y hembras CD43KO. La comparación entre fenotipos muestra que los neutrófilos de 

ratones machos CD43 KO liberaron menos cromatina que los de ratones WT, mientras 

que los neutrófilos de hembras CD43 KO liberan mas cromatina que los neutrófilos de 

hembras WT (Figura 4.3, sección III), en consistencia con lo observado en la 

capacidad de produccion de ROS En conjunto, estos resultados apoyan un dimorfismo 

sexual en la producción de NETs y son consistentes con lo observado en la producción 

de ROS y con las diferencias funcionales entre neutrófilos de WT y CD43 KO de 

manera sexo-dependiente. 

 

4) Independientemente del fenotipo las hembras tienen una mayor proporción 

de neutrófilos inmaduros y estos tienen un mayor diámetro que los 

neutrófilos de machos 

Al observar las imágenes de los neutrófilos incubados solo con medio de cultivo 

(en ausencia de PMA), de los experimentos descritos en la sección anterior (Figura 

4.3, sección I), se detectaron células con núcleos pequeños, segmentados y 

condensados, y células con núcleos grandes, poco segmentados y menos 

condensados (Figura 4.4, sección I). Acorde a la literatura, las células con núcleos 

pequeños corresponden a células maduras, mientras que las células con núcleos 

grandes corresponden a células inmaduras (Biermann et al., 1999; Evrard et al., 2018).  

Asimismo, se encontró que el diámetro de las células de aspecto inmaduro de 

hembras fue mayor que el de las células de aspecto inmaduro de machos (Figura 4.4, 

sección II), y no se encontraron diferencias en el diámetro de las células al comparar 

entre fenotipos. 

 

Además de encontrar que las células de aspecto inmaduro tienen un mayor 

diámetro en hembras que en machos, también se observaron diferencias en las 

proporciones de estas subpoblaciones, encontrando más neutrófilos inmaduros 

(Ly6GLo) y menos neutrófilos maduros (Ly6GHi) en hembras que en machos (Figura 

4.4, sección III). Aunado a lo anterior, las hembras CD43 KO tienen un mayor 

porcentaje de neutrófilos maduros y menos neutrófilos inmaduros que las hembras 

WT, mientras que en los machos WT y CD43 KO, los porcentajes de ambas 

subpoblaciones son semejante (Figura 4.4, sección III). 
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Figura 4.4. La ausencia de CD43 afecta la proporción de neutrófilos inmaduros y maduros en 

hembras, y las células inmaduras tienen mayor diámetro. Los neutrófilos de médula ósea de 

ratones macho y hembras, WT y CD43 KO se tiñeron con DAPI (1 nM) y se tomaron microfotografías 

en contraste diferencial interferencial (DIC), y fluorescencia con un microscopio invertido de 

fluorescencia (Olympus IX81, iluminación CoolLED pE-2, cámara Photometrics Roper CoolSnap 

Monochromatic, aumento 600x). A partir de las microfotografías de DIC se midió el diámetro de las 

células con el software ImageJ. Con base en la segmentación y condensación del núcleo, los neutrófilos 

se clasificaron en inmaduros o maduros (n=82 células). I) Neutrófilos de ratón macho WT (A) o CD43 

KO (B), y muestran de ratón hembra WT (C) o CD43 KO (D). La barra representa 20 M. II) Diámetro 

de neutrófilos de aspecto inmaduro y maduro de machos y hembras WT y CD43 KO. Se indica promedio 

± desviación estándar. a=****p<0.0001, b=*p<0.01, c=****p<0.0001, d=*p<0.02 ANOVA prueba post 

hoc Tukey. III) Se muestra el porcentaje de neutrófilos de aspecto inmaduro (Ly6GLo) y maduro (Ly6GHi) 

obtenido a partir de las microfotografías. Cada punto representa una microfotografía (n=82 machos y 

n=82 hembras). Se indica promedio ± desviación estándar. ****p<0.0001, **p<0.005, *p< 0.05 ANOVA 

prueba post hoc Tukey. 

 

 

 Diámetro (µm) 
   

  

 

Inmaduros 
WT 8.4 ± 0.97

a, b 

 9.3 ± 0.85
 a,c

 

KO 8.22 ± 1.03
c, d 

 8.9 ± 1.09 
b,d

 

Maduros 
WT 7.12 ± 0.6 7.15 ± 0.5 

KO 7.04 ± 0.75  7.01 ± 0.51 
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5) La purificación de neutrófilos enriquece la subpoblación de neutrófilos 

maduros 

Además de los cambios morfológicos del núcleo, durante la maduración de los 

neutrófilos hay cambios en la expresión o nivel de expresión de proteínas de la 

membrana celular, como ocurre con el marcador Ly6G, una proteína exclusiva de 

neutrófilos de ratón que participa en adhesión celular, y cuyos niveles de expresión se 

incrementan conforme maduran los neutrófilos en la médula ósea (Hickey, 2012; Lee 

et al., 2013). Por lo anterior, se ha propuesto que esta molécula puede ser un indicador 

de la maduración de los neutrófilos en médula ósea, en donde se identifican dos 

subpoblaciones: neutrófilos inmaduros Ly6GLo y neutrófilos maduros Ly6GHi (Kim et 

al., 2017; Lagasse & Weissman, 1996).  

El análisis de Ly6GLo y/o Ly6GHi de neutrófilos purificados de médula ósea por 

citometría de flujo (Figura 4.5, sección I) permitió complementar y corroborar la 

evidencia observada por microscopía. Los resultados con neutrófilos purificados y a 

partir de médula ósea total mostraron que en hembras WT hay más neutrófilos Ly6GLo 

y menos Ly6GHi que en hembras KO mientras que en machos, la proporción de 

neutrófilos Ly6GLo y Ly6GHi es semejante entre ratones WT y CD43 KO. Por otro lado, 

también se encontraron diferencias entre sexos de las subpoblaciones relacionadas a 

Ly6G, mostrando una proporción mayor de neutrófilos Ly6GHi en ratones macho en 

comparación a la proporción encontrada en hembras (Figura 4.5, sección I).  
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Figura 4.5. La purificación de neutrófilos enriquece la proporción de neutrófilos maduros 
(Ly6GHi). La abundancia relativa de las subpoblaciones Ly6GLo y Ly6GHi en los neutrófilos purificados 
de médula ósea de ratones C57BL/6 machos y hembras, WT y CD43 KO se evaluó por citometría de 
flujo. Se seleccionaron los eventos positivos a Ly6G+ CD11b+ (considerados como neutrófilos), y se 
analizó su dispersión de acuerdo con la expresión del marcador Ly6G vs SSC para delimitar las 
subpoblaciones Ly6GLo o Ly6GHi (Ver Apéndice II-4). I) Porcentaje de células Ly6GLo o Ly6GHi en 
machos y hembras, WT y CD43 KO. Cada punto representa un ratón (n=10 machos y n=11 hembras). 
Se indica promedio ± desviación estándar. ****p<0.0001, ***p<0.0002, **p<0.005, *p< 0.05 ANOVA 
prueba post hoc Tukey. II) Proporción de neutrófilos Ly6GLo: Ly6GHi, antes y después de ser purificados 
(n=10 machos y n=11 hembras). 

 

Al comparar los porcentajes de neutrófilos Ly6GLo y Ly6GHi en médula ósea sin 

purificar (Apéndice II-4) con los de células purificadas, se encontró que el proceso de 

purificación resulta en un enriquecimiento de neutrófilos maduros (Figura 4.5, sección 

II). Aunque, la diferencia entre las subpoblaciones de hembras y entre sexos 

observada en neutrófilos purificados presenta un patrón semejante al observado en 

médula ósea, el proceso de purificación hace más evidentes dichas diferencias y, en 

consecuencia, la proporción de subpoblaciones Ly6GHi se ve enriquecida.  
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6) Las proporciones de neutrófilos Ly6GLo y Ly6GHi positivas a CXCR2 y CXCR4 

no es el responsable de las diferencias funcionales observadas en los 

neutrófilos ratones WT y CD43 KO 

Los neutrófilos inmaduros se consideran funcionalmente menos eficientes que 

los maduros (Evrard et al., 2018; Hidalgo et al., 2019). Considerando que nuestros 

resultados mostraban una mayor proporción de células inmaduras con mayor tamaño 

en hembras, nos preguntamos si las diferencias funcionales observadas se debían 

diferentes estadio de maduración de los neutrófilos y si existía una diferencia entre 

sexos y fenotipos. Para esto, se procedió a hacer un análisis de maduración ahora 

evaluando la presencia y porcentaje de células con los receptores de quimiocinas, 

CXCR2 y CXCR4. Los neutrófilos inmaduros tienen una baja expresión de la molécula 

Ly6G (Ly6GLo), y expresan el receptor de quimiocinas CXCR4. Una vez que los 

neutrófilos alcanzan un estadio maduro, su fenotipo cambia, aumentando la expresión 

de Ly6G (Ly6GHi), disminuyendo la expresión de CXCR4 y aumentando la de CXCR2 

(Peng et al., 2021). 

 

Figura 4.6. Los ratones WT y CD43 KO tienen proporciones semejantes de neutrófilos Ly6GLo 

y/o Ly6GHi positivos a los receptores de quimiocinas CXCR2 y CXCR4.  I) Esquema mostrando los 

cambios morfológicos y fenotípicos a lo largo de la maduración de los neutrófilos en médula ósea  II) 

Con los neutrófilos purificados de médula ósea, a partir de los eventos Ly6G+ CD11b+ (considerados 

como neutrófilos) se delimitaron las subpoblaciones Ly6GLo o Ly6GHi de acuerdo a la expresión del 

marcador Ly6G vs SSC, y en cada subpoblación se evaluó el porcentaje de células positivas a los 

receptores de quimiocinas CXCR2 y CXCR4 (Ver estrategia de análisis en Apéndice II-5). Se muestra 

el porcentaje de neutrófilos Ly6GLo y Ly6GHi que expresan los receptores CXCR2 y CXCR4. Cada punto 

representa un ratón (n=4 machos y n=4 hembras). Se indica promedio ± desviación estándar. 
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Los resultados que obtuvimos (Figura 4.6, sección II) indican que las 

proporciones de células CXCR4+ y CXCR2+ son semejantes en ratones WT y CD43 

KO y que expresan niveles semjantes de CXCR2 y CXCR4 (Apéndice II-5), 

independientemente del sexo, y sugiriendo que la ausencia de CD43 no afecta las 

proporciones de células CXCR4+ y CXCR2+. Tampoco se encontraron diferencias 

entre sexos, indicando que no hay un dimorfismo sexual a nivel del porcentaje de 

células que expresan CXCR4 y CXCR2. Asi mismo, esto sugiere que las diferencias 

funcionales entre sexos no estan relacionadas a estos dos receptores de 

quimiciocinas, a diferencia de lo que ocurre con el marcador Ly6G. Es posible que los 

nivels de expresion de otros marcadores de maduración como c-KIT, CD62L, CD34, 

CD117, etc. (Kim et al., 2017; Peng et al., 2021) y que contribuyen a la caracterización 

de la etapa de maduracion de neutrófilos en médula ósea (pero que no fueron 

contemplados en el presente trabajo) reflejen el dimorfismo sexual que identificamos. 
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V Discusión  

Los neutrófilos son células de la respuesta inmune que fagocitan y matan 

microorganismos de manera muy eficiente. Además, pueden liberar su ADN y el 

contenido de los diversos gránulos hacia el espacio extracelular, formando redes de 

ADN (NETs), lo que extiende su capacidad microbicida al medio extracelular. Entre 

las armas de las que disponen los neutrófilos destacan las ROS y las NETS. Además 

de combatir las infecciones, el arsenal bio-tóxico de los neutrófilos puede provocar 

daño en contextos, como el cáncer. La activación inadecuada o desregulada de los 

neutrófilos puede contribuir a la inflamación y la autoinmunidad.  

La obtención de neutrófilos de ratones es más laboriosa que la de humanos, 

debido al pequeño volumen de sangre obtenida de los ratones y la pequeña proporción 

de neutrófilos en sangre periférica (15 %) (O’Connell et al., 2015).  En una primera 

etapa comparáramos el rendimiento y pureza los neutrófilos aislados de sangre 

periférica o de médula ósea, resultando menos beneficioso y más costoso obtener los 

neutrófilos de sangre periférica debido al número de ratones necesarios, además de 

obtener una cantidad, pureza y viabilidad menores en comparación a las células 

obtenidas de médula ósea. Estos resultados son consistentes con publicaciones  en 

las que  se reporta que debido al pequeño volumen de sangre de los ratones y a que 

en esta especie, los neutrófilos no son tan abundantes en la sangre como en humanos 

( 15-30% contra 70% o más, respectivamente) (O’Connell et al., 2015). Considerando 

esta información, se optó por purificar los neutrófilos de la médula ósea (Swamydas 

et al., 2015), por lo que los experimentos encaminados a evaluar la función de los 

neutrófilos en ratones silvestres y ratones CD43 KO (machos y hembras), se 

realizaron a partir de neutrófilos purificados de médula ósea. 

Los machos y las hembras difieren en sus respuestas a antígenos extraños y 

propios, y muestran diferencias tanto en la respuesta inmune innata como la 

adaptativa. Ciertas diferencias sexuales inmunológicas se presentan a lo largo de la 

vida, mientras que otras solo son aparentes después de la pubertad y antes de la 

senescencia reproductiva, lo que sugiere que genes y hormonas participan en el 

dimorfismo de las respuesta inmunológica (Ngo et al., 2014). Particularmente en 

neutrófilos, se ha estudiado el papel de las hormonas femeninas como el estrógeno, 

el cual es un importante inmunomodulador en la quimiotaxis y la fagocitosis de los 

neutrófilos (Spitzer & Zhang, 1996). Y también se ha estudiado la progesterona como 

una molécula que incrementa el tiempo de vida media de los neutrófilos durante el 

ciclo menstrual (Molloy et al., 2003; Ngo et al., 2014). En el presente nos enfocamos 

a valorar la participación de CD43 en los mecanismos efectores de los neutrófilos, en 

particular el estallido respiratorio y la formacion de NETS y evaluar si existe una 

diferencia entre sexos.  
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Se encontraron diferencias funcionales entre los neutrófilos de machos y 

hembras de ambos fenotipos, apoyando el efecto del dimorfismo sexual en la 

respuesta inmunológica y particularmente en la fisiología de los neutrófilos (Giefing-

Kröll et al., 2015).  Los neutrófilos de machos WT generan mas ROS y NETs que los 

neutrofilos de las hembras WT mientras que los neutrofilos de las hembras CD43 KO 

son más eficientes en la producción de ROS que los machos CD43 KO, indicando 

que, a pesar de la ausencia de CD43, sigue existiendo un dimorfismo sexual, aunque 

con un comportamiento biológico completamente inverso al del fenotipo WT, 

considerando que los ratones silvestres de ambos sexos contienen niveles 

semejantes de CD43 después de la purificación de los neutrófilos. Lo anterior sugiere 

un posible efecto de las hormonas sexuales en la actividad microbicida de los 

neutrófilos, acorde a lo observado en neutrófilos de rata (Krynytska et al., 2019), pero 

opuesto a lo observado en humanos, donde los neutrófilos de sangre periférica de 

mujeres son más eficientes que los de hombres en respuesta al PMA o estímulos 

proinflamatorios (Blazkova et al., 2017; Crockett et al., 2006; Gupta et al., 2020). Estas 

discrepancias podrían explicarse por el hecho que los neutrófilos de nuestros 

experimento y las publicaciones referidas provienen de reservorios diferentes: médula 

ósea (nuestros datos y Krynytska et al., 2019), sangre periferica (Blazkova et al., 2017, 

Crockett et al., 2006; Gupta et al., 2020), siendo que los neutrófilos de médula ósea 

incluyen neutrófilos en proceso de maduración,  a diferencia los de sangre periférica 

que completaron su proceso de maduración (Evrard et al., 2018). Lo anterior, llevaría 

a preguntarse si estos mismos eventos se observan en ratones bajo un contexto más 

fisiológico como es el caso de una infección por virus o bacterias, en donde se 

evaluaría si se reproducen los mismos resultados obtenidos con la adición del PMA, 

y si se conservan las diferencias entre fenotipos, sexo y especies. 

El dimorfismo sexual también se manifiesta durante la maduración de los 

neutrófilos. Blazkova et al., (2017) ha reportado evidencia sobre esta diferencia sexual 

y su relación en el estadio de maduración de neutrófilos en circulación sanguínea de 

humanos. En consistencia con este estudio en el que se encontró que los hombres 

tienen una mayor proporción de neutrófilos con fenotipo inmaduro respecto a las 

mujeres,  el análisis de las subpoblaciones de neutrófilos inmaduros (Ly6GLo) y 

maduros (Ly6GHi) de médula ósea realizado en el presente trabajo mostró un posible 

dimorfismo sexual en el marcador Ly6G, debido a que las hembras presentan una 

marcada tendencia a tener una mayor proporción de neutrófilos Ly6GLo y menor 

cantidad de neutrófilos Ly6GHi, a la inversa de lo ocurre en los machos. Esta tendencia 

se volvió más evidente tras la purificación de los neutrófilos, probablemente debido a 

diferencias en la densidad celular de los neutrófilos maduros e inmaduros. Este 

fenómeno de dirmorfismo sexual en la cantidad de células maduras e inmaduras 

sugiere una posible contribución a las diferencias funcionales observadas entre sexos, 
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debido a que se ha reportado que los neutrófilos maduros son más eficientes que los 

inmaduros (Kim et al., 2017). 

Durante la generación y maduracion de neutrófilos en médula ósea, hay división 

celular y generación de precursores de de neutrófilos (Pre-Nue), cuya maduración a 

Neu-maduros es regulada por el GM-CSF. El GM-CSF desempeña un papel crucial 

en la regulación de la respuesta inflamatoria mediada por neutrófilos. Ademas de  

promover la proliferación y desarrollo de progenitores de neutrófilos en la médula 

ósea, este factor tiene una actividad sinérgica con otros factores de crecimiento 

hematopoyéticos; y estimula la actividad funcional de neutrófilos maduros (Fossati et 

al., 1998). Aunque no hay reportes que explícitamente indiquen que hay un dimorfismo 

sexual a nivel de la expresión del gen de GM-CSF, hay reportes que indican que puede 

ser producido por el epitelio del útero y linfocitos CD4 Th17, lo cual podría contribuir a 

una mayor producción de GM-CSF en hembras, lo que se ha relacionado a problemas 

durante la implantación del blastocisto en el embarazo y a una mayor incidencia de 

enfermedades autoinmunes en mujeres (Al-Mossawi et al., 2017; Robertson & 

Seamark, 1992). Esto podría sustentar nuestros resultados que indican que en médula 

ósea las hembras tienden a tener un mayor el porcentaje de células inmaduras 

(Ly6GLo), posiblemente debido a que el GM-CSF promueve la proliferación y una 

rápida maduración y liberación de neutrófilos a sangre periférica, dejando solo células 

en proceso de maduración, las cuales incluyen células Pre-Neu, las cuales conservan 

características morfológicas como un mayor diámetro, y cromatina parcialmente 

condensada debido a que conservan su capacidad mitótica para generar más 

neutrófilos (Evrard et al., 2018; Hidalgo et al., 2019). Esto mismo podria explicar 

porque las células inmaduras de hembras tienen mayor diámetro que las de machos 

machos, aunque faltarían datos experimentales sobre las proporciones de células 

Ly6GLo y Ly6GHi en sangre periférica de ambos sexos para corroborar el dimorfismo 

sexual y lo observado por Blazkova et al., (2017) así como los niveles serológicos GM-

CSF para apoyar dicha hipótesis. 

En el presente trabajo, independientemente de la presencia de CD43 y del sexo 

de los ratones, se encontró una correlación positiva entre la producción de ROS y la 

de NETs, acorde a lo reportado cuando se utiliza al PMA como estímulo (Bianchi et 

al., 2009; Hakkim et al., 2011b). En respuesta al PMA, se activan las PKCs, que a su 

vez activan a ERK. Una vez fosforilada y activada, ERK fosforila a la subunidad 

p47phox, desencadenando la activación y ensamblaje del resto de subunidades de la 

NADPH oxidasa (p67phox, p40phox, p22phox y gp1phox), lo que lleva a la producción de 

ROS aproximadamente a los 40 minutos después del estímulo. Si el estímulo persiste 

durante más tiempo, las ROS tienen la capacidad de dañar las membranas de los 

gránulos azurófilos que contienen proteínas microbicidas como la NE o MPO. Una vez 

liberadas, ambas proteínas pueden migrar al núcleo y contribuir a la descondensación 
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de la cromatina, lo que finalmente se lleva a la formación de NETs, aproximadamente 

a las cuatro horas después del estímulo (Hakkim et al., 2011). Lo anterior resalta la 

importancia de la NADPH oxidasa como un punto de convergencia entre la producción 

de ROS y la consecuente formación de NETs, (Papayannopoulos et al., 2010). En 

línea con lo anterior, los ratones deficientes de la NADPH oxidasa, presentan 

alteraciones en ambos mecanismos, haciendo que sean más susceptibles a 

infecciones causadas por hongos y bacterias (Röhm et al., 2014). Asimismo, las 

mutaciones que alteran la función de este complejo enzimático repercuten 

negativamente en la produccion de ROS y NETs de los neutrófilos, como ocurre en 

los pacientes con la enfermedad granulomatosa crónica (CGP), una inmunodeficiencia 

primaria resultante de una mutación en la subunidad p47phox que impidie el ensamblaje 

y activación de la NADPH oxidasa (Bianchi et al., 2009).  

Los ensayos de producción de ROS y NETs mostraron que además de existir 

un dimorfismo sexual entre neutrófilos de machos y hembras, la ausencia de CD43 

afecta la producción de ROS y NETs de los neutrófilos de una manera dependiente 

del sexo. Los neutrófilos de los ratones CD43 KO macho producen significativamente 

menos ROS y NETs que los de machos WT. En cambio, en hembras ocurre lo 

contrario, es decir que los neutrófilos de las hembras CD43 KO producen 

significativamente más ROS y más NETs que los de hembras WT., CD43 tendria 

entonces un papel dual dependiendo del sexo del ratón: un papel efector en los 

machos, en los que la ausencia de CD43 se traduce por una baja en la producción de 

ROS y NETs, mientras que en hembras tendría un papel de regulador negativo, ya 

que, el no estar presente CD43, la producción de ROS y d NETs aumenta. Lo anterior, 

indicaría que CD43 se asocia de alguna manera con el dimorfismo sexual lo que 

explicaría porque su ausencia modifica el comportamiento de los neutrófilos según el 

sexo. De acuerdo con lo anterior, Mucci et al. (2005) propuso una relación entre 

dimorfismo sexual y CD43, siendo que la trans-sialidasa de Trypanosoma cruzi 

modifica la glicosilación de timocitos, posiblemente en CD43, lo que genera una mayor 

apoptosis en células de machos debido a la presencia de andrógenos. En conjunto, 

ambos resultados apoyan una interacción entre CD43 y el dimrofismo sexual. 

Es posible pensar en varios escenarios mediante los cuales CD43 puede 

participar en la generación de ROS y de NETs.  Una posibilidad es que, CD43 podría 

funcionar como un intermediario entre las hormonas sexuales y la maquinaria 

bioquímica del neutrófilo, teniendo un un efecto directo sobre CD43, ya sea a través 

de la modificación de las señales rio abajo de CD43 encargadas en la activación y 

ensamblaje de la NADPH oxidasa, un punto convergente entre las ROS y NETs. Entre 

las moléculas que podrían estar participando positivamente en la activación de la 

NADPH oxidasa están Rac 2, ERK1/2, p38 MAPK que han sido identificadas como 

moléculas que participan en la fosforilación y activación de p47phox y p67phox, y que 
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participan también en la vía de señalización de CD43 (Torres-Huerta et al., 2017).  

Alternativamente, es posible que algún otro intemediario de la vía activación de 

NADPH oxidasa o este mismo complejo este regulado directamente por las hormonas 

sexuales y así estar contribuyendo a las direncias funcionales observadas entre sexos 

y fenotipos. 

Como se mencionó anteriormente, al inducir el ensamblaje y activación de la 

NADPH oxidasa que preceden a la producción de ROS, el PMA promueve la liberación 

de la MPO, elastasa y catepsina G de los gránulos azurófilos, las cuales pueden ser 

liberadas al espacio extracelular. La MPO y la elastasa tambien pueden ser 

transportadas al núcleo, en dónde contribuyen a la descondensación de la cromatina, 

y la formación de NETs. Se ha reportado que la elastasa de neutrófilos y la catepsina 

G secretadas se unen a la membrana de los neutrófilos, cortando a CD43 en sitios 

distintos del dominio extracelular (Mambole et al., 2008; Remold-O’Donnell & Parent, 

1994) Aunque no está totalmente claro en qué circunstancias se da uno u otro corte o 

si son excluyentes, ambos parecen dar lugar a una siguiente etapa del procesamiento 

del fragmento remananente de CD43 por presenilina--secretasa, permitiendo que el 

dominio intracelular de CD43 señalice en el citoplasma o migre al núcleo, en dónde 

parece participar también en varias vías de señalización que favorecer la activación 

de los neutrófilos (Amano et al., 2001; Seo & Ziltener, 2009).  Los resultados del 

presente proyecto apoyan que la modificación o ausencia de CD43 repercute en la 

actividad de los neutrófilos, y que, a su vez, esta molécula tiene una actividad 

moduladora importante para determinar un papel efector o regulador que pareciera 

responder a efectos del dimorfismo sexual.  

CD43 es una molécula que se expresa desde muy temprano durante la 

hematopoyesis. En humanos, CD43 está presente en las HSCs, las cuales tienen la 

capacidad de repoblar nichos y el potencial de diferenciarse a múltiples linajes 

hematopoyéticos (Kessel et al., 2017). No obstante, se desconoce si CD43 participa 

en el proceso de maduración de neutrófilos o en la generación de otros linajes 

celulares, y si esto acurre bajo la influencia de las hormonas sexuales. En los 

resultados del presente trabajo, no se encontró diferencia en las proporciones de 

células Ly6GHi y Ly6GLo de machos WT y CD43 KO, pero interesantemente las 

hembras CD43 KO tienen una mayor proporción de células Ly6GHi y una menor de 

Ly6GLo que las hembras WT. Indagando más en otros marcadores de maduración 

como los receptores de quimiocinas CXCR2 y CXCR4, no encontramos diferencias 

en la proporción de células positivas a estos receptores entre fenotipos, ni tampoco 

entre sexos, lo que indica que el dimorfismo sexual observado en los neutrofilos 

maduros e inmaduros entre machos y hembras no está relacionado con la expresion 

de estos marcadores, a diferencia de lo que ocurre a través de Ly6G.  Es probable 

entonces que las diferencias entre las proporciones de poblaciones Ly6GLo y/o Ly6GHi 
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observadas en hembras se deba a algun otro o a varios intermediarios,  como 

reportados en trabajos recientes, en los que el estudio del dimorfismo sexual a nivel 

de las funciones de los neutrofilos se han abordado con un enfoque de ciencias 

“omicas”, identificando diferencias multiomicas (Blazkova et al., 2017; Gupta et al., 

2020).  

El presente trabajo permitió ampliar el panorama de CD43 en la fisiología de 

los neutrófilos. Los resultados obtenidos sugirien que CD43 ejerce funciones 

moduladoras debido a que su ausencia altera la producción de ROS y NETs de 

manera sexo-dependiente. Además, existe un dimorfismo sexual que se ve reflejado 

en la funcionalidad de los neutrófilos de ambos sexos, posiblemente en consecuencia 

a las proporciones de células maduras e inmaduras acompañado de un posible efecto 

de las hormonas sexuales en la vía de activación de la NADPH oxidasa, y su 

interacción con CD43 para contribuir a la activación de dicha vía, explicando así las 

diferencias funcionales entre sexos y entre fenotipos. Si bien CXCR2+ y CXCR4+ no 

parecen estar contribuyendo a las diferencias funcionales entre neutrofilos maduros e 

inmaduros como es el caso de Ly6G, es probable que se se identifquen otros 

marcadores de maduración que permitirian realizar un análisis más esxahustivo del 

dimorfismo sexual de los neutrofilos, y del papel de CD43 en las funciones efectoras 

de los neutrofilos, dependiendo del sexo. (Figura 5.1). Por otro lado, nuestros 

experimentos fueron realizados estimulando a las aislando y estimulado células con 

PMA, y es necesario explorar con otro tipos de estímulos como es el caso de algún 

agente patógeno. Finalmente, resultaría interesante evaluar si en el dimorfismo sexual 

está involucrado en otros mecanismos efectores como la fagocitosis, la degranulación 

e inclusive si altera la migración de estas células y si la ausencia de CD43 también 

modifica dichas funciones. 
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Figura 5.1. Posible participación de CD43 en la formación de ROS y NETs en neutrófilos de ratón 
bajo efecto del dimorfismo sexual. Con base en las vías de señalización intracelular que han sido 
identificadas a partir de CD43 y en los resultados obtenidos a lo largo de este trabajo, se propone este 
esquema como un posible modelo para seguir abordando el estudio de la participación del dimorfismo 
sexual y CD43 en la formación de ROS y de NETS. Se desconoce si la interacción de las hormonas 
sexuales tenga un efecto directo sobre CD43 o a través de intermediarios. Asimismo, se tiene poca 
informacion acerca de como la señalización de CD43 podría contribuir rio abajo a la activación de las 
PKC, MAPK o la activación del complejo enzimático de la NADPH oxidasa, contribuyendo a las 
diferencias funcionales observadas entre sexos y entre los ratones WT y CD43 KO. Tampoco se 
descarta la posible interacción entre CD43 y el complejo de la superóxido dismutasa (SOD), 
produciendo una posible reducción en la producción de ROS y en consecuencia la formación de NETs. 
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VI Conclusiones 

El método de purificación de neutrófilos a partir de médula ósea tiene mayor 

rendimiento y pureza que los métodos de purificación a partir de sangre periférica. 

Existe un claro dimorfismo sexual a nivel de las funciones efectoras (producción 

de ROS y NETs) entre los neutrófilos de machos y hembras de ratones WT y CD43 

KO. 

La ausencia de CD43 afecta a las funciones efectoras (producción de ROS y 

NETs) de los neutrófilos de manera sexo-especifica, posiblemente a un efecto del 

dimorfismo sexual de manera directa o indirecta sobre la molécula y sus funciones. 

Tambíen existe un dimorfismo sexual en la maduración de los neutrófilos de 

médula ósea (a través del marcador Ly6G) provocando que las hembras tengan un 

mayor porcentaje de neutrófilos inmaduros (Ly6GLo) y de mayor diámetro en 

comparación con los machos. 

CD43 no esta implicada en la generación y/o maduración de los neutrófilos en 

la médula ósea de machos, pero se sugiere lo contrario en las hembras. 

Los receptores CXCR2 y CXCR4 son semejantes entre ratones macho y 

hembra, y entre WT y CD43 KO, señalando que no contribuyen a las diferencias 

funcionales entre sexos y entre fenotipos. 

VII Perspectivas 

• Evaluar los mecanismos efectores de neutrófilos (ROS y NETs) con otro 

estímulo diferente al PMA para descartar que los eventos observados sean 

exclusivos de dicho estímulo. 

• Evaluar la degranulación y fagocitosis de los neutrófilos de machos y hembras, 

WT y CD43 KO. 

• Intentar dilucidar a través de la bioquímica de los neutrófilos de machos y 

hembras, WT y CD 43 KO para explicar la diferencia funcional entre sexos y 

fenotipo. 

• Estudiar los receptores de hormonas en neutrófilos y como la gonadoctomía 

afecta a los mecanismos efectores de neutrófilos de ratones WT y CD43 KO. 
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Apéndice I (Reactivos) 

Anticuerpos para citometría de flujo 

Anticuerpo Fluorocromo 
Número de catalogo 

Marca 
Clona 

Concentración 

final por 

muestra 

L de Ac 

por 

muestra 

Ly6G  FITC 
108417  

Biolegend 
RB6-8C5 0.625 µg/mL 0.125 µL 

CD11b  APC 
101212  

Biolegend 
M1/70 0.25 µg/mL 0.125 µL 

CXCR2  PE 
149304  

Biolegend 
SA044G4 1 g/mL 0.5 µL 

CXCR4  BV421 
146511  

Biolegend 
L276F12 2.5 g/mL 1.25 µL 

CD43 APC 
143208  

eBioscience 
S-11 0.25 µg/mL  0.125 µL 

CD16/32 - 
14016182 

eBioscience 
93 0.25 µg/mL  0.125 µL 

Reactivo/Material Número de catálogo y Marca 

4, 6-diamidino-2-fenilindol diclorhidrato 
D 1306 

Molecular Probes 

Azul tripano 
T 84154 

Sigma-Aldrich 

Dextran 500 
17032001 

Pharmacia Fine Chemicals 

Dihidroetidio (DHE) 
D23107 

Thermo Fisher 

Forbol Miristato Acetato (PMA) 
P 1680 

LC Laboratories 

Heparina sódica 
Inhepar 

Pisa 

Histopaque (densidad 1.119 g/mL) 
1119 

Sigma-Aldrich 

Histopaque/Lymphoprep (densidad 1.077 g/mL) 
07811 

Axis-Shield PoC AS 

L- Glutamina 
PCS 

ATCC Primary Cell Solutions 

Neutrophil Isolation Kit, mouse 
130 097 658 

Miltenyi, 

Paraformaldehído 
P 6148 

Sigma-Aldrich 

Penicilina/estreptomicina 
15140148 
Gibco™ 

Placa de cultivo Fluorodish 
FD 3510 

World Precision Instruments 

Polymorphprep (densidad 1.113 g/mL) 
1114683 

Axis-Shield PoC AS 
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Soluciones 

PBS 1x 

137 mM NaCl. 

2.7 mM KCl. 

10 mM Na2HPO4. 

1.7 mM KH2PO4. 

Disolver en agua bidestilada, ajustar el pH a 7.6 y filtrar utilizando una membrana de 0.22 m. 
FInalmente esterilizar en autoclave a 120°C durante 20 minutos, almacenar a temperatura 
ambiente. 

Dextran al 6% 

PBS 1X estéril. 

6% de Dextran 500. 

Filtrar utilizando una membrana de 0.22 m en condiciones estériles y almacenar a 4°C. 

Solución de FACs 

PBS 1X. 

0.02 % azida de sodio. 

2% de Suero fetal bovino (descomplementado a baño maría durante 30 minutos a 56°C). 

Filtrar utilizando una membrana de 0.22 m en condiciones estériles y almacenar a 4°C. 

Solución de bloqueo 

Solución de FACs. 

20% de suero humano o caballo. 

Anticuerpo anti-CD16/32 a 0.25 µg/mL. 

Red Blood Cell Lysing Buffer Hybri-Max 
R 7757 

Sigma-Aldrich 

RPMI 1640 
12633020 

Gibco 

Tubos cónicos 0.6 mL 
MCT 060 C 

Cornirng-Axygen Quality 

Tubos cónicos 1.5 mL 
MCT 150 L C 

Cornirng-Axygen Quality 

Tubos cónicos de 15 mL 
430052 
Corning 

Tubos de citometría de flujo 
60818 

VWR International 
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Apéndice II (Resultados) 

 

Apéndice II-1. El rendimiento y su pureza es semejante entre ratones WT y CD43 KO, y entre 
sexos después del proceso de purificación. Las células iniciales fue el número de las células de 
médula ósea de ratones C57BL/6 machos y hembras, WT y CD43 KO (16-24 semanas de edad) antes 
de purificarse. El rendimiento corresponde al número de neutrófilos obtenidos posteriormente de 
purificarse por gradiente de densidad, y selección negativa. Las células CD11b+ Ly6G+ fueron 
consideradas como neutrófilos y corresponden a la pureza después del proceso de purificación.  

 

Apéndice II-2. La expresión de CD43 en la superficie de los neutrófilos es semejante entre 

ratones macho y hembra silvestres, después del proceso de purificación. Las células de médula 

ósea de ratones C57BL/6 machos y hembras, WT y CD43 KO (16-24 semanas de edad) se purificaron 

por gradiente de densidad, y selección negativa. Las células fueron teñidas con un aticuerpo anti-CD43 

acoplado a APC. La cantidad de CD43 fue evaluada con un citómetro FACsCanto II, el análisis se 

realizó con el software FlowJo y la cantidad de CD43 se presenta como la intensidad media de 

fluorescencia (IMF). Cada punto representa un ratón (n= 10 machos y n= 10 hembras). Se indica 

promedio ± desviación estándar. Sin diferencias significativas, ANOVA prueba post hoc Tukey. 
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Apéndice II-3. Figura 4.3. La ausencia de CD43 afecta a la formación de NETs de neutrófilos, con 
un efecto asociado al sexo. Los neutrófilos de médula ósea de ratones C57BL/6 machos y hembras, 
WT y CD43 KO se estimularon o no con 120 nM de PMA durante 4 horas a 37°C y 5 % CO2, después 
de lo cual las células se observaron y tomaron microfotografías con un microscopio invertido de 
contraste diferencial interferencial (DIC) (Olympus IX81, iluminación CoolLED pE-2, cámara 
Photometrics Roper CoolSnap Monochromatic, aumento 600X). I) Los neutrófilos sin tratamiento de (A) 
macho WT, (B) macho CD43 KO, (C) hembra WT y, (D) hembra CD43 KO, consevan su forma uniforme 
y conservan la integridad de su membrana celular. II) (A) neutrófilos de macho WT; (B) neutrófilos de 
macho CD43 KO; (C) neutrófilos de hembra WT; (D) neutrófilos de hembra CD43 KO, tratados con 120 
nM de PMA, las células pierden la integridad de la membrana, las células no son uniformes y se 

observan restos celulares. La barra representa 20 M. 

 

 

Sin tratamiento 

W T  

K O  

120 nM PMA 

W T  

K O  

A) 

B) 

C) 

D) 

A) 

B) 

C) 

D) 

I )  

I I )  
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Apéndice II-4. El porcentaje de neutrófilos Ly6G
Lo

 o Ly6G
Hi 

tiende a ser diferente en la médula 
ósea de ratones hembra, WT y CD43 KO. Las células de médula ósea de ratones C57BL/6 machos 
y hembras, WT y CD43 KO (16-24 semanas de edad) se purificaron o no por gradiente de densidad, y 
selección negativa. Las células CD11b+ Ly6G+ fueron consideradas como neutrófilos. I) Estrategia de 

análisis para la identificación de subpoblaciones de neutrófilos Ly6G
Lo

 o Ly6G
Hi 

en células purificadas 
o en médula ósea sin purificar. A) A partir del dot plot de SSC vs FSC se seleccionaron las células 
correspondientes a células mononucleares y granulocitos, B) posteriormente se seleccionaron las 

single cells, C) enseguida se seleccionaron los eventos positivos a Ly6G
+
 CD11b

+ 
consideradas como 

neutrófilos, D) a partir de los cuales se delimitaron las subpoblaciones Ly6G
Lo

 o Ly6G
Hi

 de acuerdo a la 

expresión del marcador Ly6G vs SSC. II) Se muestra el porcentaje de neutrófilos Ly6G
Lo

 y Ly6G
Hi

 de 
médula ósea sin purificar obtenidos del análisis de la sección anterior. Cada punto representa un ratón 
(n=6 machos y n=7 hembras). Se indica promedio ± desviación estándar. Sin diferencias significativas, 
ANOVA prueba post hoc Tukey. 
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Apéndice II-5. La expresión de CXCR2 y CXCR4 en la superficie de los neutrófilos es semajante 

en neutrófilos Ly6GLo o Ly6GHi de ratones macho y hembra, WT y CD43 KO. I) Estrategia de análisis 

para la identificación de subpoblaciones de neutrófilos Ly6GLo o Ly6GHi que presentan los receptores 

de quimiocinas CXCR2 (IL-8RB) y CXCR4 (CXCL12). A) A partir del dot plot de SSC vs FSC se 

seleccionaron las células correspondientes a granulocitos, B) posteriormente se seleccionaron las 

single cells, C) enseguida se seleccionaron los eventos positivos a Ly6G+ CD11b+ consideradas como 

neutrófilos, D) a partir de los cuales se delimitaron las subpoblaciones Ly6GLo o Ly6GHi de acuerdo a la 

expresión del marcador Ly6G vs SSC, E) Se muestran los histogramas de CXCR2 y CXCR4 en las 

fracciones Ly6GLo o Ly6GHi de ratones WT y CD43 KO machos y hembras. II) Se muestra la cantidad 

de CXCR2 y CXCR4 representada como la intensidad media de fluorescencia (IMF). Cada punto 

representa un ratón (n= 4 machos y n= 4 hembras). Se indica promedio ± desviación estándar. Sin 

diferencias significativas, ANOVA prueba post hoc Tukey. 
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