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ABSTRACT 

 

ROLE OF PKC IN THE SIGNALLING ACTIVATED BY FC GAMMA RECEPTORS IN HUMAN 

NEUTROPHILS 

 
Neutrophils are considered as the first line of defense against infections. Once an infection appears, 

neutrophils are recruited to eliminate it. To eliminate the infection neutrophils, employ a set of strategies 

such as phagocytosis, degranulation, Neutrophil Extracellular Traps (NETs) production and cytokine 

secretion. However, the ability of neutrophil to deploy these strategies depends on the neutrophil 

capability to recognize the infective microorganisms. Human neutrophils employ a major mechanism for 

pathogen recognition, the recognition of IgG opsonized pathogens. Neutrophils recognize IgG via 

FcγRIIa and FcγRIIIb. Recently, it has been described, that each FcγR can activate different responses 

in human neutrophils. For instance, FcγRIIa and not FcγRIIIb induces phagocytosis in human 

neutrophils. In contrast, FcγRIIIb and not FcγRIIa induces NETs formation. However, the signal 

transduction pathways activated by both FcγRIIa and FcγRIIIb are not yet fully understood. Recent 

studies have showed that, FcγRIIa signaling and not FcγRIIIb signaling induces IP3 production. 

Likewise, FcγRIIIb signaling and not FcγRIIa signaling induces TAK1 activation. In sharp contrast both 

FcγR can activate protein kinase C (PKC). PKC are a family of kinases that include different isoforms. 

Human neutrophils express PKC α, β, δ, ζ isoforms. However, it has not been described which isoforms 

could be activate by each FcγR, in human neutrophil. Therefore, the objective of this work was to 

evaluate, what is the role of PKC in the mechanism activated by each FcγR in human neutrophils. 

Hence, each FcγR of human neutrophils was selectively cross-linked by monoclonal antibodies, in 

presence or absence of inhibitors for each PKC isoform that human neutrophils express. And ROS 

production, ERK phosphorylation and the increase in [Ca2+]i was measured. Several differences were 

found, first FcγRIIa requires both PKCα and PKCδ to induce ROS production. In sharp contrast, 

FcγRIIIb requires both PKCα and PKCβ to induce ROS production. Second, FcγRIIa does not require 

the activation of any PKC isoforms to induce ERK phosphorylation. In contrast, FcγRIIIb requires PKCα 

to induce ERK phosphorylation. Finally, FcγRIIa does not require the activation of any PKC isoforms to 

induce the increase in [Ca2+]i. In the other hand, FcγRIIIb requires the activation of PKCα to induce the 

increase in [Ca2+]i. Therefore, taken together data, suggest that a differential use of PKC isoforms by 

each FcγR in human neutrophils. Reinforcing the hypothesis that, each FcγR activate different signal 

transduction pathways and consequently specific functions in human neutrophils.  
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RESUMEN. 

PAPEL DE PKC EN LA VÍA DE SEÑALIZACIÓN ACTIVADA POR RECEPTORES FC GAMMA EN 

NEUTRÓFILOS HUMANOS. 

 

Los neutrófilos son considerados la primera línea de defensa contra las infecciones. Cuando se presenta 

una infección, los neutrófilos son reclutados para eliminarla, desplegando diferentes estrategias como la 

fagocitosis, la degranulación de moléculas microbicidas, la formación de NETs (del inglés Neutrophil 

Extracellular Traps) y la secreción de citocinas. Sin embargo, la capacidad del neutrófilo para desplegar 

dichas estrategias, dependerá de si puede reconocer a los microrganismos infecciosos. Un mecanismo 

importante de reconocimiento, empleado por el neutrófilo, es el reconocimiento de microrganismos 

opsonizados con anticuerpos. Para este reconocimiento, los neutrófilos, expresan a los receptores FcγRIIa 

y FcγRIIIb. Se ha descrito que cada FcγR puede inducir diferentes respuestas en el neutrófilo. El FcγRIIa 

induce la fagocitosis, mientras que, el FcγRIIIb induce la producción de NETs. Sin embargo, las vías de 

señalización activadas tanto por FcγRIIa como FcγRIIIb aún no se conocen con exactitud. Se ha descrito 

que, el FcγRIIa y no el FcγRIIIb, induce la producción de IP3. En contraste, el FcγRIIIb y no el FcγRIIa, 

requiere de la activación de TAK1. No obstante, se ha descrito que tanto el FcγRIIa como el FcγRIIIb 

requieren de la activación de proteínas cinasas C o PKC (del inglés Protein Kinase C). Sin embargo, las 

PKC son una familia de enzimas que incluye diferentes isoformas, de las cuales los neutrófilos humanos 

pueden expresar a PKC α, β, δ, ζ y no se conoce que isoformas puede activar cada uno de los FcγR del 

neutrófilo. Por lo tanto, el objetivo de mi trabajo fue dilucidar cuál es el papel de las isoformas de PKC en el 

mecanismo activado por cada uno de los FcγR en el neutrófilo humano. Con ese objetivo, se estimuló 

selectivamente cada uno de los FcγR del neutrófilo humano con anticuerpos monoclonales, en presencia o 

ausencia de inhibidores para las isoformas de PKC que expresa el neutrófilo humano, y se estimó la 

producción de ROS, la fosforilación de ERK y el incremento de la [Ca2+]i. Se descubrió que, el FcγRIIa 

emplea tanto a PKCα como a PKCδ para inducir la producción de ROS, mientras que, el FcγRIIIb emplea 

tanto a PKCα como a PKCβ para inducir la producción de ROS. Además, El FcγRIIa no emplea a ninguna 

isoforma de PKC para inducir la fosforilación de ERK. En contraste, El FcγRIIIb emplea a PKCα para inducir 

la fosforilación de ERK. Finalmente, el FcγRIIa no requiere de la activación de ninguna isoforma de PKC 

para inducir el incremento de la [Ca2+]i. Por otro lado, el FcγRIIIb requiere de la activación PKCα para 

inducir el incremento de la [Ca2+]i. Por lo tanto, los resultados obtenidos en este trabajo, sugieren un uso 

diferencial de las PKC por cada uno de los FcγR en neutrófilos humanos. Reforzando la hipótesis de que, 

cada receptor FcγR activa vías de señalización diferentes y por lo tanto funciones específicas en el 

neutrófilo humano.   
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CAPÍTULO I 
 

CADA UNO DE LOS FCGAMMAR DEL NEUTRÓFILO HUMANO REQUIERE DE LA ACTIVACIÓN DE 

DIFERENTES ISOFORMAS DE PKC. 

 

Introducción.  

 
Uno de los mecanismos de reconocimiento más efectivos para eliminar a los patógenos, que el 

sistema inmunológico utiliza, es la opsonización con inmunoglobulinas (Ig). Las Ig reconocen a los 

patógenos empleando los fragmentos de unión al antígeno o Fab (del inglés Fragment antigen-

binding). La unión entre las Ig y los patógenos se conoce como complejos inmunes [1]. Estos 

complejos inmunes, son reconocidos a través de la región cristalizable de las Ig, o Fc (del inglés 

Fragment crystallizable), por medio de los receptores para Fc (FcR) en la superficie de las células 

inmunes [2]. Además, se ha descrito que en humanos existen tanto diferentes tipos de Ig como 

diferentes FcR en la superficie de las células inmunes para reconocerlos. Las IgM son las primeras Ig 

en producirse al activarse la respuesta inmunológica y son Ig con baja afinidad por su antígeno. Los 

complejos inmunes formados por IgM son reconocidos por el FcμR en la superficie de las células 

inmunitarias. Sin embargo, conforme la respuesta inmunológica va progresando, la producción de Ig 

cambia y se comienzan a producir otro tipo de Ig, por ejemplo: las Ig tipo G o IgG. Las IgG son Ig que 

reconocen con alta afinidad a su antígeno. Además, sabemos que los complejos inmunes formados 

por IgG son reconocidos por los FcγR en la superficie de las células inmunes [3; 4; 5]. Por otro lado, se 

ha descrito que la estimulación de los FcR induce la activación de mecanismos para destruir a los 

patógenos. Además, sabemos que los FcR también pueden desencadenar la respuesta inflamatoria 

con el fin de eliminar las infecciones, así como participar en condiciones de autoinmunidad [6]. Por lo 

tanto, con el fin de en un futuro, ser capaces de influenciar los mecanismos para eliminar una infección 

o bien la respuesta autoinmune mediada por los FcR, es de gran importancia entender como los FcR 

regulan las respuestas de las células inmunes. Por otro lado, sabemos que los Fc pueden expresarse 

en diferentes células inmunes incluidos los leucocitos [7]. De la variedad de leucocitos, los más 

abundantes en el torrente sanguíneo son los neutrófilos y son las primeras células en ser reclutadas a 

los sitios de infección. Cuando los neutrófilos llegan a los sitios de infección pueden utilizar distintos 

mecanismos para combatir a los patógenos incluyendo: la fagocitosis, la degranulación, la producción 
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Figura 1. Mecanismos del neutrófilo frente a las infecciones. Cuando los neutrófilos llegan alos sitios de infección pueden 

promover (A) la fagocitosis, (B) la producción de NETs, (C) la producción de ROS o (D) la degranulación para eliminar a 

los patógenos. Esquema creado con BioRender.com 

de especies reactivas del oxígeno o ROS (del inglés Reactive Oxygene Species) y la formación de 

redes extracelulares de neutrófilo o NETs (del inglés Neutrophil Extracellular Traps) (Figura 1) [8].  

 

Sin embargo, aún no es claro el cómo los neutrófilos pueden elegir entre estos distintos mecanismos 

de eliminación microbiana ni el cómo estos mecanismos pueden coexistir en los neutrófilos. Una 

hipótesis es que la capacidad de los neutrófilos para destruir a los microorganismos patógenos 

depende de la efectividad con la que los reconocen. La unión entre FcR y los microorganismos 

patógenos opsonizados con IgG es una de las principales vías utilizadas por el neutrófilo para el 

reconocimiento de microorganismos invasores. Además, se ha descrito que, dicho reconocimiento 

puede activar en los neutrófilos los mecanismos de eliminación microbiana mencionados con 

anterioridad [9]. Los neutrófilos humanos expresan principalmente dos tipos de FcR en su superficie, el 

receptor FcγRIIa o CD32a y el receptor FcγRIIIb o CD16b. Tanto el FcγRIIa como el FcγRIIIb, son FcR 

que cuentan con baja afinidad por monómeros de IgG, pero son capaces de reconocer complejos 

inmunes con mayor afinidad [10; 11]. El FcγRIIa se expresa en monocitos, macrófagos, células 

cebadas, células dendríticas, basófilos y neutrófilos. Estructuralmente, el FcγRIIa está compuesto por 

una cadena α, que atraviesa la membrana plasmática. Adicionalmente, en su porción extracelular, el 

FcγRIIa cuenta con dos dominios tipo Ig y la región intracelular contiene una secuencia que incluye 

tirosinas que son fosforiladas al activarse el receptor, conocida como ITAM (del inglés: 

Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif) [12; 13]. Por otro lado, se sabe que el FcγRIIIb es 

exclusivo de neutrófilos humanos y estructuralmente este receptor en su porción extracelular está 

compuesto de dos dominios tipo inmunoglobulina, sin embargo, no cuenta con región intracelular y se 
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ha descrito que está unido a la membrana por un enlace glicosilfosfatidilinositol o GPI (del inglés 

Glycosylphosphatidilinositol) [14]. Además, diferentes reportes han demostrado que, tanto FcγRIIa 

como FcγRIIIb son capaces de inducir respuestas específicas en los neutrófilos [15]. Se conoce que, el 

FcγRIIa regula la respuesta fagocítica del neutrófilo. Además, recientemente se demostró que el 

FcγRIIIb es capaz de inducir la formación de NETs (Figura 2) [16; 17].  

 
Si bien se han descrito algunas funciones activadas por los FcγR del neutrófilo humano, las vías de 

señalización activadas tanto por FcγRIIa como FcγRIIIb aún no se conocen con exactitud. Además, se 

han encontrado tanto similitudes como diferencias particulares en la vía de señalización activadas por 

cada FcγR del neutrófilo humano, lo que explicaría por qué inducen respuestas celulares específicas. 

Una vez que el FcγRIIa es activado, inicia su vía de señalización empleando las regiones ITAM 

incluidas en su secuencia [18; 19]. Involucrando a cinasas de la familia de SRC (SFK), se induce la 

fosforilación de las tirosinas incluidas en la región de ITAM, esto produce sitios de unión para Syk, lo 

que induce su activación [20; 21]. Posteriormente Syk puede inducir la activación de la vía MEK-ERK 

guiando la respuesta fagocítica en el neutrófilo [22]. Por otro lado, recientemente, se demostró que 

FcγRIIIb induce la activación de Syk promoviendo la fosforilación de TAK1 seguido de la activación de 

la vía MEK-ERK, lo que lleva a la formación de NETs. Además, se ha descrito que, tanto FcγRIIa como 

Figura 2. FcγR del neutrófilo humano. En condiciones basales el neutrófilo humano expresa tanto el FcγRIIa o CD32a 

como el FcγRIIIb o CD16b. Cuando el FcγRIIa se activa induce a la fagocitosis, en contraste el cuándo el FcγRIIIb se 

activa induce la producción de NETs en el neutrófilo humano. Esquema creado con BioRender.com 
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FcγRIIIb son capaces de promover la producción de ROS activando el complejo NADPH-oxidasa [17; 

23]. Por otro lado, tanto FcγRIIa como FcγRIIIb inducen el incremento intracelular de la concentración 

de calcio ([Ca2+]i) [24]. Sin embargo, se ha sugerido que el mecanismo para inducir el incremento de la 

[Ca2+]i por cada uno de los FcγR en los neutrófilos humanos podría ser distinto. Se ha demostrado que, 

el FcγRIIa induce la producción tanto de diacilglicerol (DAG) como de IP3 (Inositol 1,4,5 trifosfato), 

empleando a PLCγ (del inglés Phospholipase C) lo que induce la salida de Ca2+ del retículo 

endoplásmico. En contraste el FcγRIIIb no induce la producción de IP3, y el mecanismo por el cual 

induce el incremento de la [Ca2+]i no ha sido descrito [25; 26]. Adicionalmente, se conoce que tanto el 

FcγRIIa como el FcγRIIIb requieren de la activación de proteínas cinasas C o PKC (del inglés Protein 

Kinase C), sin embargo no se ha descrito con exactitud como los FcγR del neutrófilo humano emplean 

a las PKC en su vía de señalización (Figura 3 y Figura 4) [17].   

Figura 3. Vía de señalización activada por el FcγRIIa en el neutrófilo humano. El FcγRIIa es un receptor dependiente de 

ITAM, una vez que es activado, proteínas SFK fosforilan las tirosinas contenidas en la región ITAM. Esto produce un sitio 

de unión para Syk lo que induce su reclutamiento y activación. Por un lado, Syk puede inducir la activación de la vía MEK-

ERK, además, Syk es capaz de mediar la activación de PLCγ. Por su parte, a partir de PIP2, PLCγ induce la producción 

tanto de DAG como de IP3. IP3 es reconocido por su receptor canal en el retículo endoplásmico, lo que induce un flujo de 

Ca2+ al citoplasma. Juntos, Ca2+ y DAG pueden activar PKC, a su vez PKC puede mediar la activación del complejo 

NADPH-oxidasa, induciendo la producción de ROS. En conjunto, la vía de señalización activada por el FcγRIIa, regula la 

respuesta fagocítica en el neutrófilo humano. Esquema creado con BioRender.com 
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Sin embargo, las PKC son una familia de enzimas que se han catalogado en tres diferentes grupos 

convencionales, nuevas y atípicas. Las isoformas PKCα, PKCβI, PKCβII y PKCγ conforman el grupo 

de PKC convencionales (cPKC). Las isoformas PKCδ, PKCε, PKCη y PKCθ integran el grupo de las 

PKC nuevas (nPKC). Por último, el grupo de las PKC atípicas (aPKC) está conformado por las 

isoformas PKCζ y PKCι/λ. Además, se ha descrito que cada grupo de PKC difiere en su forma de 

activación. Las cPKC son dependientes del Ca2+ y requieren tanto de fosfatidilserina (PS) como de 

diacilglicerol (DAG) para su activación. Las nPKC son independientes del Ca2+ y requieren tanto de PS 

como de DAG para su activación. Por último, las aPKC son independientes del Ca2+ y requieren de PS 

[27]. De todas las isoformas de PKC que se conocen el neutrófilo humano puede expresar las cPKC 

PKCα, y PKCβII, de las nPKC a PKCδ y de las aPKC a PKCζ [28; 29]. Sin embargo, no se conoce qué 

isoformas de PKC puede activar cada uno de los FcγR de los neutrófilos humanos. No obstante, se ha 

reportado qué, al estimular a los neutrófilos con partículas de látex opsonizadas con IgG, se observa la 

Figura 4. Vía de señalización activada por el FcγRIIIb en el neutrófilo humano. El FcγRIIIb es un receptor unido a la 

monocapa externa de la membrana plasmática por un enlace GPI y hasta el momento no se conocen subunidades 

asociadas que regulen su activación. Sin embargo, se sabe que una vez que el FcγRIIIb se activa, se produce la 

activación de Syk. Syk induce la activación de TAK1 y a su vez TAK1 regula la activación de la vía MEK-ERK. Además, 

se ha descrito que el FcγRIIIb, requiere la activación de PKC, induce la producción de ROS y el incremento de la [Ca2+]i. 

En conjunto la vía de señalización activada por el FcγRIIIb, regula la producción de NETs en el neutrófilo humano. 

Esquema creado con BioRender.com 
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producción de ROS y en presencia de un inhibidor para PCKβ la producción de ROS disminuye [30]. 

Lo cual sugiere que se requiere de la actividad de PKCβ para inducir la producción de ROS inducida 

por los FcγR de los neutrófilos humanos. Sin embargo, empleando esta metodología, no se conoce 

que receptor FcγR regula dicha activación y no se ha descartado si otra isoforma de PKC puede estar 

involucrada en la activación de NADPH-oxidasa y por lo tanto en la producción de ROS. Además, 

experimentalmente se mostró que al utilizar un inhibidor tanto para PKCα como para PKCβ, se logra 

disminuir la formación NETs al estimular el FcγRIIIb en el neutrófilo [17]. Por otro lado, se ha 

demostrado que en linfocitos T citotóxicos de ratón se requiere de la actividad de PKCθ para inducir la 

fosforilación de ERK [31]. Además, en la línea celular de páncreas Panc-1, se requiere de la actividad 

de PKCε para inducir la fosforilación de ERK [32]. Sin embargo, no conocemos si los FcγR emplean 

alguna isoforma de PKC para inducir la activación de ERK en el neutrófilo humano. Por lo tanto, el 

objetivo de mi trabajo fue dilucidar cuál es el papel de las isoformas de PKC en el mecanismo activado 

por cada uno de los FcγR en el neutrófilo humano. 
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Planteamiento del problema. 
 
Las vías de señalización activadas por los FcγR en el neutrófilo humano no han sido descritas del 

todo. Sin embargo, se conoce que cada uno de los FcγR en el neutrófilo humano inducen respuestas 

específicas. El FcγRIIa induce la fagocitosis en el neutrófilo. En contraste, el FcγRIIIb induce la 

formación de NET. Por otro lado, se sabe que tanto el FcγRIIa como el FcγRIIIb puede inducir el 

incremento de la [Ca2+]i, la producción de ROS, la activación de ERK y la activación de PKC. Sin 

embargo, no se ha descrito que isoformas de PKC emplea cada uno de los FcγR del neutrófilo 

humano. Por lo tanto, en este trabajo, se estudió la posibilidad de que cada uno de los FcγR en el 

neutrófilo humano, activa distintas isoformas de PKC. 

 

Hipótesis. 

 

La vía de señalización activada por cada uno de los FcγR presente en el neutrófilo humano, 

emplea diferentes isoformas de la familia de las PKC para mediar su vía de señalización y, por 

lo tanto, guiar la respuesta del neutrófilo humano.  

Objetivo General. 

 

Dilucidar qué isoformas de PKC son utilizadas por cada uno de los FcγR para mediar su vía 

de señalización y, por lo tanto, guiar la respuesta del neutrófilo humano. 

 

Objetivos particulares. 

 

1. Obtener una población homogénea y pura de neutrófilos humanos. 

 

2. Estimular selectivamente cada uno de los FcγR del neutrófilo humano. 

 

3. Medir la formación de ROS en presencia o ausencia de inhibidores específicos para 

PKC, posterior al entrecruzamiento selectivo de cada uno de los FcγR en el neutrófilo 

humano. 
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4. Estimar la fosforilación de ERK en presencia o ausencia de inhibidores específicos de 

PKC, posterior al entrecruzamiento selectivo de cada uno de los FcγR en el neutrófilo 

humano. 

 

5. Evaluar el incremento de la [Ca2+]i en presencia o ausencia de inhibidores específicos 

de PKC, posterior al entrecruzamiento selectivo de cada uno de los FcγR en el 

neutrófilo humano. 

Materiales y métodos 

 
Purificación de neutrófilos. 
 
Los neutrófilos fueron purificados de sangre periférica humana proveniente de donadores adultos 

voluntarios por medio del método de Dextrán-Ficoll [33]. Primero, 10 ml de sangre fresca se añadieron 

a un tubo cónico de 15 ml, el cual contenía 0.25 ml de heparina (10 U/ml) y 2 ml de una disolución de 

Dextran T500 (Pharmacia Cat # 170320-01) en solución amortiguadora PBS (del inglés phosphate 

buffered saline). La sangre se mezcló por inversión y se dejó reposar durante 45 min a temperatura 

ambiente, para sedimentar los eritrocitos. El plasma rico en leucocitos, que se encuentra en la parte 

superior, se transfirió a un tubo cónico de 15 ml que contenía 5 ml de Ficoll-Paque PLUS (GE 

Healthcare Bio-Sciences AB Uppsala Sweden Cod # 14-1440-03). El tubo se centrifugó a 516 x g 

durante 20 min a 4 °C. En seguida, se eliminó el sobrenadante y el botón celular que contiene a los 

neutrófilos se resuspendió en 10 ml de PBS a 4 °C (frío). La suspensión celular, se transfirió a un tubo 

cónico de 50 ml y se centrifugó a 290 x g durante 5 min a 4 °C. Después se eliminó el sobrenadante y 

la pastilla celular que contiene a los neutrófilos, se resuspendió en 10 ml de PBS. Con el fin de eliminar 

a los eritrocitos restantes, se realizó un choque hipotónico, como se describe a continuación. La 

suspensión de neutrófilos se centrifugó a 290 x g durante 5 min a 4 °C y se eliminó el sobrenadante. 

Inmediatamente se adicionó 10 ml de disolución hipotónica a 4 °C (0.2 % de NaCl, 1 % de BSA, 20 

mMde Hepes, pH= 7.4) agitando suavemente durante 1 min. Enseguida, se adicionó 10 ml de 

disolución hipertónica a 4 °C (1.6 % de NaCl, 1 % de BSA, 20 mMde Hepes, pH= 7.4) y se mezcló por 

inversión. La suspensión celular se centrifugó a 290 x g durante 5 min a 4 °C y se eliminó el 

sobrenadante. Finalmente, los neutrófilos se resuspendieron en 10 ml de PBS a 4 °C. La suspensión 
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celular se mantuvo en hielo y se realizó un conteo celular con un hemocitómetro. Finalmente se realizó 

una tinción con Giemsa-Wright (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania #cat WG128), y se comprobó que, 

con este método aproximadamente el 96 % de las células fueron neutrófilos quedando alrededor del 

4% de eritrocitos contaminantes.   

Figura 5. Purificación de neutrófilos de sangre periférica humana. Para la purificación de neutrófilos se utilizó el método 

de Dextran-Ficol. A) 10 ml de sangre periférica se colocan en un tubo que contiene dextran y heparina. B) 

Posteriormente, se colecta el plasma rico en leucocitos y C) se transfiere a un tubo con ficol y se centrifuga. D) Al terminar 

la centrifugación se forman diferentes fases una capa de plasma, una capa de células mononucleares, una capa de ficoll 

y por último el botón celular que contiene a los neutrófilos. Esquema creado con BioRender.com 
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Marcaje de receptores con anticuerpos monoclonales. 
 
Se colocaron 1 x 106 neutrófilos en un tubo cónico de plástico de 1.5 ml (Axygen, Unión City CA USA), 

posteriormente se centrifugó a 1,743 x g durante 1 min, se eliminó el sobrenadante y se adicionó 100 

μl de una suspensión 10 μg/ml del anticuerpo anti-FcR correspondiente en PBS (Tabla 1). Se incubó 

durante 20 min a 4 °C. Transcurrido el tiempo de incubación, se realizaron dos lavados con 1 ml de 

PBS a 4 °C, se centrifugo a 1,743 x g durante 1 min cada lavado. Se eliminó el sobrenadante y 

enseguida se resuspendieron los neutrófilos en el buffer correspondiente. Los datos de los anticuerpos 

utilizados se muestran en la tabla 1.  

 

Tabla 1. Anticuerpos anti-FcR 

Anticuerpo Receptor Marca 

IV.3 FcγRIIa 025-1 Medarex 

3G8 FcγRIIIb 028-1 Medarex 

 

Producción ROS 

 

La producción de ROS se estimó detectando los cambios en la fluorescencia de neutrófilos cargados 

con dihidrorodamina-123 (DHR-123 #Cat. AS-85711 Anaspec, Inc Fremont, CA, USA). Se colocaron 1 

x 106 neutrófilos en un tubo cónico de plástico de 1.5 ml y se resuspendieron en 100 μl de una 

disolución 15 μM de DHR-123 en PBS. Se incubó durante 15 min a 37 °C en oscuridad. Transcurrido 

el tiempo de incubación, se realizó un lavado con 1 ml de PBS frío. Posteriormente, los neutrófilos se 

resuspendieron en 100 μl del correspondiente estimulo, como se describe a continuación. Para la 

estimulación con el éster de forbol PMA (del inglés Phorbol 12-myristate 13-acetate), los neutrófilos se 

resuspendieron en una disolución 20 nM de PMA en PBS. Se incubó durante 45 min a 37 °C. Para la 

estimulación de FcγR, los neutrófilos se resuspendieron en una suspensión del correspondiente 

anticuerpo anti-FcγR a 10 μg/ml en PBS. Y se incubó durante 20 min a 4 °C. Posteriormente, se 

realizó un lavado con PBS a 4 °C y los neutrófilos se resuspendieron en 100 μL de una suspensión del 

anticuerpo F(ab’)2 goat anti-mouse IgG (Cat# 115-006-003 Jackson Immunoresearch Laboratories, Inc. 

West Grove, PA, USA). Se incubó durante 45 min a 37 °C. Transcurrido el tiempo de incubación, se 

adicionó 250 μl de PBS a 4 °C y la suspensión celular se mantuvo en hielo durante 2 min. Por último, 

la suspensión de neutrófilos se centrifugo a 1,743 x g, se eliminó el sobrenadante y se resuspendió en 
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1 ml de una disolución 1 % de paraformaldehído (PFA) en PBS a 4 °C. La suspensión de neutrófilos se 

mantuvo a 4 °C y en oscuridad hasta su análisis por citometría de flujo empleando el citómetro de flujo 

Attune NxT (Thermo Fisher Scientific Carlsbad, CA, USA) con el láser de excitación de 488 nm y el 

filtro de emisión 530/30. Se realizó la adquisición de 10, 000 eventos por condición. El análisis de los 

datos se realizó empleando el software FlowJo TM versión 10 (Becton Dickinson; 2019; Ashland, OR, 

USA) de la unidad de citometría de flujo del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM.  

 

Estimación del incremento de la concentración de Calcio intracelular. 
 
El incremento de la concentración de calcio intracelular se estimó detectando los cambios en la 

fluorescencia de neutrófilos cargados con Fura-2AM (Cata# 344905 Calbiochem/EMD Millipore 

Billerica, MA, USA). Los neutrófilos se colocaron a una densidad 1.5 x 106 neutrófilos por ml en un tubo 

cónico de plástico de 50 ml en PBS con 1.5 mM de Cl2Ca y 1.5 mM de Cl2Mg (PBS Ca2+ y Mg2+) y se 

incubó durante 5 min a 37 °C. Posteriormente se adiciono Fura-2AM (concentración final 10 μM) y se 

incubó durante 5 min. Se realizó una dilución con PBS Ca2+ y Mg2+ a una relación de 10 veces y se 

incubó durante 20 min a 37 °C. Se realizó un lavado con PBS Ca2+ y Mg2+ a 37 °C. Los neutrófilos se 

resuspendieron en 6 ml de PBS Ca2+ y Mg2+ a 37 °C y se incuba durante 15 min a 37 °C. Se 

concentraron las células por centrifugación, se retiró el sobrenadante y resuspendieron los neutrófilos 

en PBS Ca2+ y Mg2+ tibio a una densidad de 3 x 106 y se mantuvo en hielo. Los cambios en la 

fluorescencia fueron monitoreados utilizando un espectrofluorimetro (Perking Elmer; Waltham, MA, 

USA), utilizando los filtros de excitación de 340-380 nm y el filtro de emisión de 510 nm. Las 

mediciones se realizaron en una suspensión de neutrófilos, en agitación constante a 37 °C en un 

volumen total de 2 ml.  

 
Para la estimulación con fMLF, se colocó una suspensión de 3 x 106 neutrófilos cargados con Fura-

2AM en 2 ml de PBS Ca2+ y Mg2+ en una cubeta de lectura del espectrofluorimetro, y se incubó a 37 °C 

durante 2 min. Después del tiempo de incubación, se comenzó con las lecturas del cambio de 

fluorescencia durante 100 s. A los 100 s de lectura, se adicionó 40 μl, de una disolución 500 nM de 

fMLF en PBS Ca2+ y Mg2+ (concentración final 10 nM). Para la estimulación de FcγR, 3 x 106 

neutrófilos cargados con Fura-2AM, se resuspendieron en 100 μl de una suspensión del 

correspondiente anticuerpo anti-FcR, a una concentración de 10 μg/ml en PBS y se incubaron a 4 °C 

durante 20 min. Posteriormente se realizó un lavado con PBS a 4 °C. Los neutrófilos se 

resuspendieron en 2 ml de PBS Ca2+ y Mg2+ y se trasnfirieron a una cubeta de lectura del 
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espectrofluorimetro, se incubó a 37 °C durante 2 min. Después del tiempo de incubación, se comenzó 

con las lecturas del cambio de fluorescencia durante 100 s. A los 100 s de lectura, se adicionó 80 μl, 

de una suspensión 1.3 mg/ml del anticuerpo F(ab’)2 goat anti-mouse IgG (concentración final 52 

mg/ml), para la estimulación de los FcγR.  

 

Después de los 300 seg de lectura se realizaron las lecturas de calibración como se describe a 

continuación. Se adicionaron 100 μl de una disolución de Triton X100 al 10 % y se continuo con las 

lecturas hasta los 350 seg. Esté registro, es la fluorescencia máxima de fura-2AM. Después, se agregó 

500 μl de una disolución de EGTA 250 mM y se continuo con las lecturas hasta los 400 seg. Esté 

registro, es la fluorescencia mínima de fura-2AM. Empleando la lectura máxima y mínima se calculó la 

[Ca2+]i, utilizando el software FL WinLab 4.00.02 (Perking Elmer; Waltham, MA, USA).  

 

Western Blot. 
 
Los neutrofilos se lisaron con buffer RIPA (150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 50 mM HEPES, 0.5 % 

desoxicalato de sodio, 1 % Nonidet P-40 y 10 mM 2-mercaptoethanol, pH= 7.5), que contenía un coctel 

de inhibidores de proteasas (Cat# Roche Basel, Switzerland) y fosfatasas (Cat#), durante 15 min a 4 

°C. Los lisados celulares se centrifugaron y las proteínas fueron separadas por electroforesis en geles 

de SDS-PAGE 12 %. Las proteínas se electrotransfirieron a una membrana de polivinilideno (PVDF. 

Immobilion-P; Millipore, Bedford, MA). Se incubó la membrana en buffer de bloqueo (5 % de BSA y 0.1 

% de Tween 20 en PBS) durante toda la noche. Posteriormente, se adicionaron los anticuerpos 

primarios en buffer de bloqueo, durante una hora a temperatura ambiente, los anticuerpos primarios 

utilizados se describen en la tabla 3. Se lavó la membrana 6 veces con PBS que contenía 0.1 % de 

Tween 20 durante 5 min cada lavado. Inmediatamente después, se adicionó una suspensión 1/3000 

del anticuerpo goat anti-mouse IgG o goat anti-rabbit IgG conjugado con HRP según correspondiera y 

se incubo una hora a temperatura ambiente. Después, se lavó la membrana 6 veces con PBS que 

contenía 0.1 % de Tween 20 durante 5 min cada lavado. Después, se reveló con el substrato de 

quimioluminiscencia (SuperSignal; Pierce, Rockford, IL) de acuerdo a las especificaciones del 

fabricante. 
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Tabla 3 Anticuerpos Primarios 

Anticuerpo Blanco Marca 

Policlonal de conejo ERK1/2 
Sc-94 Santa Cruz 

Biotechnology 

Monoclonal de ratón 
ERK1/2  

Fosforilado (pY240) 

Sc-7383 Santa Cruz 

Biotechnology 

 
Inhibidores farmacológicos. 

 

En algunos experimentos los neutrófilos fueron tratados 30 min con inhibidores farmacológicos, antes 

de realizar la estimulación. Las concentraciones e inhibidores utilizados se describen en la tabla 2.  

 

Tabla 2. Inhibidores. 

Inhibidor. Molécula que inhibe. Concentración Marca 

Gö6976. PKCα y PKCβ  1 μM Calbiochem 

LY333531 PKCβ  2.5 µM Santa Cruz Biotechnology  

Rottlerina PKCδ  3 μM Millipore 

Pseudosustrato PKCζ  20 μM Merck 

iSyk Syk  1 μM Calbiochem 
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Resultados 

 
Purificación de neutrófilos método de Dextran-Ficoll. 

 

Utilizando el método de Dextran-Ficoll se purifican neutrófilos con alrededor del 96% de pureza [33]. 

En un frotis de sangre completa se observan solo dos neutrófilos rodeados de eritrocitos (Figura 6A). 

Posterior al método de purificación se observa una gran cantidad de neutrófilos (Figura 6B). Al realizar 

una tinción con Giemsa-Wright y realizar un análisis morfológico, se comprobó que con esta 

metodología alrededor del 96 % de las células purificadas son neutrófilos con alrededor de un 4 % de 

eritrocitos contaminantes.  

 

Figura 6. Purificación de neutrófilos. A) Frotis de sangre completa, se observan únicamente 2 neutrófilos (flechas 

verdes). B) Neutrófilos purificados de sangre periférica por el método de Déxtran-Ficoll. Se observa una gran cantidad de 

neutrófilos, y una pequeña cantidad de eritrocitos contaminantes. Tinción Giemsa-Wright. La barra representa 20 µm. 
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Figura 7. Los FcγRs del neutrófilo humano inducen la producción de ROS. A) De abajo hacia arriba, neutrófilos sin estimulo 

(histograma gris) Al estimular con PMA (histograma azul), y al estimular tanto el FcγRIIa (histograma verde) como el 

FcγRIIIb (histograma purpura), se induce la producción de ROS en el neutrófilo humano. Imagen representativa de 4 

experimentos independientes. B) De izquierda a derecha, neutrófilos sin estímulo (barra gris), estimulando el FcγRIIa 

(barra verde), estimulando el FcγRIIIb (barra purpura), estimulando con PMA (barra azul). La grafica es el promedio de la 

intensidad media de fluorescencia (IMF), de cuatro experimentos independientes. ± E. E. M. El análisis estadístico se realizó 

mediante la prueba de ANOVA, seguido de una prueba de Tukey El asterisco denota la diferencia de la producción de ROS 

inducida por el FcγRIIIb respecto a la producción ROS inducida por el FcγRIIa. p≤ 0.001. 

 

Los FcγR inducen la producción de ROS en el neutrófilo humano. 
 
Sabemos que los FcγRs presentes en el neutrófilo humano inducen la producción de ROS [17]. Sin 

embargo, se desconoce el mecanismo exacto por el cual cada FcγR induce la producción de ROS. 

Con el fin de dilucidar, el mecanismo por el cual los FcγR induce la producción de ROS, se entrecruzó 

selectivamente a cada uno de los FcγR presentes en el neutrófilo humano con anticuerpos 

monoclonales, y la producción de ROS se estimó, detectando los cambios en la fluorescencia de 

neutrófilos pretratados con dihidrorhodamina 123 (DHR-123) por citometría de flujo. Primero los 

neutrófilos fueron estimulados con PMA, un fuerte activador de PKC e inductor de la producción de 

ROS en los neutrófilos humanos [34; 35]. Como se esperaba, posterior al estímulo con PMA los 

neutrófilos producen de ROS (Figura 7A y Figura 7B). Además, al entrecruzar tanto con el FcγRIIa, 

como el FcγRIIIb, con anticuerpos monoclonales específicos, se induce la producción de ROS (Figura 

7A Y Figura 7B). Además, al agrupar los datos de cuatro experimentos independientes, se observó 

que al entrecruzar el FcγRIIIb se producen más ROS que al entrecruzar el FcγRIIa (Figura 7B).  
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Los FcγR requieren de la activación de distintas isoformas de PKC para inducir la producción 
de ROS. 
 
Anteriormente se demostró que, los FcγR inducen la producción de ROS (Figura 7A y Figura 7B). 

Además, se ha reportado que, utilizando partículas de látex opsonizadas con anticuerpos, los 

neutrófilos requieren de la activación de PKCβ, para inducir la producción de ROS [30]. Sin embargo, 

al utilizar partículas de látex opsonizadas con anticuerpos, no nos permite dilucidar cuál de los FcγRs 

presentes en el neutrófilo humano, induce la activación de PKCβ. Adicionalmente, se conoce que los 

neutrófilos humanos pueden expresar a PKCα, PKCβ, PKCδ, y a PKCζ [28; 29], y no se ha descartado 

que el mecanismo activado por los FcγR presentes en el neutrófilo humano, indujera la producción de 

ROS, activando otras isoformas de PKC. Por lo tanto, con el fin de abordar está incógnita, se 

entrecruzó selectivamente a cada uno de los FcγR, en presencia o ausencia de inhibidores 

farmacológicos para las distintas isoformas de PKC presentes en el neutrófilo humano y se estimó la 

producción de ROS.  

 

Primero, al estimular los neutrófilos con PMA, en presencia del inhibidor GÖ6976, inhibidor de PKCα y 

PKCβ, se disminuyó la Intensidad Media de Fluorescencia (IMF) en alrededor de 70 %, la cual sugiere 

que la producción de ROS disminuyó (Figura 8). Además, al entrecruzar tanto el FcγRIIa como el 

FcγRIIIb en presencia del inhibidor GÖ6976, se observó la disminución de la IMF en un 75 % y 85 % 

respectivamente, lo que sugiere una disminución en la producción de ROS para ambos FcγR, en 

presencias del inhibidor (Figura 9). Por otro lado, al estimular los neutrófilos con PMA en presencia del 

inhibidor LY333531, inhibidor de PKCβ, se disminuyó la la IMF en aproximadamente un 85 %, lo cual 

sugiere una disminución en la producción de ROS (Figura 8). Además, al entrecruzar tanto el FcγRIIa 

como el FcγRIIIb en presencia de LY333531, se observó la disminución de la de la IMF en un 40 %, 

inducida por el FcγRIIIb y no por el FcγRIIa, lo que sugiere una disminución en la producción de ROS, 

inducida por el FcγRIIIb en presencias del inhibidor (Figura 9). En conjunto, estos datos sugieren que 

al estimular tanto con PMA como al estimular el FcγRIIa o el FcγRIIIb, se requiere de la activación de 

PKCα para inducir la producción de ROS en neutrófilos humanos (Figura 8 y Figura 9). Además, al 

estimular tanto con PMA como al estimular el FcγRIIIb, se requiere de la activación de PKCβ para 

inducir la producción de ROS en neutrófilos humano. En contraste, al entrecruzar el FcγRIIa, no se 

requiere de la activación de PKCβ para inducir la producción de ROS en neutrófilos humanos (Figura 8 

y Figura 9). Por otro lado, al estimular los neutrófilos con PMA en presencia del inhibidor rottlerina, 

inhibidor de PKCδ, no se disminuyó la IMF, lo cual sugiere que la producción de ROS no se afectó en 
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Figura 8. La producción de ROS inducida por PMA requiere de la activación de PKCα y PKCβ en neutrófilos humanos. La 

producción de ROS se estimó en neutrófilos pretratados con DHR 123. Además, los neutrófilos fueron pretratados con el 

disolvente, o con 1 µM de Gö6976, inhibidor de PKC α y PKCβ (barra café), o con 2.5 μM de LY333531, inhibidor de PKCβ 

(barra rosa), o con 3 µM de rottlerina, inhibidor de PKCδ (barra naranja), o con 10 µM de un pseudosustrato de PKCζ, 

inhibidor de PKCζ (barra verde), o con 1 µM de iSyk, inhibidor de Syk (barra morada) antes de estimular con PMA a una 

concentración final de 20 nM. Los datos son la media ± EEM de la intensidad media de fluorescencia (IMF) de cuatro 

experimentos independientes. El análisis estadístico se realizó mediante la prueba de ANOVA, seguido de una prueba de 

Tukey El asterisco denota la condición en la que existen diferencias estadísticamente significativas respecto al control 

(p<0.001) 

 

presencia del inhibidor (Figura 8). Además, al estimular el FcγRIIa y no al estimular el FcγRIIIb en 

presencia rottlerina, se observó la disminución de la IMF en un 45 %, lo cual sugiere una disminución 

de la producción de ROS inducida por el FcγRIIa en presencia del inhibidor (Figura 9). Estos datos 

sugieren qué el FcγRIIa y no el PMA ni el FcγRIIIb, requiere de la activación de PKCδ para inducir la 

producción de ROS en los neutrófilos humanos. Adicionalmente, al estimular los neutrófilos con PMA 

en presencia de un pseudo-sustrato, inhibidor de PKCζ, no se disminuyó la producción de ROS (Figura 

8). Además, al entrecruzar tanto el FcγRIIa como el FcγRIIIb en presencia del pseudo-sustrato, no se 

observó la disminución de la producción de ROS inducida tanto por el FcγRIIa como por el FcγRIIIb 

(Figura 9). Estos datos sugieren que, al estimular con PMA o al estimular el FcγRIIa o el FcγRIIIb, no 

se requiere la activación de PKCζ, para inducir la producción de ROS en neutrófilos humanos. 

Finalmente, al estimular los neutrófilos con PMA en presencia del inhibidor iSyk, inhibidor de Syk, 

como se esperaba, no se disminuyó la producción de ROS (Figura 8). Por otro lado, al entrecruzar 

tanto el FcγRIIa como el FcγRIIIb en presencia de iSyk, se observó la disminución de la IMF en un 60 

% y 35 % respectivamente, lo cual sugiere que la producción de ROS disminuye posterior al estimulo 

de ambos FcγR en presencia del inhibidor (Figura 9). Por lo tanto, en conjunto estos datos sugieren 

que, la producción de ROS inducida por PMA no requiere de la activación de Syk. En contraste la 

producción de ROS inducida tanto por el FcγRIIa como por el FcγRIIIb requiere de la activación Syk en 

neutrófilos humanos.  
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Figura 9. Los FcγR requieren de distintas isoformas de PKC para inducir la producción de ROS. La producción de ROS se 

estimó en neutrófilos pretratados con DHR 123. Además, los neutrófilos fueron pretratados con el disolvente, o con 1 µM de 

Gö6976, inhibidor de PKC α y PKCβ (barra café), o con 2.5 μM de LY333531, inhibidor de PKCβ (barra rosa), o con 3 µM de 

rottlerina, inhibidor de PKCδ (barra naranja), o con 10 µM de un pseudosustrato de PKCζ, inhibidor de PKCζ (barra verde), o 

con 1 µM de iSyk, inhibidor de Syk (barra morada) antes de entrecruzar los FcγR. Los datos son la media ± EEM de la 

intensidad media de fluorescencia (IMF) de cuatro experimentos independientes. El análisis estadístico se realizó mediante la 

prueba de ANOVA, seguido de una prueba de Tukey El asterisco denota la condición en la que existen diferencias 

estadísticamente significativas respecto al control (p<0.001) 
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Los FcγR inducen el incremento de la [Ca2+]i en el neutrófilo humano. 
 
Otra función activada por los FcγRs presentes en el neutrófilo humano, es la inducción del incremento 

de la [Ca2+]i [24]. Sin embargo, se conocen algunas diferencias en el mecanismo que cada FcγR activa 

para inducir el incremento de la [Ca2+]i. Se sabe que, el FcγRIIa induce la producción de IP3, IP3 se une 

a su receptor en el retículo endoplásmico, lo que produce el flujo de Ca2+ del retículo endoplásmico al 

citoplasma, induciendo el incremento de la [Ca2+]i. En contraste, el FcγRIIIb no induce la producción de 

IP3. Sin embargo, se sabe que el FcγRIIIb induce el incremento de la [Ca2+]i. No obstante, el 

mecanismo exacto por el cual el FcγRIIIb induce el [Ca2+]i, es desconocido [25; 26]. Por lo tanto, con el 

fin de abordar esta incógnita, se estimó el incremento de la [Ca2+]i en neutrófilos pretratados con fura-

2-AM. En primer lugar, se etimulo a los neutrófilos con el tripéptido formil-metionil-leucil-fenilalanina 

(fMLF), un péptido que induce el incremento de la [Ca2+]i mediado por un receptor acoplado a 

proteínas G (GPCR) [36]. Se observó el incremento inmediato de la [Ca2+]i (Figura 10A). De forma 

similar, al estimular el FcγRIIa se observó un incremento inmediato en la [Ca2+]i (Figura 10B). En 

contraste, al estimular el FcγRIIIb se observó un retardo de aproximadamente 20 segundos en el 

incremento de la [Ca2+]i (Figura 10C). En conjunto, estos datos sugieren que, tanto el FcγRIIa como el 

FcγRIIIb son capaces de inducir el incremento de la [Ca2+]i. Además, en magnitud, el incremento de la 

[Ca2+]i inducido por los tres estímulos, es igual (Figura 10D). Adicionalmente, como se esperaba, la 

cinética del incremento de la [Ca2+]i inducido tanto por el fMLF como por el FcγRIIa es muy similar, ya 

que se conoce que ambos receptores inducen la producción de IP3 en su vía de señalización (Figura 

10A y Figura 10B). En contraste, la cinética del incremento de la [Ca2+]i inducido por el FcγRIIIb es más 

lento que el inducido tanto por fMLF como por el FcγRIIa. Esto sugiere, que las vías de señalización 

tanto del FcγRIIa como del FcγRIIIb, para inducir el incremento de la [Ca2+]i. son distintas. Sin 

embargo, aunque existe una diferencia en la cinética del incremento de la [Ca2+]i inducida tanto por el 

FcγRIIa como por el FcγRIIIb, el incremento de la [Ca2+]i es de 200 nM aproximadamente, para ambos 

receptores (Figura 10D).   
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Figura 10. Los FcγR del neutrófilo humano inducen el incremento en la [Ca2+]i. Los neutrófilos humanos pretratados con 

Fura-2-AM fueron estimulados con fMLF(A), o por el entrecruzamiento del FcγRIIa (B), o por el entrecruzamiento FcγRIIIb 

(C). La flecha indica el momento exacto en el que se agregó el estímulo fMLF(azul), estimulación del FcγRIIa (rojo) o 

estimulación del FcγRIIIb (verde). Los cambios en la concentración intracelular de calcio ([Ca2+]i) fueron obtenidos 

registrando los cambios en la fluorescencia durante 300 s. El trazo es representativo de tres experimentos independientes 

con resultados similares. El incremento de la [Ca2+]i (D) fue calculado utilizando el valor de la concentración máxima 

menos el valor de la concentración basal de Ca2+. Los datos son la media ± EEM del incremento de la concentración de 

calcio (Δ[Ca2+]i) de tres experimentos independientes por duplicado. 
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El incremento de la concentración de calcio intracelular inducido por el FcγRIIIb requiere de la 

activación de PKCα.  

 
Como se mostró anteriormente, las PKC son necesarias para mediar la producción de ROS inducida 

por los FcγR en el neutrófilo humano (Figura 9). Además, se ha descrito que los FcγR inducen el 

incremento de la [Ca2+]i (Figura 10) [24]. Sin embargo, el mecanismo activado por el cual, cada uno de 

los FcγR inducen el incremento de la [Ca2+]i no ha sido descrito del todo. Por otro lado, se ha descrito 

que la actividad de una gran variedad de canales iónicos puede ser regulada por fosforilaciones en su 

secuencia de aminoácidos mediadas por múltiples cinasas, incluidas las diferentes isoformas de PKC 

[37]. Por lo tanto, con el fin de dilucidar la posible participación de las isoformas de PKC que expresa el 

neutrófilo en el incremento de la [Ca2+]i inducido por los FcγR, se estimuló selectivamente cada uno de 

los FcγR en el neutrófilo humano, en presencia o ausencia de inhibidores para PKC y se estimó el 

incremento de la [Ca2+]i. En presencia de Gö6976, inhibidor tanto para PKCα como para PKCβ, se 

observó la disminución del incremento de la [Ca2+]i posterior al entrecruzamiento del FcγRIIIb y no al 

entrecruzamiento del FcγRIIa (Figura 11). En contraste, al entrecruzar tanto el FcγRIIa como el 

FcγRIIIb en presencia de LY333531, inhibidor de PKCβ, no se observó la disminución del incremento 

de la [Ca2+]i (Figura 11). De forma similar, al entrecruzar tanto el FcγRIIa como el FcγRIIIb en 

presencia de Rottlerina inhibidor de PKCδ, no se observó la disminución del incremento de la [Ca2+]i 

(Figura 11). Finalmente, al entrecruzar tanto el FcγRIIa como el FcγRIIIb en presencia de pseudo-

sustrato inhibidor de PKCζ, no se observó la disminución del incremento de la [Ca2+]i (Figura 11). Por 

lo tanto, en conjuntos estos datos sugieren que el FcγRIIIb, requiere de la activación de PKCα para 

inducir el incremento de la [Ca2+]i. En contraste, tanto el FcγRIIa como el FcγRIIIb no requieren de la 

activación tanto de PKCβ, PKCδ como de PKCζ para inducir el incremento de la [Ca2+]i (Figura 11).  
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Figura 11. El incremento de la concentración de calcio intracelular inducido por el FcγRIIIb requiere de la activación de 

PKCα. El incremento de la [Ca2+]i se estimó en neutrófilos pretratados con Fura-2-AM. Además, los neutrófilos fueron 

pretratados con el disolvente, o con 1 µM de Gö6976, inhibidor de PKC α y PKCβ (barra verde), o con 2.5 µM de 

LY333531, inhibidor de PKCβ (barra azul), o con 3 µM de Rottlerina, inhibidor de PKCδ (barra naranja), o con 10 μM de 

pseudo-substrato, inhibidor de PKCζ, antes de ser estimulados por el entrecruzamiento del FcγRIIa o por el 

entrecruzamiento del FcγRIIIb. El incremento de la [Ca2+]i fue calculado utilizando el valor de la concentración máxima, 

posterior a la estimulación, menos el valor de la concentración basal de Ca2+. Los datos son la media ± EEM del Δ[Ca2+]i 

de tres experimentos independientes por duplicado. El análisis estadístico se realizó mediante la prueba de ANOVA, 

seguido de una prueba de Tukey El asterisco denota la condición en la que existe diferencia estadísticamente significativa 

respecto al control (p<0.001).  
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El FcγRIIIb emplea a PKCα para inducir la fosforilación de ERK. 

 

Se ha descrito que, otra de las funciones que pueden activar los FcγR del neutrófilo humano es 

promover la fosforilación de ERK [17; 22; 23]. Sin embargo, el mecanismo exacto no se ha descrito del 

todo. Además, se ha descrito que en los linfocitos T se requiere de la activación de PKCδ al activarse 

CD3, para inducir la fosforilación de ERK [31]. Adicionalmente en células Panc-1, se ha demostrado 

que se requiere la activación de PKCε para inducir la fosforilación de ERK [32]. Por lo tanto, para 

dilucidar si alguna isoforma de PKC participa en la fosforilación de ERK, posterior a la activación de los 

FcγR, se estimuló selectivamente tanto el FcγRIIa como el FcγRIIIb y se detectó la fosforilación de 

ERK por western blot. En presencia del inhibidor GÖ6976 inhibidor de PKCα y PKCβ, se observó una 

disminución de la fosforilación de ERK inducida por el FcγRIIIb y no por el FcγRIIa (Figura 12A y 

Figura 12B). Adicionalmente, en presencia del inhibidor LY333531 inhibidor de PKCβ, no se observó 

una disminución de la fosforilación de ERK inducida tanto por el FcγRIIIb como por el FcγRIIa, lo cual 

sugiere que ninguno de los FcγR del neutrófilo requiere de la activación de PKCβ para inducir la 

fosforilación ERK (Figura 12C y Figura 12D). Por otro lado, en presencia del inhibidor rottlerina, 

inhibidor de PKCδ, no se observó una disminución de la fosforilación de ERK inducida tanto por el 

FcγRIIIb como por el FcγRIIa, en conjunto estos daos sugieren que ninguno de los FcγR del neutrófilo 

requiere de la activación de PKCδ para inducir la fosforilación ERK (Figura 12E y Figura 12F). Por 

último, en presencia del pseudo-sustrato, inhibidor de PKCζ, no se observó una disminución de la 

fosforilación de ERK inducida tanto por el FcγRIIIb como por el FcγRIIa (Figura 12G y Figura 12H). Por 

lo tanto, en conjunto estos datos sugieren que, la fosforilación de ERK inducida por el FcγRIIa no 

requiere de la activación de ninguna isoforma de PKC expresada por el neutrófilo humano. En 

contraste, la fosforilación de ERK inducida por el FcγRIIIb requiere de la activación de PKCα en los 

neutrófilos humanos. Lo cual sugiere que las vías de señalización empleadas por cada uno de los 

FcγR del neutrófilo, para inducir la activación de ERK son distintas.  
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Figura 12. El FcγRIIIb emplea a PKCα para inducir la fosforilación de ERK. Los neutrófilos humanos fueron estimulados al 

entrecruzar tanto el FcγRIIa o bien el FcγRIIIb y se prepararon extractos de proteínas totales. Los neutrófilos fueron 

pretratados con 1 μM de GÖ6976, inhibidor de PKCα y PKCβ (A y B), o con el 2.5 μM LY333531, inhibidor para PKCβ (C y 

D), o con el rottlerina, inhibidor para PKCδ (E y F), o con el pseudosustrato, inhibidor de PKCζ (G y H). Y se realizó una 

electroforesis del extracto proteico en un gel de SDS-PAGE. Posteriormente, se efectuó un Western Blot para la forma 

fosforilada de ERK (panel superior), o para ERK total (panel inferior). Imágenes representativas de tres experimentos 

independientes. Los histogramas en la parte inferior son el análisis de densitometría para la relación entre pERK/ERK. Los 

datos son la media ± EEM de tres experimentos independientes. El análisis estadístico se realizó empleando una prueba t 

de Student. El asterisco denota la condición donde existe diferencia estadísticamente significativa respecto al control. 

p<0.0001 (B). 
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Capítulo II 
 

El FcγRIIIb requiere de la activación del canal TRPM2 para inducir el incremento de la [Ca2+]i en 

el neutrófilo humano. 

 

Antecedentes.  

 

Los datos obtenidos en este trabajo confirmaron que, tanto el FcγRIIa como el FcγRIIIb inducen el 

incremento de la [Ca2+]i (Figura 10B y Figura 10C) [24]. Sin embargo, se ha sugerido que el mecanismo 

para inducir el incremento de la [Ca2+]i de cada uno de los FcγR en los neutrófilos humanos podría ser 

distinto. Se ha demostrado que, el FcγRIIa induce la producción de IP3, lo que induce la salida de Ca2+ 

del retículo endoplásmico. En contraste el FcγRIIIb no induce la producción de IP3, y el mecanismo por 

el cual induce el incremento de la [Ca2+]i no ha sido descrito [25]. Sin embargo, los datos obtenidos en 

este trabajo, sugieren que el FcγRIIIb requiere de la activación de PKCα para inducir el incremento de 

la [Ca2+]i (Figura 11). Además, se sabe que el FcγRIIIb requiere de la activación de Syk, y de la 

producción de ROS empleando el complejo NADPH-oxidasa para regular sus vías de señalización 

[17]. Por lo tanto, es posible que el FcγRIIIb requiera de alguna de estas señales para inducir el 

incremento de la [Ca2+]i. Por otro lado, se ha descrito que el canal TRPM2 (Transient Receptor 

Potential Melastatin 2) es un canal no selectivo para Ca2+ y puede ser expresado por los neutrófilos 

humanos [38; 39]. El TRPM2 es un canal perteneciente a la familia de los TRP, canales catiónicos que 

han sido involucrados en la percepción de diferentes estímulos como el calor, frío, el estrés mecánico, 

los cambios de pH y el estrés oxidativo [40; 41]. Adicionalmente, se ha descrito que, la apertura del 

canal TRPM2, puede ser directamente inducida por la unión directa con su ligando intracelular la 

ADPR (adenosine diphosphate ribose) [42]. Además, la apertura del canal TRPM2 puede ser inducida 

directamente por el estrés oxidativo o la acidificación intracelular [43; 44; 45]. Adicionalmente, se ha 

descrito que en células neuronales de la raíz del ganglio dorsal, la actividad del canal TRPM2 se 

incrementa en presencia de PMA, un fuerte activador de PKC [46; 47]. Por lo tanto, ya que la apertura 

del canal TRPM2 puede ser mediada tanto por la producción de ROS como por la activación de PKC, 

dos moléculas involucradas en la vía de señalización del FcγRIIIb, es posible que el FcγRIIIb requiera 

de la activación del canal TRPM2 para inducir el incremento de la [Ca2+]i. Para probar está hipótesis, 

se estimuló selectivamente cada uno de los FcγR del neutrófilo humano con anticuerpos 
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monoclonales, en presencia o ausencia de inhibidores para moléculas involucradas en la vía de 

señalización de los FcγR del neutrófilo humano, y se estimó el incremento de la [Ca2+]i.  

Planteamiento del problema. 

 

Las vías de señalización activadas por los FcγR en el neutrófilo humano no han sido descritas del 

todo. Sin embargo, se ha descrito que tanto el FcγRIIa como el FcγRIIIb inducen el incremento en la 

[Ca2+]i. Además, se conoce que el FcγRIIa y no el FcγRIIIb requiere de la producción de IP3 para 

inducir el incremento en la [Ca2+]i. Además, no se conoce el mecanismo por el cual el FcγRIIIb induce 

el incremento de la [Ca2+]i. Sin embargo, se conoce que el FcγRIIIb induce la activación tanto de PKC 

como la producción de ROS, dos inductores de la apertura del canal catiónico TRPM2. Por lo tanto, se 

investigó sí el FcγRIIIb requiere de la activación del canal TRPM2 para inducir el incremento de la 

[Ca2+]i en el neutrófilo humano. 

 

Hipótesis. 

 

El FcγRIIIb requiere de la activación del canal TRPM2 para inducir el incremento de la [Ca2+]i en los 

neutrófilos humanos. 

 

Objetivo General. 

 

Dilucidar si el FcγRIIIb requiere de la activación del canal TRPM2 para inducir el incremento de la 

[Ca2+]i en los neutrófilos humanos.  
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Objetivos particulares. 

 

1. Obtener una población homogénea y pura de neutrófilos humanos. 

 

2. Estimular selectivamente cada uno de los FcγR del neutrófilo humano. 

 

3. Evaluar el incremento de la [Ca2+]i en presencia o ausencia de inhibidores específicos para el 

canal TRPM2, posterior al entrecruzamiento selectivo de cada uno de los FcγR en el neutrófilo 

humano. 

 

Materiales y métodos. 

 

Estimación del incremento de la concentración de calcio intracelular en condiciones quelantes. 

 

El incremento de la concentración de calcio intracelular se estimó detectando los cambios en la 

fluorescencia de neutrófilos cargados con Fura-2AM (Cata# 344905 Calbiochem/EMD Millipore 

Billerica, MA, USA). Los neutrófilos se colocaron a una densidad 1.5 x 106 neutrófilos por ml en un tubo 

cónico de plástico de 50 ml en PBS con 1.5 mM de Cl2Ca y 1.5 mM de Cl2Mg (PBS Ca2+ y Mg2+) y se 

incubó durante 5 min a 37 °C. Posteriormente se adiciono Fura-2AM (concentración final 10 μM) y se 

incubó durante 5 min. Se realizó una dilución con PBS Ca2+ y Mg2+ a una relación de 10 veces y se 

incubó durante 20 min a 37 °C. Se realizó un lavado con PBS Ca2+ y Mg2+ a 37 °C. Los neutrófilos se 

resuspendieron en 6 ml de PBS Ca2+ y Mg2+ a 37 °C y se incuba durante 15 min a 37 °C. Se 

concentraron las células por centrifugación, se retiró el sobrenadante. Los neutrófilos se 

resuspendieron en 2 ml de una disolución 1 mM de EGTA en PBS (PBS EGTA) tibio a una densidad 

de 3 x 106 y se mantuvo en hielo. Los cambios en la fluorescencia fueron monitoreados utilizando un 

espectrofluorimetro (Perking Elmer; Waltham, MA, USA), utilizando los filtros de excitación de 340-380 

nm y el filtro de emisión de 510 nm. Las mediciones se realizaron en una suspensión de neutrófilos, en 

agitación constante a 37 °C en un volumen total de 2 ml.  

 

Para la estimulación con fMLF, se colocó una suspensión de 3 x 106 neutrófilos cargados con Fura-

2AM en 2 ml de PBS EGTA en una cubeta de lectura del espectrofluorimetro, y se incubó a 37 °C 
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durante 2 min. Después del tiempo de incubación, se comenzó con las lecturas del cambio de 

fluorescencia durante 100 s. A los 100 s de lectura, se adicionó 40 μl, de una disolución 500 nM de 

fMLF en PBS EGTA (concentración final 10 nM) y los cambios en la fluorescencia fueron registrados 

durante 300 s. Para la estimulación de FcγR, 3 x 106 neutrófilos cargados con Fura-2AM, se 

resuspendieron en 100 μl de una suspensión del correspondiente anticuerpo anti-FcR, a una 

concentración de 10 μg/ml en PBS y se incubaron a 4 °C durante 20 min. Posteriormente se realizó un 

lavado con PBS a 4 °C. Los neutrófilos se resuspendieron en 2 ml de PBS EGTA y se trasfirieron a 

una cubeta de lectura del espectrofluorimetro, se incubó a 37 °C durante 2 min. Después del tiempo de 

incubación, se comenzó con las lecturas del cambio de fluorescencia durante 100 s. A los 100 s de 

lectura, se adicionó 80 μl, de una suspensión 1.3 mg/ml del anticuerpo F(ab’)2 goat anti-mouse IgG 

(concentración final 52 mg/ml), para la estimulación de los FcR y los cambios en la fluorescencia 

fueron registrados durante 300 s. Posteriormente, tanto para el estímulo con fMLF como el estímulo a 

cada uno de ls FcγR, se adicionaron 40 μl de una disolución 100 mM de CaCl2 (concentración final 4 

mM) y se continuo con las lecturas hasta los 450 s. 

 

Después de los 450 seg de lectura se realizaron las lecturas de calibración como se describe a 

continuación. Se adicionaron 100 μl de una disolución de Triton X100 al 10 % y se continuo con las 

lecturas hasta los 500 seg. Esté registro, es la fluorescencia máxima de fura-2AM. Después, se agregó 

500 μl de una disolución de EGTA 250 mM y se continuo con las lecturas hasta los 550 seg. Esté 

registro, es la fluorescencia mínima de fura-2AM. Empleando la lectura máxima y mínima se calculó la 

[Ca2+]i, utilizando el software FL WinLab 4.00.02 (Perking Elmer; Waltham, MA, USA). 
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Producción ROS 

 

La producción de ROS se estimó detectando los cambios en la fluorescencia de neutrófilos cargados 

con dihidrorodamina-123 (DHR-123 #Cat. AS-85711 Anaspec, Inc Fremont, CA, USA). Se colocaron 1 

x 106 neutrófilos en un tubo cónico de plástico de 1.5 ml y se resuspendieron en 100 μl de una 

disolución 15 μM de DHR-123 en PBS. Se incubó durante 15 min a 37 °C en oscuridad. Transcurrido 

el tiempo de incubación, se realizó un lavado con 1 ml de PBS frío. Posteriormente, los neutrófilos se 

resuspendieron en 100 μl del correspondiente estimulo, como se describe a continuación. Para la 

estimulación con el éster de forbol PMA, los neutrófilos se resuspendieron en una disolución 20 nM de 

PMA en PBS. Se incubó durante 45 min a 37 °C. Para la estimulación de FcγR, los neutrófilos se 

resuspendieron en una suspensión del correspondiente anticuerpo anti-FcγR a 10 μg/ml en PBS, y se 

incubó durante 20 min a 4 °C. Posteriormente, se realizó un lavado con PBS a 4 °C y los neutrófilos se 

resuspendieron en 100 μL de una suspensión del anticuerpo F(ab’)2 goat anti-mouse IgG (Cat# 115-

006-003 Jackson Immunoresearch Laboratories, Inc. West Grove, PA, USA). Se incubó durante 45 min 

a 37 °C. Transcurrido el tiempo de incubación, se adicionó 250 μl de PBS a 4 °C y la suspensión 

celular se mantuvo en hielo durante 2 min. Por último, la suspensión de neutrófilos se centrifugo a 

1,743 x g, se eliminó el sobrenadante y se resuspendió en 1 ml de una disolución 1 % de 

paraformaldehído (PFA) en PBS a 4 °C. La suspensión de neutrófilos se mantuvo a 4 °C y en 

oscuridad hasta su análisis por citometría de flujo empleando el citómetro de flujo Attune NxT (Thermo 

Fisher Scientific Carlsbad, CA, USA) con el láser de excitación de 488 nm y el filtro de emisión 530/30. 

Se realizó la adquisición de 10, 000 eventos por condición. El análisis de los datos se realizó 

empleando el software FlowJo TM versión 10 (Becton Dickinson; 2019; Ashland, OR, USA) de la unidad 

de citometría de flujo del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM.  

 

Inhibidores farmacológicos. 

 

En algunos experimentos los neutrófilos fueron tratados 30 min con inhibidores farmacológicos, antes 

de realizar la estimulación. Las concentraciones e inhibidores utilizados se describen en la tabla 3.  
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Tabla 3. Inhibidores. 

Inhibidor. Molécula que inhibe. Concentración Marca 

GÖ6976 PKCα-PKCβ 1 μM Santa Cruz biotechnology 

LLZ 1640-2 TAK1 10 nM Calbiochem 

U0126 MEK  50 μM Promega 

iSyk Syk  1 μM Calbiochem 

2-APB TRPM2 5 μM Santa Cruz Biotechnology  

Clotrimazol TRPM2 10 μM Sigma-Aldrich 

Toxina Pertussis  Gi 2 μg/ml Calbiochem 
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Resultados  

 

Para inducir el incremento de la [Ca2+]i, el FcγRIIIb activa la entrada de Ca2+ del medio extracelular. 

 

Como se mostró anteriormente, ambos FcγR del neutrófilo humano inducen el incremento de la [Ca2+]i 

(Figura 10B y Figura 10C). Sin embargo, aunque el incremento de la [Ca2+]i inducido por ambos FcγR 

es similar (Figura 10D), se observó que el incremento de la [Ca2+]i inducido por el FcγRIIIb presentó un 

retardo de alrededor de entre 15 s a 20 s (Figura 10C). En contraste, el incremento inducido por el 

FcγRIIa es inmediato (Figura 10C). Lo que sugiere que, el mecanismo para inducir el incremento de la 

[Ca2+]i de ambos FcγR es diferente. Por otro lado, se ha establecido que para el incremento de la 

[Ca2+]i la célula puede emplear un mecanismo conocido como SOCE (del inglés Store Operated 

Calcium Entry) o entrada capacitativa de Ca2+ [48; 49]. Cuando una célula recibe un estímulo y el 

mecanismo SOCE se activa, la célula libera Ca2+ de depósitos internos. Enseguida, se activa un 

segundo flujo de Ca2+ proveniente del exterior de la célula. Por lo tanto, el incremento de la [Ca2+]i es la 

suma del flujo de Ca2+ de depósitos internos y del flujo Ca2+ proveniente del medio extracelular [50]. 

Además, se ha propuesto que tanto los FcγR como el fMLF emplean el mecanismo SOCE para inducir 

el incremento de la [Ca2+]i [51; 52]. Con el fin de comprobar esta idea, los neutrófilos humanos se 

colocaron en un medio libre de Ca2+ y fueron estimulados con fMLF. Como se esperaba, se observó un 

incremento inicial en la [Ca2+]i, seguido de un retorno a condiciones basales (Figura 13A). 

Posteriormente, se agregó un exceso de Ca2+ al medio y se observó un segundo incremento en la 

[Ca2+]i (Figura 13A). Lo que indica que se produce un flujo de Ca2+ del exterior al interior de la célula. 

De forma similar, al estimular el FcγRIIa se observó un incremento inicial en la [Ca2+]i. seguido de un 

retorno a condiciones basales (Figura 13B). Posteriormente, se agregó un exceso de Ca2+ al medio y 

se observó un segundo incremento en la [Ca2+]i (Figura 13B). En contraste, al estimular el FcγRIIIb, no 

se observó un incremento inicial en la [Ca2+]i (Figura 13C). Sin embargo, al agregar un exceso de Ca2+ 

al medio, se observó el incremento en la [Ca2+]i (Figura 13C). Esto sugiere que el FcγRIIIb, no induce la 

movilización de Ca2+ de depósitos internos. En contraste, tanto el fMLF como el FcγRIIa inducen el 

flujo de Ca2+ tanto de depósitos internos como del exterior de la célula. Además, después de la 

estimulación con fMLF la magnitud tanto del flujo Ca2+ proveniente del interior de la célula como del 

flujo de Ca2+ proveniente del exterior de la célula es similar (Figura 13D). Cada componente es 

alrededor del cincuenta por ciento del incremento de la [Ca2+]i observado en neutrófilos que se 

mantuvieron en PBS con Ca2+ (Figura 10D). Por otro lado, al estimular el FcγRIIa, la magnitud del flujo 
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de Ca2+ del interior de la célula es mayor que el inducido por fMLF (Figura 13D). Además, la magnitud 

del flujo de Ca2+
 del exterior de la célula es menor que el inducido por fMLF (Figura 13D). Lo cual 

sugiere que el componente de Ca2+ principal, que es requerido por la estimulación del FcγRIIa es el 

componente interno (Figura 13D). En contraste, al estimular el FcγRIIIb no se observó el flujo de 

Ca2+de depósitos internos. Por el contrario, el incremento de la [Ca2+]i inducida por el FcγRIIIb proviene 

casi en su totalidad del flujo de Ca2+del exterior de la célula (Figura 13D). Por lo tanto, en conjunto mis 

datos sugieren que, el FcγRIIIb activa un mecanismo diferente a los demás FcγR, para inducir el 

incremento de la [Ca2+]i. 

  

Figura 13. El FcγRIIb inducen la entrada de Ca2+ del medio extracelular. (A-C) Los neutrófilos pretratados con Fura-2AM, 

se resuspendieron en PBS que contenía 1 mM de EGTA, los cambios en la fluorescencia fueron detectados posterior a la 

estimulación con (A) 10 nM de fMLF (flecha azul), o por (B) la estimulación del FcγRIIa (flecha roja), o por (C) la 

estimulación del FcγRIIIb (flecha verde). Después de 300 seg de lectura se adicionó 4 mM de Cl2Ca y se continuo con las 

lecturas hasta los 450 seg. Las flechas indican el momento en el que se realizó el estímulo. Los trazos son representativos 

de tres experimentos independientes con resultados similares. (D) El incremento de la [Ca2+]i se calculó utilizando el valor 

de la concentración máxima, posterior a la estimulación, menos el valor de la concentración basal de Ca2+. El incremento de 

la [Ca2+]i inicial, representa el flujo de Ca2+ de depósitos internos. Mientras que, el incremento posterior a la adición de 4 mM 

de Cl2Ca, representa el flujo de Ca2+ del medio extracelular al interior de la célula. Los datos son la media ± EEM de tres 

experimentos independientes.  
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El incremento de la [Ca2+]i inducido por el FcγRIIIb no requiere de la activación tanto de TAK1 

como de MEK.  

 

Como se mostró anteriormente, los resultados sugieren que el FcγRIIIb requiere un mecanismo distinto 

al del FcγRIIa para inducir el incremento de la [Ca2+]i (Figura 11 y Figura 13). Además, se había 

descrito que en neutrófilos humanos el FcγRIIIb activa tanto a TAK1 como a MEK [17; 23]. Por lo tanto, 

existía la posibilidad de que tanto TAK1 como MEK participaran en el mecanismo activado por el 

FcγRIIIb para inducir el incremento de la [Ca2+]i en el neutrófilo. Con el fin de probar esta hipótesis, los 

neutrófilos fueron pretratados con LLZ-1640-2, inhibidor de TAK1, o con U0126, inhibidor de MEK y 

posteriormente se estimuló selectivamente cada uno de los FcγR del neutrófilo humano. En presencia 

de LLZ-1640-2, no se disminuyó el incremento de la [Ca2+]i inducido tanto por el FcγRIIa como por el 

FcγRIIIb (Figura 14). Igualmente, en presencia de U0126, no se disminuyó el incremento de la [Ca2+]i 

inducido tanto por el FcγRIIa como por el FcγRIIIb (Figura 14). Además, como se esperaba en 

presencia tanto de LLZ-1640-2 como de U0126, no se observó la disminución del incremento de la 

[Ca2+]i inducido por fMLF (Figura 14). Por otro lado, se sabe que el receptor para fMLF es un GPCR, 

además se ha descrito que un fuerte inhibidor del receptor de fMLF es la toxina Pertussis [36; 53]. 

Como era esperado, en presencia de toxina Pertussis, el incremento de la [Ca2+]i inducido por fMLF 

disminuyo casi totalmente (Figura 14). En contraste, en presencia de toxina Pertussis, no se afectó el 

incremento de la [Ca2+]i inducido tanto por el FcγRIIa como por el FcγRIIIb (Figura 14). Por lo tanto, 

estos datos sugieren que tanto TAK1 como MEK, no son moléculas requeridas para mediar el 

incremento de la [Ca2+]i inducido por el FcγRIIa o por el FcγRIIIb. Adicionalmente, se confirmó que los 

FcγR del neutrófilo humano no son receptores que estén acoplados a proteínas Gi, para mediar su vía 

de señalización.    
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Figura 14. El incremento de la concentración de calcio intracelular inducido por los FcγR no requiere de la activación de 

MEK, TAK y de proteínas G. El incremento de la [Ca2+]i se estimó en neutrófilos pretratados con Fura-2-AM. Además, los 

neutrófilos fueron pretratados con el disolvente, o con 50 µM de UO126, inhibidor de MEK (barra fucsia), o con 10 nM de 

LLZ-1640-2, inhibidor de TAK1 (barra azul), o con 2 µg/ml de Toxina pertussis, inhibidor de proteínas G (barra rosa), antes 

de ser estimulados por el entrecruzamiento del FcγRIIa o por el entrecruzamiento del FcγRIIIb. El incremento de la [Ca2+]i 

fue calculado utilizando el valor de la concentración máxima, posterior a la estimulación, menos el valor de la 

concentración basal de Ca2+. Los datos son la media ± EEM del Δ[Ca2+]i de tres experimentos independientes por 

duplicado. El análisis estadístico se realizó mediante la prueba de ANOVA, seguido de una prueba de Tukey. El asterisco 

denota la condición en la que existe diferencia estadísticamente significativa respecto al control (p<0.001).  
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El FcγRIIIb requiere de la activación de Syk, PKCα y del complejo NAPDH-oxidasa, para inducir 

el incremento de la [Ca2+]i en el neutrófilo humano.  

 

Se ha reportado que el FcγRIIIb requiere de la activación de Syk y del complejo NADPH-oxidasa, para 

mediar su vía de señalización [17; 23]. Por lo tanto, se evaluó la posibilidad de que estas moléculas 

participen en el mecanismo activado por el FcγRIIIb, para inducir el incremento de la [Ca2+]i en el 

neutrófilo humano. En presencia de iSyk, inhibidor de Syk, el incremento de la [Ca2+]i disminuyó tanto 

al estimular el FcγRIIa como el FcγRIIIb (Figura 15). Por otro lado, en presencia de DPI, inhibidor del 

complejo NADPH-oxidasa, se observó la diminución del incremento de la [Ca2+] inducido por el 

FcγRIIIb y no por el FcγRIIa (Figura 15). Por último, como se había mostrado anteriormente, en 

presencia del inhibidor GÖ 6976, inhibidor de PKCα y PKCβ, se disminuyó el incremento de la [Ca2+] 

inducido por el FcγRIIIb y no por el FcγRIIa (Figura 11 y Figura 15). En conjunto estos datos sugieren 

que tanto el FcγRIIa como el FcγRIIIb requieren de la activación de Syk para inducir el incremento de 

la [Ca2+]i. Además, el FcγRIIIb requiere de la activación tanto de PKCα y del complejo NAPH-oxidasa 

para inducir el incremento de la [Ca2+]i en el neutrófilo humano.  
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Figura 15. El incremento de la concentración de calcio intracelular inducido por el FcγRIIIb requiere de la activación de 

Syk, PKCα y el complejo NADPH-oxidasa. El incremento de la [Ca2+]i se estimó en neutrófilos pretratados con Fura-2-AM. 

Además, los neutrófilos fueron pretratados con el disolvente, o con 1 µM de iSyk, inhibidor de Syk (barra purpura), o con 

1μM de Gö6976, inhibidor de PKC α y PKCβ (barra verde), o con 10 µM de DPI, inhibidor del complejo NADPH-oxidasa 

(barra rosa), antes de ser estimulados por el entrecruzamiento del FcγRIIa o por el entrecruzamiento del FcγRIIIb. El 

incremento de la [Ca2+]i fue calculado utilizando el valor de la concentración máxima, posterior a la estimulación, menos el 

valor de la concentración basal de Ca2+. Los datos son la media ± EEM del Δ[Ca2+]i de tres experimentos independientes 

por duplicado. El asterisco denota la condición en la que existe diferencia estadísticamente significativa respecto al control 

(p<0.001).  
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El canal TRPM2 participa en el mecanismo activado por el FcγRIIIb para inducir el incremento 

de la [Ca2+]i en el neutrófilo humano.  

 

Como se mostró anteriormente el FcγRIIIb requiere tanto la activación del complejo NADPH-oxidasa 

como de la activación de PKCα para inducir el incremento de la [Ca2+]i (Figura 11 y Figura 15). Por otro 

lado, se ha descrito que los neutrófilos pueden expresar al canal TRPM2 [38; 39]. El TRPM2 es un 

canal catiónico y se sabe que en células del sistema inmune la apertura del canal TRPM2 puede ser 

inducida directamente por la producción de ROS [43; 44]. Adicionalmente, se ha descrito que, en 

células neuronales de la raíz del ganglio dorsal, la actividad del canal TRPM2 se incrementa en 

presencia de PMA, un fuerte activador de PKC [46; 47]. Por lo tanto, se evaluó si el canal TRPM2 está 

involucrado en el mecanismo activado por el FcγRIIIb para inducir el incremento de la [Ca2+]i. El 

incremento de la [Ca2+]i inducido por cada uno de los FcγR del neutrófilo humano, fue estimado en 

presencia de 2-APB o clotrimazol, dos inhibidores del canal TRPM2. El incremento de la [Ca2+]i 

inducido por el FcγRIIa no disminuyó en presencia tanto de 2-APB como de clotrimazol (Figura 16). En 

contraste, el incremento de la [Ca2+]i inducido por el FcγRIIIb disminuyó en presencia tanto de 2-APB 

como de clotrimazol (Figura 16). Por lo tanto, en conjunto mis datos sugieren que el FcγRIIIb requiere 

de la activación del canal TRPM2 para inducir el incremento de la [Ca2+]i en el neutrófilo humano. 

Además, con la finalidad de estimar que evento ocurre primero, si la producción de ROS o el 

incremento de la [Ca2+]i, se estimó la producción de ROS en presencia o ausencia tanto de 2-APB 

como de clotrimazol posterior al estímulo de cada uno de los FcγR del neutrófilo humano. La 

producción de ROS mediada tanto por el FcγRIIa como por el FcγRIIIb no disminuyó en presencia 

tanto de 2-APB como de clotrimazol (Figura 17). Por lo tanto, los datos sugieren que no se requiere de 

la activación del canal TRPM2 para inducir la producción de ROS posterior al estimulo del FcγRIIIb. 

Además, como se demostró anteriormente, el incremento de la [Ca2+]i inducido por el FcγRIIIb requiere 

de la activación del complejo NADPH-oxidasa (Figura 15). Por lo tanto, estos datos sugieren que el 

FcγRIIIb, primero induce la activación del complejo NADPH-oxidasa seguido de la activación del canal 

TRPM2 para mediar el flujo de Ca2+ al interior del neutrófilo o bien podrían ser eventos independientes.   
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Figura 16. El incremento de la concentración de calcio intracelular inducido por el FcγRIIIb requiere de la activación del 

canal TRPM2. El incremento de la [Ca2+]i se estimó en neutrófilos pretratados con Fura-2-AM. Además, los neutrófilos 

fueron pretratados con el disolvente (barra blanca), o con 5 µM de 2APB (barra verde) o con 1μM de clotrimazol (barra 

azul), ambos inhibidores del canal TRPM2, antes de ser estimulados por el entrecruzamiento del FcγRIIa o por el 

entrecruzamiento del FcγRIIIb. El incremento de la [Ca2+]i fue calculado utilizando el valor de la concentración máxima, 

posterior a la estimulación, menos el valor de la concentración basal de Ca2+. Los datos son la media ± EEM del Δ[Ca2+]i 

de tres experimentos independientes por duplicado. El asterisco denota la condición en la que existe diferencia 

estadísticamente significativa respecto al control (p<0.001).  

Figura 17. La producción de ROS inducida por los FcγR del neutrófilo humano, no requiere de la activación del canal 

TRPM2. La producción de ROS se estimó en neutrófilos pretratados con DHR 123. Además, los neutrófilos fueron 

pretratados con el disolvente (barra gris), o con 5 µM de 2APB (barra azul) o con 1μM de clotrimazol (barra verde), 

ambos inhibidores del canal TRPM2, antes de ser estimulados por el entrecruzamiento del FcγRIIa o por el 

entrecruzamiento del FcγRIIIb. Los datos son la media ± EEM de la intensidad media de fluorescencia (IMF) de cuatro 

experimentos independientes. 

  



The Antibody Receptor Fc Gamma
Receptor IIIb Induces Calcium Entry
via Transient Receptor Potential
Melastatin 2 in Human Neutrophils
Omar Rafael Alemán, Nancy Mora and Carlos Rosales*

Departamento de Inmunologı́a, Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Autónoma de México,
Mexico City, Mexico

Human neutrophils express two unique antibody receptors for IgG, the FcgRIIa and the
FcgRIIIb. FcgRIIa contains an immunoreceptor tyrosine-based activation motif (ITAM)
sequence within its cytoplasmic tail, which is important for initiating signaling. In contrast,
FcgRIIIb is a glycosylphosphatidylinositol (GPI)-linked receptor with no cytoplasmic tail.
Although, the initial signaling mechanism for FcgRIIIb remains unknown, it is clear that both
receptors are capable of initiating distinct neutrophil cellular functions. For example,
FcgRIIa is known to induce an increase in L-selectin expression and efficient phagocytosis,
while FcgRIIIb does not promote these responses. In contrast, FcgRIIIb has been reported
to induce actin polymerization, activation of b1 integrins, and formation of neutrophils
extracellular traps (NET) much more efficiently than FcgRIIa. Another function where these
receptors seem to act differently is the increase of cytoplasmic calcium concentration. It
has been known for a long time that FcgRIIa induces production of inositol triphosphate
(IP3) to release calcium from intracellular stores, while FcgRIIIb does not use this
phospholipid. Thus, the mechanism for FcgRIIIb-mediated calcium rise remains
unknown. Transient Receptor Potential Melastatin 2 (TRPM2) is a calcium permeable
channel expressed in many cell types including vascular smooth cells, endothelial cells
and leukocytes. TRPM2 can be activated by protein kinase C (PKC) and by oxidative
stress. Because we previously found that FcgRIIIb stimulation leading to NET formation
involves PKC activation and reactive oxygen species (ROS) production, in this report we
explored whether TRPM2 is activated via FcgRIIIb and mediates calcium rise in human
neutrophils. Calcium rise was monitored after Fcg receptors were stimulated by specific
monoclonal antibodies in Fura-2-loaded neutrophils. The bacterial peptide fMLF and
FcgRIIa induced a calcium rise coming initially from internal pools. In contrast, FcgRIIIb
caused a calcium rise by inducing calcium entry from the extracellular medium. In addition,
in the presence of 2-aminoethoxydiphenyl borate (2-APB) or of clotrimazole, two inhibitors
of TRPM2, FcgRIIIb-induced calcium rise was blocked. fMLF- or FcgRIIa-induced calcium
rise was not affected by these inhibitors. These data suggest for the first time that FcgRIIIb

Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org May 2021 | Volume 12 | Article 6573931

Edited by:
Sonja Vermeren,

University of Edinburgh,
United Kingdom

Reviewed by:
Lin-Hua Jiang,

University of Leeds,
United Kingdom

Llewelyn Roderick,
KU Leuven, Belgium

Maurice Bartlett Hallett,
Cardiff University,
United Kingdom

*Correspondence:
Carlos Rosales

carosal@unam.mx

Specialty section:
This article was submitted to
Molecular Innate Immunity,

a section of the journal
Frontiers in Immunology

Received: 22 January 2021
Accepted: 23 April 2021
Published: 13 May 2021

Citation:
Alemán OR, Mora N and Rosales C
(2021) The Antibody Receptor Fc

Gamma Receptor IIIb Induces Calcium
Entry via Transient Receptor Potential
Melastatin 2 in Human Neutrophils.

Front. Immunol. 12:657393.
doi: 10.3389/fimmu.2021.657393

ORIGINAL RESEARCH
published: 13 May 2021

doi: 10.3389/fimmu.2021.657393

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2021.657393/full
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2021.657393/full
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2021.657393/full
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2021.657393/full
https://www.frontiersin.org/journals/immunology
http://www.frontiersin.org/
https://www.frontiersin.org/journals/immunology#articles
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
mailto:carosal@unam.mx
https://doi.org/10.3389/fimmu.2021.657393
https://www.frontiersin.org/journals/immunology#editorial-board
https://www.frontiersin.org/journals/immunology#editorial-board
https://doi.org/10.3389/fimmu.2021.657393
https://www.frontiersin.org/journals/immunology
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.3389/fimmu.2021.657393&domain=pdf&date_stamp=2021-05-13


aggregation activates TRPM2, to induce an increase in cytoplasmic calcium concentration
through calcium internalization in human neutrophils.

Keywords: neutrophil, Fc gamma receptor, calcium, reactive oxygen species, PKC (protein kinase C), TRPM2
cation channel

INTRODUCTION

Neutrophils, the most abundant leukocytes in peripheral blood,
are considered the first line of defense because these cells arrive
first at sites of inflammation or infection (1, 2). Once there,
neutrophils display a variety of antimicrobial functions including
phagocytosis (3, 4), degranulation, and formation of neutrophil
extracellular traps (NET) (5). These functions can be initiated or
enhanced by antibodies, in the form of immune complexes,
binding to their cognate Fc receptors on the surface of the
neutrophil (6). Human neutrophils express constitutively two
Fc receptors for IgG, the FcgRIIa (CD32a) and the FcgRIIIb
(CD16b). FcgRIIa contains an ITAM (immunoreceptor tyrosine-
based activation motif) sequence in its cytoplasmic tail (7), while
FcgRIIIb is a glycosylphosphatidylinositol (GPI)-linked receptor,
lacking a cytoplasmic tail (8). These two neutrophil antibody
receptors are not only structurally different but also have been
shown to induce unique cellular responses (9). FcgRIIa is the
predominant Fcg receptor mediating phagocytosis, while the
contribution of FcgRIIIb to this response is minimal (10). In
contrast, FcgRIIIb signaling to the neutrophil nucleus for nuclear
factor activation is more efficient than FcgRIIa signaling (11). In
addition, FcgRIIIb is the only Fcg receptor capable of inducing
NET formation (12, 13). Although, these reports indicate that
each receptor can activate particular cell responses, the signaling
capabilities of each receptor are still incompletely understood.

Early reports clearly showed that both neutrophil Fcg
receptors induce an increase in cytoplasmic Ca2+ concentration
([Ca2+]i) (14, 15). However, the mechanism for this response
seems to be different for each receptor (15). FcgRIIa signals via its
ITAM sequence to activate Syk (spleen tyrosine kinase). Syk then
phosphorylates enzymes such as PI 3-K (phosphatidylinositol 3-
kinase) and PLCg (phospholipase Cg). PLCg produces
inositoltriphosphate (IP3), and diacylglycerol (DAG). These
second messengers cause calcium release from the endoplasmic
reticulum (ER), and activation of PKC (protein kinase C),
respectively (8, 16, 17). In sharp contrast, FcgRIIIb-mediated
increase in [Ca2+]i does not involve IP3 formation (15), and the
mechanism used by FcgRIIIb to increase [Ca2+]i is still unknown.
Because FcgRIIIb is a GPI-linked receptor lacking a cytoplasmic
tail and with no other subunits known to associate with it, its
signaling mechanism is only partially described. Recently, it was
reported that the signal pathway, activated by FcgRIIIb leading to
NET formation, involves Syk, TAK1 (transforming growth
factor-b- activated kinase 1), the MEK (ERK kinase)/ERK
(extracellular signal-regulated kinase) cascade, activation of
PKC, and activation of the nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate (NADPH)-oxidase complex, which produce reactive
oxygen species (ROS) (18). Therefore, it is possible that

FcgRIIIb uses some of these signaling molecules to induce an
increase in [Ca2+]i.

Transient Receptor Potential Melastatin 2 (TRPM2), a
nonselective Ca2+-permeable membrane cation channel, is
highly expressed in myeloid cells (19, 20). This receptor is a
member of the TRP family of cation-selective channels that are
weakly voltage-sensitive and diversely opened by temperature,
mechanical force, pH, and oxidative stress (21, 22). TRPM2 can
be opened through directly binding with intracellular adenosine
diphosphate ribose (ADPR) (23) and can also be indirectly
activated under conditions of oxidative stress (24, 25),
acidification (26), and elevated intracellular Ca2+ (27).
Additionally, in dorsal root ganglion neurons, the activity of
TRPM2 is increased by the addition of phorbol 12-myristate 13-
acetate (PMA) which leads to activation of PKC (28, 29). Thus,
because TRPM2 can be activated by ROS and PKC, two of the
second messengers involved in the signaling pathway from
FcgRIIIb leading to NET formation (18), it is possible that
TRPM2 is used by FcgRIIIb to induce an increase in [Ca2+]i. In
order to test this hypothesis, both FcgRIIa and FcgRIIIb were
stimulated by specific monoclonal antibodies, and the increase in
[Ca2+]i was measured in the presence or absence of
pharmacological inhibitors. The neutrophil chemoattractant
fMLF (N-formyl-methionil-leucyl-phenylalanine), and also
FcgRIIa induced a rapid increase in [Ca2+]i. FcgRIIIb
aggregation also induced an increase in [Ca2+]i, but this
increase was delayed by several seconds. Despite both, FcgRIIa
and FcgRIIIb aggregation-induced ROS production, in the
presence of diphenyleneiodonium chloride (DPI), an inhibitor
of the NADPH-oxidase complex (30), only the FcgRIIIb-induced
increase in [Ca2+]i was reduced. Similarly, in the presence of
Gö6976, an inhibitor of PKC (31, 32), only FcgRIIIb-induced
increase in [Ca2+]i was reduced. In addition, 2-amino
ethoxydiphenyl borate (2-APB) (33–35) and clotrimazole (36–
39), inhibitors of TRPM2, reduced FcgRIIIb-induced, but not
FcgRIIa-induced increase in [Ca2+]i. These data show for the first
time that FcgRIIIb aggregation activates TRPM2 via PKC and
ROS for inducing an increase in [Ca2+]i in human neutrophils.

MATERIALS AND METHODS

Neutrophils
Neutrophils were purified from heparinized peripheral blood
collected from adult healthy volunteers following a protocol
previously approved by the Bioethics Committee at Instituto
de Investigaciones Biomédicas – Universidad Nacional
Autónoma de México (UNAM). Neutrophils were purified
exactly as previously described (40).
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Reagents
Bovine serum albumin (BSA) was from F. Hoffmann-La Roche
Ltd. (Mannheim, Germany). Gö6976, a PKC inhibitor (catalog
number sc-221684); antibiotic (5Z)-7-Oxozeaenol (LLZ 1640-2),
a TAK1 inhibitor (catalog number sc-202055); and 2-
aminoethoxydiphenyl borate (2-APB), a TRPM2 inhibitor
(catalog number sc-201487) were from Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). 3-(1-methyl-1H-indol-
3-yl-methylene)-2-oxo-2,3-dihydro-1H-indole-5-sulfonamide
(iSyk), a spleen tyrosine kinase (Syk) inhibitor (catalog number
574711); and fura-2-AM, a calcium indicator (catalog number
344905) were from Calbiochem/EMD Millipore (Billerica, MA,
USA). UO126, a MEK inhibitor (catalog number V112A), was
from Promega (Madison, WI, USA). Dihydrorhodamine123
(DHR-123) a ROS indicator (catalog number AS-85711), was
from Anaspec, Inc (Fremont, CA, USA). The cOmplete™

protease inhibitor cocktail (catalog no. 11697498001) and
PhosSTOP™ phosphatase inhibitor cocktail (catalog no.
04906845001) were from Roche Diagnostics (Basel ,
Switzerland). Diphenyleneiodonium chloride (DPI), an
NADPH-oxidase inhibitor (catalog number 300260); phorbol
12-myristate 13-acetate (PMA), a PKC activator (catalog number
P8139); N-formyl-Met-Leu-Phe (fMLF), a potent chemotactic
peptide (catalog number F6632); pertussis toxin, a G protein-
coupled receptor inhibitor (41, 42) (catalog number 516560),
clotrimazole, a TRPM2 inhibitor (catalog number C6019), and
all other chemicals were from Sigma Aldrich (St. Louis,
MO, USA).

The following antibodies were used: anti-human FcgRIIa
(CD32a) mAb IV.3 (43) (ATCC® HB-217) was from American
Type Culture Collection (Manassas, VA, USA). Anti-human
FcgRIIIb (CD16b) mAb 3G8 (44) was donated by Dr. Eric J.
Brown (University of California in San Francisco, San Francisco,
CA, USA). F(ab’)2 goat anti-mouse IgG (catalog number 115-
006-003) was from Jackson Immunoresearch Laboratories, Inc.
(West Grove, PA, USA).

Fluorescent Calcium Measurements
Increase of cytosolic calcium concentration was measured by
detecting fluorescence changes in neutrophils loaded with Fura
2-AM as previously described (45, 46). Briefly, neutrophils
were loaded with 10 mM Fura-2, washed, and resuspended
(1.5 x 106 cell/ml) in PBS with 1.5 mM Ca2+and 1.5 mM Mg2+

and kept on ice. Then, fluorescent changes of a 2-ml stirred
neutrophil suspension kept at 37°C were monitored with a
LS55 spectrofluorimeter (Perking Elmer; Waltham, MA, USA),
using 340 and 380 nm excitation wavelengths and 510 nm
emission wavelength. Calcium concentrations were calculated
as described by Grynkiewicz et al. (47), using the software
FL WinLab 4.00.02 (Perking Elmer; Waltham, MA, USA).

For fMLF stimulation, 3 x 106 Fura-2-loaded neutrophils in
2 ml of PBS with Ca2+ and Mg2+ were placed in a
spectrofluorimeter cuvette and incubated at 37°C for 2 min.
After that, fluorescence changes were recorded for 100 s, then 40
ml of 500 nM fMLF were added (final concentration of 10 nM).
For FcgR stimulation, 3 x 106 Fura-2-loaded neutrophils were

first resuspended in 100 ml PBS containing 10 mg/ml of the
corresponding anti-FcgR antibody, and incubated on ice for
20 min. After one wash in cold PBS, neutrophils were
resuspended in 2 ml PBS with Ca2+and Mg2+ and transferred
to a spectrofluorimeter cuvette. Fluorescence changes were
recorded for 100 s, and then 80 ml of 1.3 mg/ml F(ab’)2 goat
anti-mouse IgG (final concentration 52 mg/ml) were added to
aggregate the receptors.

In some experiments, Fura-2-loaded neutrophils were
resuspended in 2 ml PBS containing 1 mM of EGTA and
fluorescence changes detected after various stimuli for 300 s.
Then, 40 ml of 100 mM CaCl2 (final concentration 4 mM) were
added, and measurements continued until 450 s. Also, in some
experiments, neutrophils were incubated for 30 min before
stimulation, with the inhibitors LLZ 1640-2 (10 nM), UO126
(50 mM), iSyk (1 mM), DPI (10 mM), Gö6976 (1 mM), 2-APB
(5 mM), clotrimazole (10 mM), or the vehicle dimethyl sulfoxide
(DMSO) alone. For Pertussis toxin (2 mg/ml), neutrophils were
incubated for 75 min before stimulation.

Measurement of Reactive Oxygen
Species (ROS)
ROS production was assessed by detecting fluoresce changes in
neutrophils loaded with dihydrorhodamine 123 (DHR-123).
Neutrophils (1 x 106) were resuspended in 100 ml of 15 mM
DHR-123 in PBS and incubated for 15 min at 37°C in the dark.
Neutrophils were washed with 1 ml PBS, and then resuspended
in 100 ml of PBS with the corresponding stimulus as follows. For
PMA, neutrophils were resuspended in PBS containing 20 nM of
PMA, and then incubated at 37°C in the dark for 45 min. For
FcgR stimulation, neutrophils were resuspended in PBS
containing 10 mg/ml of the corresponding anti-FcgR antibody,
and incubated on ice for 20 min. Next, neutrophils were washed
in cold PBS, resuspended in 100 ml of PBS containing 10 mg/ml F
(ab’)2 goat anti-mouse IgG, and incubated at 37°C in the dark for
45 min. After incubation, 250 ml cold PBS were added and cells
kept on ice for 2 min. Finally, neutrophils were centrifuged and
resuspended in 1% paraformaldehyde in PBS at 4°C. Neutrophils
were stored cold in the dark until analyzed by flow cytometry
using an Attune NxT Flow Cytometer (Thermo Fisher
Scientific), with the 485 nm (excitation) and 520 nm
(emission) filters. Neutrophils were gated by dot-plot analysis
and 10,000 cells were acquired per sample. Data analysis was
performed using the Flowjo X software (Tree Star Inc., Ashland,
OR, USA).

Statistical Analysis
Quantitative data were expressed as mean ± standard error of
mean (SEM). Single variable data were compared by paired-
sample Student’s t-tests using the computer program
KaleidaGraph® version 4.5.2 for Mac (Synergy Software;
Reading, PA, USA). Also, multiple pair-comparisons were
performed using Tukey’s test after ordinary one-way analysis
of variance (ANOVA). Post hoc differences were considered
statistically different at a value p < 0.05.
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RESULTS

Fcg Receptors Induce an Increase in
Cytoplasmic Ca2+ Concentration
Neutrophils, the most abundant leukocytes in blood, display
important functions for controlling infections, inflammation,

and immune responses (2, 48). Several of these functions are
initiated by antibodies binding to Fc receptors (6). Although,
both Fcg receptors on human neutrophils (FcgRIIa and FcgRIIIb)
are known to activate particular cell responses, the signaling
capabilities of each receptor are still incompletely understood (9).
About 30 years ago, it was already known that both neutrophil
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FIGURE 1 | Fcg receptors induce an increase in [Ca2+]i. (A–D) Fura-2-loaded human neutrophils in PBS with Ca2+ and Mg2+ were stimulated with 10 nM fMLF (A), or
were stimulated by aggregating FcgRIIa on the cell membrane with mAb IV.3 (B), or by aggregating FcgRIIIb on the cell membrane with mAb 3G8 (C). (E–H) Fura-2-
loaded neutrophils were resuspended in PBS containing 1 mM of EGTA and fluorescence changes detected after stimulating with 10 nM fMLF (E), or by aggregating
FcgRIIa (F), or by aggregating FcgRIIIb (G). After 300 seconds, 4 mM Ca2+ was added and measurements continued until 450 seconds. Arrow indicates the moment
when the stimulus was added. Changes in cytosolic calcium concentration ([Ca2+]i) were assessed by measuring the variations in fluorescence. Tracings are
representative of three experiments with similar results. (D) Increments in [Ca2+]i were calculated by subtracting the baseline value from the maximum value after
stimulation. (H) The initial rise in [Ca2+]i represents Ca

2+ from intracellular stores, while the rise in [Ca2+]i after addition of 4 mM Ca2+ represents Ca2+ from extracellular
medium. Data are mean ± SEM of three independent experiments. Asterisks denote conditions that were statistically different from untreated cells (p < 0.01).
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Fcg receptors induce an increase in cytoplasmic Ca2+

concentration ([Ca2+]i) (15), but important differences were
noted. FcgRIIa used the second messenger IP3 to induce release
of Ca2+ from an internal pool (15), while the increase in [Ca2+]i
induced by FcgRIIIb did not involve IP3 (15). Despite these early
studies the mechanism used by FcgRIIIb to mobilize calcium is
still unknown. Thus, in order to further explore the mechanisms
of [Ca2+]i increase induced by Fcg receptors, Fura-2-loaded
neutrophils were first stimulated with the chemoattractant
fMLF. In response to fMLF a rapid almost immediate increase
in [Ca2+]i was observed (Figure 1A). After this rise, the [Ca2+]i
then returned to basal levels (Figure 1A). Similarly, aggregation
of the FcgRIIa with specific monoclonal antibodies also induced a
rapid increase in [Ca2+]i (Figure 1B). Also, aggregation of the
FcgRIIIb with specific monoclonal antibodies resulted in an
increase in [Ca2+]i (Figure 1C). Although, the magnitude of
the [Ca2+]i rise was similar with all three stimuli (Figure 1D), the
FcgRIIIb-mediated increase in [Ca2+]i was delayed for about 10
to 20 seconds (Figure 1C), suggesting again that the mechanism
for calcium mobilization was different between the two
Fcg receptors.

FcgRIIIb Aggregation Induces an
Increase in [Ca2+]i via Ca2+ Entry From
Extracellular Medium
It is well established that fMLF-induced increase in [Ca2+]i has
two components, one initial release of Ca2+ from internal stores
followed by a subsequent influx of this cation from outside the
cell by the mechanism known as store-operated calcium entry
(SOCE) (49, 50). Similarly, it is believed that Fcg receptors also
display a similar mechanism for an increase in [Ca2+]i (51, 52).
Thus, we sought to confirm these ideas by selectively stimulating
each Fcg receptor. Human neutrophils were placed in Ca2+-free
medium and then stimulated with fMLF. As expected an initial
increase in [Ca2+]i was observed followed by a gradual return to
basal levels around 90 seconds later (Figure 1E). At this time and
excess of Ca2+ was added to the medium. This led to a second
increase in [Ca2+]i, which represents influx of Ca2+ from outside
the cell (Figure 1E). Similarly, in Ca2+-free medium aggregation
of FcgRIIa induced an increase in [Ca2+]i from internal stores
that returned to basal levels after about 90 seconds (Figure 1F).
When Ca2+ was restored to the medium a second increase in
[Ca2+]i, was also observed (Figure 1F), although this second rise
was much smaller. This indicated that similarly to the fMLF,
aggregation of FcgRIIa induced a release of Ca2+ from internal
stores and then an influx of Ca2+ from outside the cell. In sharp
contrast, in Ca2+-free medium aggregation of FcgRIIIb did not
induce any increase in [Ca2+]i (Figure 1G), suggesting that no
Ca2+ was released from intracellular stores. When Ca2+ was
restored to the medium an important increase in [Ca2+]i, was
detected (Figure 1G). After fMLF stimulation, the magnitude of
the [Ca2+]i rise from internal stores was very similar to the
increase in [Ca2+]i from outside the cell (Figure 1H). Each part
was about half of the total increase in calcium observed in cells
kept in Ca2+-containing medium. For FcgRIIa stimulation, the
magnitude of the [Ca2+]i rise from internal stores was similar to

the increase in [Ca2+]i induced by fMLF (Figure 1H). The [Ca2+]i
rise from extracellular Ca2+ was smaller than the [Ca2+]i rise
from internal stores (Figure 1H), suggesting that the major
contribution to an increase in [Ca2+]i rise after FcgRIIa
engagement was from internal stores. In contrast, the
FcgRIIIb-mediated increase in [Ca2+]i was almost exclusively
due to influx of extracellular Ca2+ (Figure 1H). These data
suggested that contrary to other Fcg receptors, FcgRIIIb
induces only an influx of Ca2+ from outside the cell.

FcgRIIIb-Mediated Increase in [Ca2+]i Is
Independent of TAK1 and MEK
After having shown that FcgRIIa and FcgRIIIb induce an increase
in [Ca2+]i very differently, we sought to explore the signaling
mechanisms that could help explain these differences. Previously,
we have reported that FcgRIIIb signaling activates TAK1 and
MEK in human neutrophils (18). Thus, we hypothesized that
either TAK1 or MEK were required for the increase in [Ca2+]i
induced by FcgRIIIb. LLZ 1640-2, a selective TAK1 inhibitor did
not affect the increase in [Ca2+]i induced by either FcgRIIa
(Figure 2A) nor FcgRIIIb aggregation (Figure 2B). Similarly,
UO126, a selective MEK inhibitor did not affect the increase in
[Ca2+]i induced by either Fcg receptor (Figure 2). Additionally,
as expected neither LLZ 1640-2 nor UO126 affected the increase
in [Ca2+]i induced by fMLF stimulation (Figure 2C). However,
since the fMLF receptor is a GPCR (53) treatment with Pertussis
toxin completely blocked the increase in [Ca2+]i (Figures 2C, D).
In contrast, Pertussis toxin did not affect the increase in
[Ca2+]i induced by either Fcg receptor (Figure 2D). These data
strongly suggested, that TAK1 and MEK were not involved in
increasing [Ca2+]i after FcgRIIa or FcgRIIIb aggregation in
human neutrophils.

Syk, PKC and NADPH-Oxidase
Are Involved in FcgRIIIb-Mediated
Increase in [Ca2+]i
In the past, we have reported that FcgRIIIb signaling involves
Syk, PKC, and NADPH-oxidase (12, 18). Therefore, we explored
the possible involvement of these signaling molecules in
FcgRIIIb-mediated increase in [Ca2+]i. Treatment with iSyk, a
selective Syk inhibitor, reduced the increase in [Ca2+]i induced by
either FcgRIIa (Figure 3A) or FcgRIIIb aggregation (Figure 3B).
Additionally, Gö6976 a selective PKC inhibitor blocked the
increase in [Ca2+]i induced by FcgRIIIb but not by FcgRIIa
(Figure 3). Similarly, DPI a selective NADPH-oxidase
inhibitor reduced the increase in [Ca2+]i induced by FcgRIIIb
but not by FcgRIIa (Figure 3). These data showed that Syk was
involved in both FcgRIIa- and FcgRIIIb-mediated increase in
[Ca2+]i, and suggested for the first time that FcgRIIIb signaling,
but not FcgRIIa signaling to increase [Ca2+]i in human
neutrophils involves both PKC and NADPH-oxidase.

FcgRIIIb-Induced ROS Production
Involves Syk and PKC
It has also been shown that NAPDH-oxidase is an enzymatic
complex responsible for ROS production in human neutrophils
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(54, 55), and PKC is able to induce NAPDH-oxidase activation
(56, 57). Because, FcgRIIIb signaling involves both PKC and
NADPH-oxidase activation (12, 18), we explored whether
FcgRIIIb requires PKC to induce ROS production. Neutrophils

stimulated with phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA), a strong
PKC activator, produced a robust amount of ROS (Figure 4).
Similarly, activation of FcgRIIa or FcgRIIIb resulted in significant
ROS production, although smaller than the one induced by PMA
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FIGURE 2 | Fcg receptor-mediated increase in [Ca2+]i is independent of TAK1 and MEK. Fura-2-loaded human neutrophils in PBS with Ca2+ and Mg2+ were left
untreated (green line), or treated with 10 nM LLZ 1640-2 (LLZ) a TAK1 inhibitor, or with 50 µM UO126, a MEK inhibitor, or with 2 mg/ml Pertussis toxin (P Tox),
before being stimulated by aggregating FcgRIIa (A), or by aggregating FcgRIIIb (B), or with 10 nM fMLF (C). Arrow indicates the moment when the stimulus was
added. Changes in cytosolic calcium concentration ([Ca2+]i) were assessed by measuring the variations in fluorescence as described in material and methods.
Tracings are representative of three experiments with similar results. (D) Increments in [Ca2+]i were calculated by subtracting the baseline value from the maximum
value after stimulation. Data are mean ± SEM of three independent experiments. Asterisks (*) denote conditions that were statistically different from untreated
cells (p < 0.01).
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(Figure 4). When cells were pre-treated with iSyk, a selective Syk
inhibitor, PMA-induced ROS production was not affected
(Figure 4). In contrast, iSyk reduced ROS production induced
by either FcgRIIa or FcgRIIIb (Figure 4). Also, in the presence of
Gö6976, a selective PKC inhibitor, PMA-induced ROS
production was blocked (Figure 4). Similarly, Gö6976

completely prevented ROS production after aggregation of
FcgRIIa or FcgRIIIb (Figure 4). These data suggested that
FcgRIIa and FcgRIIIb both activate Syk, leading to PKC
activation and ROS production. However, only in FcgRIIIb
signaling these molecules are connected to a rise in [Ca2+]i
(Figure 3C).
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FIGURE 3 | FcgRIIIb-mediated increase in [Ca2+]i. depends on Syk, PKC and NADPH-oxidase. Fura-2-loaded human neutrophils in PBS with Ca2+ and Mg2+ were
left untreated (green line), or treated with 1 µM iSyk, a Syk inhibitor; 1 µM Gö6976, a PKC inhibitor; 10 µM DPI, a NADPH-oxidase inhibitor, before being stimulated
by aggregating FcgRIIa (A) or FcgRIIIb (B). Arrow indicates the moment when the stimulus was added. Changes in cytosolic calcium concentration ([Ca2+]i) were
assessed by measuring the variations in fluorescence as described in material and methods. Tracings are representative of three experiments with similar results.
(C) Increments in [Ca2+]i were calculated by subtracting the baseline value from the maximum value after stimulation. Data are mean ± SEM of three independent
experiments. Asterisks (*) denote conditions that were statistically different from untreated cells (p < 0.0001).
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Transient Potential Receptor Melastatin 2
(TRPM 2) Mediates FcgRIIIb-Induced
Increase in [Ca2+]i
Results presented above suggested that FcgRIIIb induces PKC
activation and ROS production, conducting to activation of a

Ca2+ channel that allows Ca2+ influx into neutrophils. Several ion
channels including different TRP family members (19, 21) could
be involved in this response (58). In neutrophils several TRP
channels were found to be expressed at the mRNA level by RT-
PCR, including TRPC6, TRPM2, TRPV1, TRPV2, TRPV5 and
TRPV6 (59). Of these channels, TRPM2 was demonstrated to

FIGURE 4 | FcgRIIIb-induced ROS production involves Syk and PKC. Reactive Oxygen Species (ROS) production was assessed in dihydrorhodamine 123-loaded
neutrophils by detecting fluoresce changes in flow cytometry. (Upper part) Neutrophils were left untreated (light gray), or were stimulated (white) with 20 nM PMA, or
by aggregating FcgRIIa, or by aggregating FcgRIIIb. Some neutrophils were previously treated (dark gray) with 1 µM iSyk, a Syk inhibitor; or 1 µM Gö6976, a PKC
inhibitor; before being stimulated. (Lower part) Cumulative data (mean ± SEM) of mean fluorescence intensity (MFI) from three independent experiments done in
triplicate. Asterisk (*) denote condition that statistically different from untreated cells (p < 0.001).
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mobilize Ca2+ in granulocytes (60), and to be activated by ROS
(24, 27, 61, 62) and by PKC (28, 29). Based on these observations,
we then explored whether TRPM2 was involved in FcgRIIIb-
mediated increase in [Ca2+]i. Fcg receptor-mediated increase in
[Ca2+]i was evaluated in the presence of 2-APB (35) or
clotrimazole (37), two different TRPM2 inhibitors. After
FcgRIIa aggregation the increase in [Ca2+]i was not affected by

the presence of 2-APB (Figure 5). In contrast, 2-APB efficiently
inhibited the FcgRIIIb-mediated increase in [Ca2+]i (Figure 5).
Similarly, the FcgRIIa-mediated [Ca2+]i rise was not affected by
the presence of clotrimazole (Figure 5). However, clotrimazole
also efficiently inhibited the FcgRIIIb-mediated increase in
[Ca2+]i (Figure 5). Moreover, 2-APB could not inhibit ROS
production induced by PMA (Figure 6) nor by FcgRIIa or
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FIGURE 5 | TRPM 2 channel mediates FcgRIIIb-induced increase in [Ca2+]i. Fura-2-loaded human neutrophils in PBS with Ca2+ and Mg2+ were left untreated (blue
line), or treated (red line) with 5 µM 2-APB (A) or with 10 µM clotrimazole (B), two TRPM2 inhibitors, before being stimulated by aggregating FcgRIIa or FcgRIIIb.
Changes in cytosolic calcium concentration ([Ca2+]i) were assessed by measuring the variations in fluorescence as described in material and methods. Tracings are
representative of three experiments with similar results. (C) Increments in [Ca2+]i were calculated by subtracting the baseline value from the maximum value after
stimulation. Data are mean ± SEM of three independent experiments. Asterisks (*) denote conditions that were statistically different from untreated cells (p < 0.0008).
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FcgRIIIb (Figure 6). These data positioned production of ROS
up-stream of TRPM2 activation and suggested that PKC and
ROS are required for FcgRIIIb-induced activation of TRPM2 to
promote Ca2+ influx in neutrophils (Figure 7).

DISCUSSION

Neutrophils represent the most abundant leukocytes in blood
and are considered the first line of defense against invading
microorganisms because they are the first leukocytes to arrive at
sites of inflammation and infection (63–65). At affected sites
neutrophils display several antimicrobial functions (66)
including degranulation, production of reactive oxygen species
(ROS) (67, 68), phagocytosis (4) and the formation of neutrophil
extracellular traps (NET) (5). In addition to these innate immune
functions, neutrophils also participate in modulating the
adaptive immune response (2). Initiation of these multiple
cellular functions involves numerous receptors triggering a
myriad of intracellular signaling pathways (52). In many of
these pathways, changes in intracellular Ca2+ concentration
([Ca2+]i) are a prerequisite for neutrophil activation (52, 69).
However, how changes in [Ca2+]i induced by the multitude of
receptors expressed on these cells, control neutrophil activation

and function remains only partially understood (58, 70, 71). In
the case of antibody-mediated neutrophil responses (8, 9), it has
been found that both human Fcg receptors, FcgRIIa and
FcgRIIIb, are capable of inducing an increase in [Ca2+]i (45, 72,
73). However, important differences on how each receptor
mobilizes Ca2+ were reported since almost 30 years ago. While,
FcgRIIa requires 1,4,5-inositol triphosphate (IP3) production for
an increase in [Ca2+]i, the FcgRIIIb-mediated increase in [Ca2+]i
is independent of IP3 (15). Now in this report, we show for the
first time, that in human neutrophils stimulation of FcgRIIIb
leads to TRPM2 activation to mediate an increase in [Ca2+]i.

Changes in [Ca2+]i are fundamental for the activation process
of neutrophils (52, 69), and consequently Ca2+ fluxes for
neutrophil responses are finely regulated in terms of temporal
and spatial organization (58). In resting conditions, [Ca2+]i in
neutrophils is around 100 nM, a level 10 000-fold lower than
the concentration in the extracellular medium (74). Upon
stimulation of neutrophils via various receptors such as G-
protein coupled receptors (GPCRs) (75), integrins (76), or Fcg
receptors (45, 72) there is a rapid increase in [Ca2+]i caused by
the release of Ca2+ from intracellular stores and/or by influx of
extracellular Ca2+. Engagement of these receptors leads to
activation of phospholipase C (PLC). GPCRs mainly activate
the PLCb2 and PLCb3 (75), while integrins and Fcg receptors

FIGURE 6 | TRPM2 is not required for FcgRIIIb-induced ROS production. Reactive Oxygen Species (ROS) production was assessed in dihydrorhodamine 123-
loaded neutrophils by detecting fluoresce changes by flow cytometry. Neutrophils were previously left untreated (—), or were treated with the 5 µM 2-APB, a TRPM2
inhibitor, before being stimulated with 20 nM PMA, or by aggregating FcgRIIa, or by aggregating FcgRIIIb. Data are mean ± SEM of mean fluorescence intensity (MFI)
from three independent experiments done in triplicates.
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activate PLCg1 and PLCg2 (52, 76). PLC in turn act on
phosphatidylinositol 4,5 bisphosphate (PIP2) to generate
diacylglycerol (DAG) and IP3. Binding of IP3 to its cognate
receptor (IP3R), which also functions as a nonselective Ca2+

channel, localized on the membrane of the endoplasmic
reticulum (ER), leads to a release of Ca2+ into the cytoplasm
(41, 77). The initial rapid release of Ca2+ from the ER is followed
by influx of Ca2+ across the plasma membrane. This influx is
induced by the drop in Ca2+ levels inside the ER in a process that
is known as store-operated calcium entry (SOCE) (78, 79). The
mechanism for SOCE involves [Ca2+]i sensing proteins such as
stromal interaction molecule 1 (STIM1), which migrates from
the ER to the plasma membrane when intracellular stores are
discharged (78). At the plasma membrane STIM1 gets together
with the Ca2+ channel protein Orai1 (71, 80), which allows influx
of extracellular Ca2+. In addition, it has been observed that after
receptor stimulation there is also a Ca2+ influx that is dependent
on receptor occupation by agonists and relatively store
independent. This other mechanism of Ca2+ entry is known as
receptor-operated calcium entry (ROCE) (81, 82). The molecular
mechanisms controlling these two components of Ca2+ influx are
still not resolved (83, 84).

Although the main mechanism for increasing [Ca2+]i in
neutrophils is primarily mediated via IP3-dependent Ca2+

release from intracellular stores followed by SOCE activation of
Orai1 channels (16), there is evidence that additional ion channels
via ROCE are also involved in calcium influx into these cells (58).
This has been clearly demonstrated for fMLF stimulation. After
the initial increase in [Ca2+]i a second influx of extracellular Ca2
+is observed. This influx is composed predominantly by Orai1
channels which are selective for Ca2+, and also by other non-
selective channels that allow entry of both Ca2+ and strontium
cations (Sr2+) (50). In phagocytes, the nature of Ca2+ channels
mediating ROCE is just beginning to be identified.

An interesting group of nonselective ion channels that may
participate in ROCE mechanisms in phagocytes is the
superfamily of transient receptor potential (TRP) channels (85).
TRP channels are expressed in many cell types and participate in
multitude of physiological and pathological processes, such as cell
proliferation, differentiation, and death (21). They are particularly
important as biosensors of environmental and cellular stimuli
including heat, mechanical force (pressure), oxidative (redox)
status, and pH (21, 22, 86). The family of TRP channels is divided
in six subfamilies: the ankyrin (TRPA), the canonical (TRPC), the

FIGURE 7 | Model for FcgRIIIb-mediated increase in [Ca2+]i in human neutrophils (PMN). After aggregation of FcgRIIIb by antibody (Ab)/antigen (Ag) immune
complexes, on the plasma membrane of neutrophils (PMN), spleen tyrosine kinase (Syk) gets activated, leading to protein kinase C (PKC) activation. PKC is then
required for nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase (NADPH-oxidase) activation. NADPH-oxidase, an enzymatic complex assembled on a membrane
(not shown), in turn produces reactive oxygen species (ROS), which induce adenosine diphosphate ribose (ADPR) finally leading to activation of transient receptor
potential melastatin 2 (TRPM2) channels on the plasma membrane. Activated TRMP2 allow influx of extracellular Ca2+ into the cell. iSyk, an inhibitor of Syk; Gö6976,
an inhibitor of PKC; DPI, an inhibitor of NADPH-oxidase; 2-APB, an inhibitor of TRPM2; Clotrimazole, another inhibitor of TRPM2.
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melastatin (TRPM), the mucolipin (TRPML), the polycystin
(TRPP) and the vanilloid (TRPV) subfamilies. Human and
murine neutrophils only express members of the TRPC, TRPM
and TRPV subfamilies (58), but their role in ROCE is unclear
(81). In mast cells, a ROCE mechanism was described after
antigen stimulation. The channel involved allowed influx of
both external Ca2+ and Sr2+ to support degranulation, and was
identified as TRPC5 (canonical transient receptor potential
channel 5) (87). These reports opened the possibility that TRP
channels may contribute to changes in [Ca2+]i after Fcg receptor
engagement in human neutrophils.

In phagocytic cells, it is clear that changes in [Ca2+]i are
important for antibody-mediated cell responses such as
phagocytosis (45, 72) and ROS production (67). It is generally
accepted that Fcg receptors activate a signaling cascade that
involves Src family kinase-mediated phosphorylation of an
ITAM sequence (7) in the cytoplasmic portion of the receptor
(or its associated g chains) (6, 8). The phosphorylated ITAM
becomes a docking site for Syk, which in turn activates PLCg1 to
produce IP3 (17, 52). This pathway is certainly the one used by
FcgRIIa to induce Ca2+ release from the ER (15). Then, a SOCE
mechanism composed by STIM1 and Orai1 proteins is activated
to generate a further influx of Ca2+ from outside the cell (16, 71).
This influx of extracellular Ca2+ was found to be important for
the intraphagosomal production of ROS during phagocytosis of
opsonized yeast particles (51). We indeed found that selective
aggregation of FcgRIIa produces an increase in [Ca2+]i resulting
from release of Ca2+ from intracellular stores (Figure 1). For
FcgRIIa it is clear that increases in [Ca2+]i involve IP3-mediated
Ca2+ release from intracellular stores, followed by a SOCE
mechanism that allows Ca2+ entry from outside the cell (71, 88).

For FcgRIIIb, elucidating the mechanism for initiating an
increase in [Ca2+]i has been more complicated, since this
receptor is expressed exclusively on human neutrophils, and it
is a glycosylphosphatidylinositol (GPI)-linked receptor, lacking
transmembrane and cytoplasmic domains (8, 9). Despite that
initial steps in signaling for this receptor remain a mystery, it is
clear that it can trigger signaling pathways leading to different
neutrophil responses including activation of integrins (89),
activation of transcription factors (11), and induction of NET
formation (12, 13). In addition, FcgRIIIb induces an increase in
[Ca2+]i (14, 45, 90), which is independent of IP3 (15). For a long
time, it has been assumed that the initial rise in [Ca2+]i must be
due to release of Ca2+ from intracellular stores by another
mechanism that is independent of IP3. However, no such
mechanism has yet been found. Sphingosine 1 phosphate
(S1P), the product of sphingosine kinase (SK) is considered to
be a mediator for changes in [Ca2+]i. In neutrophils, S1P
formation was dependent on ER store depletion, and inhibition
of SK resulted in a reduction of Ca2+ influx (91). Also, in
glioblastoma cells it was reported that S1P could activate the
TRP channel TRPC1, leading to Ca2+ influx (92). In both cases,
S1P was found to mediate Ca2+ entry into the cells and not
release of Ca2+ from intracellular stores. Therefore, it is unlikely
that S1P mediates release of Ca2+ from intracellular stores
in neutrophils.

Now, we report that when neutrophils were in Ca2+-free
medium selective aggregation of FcgRIIIb did not cause any
increase in [Ca2+]i (Figure 1). This result implied that the
increase in [Ca2+]i was due to an influx of Ca2+ from outside
the cell. This idea was confirmed when Ca2+ was restored in to
the medium (Figure 1). This finding is in complete agreement
with the lack of IP3 production when FcgRIIIb is engaged on
neutrophils (15). It also pointed to the idea that a membrane ion
channel was activated in response to FcgRIIIb aggregation. In
previous reports, we described that FcgRIIIb triggers a signaling
cascade that involves Syk, TAK1, MEK-ERK for induction of
NETosis (18). In addition, we also reported that activation of
PKC and production of ROS are important for NET formation
(12). Thus, we explored whether these molecules could be
involved in FcgRIIIb-mediated increase in [Ca2+]i. Indeed, we
found that PKC and ROS are required for the influx of Ca2+

induced by FcgRIIIb (Figure 3).
Based on this, we turned our attention to TRP channels which

are non-selective ion channels allowing transport of Ca2+ (85,
93), and capable (some of them) to sense the redox status in the
cell (86, 94). Human neutrophils express the TRP channels:
TRPC1, TRPC3, TRPC4, TRPC6, TRPM2, TRPV1, TRPV2,
TRPV4, TRPV5, and TRPV6 (58, 59). Among these receptors,
only TRPM2 (transient receptor potential melastatin type 2
cation channel; previously also named as TRPC7 or LRPC2)
(20, 58) is also known to be activated by PKC (28, 29), and ROS
(24, 95). In addition, TRPM2 has been found to be involved in
several immune functions, including clearance of bacteria (96–
98), NET formation by murine neutrophils (99), activation of
NLRP3 inflammasome and secretion of interleukin-1b (100,
101), and dendritic cell maturation and chemotaxis (102). We
confirmed that TRPM2 is responsible for FcgRIIIb-mediated rise
in [Ca2+]i when two inhibitors, 2-APB (33–35, 95) and
clotrimazole (36–39) completely blocked FcgRIIIb-mediated
rise in [Ca2+]i (Figure 5). Both inhibitors 2-APB and
clotrimazole have been used to block TRPM2 in many cell
systems, however they are not specific inhibitors of this
channel. Therefore, the possibility remains that other TRP
channels may be involved in FcgRIIIb-mediated Ca2+ influx.
Recently, novel and potentially more specific TRPM2 inhibitors
have been reported (103, 104). It would be interesting to use
these novel inhibitors to confirm our conclusions. However, we
feel confident that TRPM2 is in fact the channel involved because
it is the only TRP channel member on human neutrophils that is
activated by PKC and ROS. In fact, the mechanism of activation
involves adenosine diphosphate ribose (ADPR) binding to the C-
terminal domain of the receptor, which presents strong
homology to the human nucleotide diphosphate linked moiety
X type (Nudix) hydrolase motif 9 (NUDT9) (23, 105). The
NADPH-oxidase, like the mitochondrial oxidase, is a
molecular complexes vectorially arranged on a membrane such
that it accepts an electron from NADPH in the cytosol and
transfers it across the membrane reducing oxygen to an oxygen
radical (55, 68). The NADPH-oxidase is usually assembled on
the phagosomal membrane, to generate ROS into the
phagosome, or on the plasma membrane to generate
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extracellular ROS. Since, oxidative stress induces intracellular
accumulation of ADPR it would also be interesting to confirm
that aggregation of FcgRIIIb indeed causes an accumulation of
ADPR. It is also important to establish whether ADPR is indeed
coming from activation of the NADPH-oxidase or from
mitochondria in response to oxidative stress. TRPM2 gating
requires in addition to ADPR, binding of Ca2+ (61, 106, 107).
This requirement for full opening of the channel has been very
nicely revealed through analysis of cryo-electron microscopy
structures of human and zebrafish TRPM2 [reviewed in (108,
109)]. In the case, of FcgRIIIb-mediated TRPM2 activation, we
do not know if the basal [Ca2+]i is sufficient to support the full
opening of the channel. In future experiments, we will eliminate
intracellular calciumwith BAPTA to further explore the mechanism
for Ca2+ entry in neutrophils after FcgRIIIb engagement. Also,
we will look at the functional consequence of the calcium rise on
particular FcRIIIb-mediated neutrophil responses.

The involvement of PKC for inducing activation of TRPM2
comes from indirect studies using PMA (28, 29). In this report,
we also demonstrated that indeed PKC is involved in FcgRIIIb-
mediated TRPM2 activation using the specific PKC inhibitor
Gö6976 (Figure 3). However, the particular isoform of PKC that
is required for this function remains undetermined. Human
neutrophils expressed PKC isoforms from each group of PKC
enzymes (110). The inhibitor Gö6976 has specificity for Ca2+-
dependent PKC isozymes alpha and beta (31). The most likely
PKC isoform involved in this response may be PKCb, since this
isoform is an upstream mediator of NADPH-oxidase activation
and was reported to be involved in NET formation (111); and we
have also reported that FcgRIIIb is the main Fc receptor involved
in NETosis (12). Future experiments will determine whether
PKCb is actually required for FcgRIIIb-mediated TRPM2
activation. Tremendous advances have taken place in the field of
Ca2+ signaling in neutrophils in recent years. However, the
literature in this area of research is rather controversial, as
human and murine neutrophils and even human HL-60 cells do
not always express the same ion channels on their membrane (58,
88). Thus, there is difficulty in integrating the different findings
between species, and between cell lines and primary cells. Still, this
field has a bright future since there are still many open questions
on how calcium signals regulate neutrophil functions (70).

In conclusion, we have found that FcgRIIIb does not induce
Ca2+ release from intracellular stores but it does activate, via
PKC and ROS, the TRPM2 channel on the plasma membrane for
inducing an influx of extracellular Ca2+ into human neutrophils
(Figure 7).
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28. Nazıroğlu M. Activation of TRPM2 and TRPV1 Channels in Dorsal Root
Ganglion by NADPH Oxidase and Protein Kinase C Molecular Pathways: A
Patch Clamp Study. J Mol Neurosci (2017) 61:425–35. doi: 10.1007/s12031-
017-0882-4
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Capitulo IV 

Discusión.  

 

Los neutrófilos son los leucocitos más abundantes en la circulación sanguínea y tienen una vida media 

corta de entre 8 a 12 horas, además representan la primera línea de defensa contra las infecciones.  

Cuando los neutrófilos son reclutados a los sitios de infección, pueden desplegar distintas estrategias 

para combatir a los microorganismos patógenos, como la degranulación, la fagocitosis, la producción 

de ROS o la formación de NETs [8]. Además, los neutrófilos pueden participar en la regulación de la 

respuesta inmune adaptativa secretando citocinas [54]. Para poder coordinar todas estas funciones, el 

neutrófilo cuenta con una gran variedad de receptores que regulan una gran cantidad de vías de 

señalización [55]. De los receptores más importantes en la superficie de los neutrófilos están los FcγR 

[7]. Los neutrófilos emplean a los FcγR para el reconocimiento y eliminación de los patógenos 

opsonizados con IgG [9]. De la variedad de FcγR, los neutrófilos expresan tanto el FcγRIIa como el 

FcγRIIIb [10; 11]. Se ha descrito que cada uno de los FcγR activa distintas respuestas celulares en el 

neutrófilo humano. Mientras que el FcγRIIa activa la fagocitosis el FcγRIIIb induce la producción de 

NET [16; 17]. Si bien se ha descrito una función celular para cada uno de los FcγR del neutrófilo 

humano, sus vías de señalización no se han descrito por completo. Sin embargo, se sabe que ambos 

FcγR en la superficie del neutrófilo humano, pueden activar PKC [17]. Las PKC son una familia de 

cinasas, y se ha descrito que, los neutrófilos humanos pueden expresar a las isoformas PKCα, PKCβ, 

PKCδ y PKCζ [28; 29]. No obstante, no se conoce que isoformas de PKC puede activar cada uno de 

los FcγR, en el neutrófilo humano. En este trabajo se describió por primera vez, que cada uno de los 

FcγR activan diferentes isoformas de PKC, para mediar cada una de sus vías de señalización.  

 

Se ha descrito que tanto el FcγRIIa como el FcγRIIIb inducen la producción de ROS empleando el 

complejo NADPH-oxidasa [17; 56]. Para que el complejo NADPH-oxidasa sea funcional debe ser 

ensamblado. Las subunidades membranales gp91phox y p22phox, deben ensamblarse con las 

subunidades citosólicas p40phox, p47phox, p67phox y la GTPasa pequeña Rac2. Una vez ensamblado, el 

complejo NADPH-oxidasa es capaz de producir superóxido eficientemente [57; 58]. Se ha descrito, 

que las distintas isoformas de la familia de las PKC son capaces de fosforilar a la subunidad 

citoplasmática p47phox, y así inducir el ensamblaje del complejo NADPH-oxidasa. Utilizando proteínas 
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recombinantes, se ha descrito que las isoformas de PKC que expresa el neutrófilo, PKCα, PKCβ, 

PKCδ y PKCζ, son capaces de fosforilar a p47phox, promoviendo que el complejo NADPH-oxidasa sea 

ensamblado y por lo tanto mediando la producción de superóxido [59]. En este trabajo, se describió 

que cada uno de los FcγR del neutrófilo humano, requiere de la activación de diferentes isoformas de 

PKC para inducir la producción de ROS. Mientras que el FcγRIIa, requiere de la activación de PKCα y 

PKCδ, el FcγRIIIb requiere de la activación de PKCα y PKCβ, para la producción de ROS (Figura 9). 

Además, en este trabajo se describió que tanto el FcγRIIa como el FcγRIIIb requieren de la activación 

de Syk para producir ROS (Figura 9). Por otro lado, se describió que, al estimular a los neutrófilos con 

PMA se requiere de la activación de PKCα y PKCβ para producir ROS (Figura 8). Además, se conoce 

que estimulando con fMLF, los neutrófilos requieren de la activación de PKCδ para producir ROS [60]. 

En conjunto, estos datos sugieren que, dependiendo del estímulo los neutrófilos pueden emplear 

distintas isoformas de PKC para inducir la activación del complejo NADPH-oxidasa y la producción de 

ROS. Por otro lado, el uso diferencial de las isoformas de PKC que expresa el neutrófilo por cada uno 

de los FcγR en el neutrófilo humano, podría explicar por qué el FcγRIIIb produce más ROS que el 

FcγRIIa (Figura 7). Además, se sabe que la producción de ROS puede localizarse dentro del fagosoma 

o directamente al medio extracelular [61]. Se ha descrito que la localización de la producción de ROS 

puede depender de la activación diferencial de las isoformas de PKC. Cuando se da la activación de 

PKCδ se promueve el ensamblaje del complejo NADPH-oxidasa en la membrana intracelular, por lo 

tanto, se da la producción intracelular de ROS. Mientras que al activarse PKCβ o PKCζ se promueve el 

ensamblaje del complejo NADPH-oxidasa en la membrana celular, por lo tanto, se da la producción 

extracelular de ROS [62]. Por lo tanto, es posible que diferentes isoformas de PKC dirijan las 

subunidades citoplasmáticas del complejo NADPH-oxidasa a diferentes membranas de la célula 

mediando la localización de la producción de ROS. En este trabajo se describió que el FcγRIIa, 

requiere de la activación de PKCα y PKCδ, el FcγRIIIb requiere de la activación de PKCα y PKCβ, para 

la producción de ROS (Figura 9). Por lo tanto, es posible que el FcγRIIa induzca la producción 

intracelular de ROS, mientras que, el FcγRIIIb induzca la producción extracelular de ROS. En el futuro 

podría investigarse donde se da la producción de ROS mediada por cada uno de los FcγR del 

neutrófilo humano.  

 

Otra función importante que es activada por cada uno de los FcγR en el neutrófilo humano, es el 

incremento de la [Ca2+]i [24]. Sin embargo, se han descrito diferencias en el mecanismo activado por 

cada uno de los FcγR para inducir la movilización de Ca2+ al citoplasma del neutrófilo. Mientras que el 
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FcγRIIa requiere de la producción de IP3 para inducir el incremento de la [Ca2+]i, el FcγRIIIb induce el 

incremento de la [Ca2+]i sin producir IP3 [25]. En este trabajo, se describió por primera vez que el 

FcγRIIIb requiere de la activación tanto de PKCα como del canal TRPM2 para inducir el incremento de 

la [Ca2+]i (Figura 11 y Figura 16). Además, tanto el FcγRIIa como el FcγRIIIb requieren de la activación 

de Syk para inducir el incremento de la [Ca2+]i (Figura 15).  

 

El incremento de la [Ca2+]i, es un paso fundamental para regular diferentes respuestas en el neutrófilo 

humano como la fagocitosis y la producción de ROS [9]. Por lo tanto, el flujo de calcio al interior del 

neutrófilo es un mecanismo que es cuidadosamente regulado por la célula. En estado de reposo, la 

[Ca2+]i en los neutrófilos humanos esta alrededor de 100 nM. Una vez que el neutrófilo es activado la 

[Ca2+]i se incrementa hasta alrededor del doble, es decir 200 nM (Figura 10). Se ha descrito que para la 

mayoría de los FcγR se activa PLCγ1 y PLCγ2 (del inglés Phospholipase C). PLC actúa sobre PIP2 

(del inglés phosphatidylinositol 4,5 biphosphate), para producir DAG e IP3. IP3 se une a su receptor 

(IP3R) en el retículo endoplásmico. IP3R actúa como un canal no selectivo para Ca2+, por lo tanto, su 

activación induce la liberación de Ca2+ del retículo endoplásmico al citoplasma [9]. El vaciamiento del 

retículo endoplásmico, es censado por la proteína STIM1 (del inglés stromal interaction molecule 1) e 

induce la activación de canales para Ca2+, por ejemplo, Ora1 en la membrana celular, regulando la 

entrada de Ca2+ del exterior al interior de la célula. Este mecanismo es conocido como entrada 

capacitativa de Ca2+ o SOCE (del inglés Store-Operated Calcium Entry) [63]. Se ha sugerido que, los 

FcγR emplea el mecanismo SOCE para inducir el incremento de la [Ca2+]i [51; 52].  

 

Por otro lado, se ha descrito que el FcγRIIIb induce el incremento de la [Ca2+]i, en un mecanismo 

independiente de la producción de IP3 [25]. Por lo tanto, es posible que el FcγRIIIb active un 

mecanismo de regulación del incremento de la [Ca2+]i, que sea independiente de la producción de IP3, 

es decir, un mecanismo diferente al mecanismo SOCE. Se sabe que, el mecanismo SOCE no es el 

único mecanismo de regulación del incremento de la [Ca2+]i, existe otro mecanismo que regula el flujo 

de Ca2+ conocido como ROCE (del inglés Receptor-Operated Calcium Entry). Además, se conoce que, 

el mecanismo ROCE, es independiente del vaciamiento de depósitos intracelulares y la apertura de los 

canales pertenecientes al mecanismo ROCE, se puede inducir por la activación de receptores en la 

membrana y la producción de segundos mensajeros [50].  
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Un grupo de canales catiónicos que pueden participar en el mecanismo ROCE, es la familia de los 

canales TRP (del inglés Transient Receptor Potential channels). Se ha descrito que, los canales TRP 

están involucrados en la percepción sensorial, y su apertura puede ser inducida por estímulos 

mecánicos, cambios de pH, temperatura y estrés oxidativo [41]. De la gran cantidad de canales TRP 

se ha descrito que, los neutrófilos humanos pueden expresar los canales TRPC1, TRPC3, TRPC4, 

TRPC6, TRPM2, TRPV1, TRPV2, TRPV4, TRPV5, and TRPV6 [64; 65]. Además, de estos canales 

catiónicos, se ha descrito que el canal TRPM2 puede ser activado por la producción de ROS y por la 

activación de PKC [46; 47]. Además, en el pasado se describió que el FcγRIIIb, requiere de la 

activación de PKC y de la producción de ROS [23]. Por lo tanto, en este trabajo se evaluó la posibilidad 

de que el canal TRPM2, este involucrado en el mecanismo activado por el FcγRIIIb para inducir el 

incremento de la [Ca2+]i.  

 

En este trabajo se mostró que, en presencia de dos inhibidores para el canal TRPM2, 2APB y 

clotrimazol, se disminuye el incremento de la [Ca2+]i inducido por el FcγRIIIb. Sin embargo, tanto el 

2APB como el clotrimazol no logran disminuir por completo el incremento de la [Ca2+]i inducido por el 

FcγRIIIb (Figura 16). Por lo tanto, existe la posibilidad de que otro u otros canales catiónicos estén 

involucrados, en el mecanismo activado por el FcγRIIIb para inducir el incremento de la [Ca2+]i. Por 

ejemplo, se ha descrito que, el canal TRPV4 puede ser activado en presencia de PMA un fuerte 

activador de PKC [66]. Además, se ha descrito que el canal TRPV1 es capaz de activarse mediante el 

complejo NADPH-oxidasa y PKC [46]. Adicionalmente, se sabe que tanto el TRPV1 como el TRPV4 

requieren de fosforilaciones en residuos de serina en la región carboxilo terminal para inducir su 

activación, los cuales son mediados por PKC [67]. Además, se ha descrito que en la región carboxilo 

terminal, diferentes miembros de la familia de los TRP, presentan múltiples serinas y treoninas 

susceptibles a fosforilación y mediar su activación, además, se ha descrito que las isoformas de PKC 

pueden mediar este mecanismo [68]. Por lo tanto, es posible que tanto el TRPV4 como el TRPV1, 

algún otro miembro de la familia de los TRP o algún otro canal catiónico participen en el mecanismo 

activado por el FcγRIIIb para inducir el incremento de la [Ca2+]i. Actualmente, existen en el mercado 

fármacos que inhiben selectivamente la actividad tanto del TRPV4 como del TRPV1, por lo tanto, en el 

futuro podría investigarse si estos canales participan en el mecanismo activado por el FcγRIIIb para 

inducir el incremento de la [Ca2+]i. Además, es posible que el mecanismo de activación del canal 

TRPM2 empleado por el FcγRIIIb, requiera de fosforilaciones en residuos de serina mediados 

directamente por PKC, otra posibilidad que puede investigarse en futuros estudios.  
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Si bien los datos obtenidos en este trabajo sugieren que la participación del canal TRPM2 en la vía de 

señalización activada por el FcγRIIIb (Figura 16), no se describió el mecanismo exacto por el cual el 

FcγRIIIb activa al canal TRPM2. Se ha descrito que la activación del canal TRPM2 puede inducirse por 

la acumulación de ADPR. En la región carboxilo terminal, el TRPM2 contiene una secuencia de 

reconocimiento de ADPR conocida como NUDT9 (del inglés nucleotide diphosphate linked moiety type 

hydrolase motif 9). Además, se conoce que el estrés oxidativo induce la acumulación de ADPR en el 

interior de la célula [69; 70; 71]. Adicionalmente, en distintos reportes y en este trabajo se demostró 

que el FcγRIIIb induce la producción de ROS (Figura 7) [17]. Por lo tanto, en el futuro sería importante 

enfocar esfuerzos para investigar si el FcγRIIIb induce la acumulación de ADPR en el neutrófilo 

humano y si la acumulación de ADPR induce la activación del canal TRPM2.  

 

Por otro lado, se conoce que los receptores FcγR del neutrófilo humano, inducen la fosforilación de 

ERK [17; 22; 23]. Sin embargo, el mecanismo empleado por cada uno de los de los FcγR del neutrófilo 

humano parece ser diferente. El FcγRIIa es un receptor que contiene una secuencia ITAM, por lo 

tanto, al activarse, cinasas del grupo de las SFK (del inglés Src family kinase), fosforilan residuos de 

tirosina contenidos en la secuencia ITAM. Estas tirosinas fosforiladas, se convierten en sitios de unión 

para la cinasa Syk, lo cual induce su activación. Una vez activada, Syk puede inducir la activación de 

la vía MEK-ERK, vía crucial para regular la fagocitosis en el neutrófilo humano. Por otro lado, el 

FcγRIIIb es un receptor que anclado a la monocapa externa de la membrana por un enlace GPI y no 

se asocia a una secuencia ITAM, además, no se conocen subunidades asociadas a este receptor que 

regulen su vía de señalización [9]. Sin embargo, se ha establecido que el FcγRIIIb induce la activación 

de vías de señalización al interior del neutrófilo humano. Si bien las señales iniciales al activarse el 

FcγRIIIb son desconocidas, se sabe que de alguna forma el FcγRIIIb puede inducir la activación de 

Syk seguido de la activación de TAK1 para así activar la vía de señalización MEK-ERK, esta vía es 

crucial para inducir la producción de NETs en el neutrófilo humano [17; 23].  

 

Por otro lado, se ha demostrado que en linfocitos T citotóxicos de ratón se requiere de la actividad de 

PKCθ para inducir la fosforilación de ERK. Además, en la línea celular de páncreas Panc-1, se 

requiere de la actividad de PKCε para inducir la fosforilación de ERK [31; 32]. Por lo tanto, en este 

trabajo se evaluó la posibilidad de que alguna de las isoformas de PKC expresadas por el neutrófilo, 

participen en el mecanismo empleado por cada uno de los FcγR para inducir la fosforilación de ERK. 
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En este trabajo se describió que el FcγRIIIb requiere de la activación de PKCα para inducir la 

fosforilación de ERK (Figura 11). Sin embargo, no exploramos el mecanismo exacto por el cual el 

FcγRIIIb emplea a PKCα para inducir la fosforilación de ERK. Se conoce, que el mecanismo requerido 

para la fosforilación de ERK requiere de la cinasa MEK [72; 73]. Además, se ha descrito que utilizando 

un inhibidor específico para MEK, se impide la fosforilación de ERK posterior a la estimulación del 

FcγRIIIb [23]. Para su activación, MEK requiere de la fosforilación de dos residuos de serina en su 

región de activación [74], y se ha descrito que diferentes activadores pueden mediar estas 

fosforilaciones, tales como Raf y Mos [75]. Por otro lado, se sabe que las PKC pertenecen al grupo de 

las serina-treonina cinasas [27], por lo tanto, es posible que el FcγRIIIb utilice a PKCα para inducir la 

activación de MEK y así mediar la fosforilación de ERK en el neutrófilo humano. Por otro lado, se ha 

descrito que el FcγRIIIb y no el FcγRIIa induce el incremento de la fosforilación de ERK en el núcleo 

del neutrófilo [76]. Sin embargo, no se ha descrito el mecanismo exacto de dicho incremento. Por lo 

tanto, es posible que el FcγRIIIb requiera de la activación de PKCα o de alguna otra isoforma de PKC 

que expresa el neutrófilo, para inducir el incremento de la fosforilación de ERK en el núcleo del 

neutrófilo, posibilidades que puede investigarse en futuros estudios.  

 

En este trabajo se describió por primera vez, que cada FcγR activa diferentes isoformas de PKC, sin 

embargo, no se describió el mecanismo por el cual los FcγR activan cada una de las isoformas de 

PKC que emplean para regular su vía de señalización. Las isoformas de PKC que expresa el neutrófilo 

humano son PKCα, PKCβ, PKCδ y PKCζ. Las cuales se sabe tienen diferentes mecanismos de 

activación. PKCα y PKCβ son dependientes de Ca2+ y requieren de DAG para su activación. La PKCδ 

es independientes del Ca2+ pero requiere de DAG para lograr activarse. Por último, las PKCζ es 

independientes de Ca2+ y requiere de fosfatidilserina para su activación [27; 28]. Como se describió 

anteriormente, el FcγRIIa requiere de la activación tanto de PKCα como de PKCδ para inducir la 

producción de ROS (Figura 9). Se ha reportado que el FcγRIIa induce la producción de IP3 [25], IP3 es 

reconocido por su receptor canal en el retículo endoplásmico, lo cual provoca el flujo de Ca2+ 

proveniente del retículo endoplásmico. Por otro lado, se sabe que la PLC (del inglés Phospholipase C) 

produce tanto IP3 como DAG a partir de fosfatidilinositol 4,5 bifosfato [9]. Por lo tanto, es posible que el 

mecanismo empleado por el FcγRIIa para activar a PKCα sea la producción de DAG y el flujo de Ca2+. 

Por otro lado, la producción de DAG podría inducir la activación de PKCδ. Además, en este trabajo se 

describió que el FcγRIIIb induce la activación tanto de PKCα como de PKCβ para inducir la producción 

de ROS (Figura 9). Sin emabrgo, se ha descrito que el FcγR no induce la producción de IP3 [25], por lo 



49 

 

tanto, es posible que el FcγRIIIb no induzca la producción de DAG. Además, se ha descrito que el 

FcγRIIIb puede inducir el incremento de la [Ca2+]i independiente de la producción de IP3. Por otro lado, 

en este trabajo se describió que el incremento de la [Ca2+]i inducido por el FcγRIIIb requiere de la 

activación de PKCα (Figura 11). Por lo tanto, es posible que el FcγRIIIb induzca la activación tanto de 

PKCα como de PKCβ por un mecanismo independiente tanto de DAG y el flujo de Ca2+. Además, se 

sabe que los FcγR pueden inducir la activación de Syk, la activación de Syk puede inducir la activación 

de PLCγ induciendo la producción de DAG e IP3. IP3 induce el incremento de la [Ca2+]i y juntos DAG y 

Ca2+ pueden inducir la activación de PKC, por lo tanto, existe una relación indirecta de Syk con PKC. 

Sin embargo, se ha reportado que en células cebadas al activar el FcεRI la activación tanto de PKCα 

como de PKCβ es mediada por fosforilación en residuos de tirosina empleando Syk [77; 78]. Y se sabe 

que el FcγRIIIb requiere de la activación de Syk para mediar su vía de señalización [17; 23] Por lo 

tanto, es posible que el FcγRIIIb induzca la activación tanto de PKCα como de PKCβ fosforilando 

residuos de tirosina empleado a Syk, posibilidad que puede investigarse en futuros estudios.  

 

Por último, una de las limitantes más importantes que se presentan en el campo de la transducción de 

señales de los FcγR del neutrófilo humano es su tiempo de vida media muy corta que va de las 8 a las 

12 horas en el torrente sanguíneo [8], lo cual dificulta la manipulación genética de estas células en el 

laboratorio. Por otro lado, hasta la fecha no existen modelos animales o líneas celulares que asemejen 

la expresión de los FcγR del neutrófilo humano, lo que presenta otra dificultad en el estudio de la vía 

de señalización medida por estos receptores en el neutrófilo. Una alternativa es la línea celular de 

leucemia promielocítica humana HL-60, la cual expresa de forma constitutiva a el FcγRIIa, sin 

embargo, no expresa al FcγRIIIb [79]. Por lo tanto, las células HL-60, representan un buen candidato 

para el diseño de un modelo experimental de los FcγR del neutrófilo humano.  
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Capítulo V 

Conclusión y perspectivas. 

 

En este trabajo se mostró por primera vez que los FcγR presentes en el neutrófilo emplean 

diferencialmente a las PKC. El FcγRIIa requiere de la activación tanto de PKCα como de PKCδ para 

inducir la producción de ROS. En contraste el FcγRIIIb requiere tanto de la activación de PKCα como 

de PKCβ para inducir la producción de ROS (Figura 18 y Figura 19). Esto abre la posibilidad de que 

cada uno de los FcγR del neutrófilo, induzca la producción de ROS en diferentes localizaciones de la 

célula. Esta posibilidad puede investigarse empleando la reducción del citocromo C y leyendo la 

absorbancia a 550nm. Además, los datos obtenidos en este trabajo, sugieren que el FcγRIIIb requiere 

de la activación de PKCα para inducir la fosforilación de ERK ((Figura 18 y Figura 19). Como se 

describió anteriormente, no se exploró el mecanismo exacto por el cual el FcγRIIIb emplea a PKCα 

para inducir la fosforilación de ERK. Empleando anticuerpos monoclonales específicos para la forma 

fosforilada de PKCα y empleando la batería de inhibidores utilizados en este trabajo, se podría 

comenzar a dilucidar el mecanismo exacto por el cual, el FcγRIIIb emplea a PKCα para inducir la 

fosforilación de ERK. Además, anteriormente se describió que el FcγRIIIb y no el FcγRIIa induce el 

incremento de la fosforilación de ERK en el núcleo del neutrófilo, por lo tanto, es posible que el 

FcγRIIIb requiera de la activación de PKCα u otra isoforma de PKC, para inducir el incremento de la 

fosforilación de ERK en el núcleo del neutrófilo. Aislando los núcleos del neutrófilo y empleando 

inhibidores para PKC en un futuro se podría investigar si el FcγRIIIb requiere de la activación de 

alguna isoforma de PKC para inducir el incremento de la fosforilación de ERK en el núcleo del 

neutrófilo. 

 
Adicionalmente, los datos obtenidos en este trabajo sugieren que el incremento de la [Ca2+]i inducido 

por el FcγRIIIb requiere de la activación tanto del canal TRPM2 como de PKCα (Figura 19). Además, 

como se mostró anteriormente el FcγRIIIb requiere de la activación de PKCα para inducir la 

fosforilación de ERK. Lo cual sugiere una posible relación entre el incremento de la [Ca2+]i y la 

fosforilación de ERK en la vía de señalización activada por el FcγRIIIb. Esta posibilidad puede 

investigarse en el futuro eliminando el Ca2+ del medio extracelular y estimando la fosforilación de ERK. 

Por otro lado, utilizando inmunoprecipitaciones y espectrometría de masas, se podría investigar en 

futuros estudios si el FcγRIIIb emplea a PKCα u otra isoforma de PKC para activar directamente al 
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canal TRPM2. Además, los datos obtenidos en este trabajo, sugieren que es posible que tanto el 

FcγRIIa como el FcγRIIIb activen de forma distinta a cada una de las PKC empleadas en su 

correspondiente vía de señalización. Por lo tanto, con el fin de investigar esta incógnita, se pueden 

utilizar en conjunto inhibidores de la vía de señalización de los FcγR y anticuerpos monoclonales 

específicos para las formas fosforiladas de cada una de las isoformas de PKC, que activan cada uno 

de los FcγR del neutrófilo. Adicionalmente, es importante investigar si cada una de las isoformas de 

PKC que activa cada uno de los FcγR del neutrófilo, participan tanto en la fagocitosis como en la 

producción de NETs. Por otro lado, también podría investigarse en el futuro si la formación de NETs 

activada por el FcγRIIIb requiere de la activación del canal TRPM2. En conjunto, los resultados 

obtenidos en este trabajo, refuerzan la idea de que cada FcγR inducen vías de señalización distintas, 

lo que podría explicar por qué cada uno de los FcγR induzcan respuestas celulares diferentes en el 

neutrófilo humano (Figura 18 y Figura 19).   

Figura 18. Modelo propuesto de la vía de señalización activada por el FcγRIIa en el neutrófilo humano. El FcγRIIa es un 

receptor dependiente de ITAM, una vez que es activado, proteínas SFK fosforilan las tirosinas contenidas en la región 

ITAM. Esto produce sitio de unión para Syk lo que induce su reclutamiento y activación. Por un lado, Syk puede inducir la 

activación de la vía MEK-ERK, además, Syk es capaz de mediar la activación de PLCγ. Por su parte, a partir de PIP2, 

PLCγ induce la producción tanto de DAG como de IP3. IP3 es reconocido por su receptor canal en el retículo 

endoplásmico, lo que induce un flujo de Ca2+ al citoplasma. Juntos, Ca2+ y DAG pueden activar PKCα, además, DAG 

puede activar a PKCδ. Juntos PKCα y PKCδ, puede mediar la activación del complejo NADPH-oxidasa, induciendo la 

producción de ROS. Esquema creado con BioRender.com 
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Figura 19. Modelo propuesto de la vía de señalización activada por el FcγRIIIb en el neutrófilo humano. El FcγRIIIb es un 
receptor unido a la monocapa externa de la membrana plasmática por un enlace GPI y hasta el momento no se conocen 
subunidades asociadas que regulen su activación. Sin embargo, se sabe que una vez que el FcγRIIIb se activa, se 
produce la activación de Syk. Syk induce la activación de TAK1 y a su vez TAK1 regula la activación de la vía MEK-ERK. 
Además, en este trabajo se describió que el FcγRIIIb, requiere la activación tanto de PKCα como de PKCδ, para inducir la 
producción de ROS. Por otro lado, se describió que el FcγRIIIb requiere de la activación del canal TRPM2 para inducir el 
incremento de la [Ca2+]i. Esquema creado con BioRender.com 
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