
U N I V E R S I D A D  N A C I O N A L A U T Ó N O M A 
D E  M É X I C O

FA C U LTA D  D E  Q U Í M I C A

Q U E  P A R A  O B T E N E R  E L  T Í T U L O  D E :  

M A E S T R O  E N  C I E N C I A S  B I O Q U Í M I C A S

T   E   S   I   S  

P      R       E       S       E       N      T      A :   

MÉXICO D.F.               AÑO 2008

Tr a n s d u c c i ó n  d e  s e ñ a l e s  d e l  r e c e p t o r
 F cyR I I I B

M A R C O  A N T O N I O  H E R N Á N D E Z  L U N A

 

 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 
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Éste te abrasa con su ardor, 
Aquél, Natura, en ti se duele. 
Lo que a uno dice: ¡Sepultura! 
Repite a otro: ¡Esplendor, vida! 

 
Hermes extraño que me asistes 

Y me intimidas a diario, 
Tú en un Midas me transformas, 

El alquimista más triste; 
 

Por ti cambio el oro en hierro, 
Y el infierno en paraíso; 

De las nubes en el sudario 
Descubro un cadáver amado, 

Y en celestes riberas 
Construyo grandes sarcófagos. 
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1. Abreviaturas 
 
BCR: Receptor del antígeno B 

BSA: Albúmina Sérica Bovina 

CCDA: Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo. 

DAG: Diacil Glicerol   

DMSO: Dimetil sulfóxido 

DRM: Membranas Resistentes a Detergentes 

FcR: Receptores Fc 

FITC: Isotiocianato de Fluoresceina 

fMLP: formil-Metionil-Leucin-Fenilalanina 

GPI: Glicosilfosfatidil inositol 

HL-60: Línea celular de origen promielocítica  

H6γ3B: Línea celular transfectada para expresar al receptor  FcγRIIIB de forma estable. 

IB4: Anticuerpo monoclonal que reconoce a las integrinas β2 

IgG: Inmunoglobulina G 

IP3: Inositol Trifosfato 

ITAM: Inmunoreceptor basado em la activaciòn de motivos de Tirosina 

ITIM: Inmunoreceptor basado en la inhibición de Tirosinas 

Kd: Constante de disociación 

NK: Células asesinas naturales 

PBS: Buffer de fosfatos 

pcDNA3: plásmido al que se inserto el cDNA del receptor FcγRIIIB 

pGL3c: Plásmido que codifica para la enzima luciferasa 

PIP2: Fosfatidil inositol bifosfato 
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PIP3: Fosfatidil inositol trifosfato 

PI3K: Fosfatidil inositol 3 Fosfato 

PLCγ: Fosfolipasa C gamma 

SFB: Suero fetal Bovino 

TS2/16: Anticuerpo monoclonal que reconoce a las integrinas β1 

3G8: Anticuerpo monoclonal que reconoce la  región tipo inmunoglobulina del receptor 

FcγRIIIB. 

IV.3: Anticuerpo monoclonal que reconoce la  región tipo inmunoglobulina del receptor 

FcγRIIA. 
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2. RESUMEN 

Los neutrófilos expresan a los receptores FcγRIIA y FcγRIIIB de manera 

constitutiva. Estos receptores son activados al reconocer complejos antígeno –

anticuerpo a través de sus regiones tipo inmunoglobulina. Las funciones del 

receptor FcγRIIA se han descrito en distintas células fagocíticas incluyendo a los 

neutrófilos. Sin embargo, las funciones del receptor FcγRIIIB no son 

completamente comprendidas. El estudio de la vía de señalización del FcγRIIIB se 

ha visto obstaculizado por el hecho de que es un receptor exclusivo del neutrófilo, 

que es una célula de vida media corta. Además, que no existe un método de 

transfección eficiente para el neutrófilo, que permita realizar experimentos de 

biología molecular con el fin de aclarar la vía de señalización del FcγRIIIB. Por 

este motivo, se expresó al FcγRIIIB en la línea celular HL-60, la cuál se ha 

reportado puede ser diferenciada a neutrófilo a través de un tratamiento por 6 días 

con Dimetil Sulfóxido. Mis resultados muestran que las células HL-60 

diferenciadas a neutrófilos no expresan al receptor FcγRIIIB. Sin embargo, se ha 

reportado que el aumento en la expresión del receptor FcγRIIA y de las integrinas 

β1 y β2 son un indicador de la diferenciación de las células HL-60 a neutrófilos. Las 

células HL-60 se transfectaron con el plásmido pcDNA3/ FcγRIIIB para que 

expresaran al receptor FcγRIIIB. Las células positivas para el FcγRIIIB fueron 

separadas por citometría de flujo, obteniendo a sí, una nueva línea celular la cuál 

recibió el nombre de H6γ3B. En esta nueva línea celular se probaron dos 

funciones que se han reportado para el receptor H6γ3B FcγRIIIB: la movilización 

de calcio intracelular y la activación de la cinasa ERK.  
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Los resultados obtenidos muestran que las células H6γ3B diferenciadas a 

neutrófilos son capaces de activar a la cinasa ERK. Sin embargo, no llevan acabo 

la movilización de calcio intracelular. La obtención de esta línea celular ayudará a 

comprender la vía de señalización del receptor FcγRIIIB. 
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3. ABSTRACT 

FcγRIIIB and FcγRIIA  receptors are constitutively expressed in neutrophils. 

These receptors are activated by immune complex through their immunoglobulin-

like domains. The functions of FcγRIIA have been described in different phagocytic 

cells including neutrophils. However, the functions of FcγRIIIB receptor are not 

completely understood. The signal transduction pathway of the FcγRIIIB has been 

obstructed because of it is an exclusive receptor in neutrophils, which are short-

lived cells. In addition, there are currently not available methods for neutrophil 

transfection that allows to accomplish experiments of molecular biology with the 

purpose to clarify the signal transduction pathway of the FcγRIIIB. Therefore, we 

expressed FcγRIIIB in cell line HL-60, which has been reported can be 

differentiated to neutrophils through treatment by 6 days with Dimethyl Sulfoxide. 

My results showed that differentiated HL-60 cell to neutrophil does not express 

FcγRIIIB receptor. Howerver, it has been reported that enhance in the expression 

of FcγRIIA receptor and integrins β1 y β2 is an indicator of differentiation of HL-60 

cell to neutrophil. HL-60 cell was transfected with plasmid pcDNA3/FcγRIIIB so that 

it expressed FcγRIIIB receptor. The positive cells for the FcγRIIIB were separated 

by flow cytometry. We obtained a new cell line which received the name of H6γ3B. 

In this new cell line we studied two functions that have been reported by the 

fcgriiib: the intracellular calcium flow and the activation of kinase ERK.  

The results obtained in this work showed that differentiated cells H6γ3B to 

neutrophils are able to activated ERK. Nevertheless, they did not enhance the level 
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of intracellular calcium by the cross-linking of FcγRIIIB. This new cell line will help 

to understand signal transduction pathway of the FcγRIIIB.  
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4. Antecedentes 

4.1 Generalidades 
 

En la naturaleza existe una gran variedad de receptores expresados sobre 

la superficie de los distintos tipos celulares. La unión de una molécula 

señalizadora a su receptor específico desencadena una serie de reacciones 

bioquímicas en el interior de las células cuyo resultado final es un cambio en la 

actividad metabólica de las células. Este proceso es conocido como transducción 

de señales. 

En bacterias y otros organismos unicelulares, los procesos de transducción 

de señales permiten a las células responder a las influencias del medio ambiente 

que les rodea. En organismos pluricelulares el proceso de transducción de señales 

puede ser iniciado por una gran cantidad de estímulos como: neurotransmisores, 

hormonas y factores de crecimiento.  

Algunas de las respuestas ocasionadas por la unión de una molécula a su 

receptor incluyen: la regulación de la expresión genética, la regulación de alguna 

vía metabólica y la fagocitosis. 

La fagocitosis es un mecanismo de defensa del huésped que consiste en la 

captación y destrucción de microorganismos patógenos infecciosos. En el sistema 

inmunológico, existe un conjunto de células especializadas conocidas como 

fagocitos, que ingieren rápida y eficientemente a microorganismos invasores en 

sitios de inflamación. Dentro de las principales células fagocíticas se encuentran 

los neutrófilos y los macrófagos [1]. 
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La fagocitosis es iniciada por la interacción de opsoninas (sustancias del 

cuerpo que recubren al microorganismo) con receptores específicos presentes en 

la superficie de células fagocíticas. Entre los receptores fagocíticos se encuentran 

los receptores Fc (FcR) que reconocen la fracción cristalina (Fc) de las 

inmunoglobulinas (anticuerpos) y los receptores de complemento [2].  

Los receptores involucrados en la fagocitosis mejor estudiados son los FcR. 

Estos receptores se expresan en muchos tipos de células hematopoyéticas. Los 

receptores que unen IgG se denominan FcγR, los que unen IgA son FcαR y los 

que se unen a IgE son FcεR. Todos ellos pertenecen a la familia de genes de las 

superinmunoglobulinas [3]. Los receptores mejor caracterizados corresponden a la 

clase de IgG (FcγR). Estos receptores inducen una gran cantidad de respuestas 

celulares que además de la fagocitosis incluyen la citotoxicidad celular 

dependiente de anticuerpo (CCDA), la liberación de mediadores inflamatorios y la 

producción y secreción de citocinas. 

4.2 Receptores FcγR 

La mayoría de los receptores localizados en la superficie de la membrana 

celular incluyendo a los receptores FcγR presentan en su estructura dos regiones. 

Una región de reconocimiento o detección de los estímulos y una región efectora 

encargada de desencadenar la secuencia de eventos al interior de la célula. 

Los receptores FcγR muestran una alta homología entre ellos en su porción 

extracelular que contiene el sitio de reconocimiento para la porción Fc de la 

inmunoglobulina G (IgG). La mayoría de sus diferencias se encuentran en la 

región transmembranal y la región citoplasmática [3]. 
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A la fecha se reconocen tres tipos de receptores FcγR humanos: FcγRI, 

FcγRII y FcγRIII. A su vez cada uno de éstos consiste de varias isoformas 

individuales (Figura 1) 

 

 

 

Figura 1 Representación esquemática de los receptores FcγR en el humano. Los receptores FcγR 
tienen regiones tipo inmunoglobulinas en la superficie de la membrana, unidas a una cadena α, 
con excepción del receptor FcγRIIIB que se encuentra unido a una molécula de Glicosilfosfatidil 
inositol (GPI). En la región citoplasmática los FcγR pueden presentar una secuencia ITAM en la 
cadena α como el caso del FcγRIIA ó en cadenas asociadas γ y ζ como los receptores FcγRI y 
FcγRIIIA. El receptor FcγRIIB tiene una secuencia ITIM en su cadena α. El receptor FcγRIIIB no 
tiene región transmembranal ni región citoplasmática. 
 

FcγRI 

El FcγRI (CD64), es un receptor de alta afinidad para inmunoglobulinas, con 

un peso molecular de 72 kDa y una constante de disociación (Kd) de 10-9 M. FcγRI 

se expresa principalmente sobre monocitos, macrófagos y neutrófilos estimulados 

con interferón γ. El receptor FcγRI presenta tres regiones tipo inmunoglobulina en 

su porción extracelular y es capaz de unirse a IgG monomérica [2]. 

   α   γ   ζ   α    γ   γ α α 

GPI 

ITAM 

 ITIM 
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FcγRII 

El FcγRII (CD32), es un receptor de baja afinidad para inmunoglobulinas, 

tiene un peso molecular de 40 kDa y una constante de disociación (Kd) de 10-7 M. 

El receptor FcγRII presenta dos regiones para IgG en su porción extracelular y 

sólo es capaz de unirse a IgG multimérica. El receptor FcγRII se expresa en casi 

todos los leucocitos incluyendo neutrófilos, eosinófilos, basófilos, monocitos y 

células B. Su expresión sobre neutrófilos y monocitos no es regulada por citocinas 

como es el caso para los receptores FcγRI y FcγRIII [2]. 

Hay dos isoformas de FcγRII: FcγRIIA que es un receptor activador y 

FcγRIIB que es un receptor inhibidor. El receptor FcγRIIA expresado en neutrófilos 

y macrófagos inicia una serie de reacciones bioquímicas que llevan a diferentes 

funciones celulares como son la fagocitosis y la citotoxicidad celular dependiente 

de anticuerpo [2]. Por su parte el receptor FcγRIIB es expresado principalmente en 

células B, además de macrófagos y neutrófilos. El receptor FcγRIIB inicia una serie 

de reacciones bioquímicas que llevan a la inhibición de las funciones celulares 

activadas por los receptores Fc activadores (FcγRI, FcγRIIA, y FcγRIIIA). 

FcγRIII 

El FcγRIII (CD16). es una proteína glicosilada. Su peso molecular varia 

entre los 50 y los 80 kDa y tiene una constante de disociación (Kd) de 10-7 M. Al 

igual que el receptor FcγRII, FcγRIII es un receptor de baja afinidad para IgG 

monomérica y presenta dos regiones para IgG. El receptor FcγRIII es codificado 

por dos genes y tiene dos isoformas: el receptor FcγRIIIA expresado en células 

NK, macrófagos y monocitos y el receptor FcγRIIIB expresado exclusivamente en 
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neutrófilos. A diferencia del receptor FcγRIIIA y los otros tipos de receptores FcγR, 

el FcγRIIIB no contiene una región transmembranal ni una cola citoplasmática. 

Este receptor está unido a la membrana celular por una molécula de 

glicosilfosfatidil inositol (GPI) [2,4].  

Los receptores FcγRIIIA y FcγRIIIB son casi idénticos con una identidad en 

la secuencia de aminoácidos de alrededor del 97%. La pérdida de las regiones 

transmembranal y citoplasmática por parte del receptor FcγRIIIB se debe a la 

presencia de una serina en la posición 185 del receptor FcγRIIIB. Este aminoácido 

es esencial para que el receptor se ancle a la membrana a través de una molécula 

de glicosilfosfatidil inositol. Por el contrario, el receptor FcγRIIIA tiene una 

fenilalanina en lugar de la serina, lo que resulta en que el receptor FcγRIIIA tenga 

una región transmembranal y una región citoplasmática [2]. 

4.3 Transducción de señales de los receptores Fc 

Las señales de activación por los receptores FcγRI, FcγRIIA y FcγRIIIA, 

están asociadas a una secuencia de aminoácidos llamada ITAM (del inglés 

Immunoreceptor Tyrosine-Based Activation Motif) presente en la porción 

citoplasmática de estos receptores. La región ITAM consiste en dos pares de 

tirosinas dentro de una secuencia consenso de aminoácidos D/E – X7 – D/E – X2 – 

Y – X – X – L – X7 – Y – X – X – L donde D es ácido aspártico, E es ácido 

glutámico, Y es tirosina, L es leucina, y X es cualquier aminoácido [3]. 

Las tirosinas presentes en el ITAM son esenciales para el inicio de la 

señalización por los receptores FcγR [3]. El entrecruzamiento de los receptores 

FcγR estimula la activación de cinasas de la familia Src que fosforilan las tirosinas 



 12

presentes en el ITAM, volviéndolas sitios de anclaje para la tirosina cinasa Syk. La 

activación de Syk cataliza la fosforilación y activación de varios substratos 

incluyendo a las enzimas fosfolipasa C gamma (PLC γ), fosfatidil inositol 3 cinasa 

(PI3-K), ERK y GTPasas de la familia Rho [1] (Figura 2). 

 

 
Figura 2 Vía de señalización de los receptores FcγR. El entrecruzamiento de los receptores FcγR 
con complejos antígeno (esferas blancas) anticuerpo, induce la fosforilación de las tirosinas 
presentes en la secuencia ITAM en su región citoplasmática. En este proceso participan cinasas de 
la familia de Src y cinasas de la familia de Syk. El reclutamiento de Syk en la región ITAM lleva a la 
activación de un complejo de señalización en el que participan SLP76 ( proteína de leucocitos de 
76 KDa que contiene una región SH2), LAT (Ligando para la activación de células T) el cuál 
interactúa con la proteína adaptadora Gads. En este complejo también es reclutado PLCγ 
(Fosfolipasa C gamma -1) que produce , Diacil glicerol (DAG) e Inositol trifosfato (IP3) este último 
se encarga de la liberación de calcio en Retículo endoplásmico (RE). Diacil glicerol se encarga de 
la activación de la proteína cinasa C (PKC) la cuál lleva a la activación de la cinasa ERK, la cual 
también puede ser activada por la cinasa de fosfatidil inositol (PI3K) a través de su producto 
fosfatidil inositol trifosfato (PIP3). La activación de los receptores FcγR también lleva a la activación 
de GTPasa de la familia Rho y Rac y de factores nucleares como NFκB [63]. 
 

 

 

Balsas Lípidicas 
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Contrario a las señales de activación causadas por el entrecruzamiento de 

receptores FcγR que presentan secuencias ITAM, existen señales inhibidoras que 

ayudan a controlar las respuestas celulares. Estas señales son reguladas por una 

secuencia de aminoácidos llamada ITIM (del inglés Immunoreceptor Tyrosin-

Based Inhibition Motif), presente en la región citoplasmática del receptor FcγRIIB. 

La coagregación de FcγRIIB con el receptor de antígeno (BCR) lleva a una 

disminución de la actividad de los linfocitos B [1]. A diferencia de la región ITAM, la 

fosforilación de tirosina en la región ITIM provoca el reclutamiento de fosfatasas 

como SHIP–1 y SHP–2. Estas fosfatasas bloquean la cascada de señales 

mediada por la fosforilación en la secuencia ITAM presentes en los receptores 

activadores (Figura 3). 

 

Figura 3. Mecanismo de inhibición del receptor FcγRIIB. El entrecruzamiento del FcγRIIB con 
complejos antígeno (esferas blancas) anticuerpo lleva a la fosforilación de las tirosinas presentes en la 
secuencia ITIM. Esto sirve como un sitio de anclaje para las fosfatasas SHIP y SHP-1 que degrada 
al PIP3 producto de PI3K y desfosforilan las tirosinas presentes en la región ITAM del receptor de 
linfocitos B respectivamente, evitando de esta forma la señalización al interior de la célula [1] .  
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4.4 Neutrófilos  

Los neutrófilos son células fagocíticas de vida media corta que representan 

del 50% al 60% de los leucocitos totales en circulación y son la primera línea de 

defensa contra agentes infecciosos [5]. Los neutrófilos juegan un papel importante 

en la respuesta inflamatoria aguda y son capaces de responder a agentes quimio-

tácticos, migrando a los sitios de daño. El proceso de migración es acompañado 

de la activación de los neutrófilos. A su llegada a los sitios de inflamación los 

neutrófilos fagocitan y destruyen al agente causal de la inflamación [6]. 

Se ha reportado que la activación de los neutrófilos regula al menos dos 

respuestas a nivel transcripcional: la producción de citocinas pro-inflamatorias y la 

inhibición de la apoptosis [7].  

La activación de los neutrófilos se lleva a cabo por los receptores presentes 

en la superficie de la membrana de los neutrófilos incluyendo a los receptores 

FcγR. Los neutrófilos humanos presentan dos tipos de receptores FcγR de forma 

constitutiva; el receptor FcγRIIA y el receptor FcγRIIIB. En el neutrófilo la expresión 

del receptor FcγRIIIB es diez veces mayor que la expresión del receptor FcγRIIA 

[8], lo que sugiere que el receptor FcγRIIIB lleva a cabo un mayor reconocimiento 

de complejos inmunes [9]. Las funciones del receptor FcγRIIA han sido descritas 

en distintas células fagocíticas incluyendo a los neutrófilos. En estas células la 

activación del FcγRIIA inicia una cascada de señales dependientes de proteínas 

tirosinas cinasas de la familia de Src, que comienza con la fosforilación de las 

tirosinas presentes en la región ITAM del receptor, seguida de la activación de 
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Syk. Syk a su vez, activa una gran cantidad de substratos, entre los cuales se 

encuentra PI3K [9,10]. 

Las funciones del receptor FcγRIIIB también han sido descritas en 

neutrófilos. Se ha reportado que el entrecruzamiento del receptor FcγRIIIB provoca 

un incremento en la liberación de Ca2+ de vesículas intracelulares [8,11], 

polimerización de filamentos de actina [12], fosforilación de cinasas de la familia 

Src [11], activación de ERK [10], y activación de integrinas [13]. Otras respuestas 

inducidas por el entrecruzamiento del receptor FcγRIIIB son la fagocitosis [14] y el 

estallido respiratorio [8] así como la liberación de enzimas lisosomales en 

respuesta a la unión con complejos inmunes [15]. También el receptor FcγRIIIB es 

capaz de llevar a cabo la degranulación de neutrófilos a través de la participación 

de cinasas de la familia de Tec [16] y la activación de NFκB [17]. La activación de 

NFκB a través de receptores presentes en la membrana celular se ha implicado en 

la inhibición de apoptosis en el neutrófilo [18-20].  

A pesar de todos estos reportes, aún queda por aclarar cuál es la cascada de 

señales que el FcγRIIIB usa para inducir todas estas respuestas. El receptor 

FcγRIIIB no presenta una secuencia ITAM ni una región citoplasmática que pueda 

iniciar una cascada de señales al interior del neutrófilo. 

Para entender cuál es la vía de señalización que utiliza el receptor FcγRIIIB 

se han realizado diversos estudios. Se ha reportado que la liberación de calcio 

intracelular inducida por el entrecruzamiento del receptor FcγRIIIB es 

independiente al metabolito inositol trifosfato (IP3) ya que se encontró que el 

entrecruzamiento del receptor FcγRIIIB no induce un aumento en los niveles de IP3 
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[8,21]. Mientras que otro estudio sugiere que las cinasas de la familia Tec son 

importantes en la vía de señalización que lleva a la degranulación [16].  

4.5 Modelos de la vía de señalización del receptor FcγRIIIB 

Las señales inducidas por el entrecruzamiento del receptor FcγRIIIB han 

sido también atribuidas a distintas interacciones entre el receptor FcγRIIIB y otras 

moléculas como integrinas o el receptor FcγRIIA [22]. Se ha propuesto que estas 

moléculas podrían servir como intermediarios en la transducción de señales por 

parte del receptor FcγRIIIB.  

Entre los modelos descritos para la transducción de señales por parte del 

receptor FcγRIIIB se encuentra la acción conjunta con el receptor FcγRIIA [9]. En 

este modelo se sugiere que el receptor FcγRIIIB funciona como una molécula que 

aumenta la presentación de complejos inmunes hacia el receptor FcγRIIA el cual 

sería el encargado de enviar señales al interior de la célula.[23-25]. Esto porque se 

ha reportado que el entrecruzamiento simultáneo de ambos receptores lleva a una 

mayor liberación de calcio intracelular que cuando sólo se entrecruza al receptor 

FcγRIIA [26,27]. La vía de señal usada es dependiente de PI3K y del segundo 

mensajero Inositol trifosfato (IP3) [22]. Sin embargo, como se mencionó arriba, se 

ha reportado que el receptor FcγRIIIB es capaz de llevar a cabo la movilización de 

calcio intracelular en una vía independiente de IP3 [8,21]. Esto apoya la idea de 

una vía de señalización propia por parte del receptor FcγRIIIB.  

Otro modelo sugiere que la señalización del receptor FcγRIIIB, es a través 

de integrinas, ya que se ha reportado que las integrinas pueden modificar la 

actividad de los receptores FcγR en los neutrófilos [28]. También se ha reportado 
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que el receptor FcγRIIIB y la integrina β2 colocalizan en respuesta a estimulación 

con complejos inmunes [29-32]. En este modelo el receptor FcγRIIIB se asocia a la 

integrina αΜβ2,y que ésta se encarga de iniciar la señalización al interior de la 

célula [33]. Otro punto que apoya este modelo es que la integrina αΜβ2 es capaz 

de mediar fagocitosis activando distintas respuestas celulares como: la liberación 

de calcio intracelular, polimerización de la actina y activación de proteínas cinasas 

como ERK [29,32-35]. Estas respuestas también se han observado por parte del 

receptor FcγRIIIB después de su entrecruzamiento [35]. 

A pesar de estos modelos, existen diversos reportes en los que se ha 

sugerido que el receptor FcγRIIIB es capaz de iniciar una cascada de señales de 

manera independiente del receptor FcγRIIA ó de la asociación con integrinas β2 

[13,16,17,36-38]. Por ejemplo, se ha reportado que el receptor FcγRIIA en 

neutrófilos promueve un incremento en la expresión de integrinas β2 [13,39], pero 

no tiene efecto sobre las integrinas β1. Sin embargo, el receptor FcγRIIIB no sólo 

es capaz de aumentar la presencia de integrinas β2, sino que además promueve la 

activación de integrinas β1 en neutrófilos [13]. Más aún, el incremento de 

integrinas β2 por el FcγRIIIB es mediado por tirosinas cinasas de la familia Src, 

además de las cinasas Syk y PI3K, mientras que la activación de integrinas  β1 es 

independiente de estas dos enzimas [13]. Otro reporte mostró que el 

entrecruzamiento del receptor FcγRIIIB en neutrófilos induce la fosforilación de 

ERK y de Elk en el núcleo, mientras que el receptor FcγRIIA no es capaz de 

inducir esta respuesta [17]. 
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El mecanismo de señalamiento del receptor FcγRIIIB sigue siendo una 

incógnita muy interesante por resolver. Es muy probable que el FcγRIIIB utilice 

otras moléculas para asociarse a ellas y señalizar, pero estas moléculas no son el 

receptor FcγRIIA ni la integrina β2. 
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5. JUSTIFICACIÓN  

El estudio de los mecanismos de transducción de señales del receptor 

FcγRIIIB en neutrófilos no ha avanzado mucho debido a las limitaciones que éstas 

células presentan para manipulaciones bioquímicas y de biología molecular. Entre 

estas limitantes tenemos un tiempo de vida media muy corto. Los neutrófilos 

sobreviven sólo de 8 a 12 horas. También los neutrófilos no se pueden transfectar 

eficientemente, ni se pueden mantener en cultivo. Por lo tanto contar con una línea 

celular que exprese al receptor FcγRIIIB podría ayudar usando técnicas no viables 

en el neutrófilo para estudiar las vías de señalización que involucran al receptor 

FcγRIIIB. El propósito de este proyecto es crear una línea celular que sirva de 

modelo para el estudio de la transducción de señales mediadas por el receptor 

FcγRIIIB. 

Se escogió a la línea celular promielocítica HL-60 que no expresa al 

receptor FcγRIIIB, ya que permite el uso de técnicas de biología molecular para su 

estudio y puede ser diferenciada a neutrófilos por un tratamiento con DMSO [40-

42]. 
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6. Hipótesis 

El receptor FcγRIIIB expresado en la línea celular promielocítica HL-60 será 

capaz de activar a la cinasa ERK y llevar a cabo el aumento de calcio intracelular. 
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7. Objetivos 

1) Cultivar la línea celular HL-60. 

2) Transfectar eficientemente a las células HL-60. 

3) Seleccionar una clona de células HL-60 que exprese el receptor FcγRIIIB 

4) Medir la liberación de calcio inducida por la estimulación del receptor 

FcγRIIIB en la línea celular generada. 

5) Estudiar la activación de la cinasa ERK inducida por la estimulación del 

receptor FcγRIIIB en la línea celular generada. 
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8. Metodología 

8.1 Cultivo celular 

El cultivo celular permite mantener en crecimiento constante a distintos 

tipos celulares en condiciones controladas de temperatura (37°C), pH (7.4) y CO2 

(5%). La línea celular promielocítica humana HL-60 (ATCC No. CCL-240) se 

cultiva en medio OptiMEM (GIBCO) suplementado con 2mM de glutamina y 10 % 

de suero fetal bovino (SFB). Se debe mantener a una densidad de entre 1 x 105 a 

1 x 106 células por mililitro (cel/ml) y se debe cambiar el medio cada 2 ó 3 días.  

8.2 Transfección de la línea celular HL-60 

La transfección es un método que permite la introducción de DNA externo a 

una célula, con el propósito de que la célula exprese a una proteína de interés. 

Existen distintos método de transfección. Entre estos métodos se encuentran: la 

transfección con lipofectamina, la transfección con DEAE-DEXTRAN, la 

transfección con cloruro de calcio y la transfección por electroporación.  

La electroporación es un método en el que se proporciona una descarga 

eléctrica a las células con el fin de hacer poros en la membrana celular y de esta 

forma permitir la entrada del DNA a la célula. 

Las células HL-60 (20 x 106 células) se transfectaron por electroporación a 

un pulso de 310 V y 1050 μF en un Easyject Electroporador Plus con el plásmido 

pGL3c que codifica para la enzima luciferasa ó el plásmido pcDNA3 que contiene 

el gen que codifica para el receptor FcγRIIIB (pcDNA3/FcγRIIIB). Las células 

transfectadas con el pcDNA3/FcγRIIIB posteriormente se crecieron en medio 

OptiMEM suplementado con 2 mM glutamina, 10 % SFB y el antibiótico geneticina 
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a una concentración de 800 μg/ml con el fin de sólo permitir el crecimiento de 

aquellas células que fueron transfectadas positivamente. 

8.3 Citometría de flujo 

La citometría de flujo es una técnica de análisis cuantitativo, que permite 

medir ciertas características físicas y químicas de la célula o partículas en 

suspensión, las cuales producen una señal de forma individual al interferir con una 

fuente de luz. 

La citometría de flujo se basa en hacer pasar células u otras partículas en 

suspensión alineadas, una a una delante de un haz luminoso. La información 

producida puede agruparse en dos tipos fundamentales: la generada por la 

dispersión de la luz y la relacionada con la emisión de luz por los fluorocromos 

presentes en la célula o partícula al ser excitados por el rayo luminoso. Las 

señales luminosas detectadas se transforman en impulsos eléctricos que se 

amplifican y se convierten en señales digitales que son procesadas por una 

computadora. 

Determinación del receptor FcγRIIIB por citometría de flujo. Recolectar 

1x106 células HL-60 (por muestra) en tubos eppendorf, centrifugar 1 minuto a 

2160 g y eliminar el sobrenadante. Después resuspender las células en 100 μl de 

buffer de FACS [Buffer de Fosfatos (PBS) + 0.5% de Albúmina Sérica Bovina 

(BSA) + 1% de sacarosa) y añadir 50μl de anticuerpo monoclonal 3G8 (específico 

para el receptor FcγRIIIB, ya que reconocer la región tipo inmunoglobulina del 

receptor) a una concentración de 10 μg/ml en PBS. Incubar las células 45 min., a 4 

°C. Posteriormente lavar las células 3 veces con buffer de FACS, centrifugar 1min 
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a 2160 g después de cada lavado (resuspender cada vez en 1ml). Una vez 

finalizados los lavados, resuspender las células en 100 μl de buffer de FACS y 

añadir 20 μl de una dilución 1:10 del anticuerpo secundario F(ab’)2 anti-IgG de 

ratón marcado con el fluorocromo isotiocianato de fluoresceína (FITC). Mezclar e 

incubar 30 min a 4 °C. Lavar 3 veces con buffer FACS (centrifugar 1min a 

6000rpm después de cada lavado). Después del ultimo lavado resuspender las 

células en 300 μl de paraformaldehído al 1% (en PBS). Guardar las células a 4°C 

en oscuridad hasta su uso. 

8.4 Selección de célula positivas para el receptor FcγRIIIB por Sorting 

El sorting es una técnica en la que por citometría de flujo se puede hacer 

una selección restringida de células con el propósito de separar y obtener sólo 

aquellas células que expresen a la proteína de interés, descartando todas aquellas 

células que no la expresen. 

Las células HL-60 positivas para el receptor FcγRIIIB se separan por medio 

de una selección restringida de células por citometría de flujo en condiciones 

asépticas en un citómetro de flujo FACSARIA (Becton Dickinson). Primero las 

células se marcan con el anticuerpo monoclonal 3G8 y se incuban 45 min., a 4°C. 

Posteriormente la células se lavan 3 veces con buffer de FACS estéril, 

centrifugando 1min., a 2160 g cada vez. Después las células se resuspenden en 

buffer de FACS y se incuban con el anticuerpo secundario F(ab’)2  anti-IgG de 

ratón marcado con el fluorocromo FITC 30 min., a 4°C. Después se lavan 3 veces 

en buffer de FACS y por último se seleccionan las células positivas pasándolas en 

un citómetro de flujo. Las células positivas para el receptor FcγRIIIB obtenidas por 
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citometría de flujo se cultivan en medio OptiMEM suplementado con 2 mM de 

glutamina, 10 % SFB y el antibiótico geneticina a una concentración de 800 μg/ml. 

8.5 Medición de calcio intracelular 

La medición de calcio intracelular se realizó a través de método de Fura 

2/AM. El Fura 2/AM es un fluorocromo que tiene un grupo amino esteroide el cual 

le permite al Fura 2/AM ser internalizado a la célula. Una vez en el interior de la 

célula el Fura 2 pierde el grupo amino esteroide y ya no puede salir de la célula. 

En el interior de la célula el Fura 2 se une al calcio intracelular (Ca2+) y queda en 

dos formas: en complejo con el Ca2+ y en forma libre. Cada una de estas formas 

del Fura 2 fluoresce a una longitud de onda diferente. Esto permite hacer una 

relación que sirve para calcular los cambios en la concentración de Ca2+ 

provocados por la activación de la célula. 

Cargado de Fura 2/AM 

Las células HL-60 se resuspenden a 1 x107 células en 100 μl de PBS + 1.5 

mM Ca2+ +1.5 mM Mg2+ y se incuban con 10 μM de fura 2/AM a 37 °C por 5 min., 

después las células se diluyen a 1 x 107 cel/ml y se incuban por otros 20 min a 

37°C. Terminada la incubación las células se lavan con PBS + 1.5 mM Ca2+ +1.5 

mM Mg 2+, para eliminar el fura que no se internalizó a la célula, centrifugando a 

250 g (centrífuga Sorvall Dupont Instruments. Modelo H1000B, rotor 6000D) por 5 

min, se resuspenden a 1 x 107 cel/ml y se incuban por otros 15 min., a 37°C. Por 

último las células se lavan nuevamente con PBS + 1.5 mM Ca2+ +1.5 mM Mg2+, se 

centrifugan a 250 g por 5 min., y se resuspenden a 1x 107 cel/ml en PBS + 1.5 mM 

Ca2+ +1.5 mM Mg2+. Se mantienen a 4 °C hasta su uso. 
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Estimulación de las células  

Se toman 5 x 106 células HL-60 cargadas con fura 2/AM y se incuban con el 

anticuerpo monoclonal 3G8 para el receptor FcγRIIIB ó con el anticuerpo 

monoclonal IV.3 para el receptor FcγRIIA a una concentración de 10 μg/ml durante 

30 min., a 4°C. Posteriormente las células se lavan 3 veces con PBS + 1.5 mM 

Ca2+ +1.5 mM Mg 2+, centrifugando cada vez a 250 g por 5 min. Por último las 

células se resuspenden a una concentración de 5 x 106 células en 2 ml de PBS + 

1.5 mM Ca2+ +1.5 mM Mg 2+. Las células se ponen en celdas espectrofotométricas 

y se colocan en un espectrofluorometro ( Modelo L55 luminescence spectrometer; 

Perkin Elmer Instruments) ajustando a las longitudes de onda de excitación a 340 

y a 380 nm y a una longitud de onda de 540 nm para su emisión. Una vez iniciada 

la medición se entrecruzan los receptores FcγRIIIB y FcγRIIA con el anticuerpo F 

(ab’)2 anti-IgG de ratón a una concentración de 60 μg/ml y se registran los cambios 

de fluorescencia en tiempo real. Las concentraciones de calcio se calculan de 

acuerdo al método descrito por Grynkiewiez et. al (15). 

8.6 Medición de ERK por Western Blot  

El Western Blot es un método que permite la detección de proteínas de un 

homogenizado celular. Las proteínas son separadas por electroforesis en un gel 

de acrilamida y posteriormente son transferidas a una membrana de nitrocelulosa. 

Una vez que las proteínas se encuentran en la membrana se usan anticuerpos 

específicos para la proteína que permitan su detección. 
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Estimulación  

Las células HL-60 positivas para el  FcγRIIIB se recolectan y ajustan a 3 x 

106 células en 300 μl de PBS por muestra, esta se incuban con el anticuerpo 

monoclonal 3G8 a una concentración de 10 μg/ml para el receptor FcγRIIIB ó con 

el anticuerpo monoclonal IV.3 a una concentración de 10 μg/ml para el receptor 

FcγRIIA durante 30 min. a 4°C. Después las células se lavan con 1000 μl PBS y se 

centrifugan 1 min. a 2160 g. Posteriormente las células se resuspenden en PBS + 

el anticuerpo entrecruzados F (ab’)2  anti-IgG de ratón a una concentración de 60 

μg/ml y se incuban 3 min. a 37°C, la reacción se detiene añadiendo 1000 μl de 

PBS frio. Las células se centrifugan a 2160 g por 1 min. y se elimina todo el 

sobrenadante. 

Lisado de las células  

Las células HL-60 se lisan en 30 μl de buffer RIPA modificado (150 mM 

NaCl, 5 mM EDTA, 50 mM HEPES, 0.5% deoxicolato de sodio, 1% Nonidet P-40 

(NP-40), 10 mM 2-mercaptoetanol, pH 7.5, junto con los inhibidores de proteasas 

PMSF a 1mM y C400 a 40 μg/ml), incubando 20 min a 4°C. Posteriormente los 

lisados celulares se centrifugan a 10000 g por 10 min. en frío. Recuperar los 

sobrenadantes en tubos limpios. 

Western Blot 

Se toman 25 μl del lisado celular (sobrenadante) y 15 μl de buffer de 

muestra, para ver la presencia de ERK ó ERK fosforilada (pERK) después de la 

activación de los receptores FcγR. Las proteínas se corren en un gel de 

poliacrilamida al 12 % a 20 mAmp y posteriormente las proteínas se transfieren a 
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una membrana de fluoruro de polivinilidino (Immobilon-P; Millipore, Bedford, MA) 

durante 1 hora a 500 mAmp en una cámara de transferencia. Después la 

membrana se bloquea con PBS + 5% de leche + 0.05% de Tween 20 durante toda 

la noche a 4°C en agitación, al día siguiente, la membrana se incuba 1 hora a 

temperatura ambiente con el anticuerpo primario (anti-ERK ó anti-pERk) a una 

dilución 1 :1000, se lava la membrana 5 veces con buffer de lavado (PBS + 0.05% 

de Tween 20) y se incuba 1 hora con el anticuerpo secundario HRP-anti IgG a una 

dilución de 1:5000 en PBS + 5% de Leche + 0.05% de Tween 20. Por último la 

membrana se lava 5 veces con buffer de lavado y se revela usando un reactivo de 

quimioluminiscencia (Pierce,Rockford, IL). 
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9. Resultados 

9.1 Expresión del receptor FcγRIIIB en células HL-60 

La línea celular HL-60 es una línea de origen promielocítico, que puede ser 

diferenciada a distintos tipos celulares incluyendo el neutrófilo. Esto a través de un 

tratamiento por 6 días con Dimetil Sulfóxido (DMSO) [40,41]. Se ha reportado que 

las células HL-60 al ser diferenciadas a neutrófilos son capaces de responder al 

estimulo con Interleucina-8 (IL-8)[43]. Además las células HL-60 diferenciadas son 

capaces de producir superóxidos y de reducir el azul de tetrazolio al igual que lo 

llevan acabo los neutrófilos [44-46]. Sin embargo, existe poca información acerca 

de los cambios en la expresión de los receptores FcγR en esta línea celular una 

vez que se ha diferenciado a neutrófilos [42]. Por esta razón fue importante 

determinar los receptores que se expresan en las células HL-60 antes y después 

de ser diferenciadas con DMSO. En la figura 4 se observa la expresión del 

receptor FcγRIIA y la ausencia del receptor FcγRIIIB en células HL-60. 

         

Fig. 4 Tinción de células HL-60. Sin anticuerpo (gris), con el anticuerpo 3G8 específico para el 
receptor FcγRIIIB (línea roja) ó con el anticuerpo IV.3 específico para el receptor FcγRIIA (línea 
azul). 
 

Clave mAb

Anti-FcγRIIIB 

Anti-FcγRIIA 

Control 
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Se ha sugerido que el receptor FcγRIIIB es capaz de asociarse con otros 

receptores de membrana como las integrinas. Por esta razón se buscó la 

expresión de integrinas en la línea celular HL-60. En la figura 5 observamos que 

las células HL-60 expresan a las integrinas β1 y a las integrinas β2. La expresión 

de integrinas β2 es mayor que la expresión de integrinas β1. 

 

Fig.5 Tinción de células HL-60. Sin anticuerpo (cuadro azul), con el anticuerpo TS2/16 específico 
para integrinas β1 (línea gris) ó con el anticuerpo IB4 específico para integrinas β2 (línea azul). 

 

Una vez que se observó que las células HL-60 sin diferenciar no expresan 

al receptor FcγRIIIB, el siguiente paso fue ver si al ser tratadas con DMSO se 

inducía la expresión del receptor FcγRIIIB. En la figura 6 se muestra la expresión 

de los receptores FcγR en las células HL-60 después del tratamiento con DMSO 

por 6 días. Después de que las células son diferenciadas a neutrófilos por el 

tratamiento con DMSO no hay expresión del receptor FcγRIIIB, mientras que la 

Clave mAb

 Anti-integrinas β1 

Anti-integrinas β2 

Control 
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expresión del receptor FcγRIIA aumenta con respecto a las células HL-60 sin 

diferenciar. 

 

Fig. 6 Tinción de células HL-60 diferenciadas a neutrófilos con DMSO. Sin anticuerpo (gris), con el 
anticuerpo 3G8 específico para el receptor FcγRIIIB (línea roja) ó con el anticuerpo IV.3 específico 
para el receptor FcγRIIA (línea azul). 
 

También se determinó cómo se afecta la expresión de las integrinas β1 y de 

las integrinas β2 una vez que las células HL-60 son diferenciadas a neutrófilos. En 

la figura 7 podemos observar que la expresión de integrinas β2 aumenta 

ligeramente con respecto a su expresión en células HL-60 sin diferenciar, pero la 

expresión de las integrinas β1 aumenta considerablemente, una vez que las 

células HL-60 han sido tratadas con DMSO por 6 días (comparar figuras 5 y 7). 

Clave mAb

Anti-FcγRIIIB 

Anti-FcγRIIA 

Control 
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Fig. 7 Tinción de células HL-60. Sin anticuerpo (cuadro azul), con el anticuerpo TS2/16 específico 
para integrinas β1 (línea gris) ó con el anticuerpo IB4 específico para integrinas β2 (línea azul). 

 

9.2 Transfección de las células HL-60 

Una vez determinado que la línea celular HL-60 no expresa al receptor 

FcγRIIIB, aún cuando las células son diferenciadas a neutrófilos, el siguiente paso 

fue encontrar un método de transfección eficiente para esta línea celular.  

Se probaron tres métodos de transfección para la línea celular HL-60: 

DEAE-DEXTRAN, Lipofectamina 2000 y Electroporación. En la figura 8 se 

muestran los resultados después de transfectar a las células HL-60 con el 

plásmido pGL3c que codifica para la enzima luciferasa. Como se observa en la 

gráfica sólo el método por electroporación resultó eficiente para la línea celular HL-

60. 
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Fig. 8 Detección de la enzima luciferasa en células HL-60 transfectadas con el plásmido pGL3c.   

Después de que se observó que las células HL-60 se podían transfectar por 

electroporación, entonces lo siguiente fue transectarlas con un plásmido que 

codifica para el receptor FcγRIIIB. El plásmido base fue el pcDNA3/FcγRIIIB, que 

contiene un gen que proporciona resistencia contra el antibiótico geneticina. Esta 

resistencia permitió posteriormente hacer una selección de células positivas para 

el receptor FcγRIIIB. En la figura 9 se muestra la presencia del receptor FcγRIIIB 

30 días después de la transfección por electroporación de células HL-60. 

Encontramos dos poblaciones de células HL-60 positivas para el receptor 

FcγRIIIB. La población que presenta mayor fluorescencia (desplazamiento de la 

curva hacia la derecha) expresa una mayor cantidad del receptor FcγRIIIB sobre 

su superficie. 
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Fig. 9 Tinción de células HL-60 transfectadas con el FcγRIIIB. Sin anticuerpo (cuadro gris) y con el 
anticuerpo 3G8 específico para el receptor FcγRIIIB (línea azul). 
 

9.3 Selección restringida de células HL-60 positivas para el receptor FcγRIIIB 

Para obtener una línea celular con expresión homogénea del receptor 

FcγRIIIB , se realizó una selección restringida por citometría de flujo. En la figura 

10 se observa la expresión del receptor FcγRIIIB en células HL-60 seleccionadas 

por su mayor expresión del receptor FcγRIIIB y separadas por una selección 

restringida de citometría de flujo. De esta forma se obtuvo a la línea celular estable 

HL-60 que expresa al receptor FcγRIIIB. A está línea celular se le dio el nombre de 

células H6γ3B. Con esta línea celular se estudiaron las funciones del receptor 

FcγRIIIB. 

Clave mAb

Anti-FcγRIIIB 
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Fig. 10 Tinción de células HL-60 transfectadas con el receptor FcγRIIIB. Las células fueron 
separadas por selección restringida de citometría de flujo y después teñidas, sin anticuerpo (cuadro 
gris) ó con el anticuerpo 3G8 específico para el receptor FcγRIIIB (línea azul). 
 
9.4 Expresión de los receptores presentes en la línea celular H6γ3B. 

Antes de empezar a estudiar las funciones del receptor FcγRIIIB en las 

células H6γ3B había que comprobar si el receptor FcγRIIA y las integrinas β1 y β2 

no se hubieran alterado después de la transfección. En la figura 11 se observa que 

el receptor FcγRIIA se expresa al mismo nivel en células HL-60 y en células 

H6γ3B. De la misma forma la expresión de integrinas β1 no cambió en las células 

que expresan el receptor FcγRIIIB (Figura 12). La expresión de las integrinas β2 

tampoco cambió por la transfección y expresión del receptor FcγRIIIB (Figura 13). 

Clave mAb

Anti-FcγRIIIB 
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Fig. 11 Tinción para el receptor FcγIIA con el anticuerpo monoclonal IV.3 en células HL-60 y 
H6γ3B. Sin anticuerpo (gris), células H6γ3B (línea roja) y células HL-60 (línea azul). 

 

               

Fig. 12 Tinción para la integrina β1 con el anticuerpo monoclonal TS2/16 en células HL-60 y H6γ3B. 
Sin anticuerpo (gris), células H6γ3B (línea roja oscura) y células HL-60 (línea azul). 
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Fig. 13 Tinción para la integrina β2 con el anticuerpo monoclonal IB4 en células HL-60 y H6γ3B. Sin 
anticuerpo (gris), células H6γ3B (línea roja oscura) y células HL-60 (línea azul). 
 
 

También se determinó la expresión de los receptores FcγRIIA y FcγRIIIB en 

las células H6γ3B después de ser diferenciadas a neutrófilos con DMSO por 6 

días. La expresión del receptor FcγRIIA aumenta en las células H6γ3B 

diferenciadas a neutrófilo (Figura 14). Sin embargo, la expresión del receptor 

FcγRIIIB no aumenta después de que las células son diferenciadas a neutrófilos 

con DMSO (Figura 15). 
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Fig. 14 Tinción del receptor FcγRIIA en células H6γ3B diferenciadas a neutrófilos con DMSO. 
Células H6γ3B sin tratar (línea azul) o con DMSO (línea rojo oscuro) por 6 días y se tiñeron con el 
mAb IV.3 específico para el receptor FcγRIIA. Cuadro gris es el control de tinción sin anticuerpo. 

 

 

Fig. 15 Tinción del receptor FcγRIIIB en células H6γ3B diferenciadas a neutrófilos con DMSO. 
Células H6γ3B sin tratar (línea azul) o con DMSO (línea roja oscura) por 6 días y se tiñeron con el 
mAb 3G8 específico para el receptor FcγRIIIB. Cuadro gris es el control de tinción sin anticuerpo. 
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La expresión de las integrinas β1 aumentó considerablemente cuando las 

células se diferenciaron a neutrófilos (Figura 16). Por su parte las integrinas β2 

aumentaron ligeramente su expresión en las células H6γ3B diferenciadas a 

neutrófilos (Figura 17) 

  

Fig. 16 Tinción integrinas β1 en células H6γ3B diferenciadas a neutrófilos con DMSO. Células 
H6γ3B sin tratar (línea azul) o con DMSO (línea roja oscura) por 6 días y se tiñeron con el mAb 
TS2/16 específico para integrinas β1. Cuadro gris es el control de tinción sin anticuerpo. 

 

 

Fig. 17 Tinción integrinas β2 en células H6γ3B diferenciadas a neutrófilos con DMSO. Células 
H6γ3B sin tratar (línea azul) o con DMSO (línea roja oscura) por 6 días y se tiñeron con el mAb IB4 
específico para integrinas β2. Cuadro gris es el control de tinción sin anticuerpo. 

Clave

DMSO 

Control 

Clave

DMSO 

Control 

Sin anticuerpo 

Sin anticuerpo 



 40

Estos datos indicaron que la expresión del receptor FcγRIIA y las integrinas 

β1 y β2 no es afectada por la expresión del receptor FcγRIIIB; y que las células 

H6γ3B se comportan en forma similar a las células HL-60 cuando son 

diferenciadas a neutrófilos con DMSO. 

9.5 Movilización de calcio intracelular en la línea celular H6γ3B 

Los primeros estudios para ver la función del receptor FcγRIIIB en la línea 

celular H6γ3B fueron la medición de la liberación de calcio por el entrecruzamiento 

del receptor FcγRIIIB. Se ha reportado que este receptor es capaz de movilizar 

calcio en neutrófilos cuando es entrecruzado [8,11]. Para mostrar la capacidad de 

los receptores FcγR de inducir la movilización de calcio se utilizaron neutrófilos 

como control. En la figura 18 podemos ver la movilización de calcio por el 

entrecruzamiento del receptor FcγRIIA en neutrófilos. 
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Fig.18 Medición de la liberación de calcio intracelular después del entrecruzamiento del receptor 
FcγRIIA en neutrófilos, realizado por espectrometría de fluorescencia. La flecha indica el momento 
de entrecruzar el receptor 
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Al igual que para el receptor FcγRIIA, se ha reportado la movilización de 

calcio inducida por el receptor FcγRIIIB. En el laboratorio, se confirmó que el 

entrecruzamiento del receptor FcγRIIIB en el neutrófilo induce también la 

movilización de calcio (Figura 19). 

         
 
Fig.19 Medición de la liberación de calcio intracelular después del entrecruzamiento del receptor 
FcγRIIIB en neutrófilos, realizado por espectrometría de fluorescencia. La flecha indica el momento 
de entrecruzar el receptor. 
 

Después de confirmar que los receptores FcγR del neutrófilo pueden 

movilizar calcio intracelular, quisimos ver si en las células H6γ3B los receptores 

FcγR también eran capaces de llevar a cabo la movilización de calcio intracelular. 

Ni el receptor FcγRIlA (Figura 20), ni el receptor FcγRIIIB (Figura 21) fueron 

capaces de movilizar de calcio en las células H6γ3B. 
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Fig.20 Medición de la liberación de calcio intracelular en células H6γ3B, después del 
entrecruzamiento del receptor FcγRIIA, realizado por espectrometría de fluorescencia. La flecha 
indica el momento de entrecruzar el receptor. 
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Fig.21 Medición de la liberación de calcio intracelular en células H6γ3B, después del 
entrecruzamiento del receptor FcγRIIIB, realizado por espectrometría de fluorescencia. La flecha 
indica el momento de entrecruzar el receptor. 

 

Pensando que las células H6γ3B no estuvieran internalizando el indicador 

de calcio Fura 2/AM y por tal motivo no se estuviera detectando el cambio en la 

concentración intracelular de calcio, se decidió utilizar un control que mostrara que 

las células estuvieran cargadas con el Fura 2/AM. Para ello se utilizó la ionomicina 
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que transporta iones calcio a través de la membrana celular. En la figura 22 se 

muestra la elevación de calcio después de agregar ionomicina, a las células 

H6γ3B. 

 

Fig.22 Medición de la liberación de calcio intracelular en células H6γ3B, después de agregar 50 nM 
de ionomicina, realizado por espectrometría de fluorescencia. La flecha indica el momento añadir 
ionomicina. 

 

9.6 Movilización de calcio intracelular en células H6γ3B diferenciadas, 

después del entrecruzamiento de los receptores  FcγRIIA y FcγRIIIB. 

El resultado anterior confirmó que las células H6γ3B sí estaban 

internalizando el Fura 2/AM y los cambios en la concentración intracelular de 

calcio podían detectarse sin problema. La falta de movilización de calcio después 

del entrecruzamiento de los receptores FcγRIIA y FcγRIIIB en las células H6γ3B 

podría deberse más bien a la inmadurez de las células. Así que se decidió probar 

sí diferenciando la células H6γ3B a neutrófilos con DMSO, las células eran 

capaces de llevar a cabo la movilización de calcio a través de los receptores 

FcγRIIA y FcγRIIIB. Después de que las células H6γ3B se diferenciaron a 
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neutrófilos con DMSO se probó que fueran capaces de movilizar calcio. Para esto 

se utilizó como control la movilización de calcio del receptor para fMLP. El fMLP es 

un péptido derivado de bacterias que se une a un receptor en los neutrófilos, la 

unión de fMLP con cu receptor induce la movilización de calcio [47].  

La figura 23 muestra que el fMLP no fue capaz de llevar a cabo la 

movilización de calcio intracelular en células H6γ3B sin diferenciar. Sin embargo, 

la diferenciación a neutrófilos con DMSO, hace que las células H6γ3B sí 

respondan a fMLP con una movilización de calcio (Figura 24). 
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Fig.23 Medición de la liberación de calcio intracelular después de añadir fMLP 20 nM a células 
H6γ3B sin diferenciar, realizado por espectrometría de fluorescencia. La flecha indica el momento 
de añadir fMLP. 
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Fig.24 Medición de la liberación de calcio intracelular después de añadir fMLP a 20 nM a células 
H6γ3B diferenciadas, realizado por espectrometría de fluorescencia. La flecha indica el momento 
de añadir fMLP. 

 

Todos estos resultados en conjunto demuestran que las células H6γ3B 

diferenciadas con DMSO se comportan efectivamente como neutrófilos y son 

capaces de llevar a cabo la movilización de calcio intracelular. 

El entrecruzamiento del receptor FcγRIIA en células H6γ3B diferenciadas a 

neutrófilos indujo la movilización de calcio intracelular (Figura 25). Sin embargo el 

entrecruzamiento del receptor FcγRIIIB en las células H6γ3B diferenciadas a 

neutrófilos no indujo la movilización de calcio intracelular (Figura 26). 
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Fig.25 Medición de la liberación de calcio intracelular después del entrecruzamiento del receptor 
FcγRIIA en células H6γ3B diferenciadas a neutrófilos, realizado por espectrometría de 
fluorescencia. La flecha indica el momento de entrecruzar el receptor. 
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Fig.26 Medición de la liberación de calcio intracelular después del entrecruzamiento del receptor 
FcγRIIIB en células H6γ3B diferenciadas a neutrófilos, realizado por espectrometría de 
fluorescencia. La flecha indica el momento de entrecruzar el receptor. 

 

Estos resultados muestran que las células H6γ3B son capaces de llevar a 

cabo la movilización de calcio a través del receptor FcγRIIA, pero no a través del 

receptor FcγRIIIB. Esto pudiera deberse a que el receptor FcγRIIIB transfectado y 

expresado en éstas células tiene algún defecto, o bien a que las células H6γ3B 
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carecen de algún componente importante para la transducción de señal por este 

receptor, que se encuentra en el neutrófilo. 

9.7 Medición de p-ERK por Western Blot. 

Antes de descartar completamente que el receptor FcγRIIIB en las células 

H6γ3B no era funcional, se decidió medir otra respuesta conocida de este receptor 

en neutrófilos. Se sabe que el entrecruzamiento del receptor FcγRIIIB lleva a la 

activación de ERK en el neutrófilo [10,35] y esta activación es además importante 

para la fagocitosis de partículas opsonizadas por anticuerpos en neutrófilos 

[10,35]. 

El primer paso a realizar fue detectar la presencia de la cinasa ERK en la 

línea celular H6γ3B. En la figura 27 se muestra la presencia de ERK en neutrófilos 

y en las células H6γ3B, detectada por Western blot. 

                                 

  

Fig. 27 Expresión de ERK en neutrófilos y en la línea celular H6γ3B. La detección de ERK se 
realizó por Western Blot. 

 

Una vez que se comprobó la presencia de la cinasa ERK en la línea celular 

H6γ3B, el siguiente paso fue determinar si el entrecruzamiento del receptor 

FcγRIIIB era capaz de activar a la cinasa ERK en esta línea celular. Para esto se 

llevó a cabo la detección de la forma fosforilada (activa) de la cinasa, utilizando un 

anticuerpo específico. En la figura 28 se muestra la activación de la cinasa ERK 

ERK

        Neutrófilos              H6γ3B     
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después de entrecruzar los receptores  FcγRIIA y FcγRIIIB en neutrófilos y en las 

células H6γ3B diferenciadas 6 días con DMSO 

 

 

                     

 

 

Fig. 28 Activación de la cinasa ERK en neutrófilos y en la línea células H6γ3B diferenciada a 
neutrófilos con DMSO por 6 días. Los receptores FcγRIIA y FcγRIIIB se entrecruzaron con los 
anticuerpos monoclonales IV.3 y 3G8 respectivamente en neutrófilos y en células H6γ3B. 
Posteriormente las células se lisaron y la forma activa fosforilada de ERK (p-ERK) se detectó por 
Western Blot. El panel inferior muestra que la cantidad total de ERK (detectada por Western blot) 
en todas las muestras es similar. 
 

 

Los resultados en conjunto indican que el receptor FcγRIIIB expresado en 

las células H6γ3B es capaz de iniciar una vía de señalización que activa a la 

cinasa ERK, pero no es capaz de inducir la movilización de calcio intracelular. 

. 
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10. Discusión  

Los neutrófilos representan la primera línea de defensa contra agentes 

patógenos. Los neutrófilos son activados al entrar en contacto con antígenos del 

agente patógeno a través de los receptores presentes en la superficie de su 

membrana ó bien a través de moléculas producidas por el organismo como las 

inmunoglobulinas (anticuerpos) en forma de complejos inmunes. Las 

inmunoglobulinas son reconocidas a través de su porción Fc por los receptores Fc 

(FcR). Entre estos receptores se encuentran los que reconocen a la 

inmunoglobulina G (IgG) llamados receptores FcγR. En el neutrófilo se expresan 

los receptores FcγRIIA y FcγRIIIB de manera constitutiva. Las funciones del 

receptor FcγRIIA han sido descritas en distintas células fagocíticas incluyendo a 

los neutrófilos, los monocitos y los macrófagos [9]. Sin embargo, a la fecha las 

funciones del receptor FcγRIIIB no son completamente comprendidas. Existen 

diversos reportes que muestran la capacidad del receptor FcγRIIIB de señalizar al 

interior de la célula [13,16,17,36-38]. El estudio de la vía de señalización del 

receptor FcγRIIIB se ha visto obstaculizado por el hecho de que es un receptor 

exclusivo del neutrófilo, el cual es una célula de vida media corta. Además que no 

existe a la fecha un método de transfección eficiente para el neutrófilo que permita 

realizar experimentos de biología molecular con el fin de aclarar la vía de 

señalización del FcγRIIIB. Por este motivo se decidió expresar el receptor FcγRIIIB 

en una línea celular que ofrece la ventaja de que puede ser mantenida en cultivo, 

además de que existen diversos métodos de transfección para distintas líneas 

celulares.  
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Un paso importante era establecer la línea celular que se transfectaría con 

el plásmido pcDNA3 conteniendo el cDNA que codifica para el receptor FcγRIIIB. 

Ya hay reportes de que el receptor FcγRIIIB transfectado en las líneas celulares 

Jurkat (células T), P815 (células cebadas) y CHO (fibroblastos) no fue capaz de 

señalizar al interior de estas células [48]. Por este motivo se decidió utilizar una 

línea celular con características parecidas al neutrófilo. La línea celular HL-60 

obtenida de un paciente con leucemia promielocítica [41] se ha utilizado como una 

célula modelo para estudiar las funciones del neutrófilo [49]. El tratamiento de las 

células HL-60 con DMSO puede diferenciarlas a neutrófilos [40-42]. También se 

ha reportado que el tratamiento de las células HL-60 con PMA ó vitamina D3 

diferencia a las células hacia monocitos [44,50]. Recientemente se reportó que el 

tratamiento de las células HL-60 con DMSO modifica la expresión de distintas 

proteínas en la superficie de la membrana. Sin embargo, aún después del 

tratamiento con DMSO, no hay expresión del receptor FcγRIIIB en las células HL-

60 [42]. Mis resultados concuerdan con este reporte ya que también indican que 

las células HL-60 no expresan al FcγRIIIB aún después de diferenciarlas a 

neutrófilos (fig.6). No obstante, se ha reportado que el aumento en la expresión del 

receptor FcγRIIA es un marcador que indica que las células HL-60 se han 

diferenciado a neutrófilos [51], al igual que el aumento en la expresión de las 

integrinas β1 y β2 [42]. 

Una vez que se observó la ausencia del receptor FcγRIIIB, lo siguiente fue 

encontrar un método de transfección para la línea celular HL-60. En este proceso 

se probaron tres métodos distintos de transfección. El primer método que se utilizó 
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fue el método de DEAE-DEXTRAN. En este método, el DEAE-DEXTRAN se une 

por carga a los grupos fosfato del DNA formando agregados. Estos agregados 

posteriormente se unen a la membrana plasmática en donde son endocitados por 

la célula permitiendo de esta manera la entrada del DNA al interior de la célula. 

Aunque no hay reportes de transfección de células HL-60 por este método, se ha 

reportado que distintas líneas celulares en suspensión son transfectadas por este 

método [52]. Sin embargo, como lo muestran mis resultados (fig. 8), no se logró la 

transfección de las células HL-60 por el método de DEAE-DEXTRAN. Así que el 

siguiente método que se utilizó fue la transfección con lipofectamina. En este 

método, la lipofectamina forma liposomas dentro de los cuales se encuentra el 

DNA. Posteriormente estos liposomas se fusionan con la membrana de la célula 

permitiendo la entrada de DNA. Se ha reportado que las células HL-60 pueden ser 

transfectadas con lipofectamina [53-55]. Sin embargo, mis resultados muestran lo 

contrario, ya que las células HL-60 no pudieron ser transfectadas por el método de 

la lipofectamina (fig.8). 

Por ultimó se probó transfectar las células HL-60 por electroporación. Se ha 

reportado que este método es eficaz para transfectar esta línea celular [56-58]. En 

este método se proporciona una descarga eléctrica a las células con el fin de 

hacer poros en la membrana celular y de esta forma permitir la entrada del DNA a 

la célula. La electroporación es un método eficaz de transfección para una gran 

cantidad de líneas celulares. Sin embargo, este método resulta muy agresivo para 

las células, es por ello que se necesita una gran cantidad de ellas para lograr una 

transfección positiva, ya que sólo entre 20 % y 30 % de las células logra 

sobrevivir. La transfección de las células HL-60 por electroporación fue positiva 
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como lo demostró la expresión de luciferasa, después de transfectar las células 

con el plásmido pGL3c que codifica para la enzima luciferasa (fig 8). Después de 

comprobar que las células HL-60 se pueden transfectar por electroporación, se 

procedió a transfectar las células con el plásmido pcDNA3/FcγRIIIB. Este plásmido 

también tiene un gen que le proporciona a la célula resistencia contra el antibiótico 

geneticina. La resistencia contra este antibiótico nos permitió eliminar todas 

aquellas células que no fueron transfectadas, debido a que la geneticina interfiere 

en la síntesis de proteínas en células eucarióticas y sólo aquellas células que 

fueron transfectadas con el plásmido pcDNA3/FcγRIIIB puede sobrevivir. Después 

de tratar a las células HL-60 por varios días con geneticina a una concentración de 

800 μg/ml se tenían dos poblaciones de células expresando diferentes cantidades 

del receptor (fig. 9). Por lo tanto se realizó entonces una selección de células 

positivas por citometría de flujo para obtener una población homogénea de células 

que expresaran al receptor FcγRIIIB. Después de separar las células que 

expresaban una mayor cantidad del receptor se obtuvo una línea celular que 

expresa al receptor FcγRIIIB de manera estable. Esta línea celular se denominó 

H6γ3B (fig.10). Teniendo la línea celular que expresa FcγRIIIB se procedió a 

estudiar la capacidad de señalizar de este receptor en estas células  

Los primeros estudios realizados en las células H6γ3B fueron la 

movilización de calcio por el entrecruzamiento de receptor FcγRIIIB. La capacidad 

de liberar calcio intracelular por parte del receptor FcγRIIIB en el neutrófilo ha sido 

mostrada por distintos grupos de trabajo [8,11,16]. Pero a la fecha, la vía de 

señalización que induce la liberación de calcio en respuesta al entrecruzamiento 
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del receptor FcγRIIIB no se comprende con claridad. Se ha reportado que la 

liberación de calcio intracelular inducida por el entrecruzamiento del receptor 

FcγRIIIB es independiente de IP3 [21]. Al contrario, la liberación de calcio inducida 

por el receptor FcγRIIA y por el receptor para fMLP es dependiente de IP3 

[18,21,59]. Para entender cuál es la vía de señalización que utiliza el receptor 

FcγRIIIB para inducir la liberación de calcio, el receptor ha sido expresado en 

distintas líneas celulares incluyendo células T Jurkat, en células cebadas P815 y 

en células CHO que tienen características de fibroblastos. En estas líneas 

celulares el receptor FcγRIIIB fue incapaz de inducir la liberación de calcio 

después de su entrecruzamiento [48]. Mis resultados también muestran que el 

receptor FcγRIIIB expresado en la línea celular HL-60 no fue capaz de inducir la 

liberación de calcio (fig. 18). Esto se mantuvo aún cuando las células fueron 

diferenciadas con DMSO a neutrófilos (fig. 22). Este resultado no es porque las 

células tengan un defecto en su maquinaria para movilizar calcio. Cuando el 

receptor FcγRIIA en esta misma línea celular es entrecruzado se produce una 

liberación de calcio normal (fig. 21). De igual manera el receptor para fMLP induce 

liberación de calcio en las células H6γ3B (fig. 20). El receptor FcγRIIIB no indujo la 

liberación de calcio aún cuando las células H6γ3B fueron diferenciadas con 

DMSO.  

El hecho de que el receptor FcγRIIIB transfectado en las células HL-60 no 

pueda movilizar calcio, al igual que no lo puede hacer en las células Jurkat y CHO 

[48],sugiere que la vía de señalización de este receptor involucra alguna molécula 

que sólo se acopla funcionalmente a este receptor en el neutrófilo. 
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Por otra parte se ha reportado que el receptor FcγRIIIB puede activar a la 

cinasa ERK [10,17]. ERK participa en la fagocitosis mediada por partículas 

opsonizadas con IgG en neutrófilos [60,61]. Estas células requieren de ERK y 

PI3K para una fagocitosis eficiente [35]. A diferencia de la movilización de calcio, 

mis resultados muestran que el receptor FcγRIIIB es capaz de activar a la cinasa 

ERK, al igual que lo hace el receptor FcγRIIA (fig.24). Estos datos muestran que el 

receptor FcγRIIIB transfectado en las células HL-60 sí es funcional, al menos para 

enviar algunas señales al interior de la célula. Sin embargo, falta por aclarar la vía 

de señalización que utiliza el receptor FcγRIIIB. 

Aunque las vía que lleva a la activación de ERK y liberación de calcio 

inducidas por el entrecruzamiento del receptor FcγRIIIB no son del todo claras, se 

ha reportado que otras proteínas ancladas con moléculas de 

glicosilfosfatidilinositol son capaces de enviar señales al interior de la célula. Una 

característica en común que tienen las proteínas ancladas con GPI es que 

después de su unión con su ligando, estas proteínas son capaces de enviar 

señales al interior de la célula que resultan en: la elevación de calcio intracelular, 

fosforilación de tirosinas de substratos celulares, iniciación de funciones efectoras 

como el estallido oxidativo, o degranulación, e incluso proliferación como en el 

caso de las células T [62]. El entrecruzamiento de proteínas acopladas a GPI 

como Thy-1, la proteína activadora de células T (TAP) o el factor acelerador de 

decaimiento de complemento (DAF) llevan a la activación de células T, 

produciendo la liberación de calcio intracelular, la producción de IL-2 y la 

proliferación celular [9].  
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Se han identificado cinasas de la familia Src como Lck en asociación con 

proteínas ancladas con GPI como DAF y Thy-1. Las interacciones entre las 

cinasas de la familia Src y las proteínas acopladas a GPI están en los sitios de 

palmitoilación de la región amino terminal de la cinasa [63,64]. Tanto las cinasas 

de la familia Src, como las proteínas ancladas con moléculas de GPI se 

encuentran en regiones de la membrana ricas en glicofosfolípidos y colesterol. 

Estas regiones se conocen como membranas resistentes a detergentes (DRM, por 

sus siglas en ingles). Las DRM se comportan como plataformas dentro de las 

cuales se forman complejos de proteínas capaces de enviar señales al interior de 

la célula. Recientemente se reportó que las DRM están divididas en las DRM de 

alta densidad (DRM-H) y las DRM de baja densidad (DRM-L) [6]. Se piensa que el 

receptor FcγRIIIB está en las DRM-L en estado de reposo y una vez que es 

entrecruzado, se concentra en las DRM-H. Esto es porque se ha reportado que en 

las DRM-H hay una gran cantidad de proteínas asociadas al citoesqueleto [65]. 

Esto sugeriría que la asociación del receptor FcγRIIIB con las DRM-H podría estar 

implicada en el proceso de polimerización de la actina, que es iniciado por el 

entrecruzamiento del receptor FcγRIIIB [65].  

En los DRMs también se ha reportado la presencia de otras moléculas 

como las integrinas β2 [6] y el receptor FcγRIIA [59]. La cercanía del receptor 

FcγRIIIB con estas moléculas apoyaría la idea de que este receptor necesita 

asociarse a estas moléculas para señalizar al interior de la célula. El estudio de la 

asociación del receptor FcγRIIIB con otras moléculas se ha visto obstaculizado por 

el hecho de ser éste un receptor exclusivo del neutrófilo. Los estudios para 



 56

determinar si existe una asociación real entre el receptor FcγRIIIB y otras 

moléculas como integrinas ó el receptor FcγRIIA se han realizado por microscopia 

de fluorescencia [13]. Se ha reportado co-localización de fluorescencia para el 

FcγRIIIB y las integrinas β2 o el FcγRIIA, después de la activación con complejos 

inmunes. Sin embargo, aún queda en duda si la co-localización refleja una 

asociación real (directa proteína-proteína)entre estas moléculas. Un estudio por 

transferencia de energía de fluorescencia por resonancia (FRET) que podría 

resolver este problema, aún no es posible de realizar, debido a que no existe un 

método eficiente de transfección para el neutrófilo. No obstante ahora que 

contamos con una línea celular que expresa al receptor FcγRIIIB que es capaz de 

activar a ERK, se podría empezar a dilucidar la vía de señalización que utiliza el 

receptor FcγRIIIB utilizando otras técnicas como la transfección de moléculas 

marcadas con proteína verde fluorescente ó de moléculas mutadas.  

Aún faltan realizar estudios complementarios sobre el receptor FcγRIIIB 

expresado en la línea H6γ3B para ver si el receptor puede aumentar la expresión 

de las integrinas β2, ó si puede activar a las integrinas β1, tal como se ha reportado 

que lo hace en neutrófilos [14]. También falta comprobar que el receptor FcγRIIIB 

en las células H6γ3B tiene la capacidad de inducir fagocitosis. Se sabe que las 

células HL-60 son capaces de fagocitar una vez que han sido diferenciadas con 

DMSO a neutrófilos [44,66]. En estas condiciones hay que probar al receptor 

FcγRIIIB en las células H6γ3B. Finalmente otra prueba a realizar con estas células 

es ver la participación del receptor FcγRIIIB en la activación de factores 
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transcripcionales como NFκB como se mostró que lo puede hacer en el neutrófilo 

[17]. 

Aunque aún faltan estudiar otras funciones que pueda tener el receptor 

FcγRIIIB en las células H6γ3B, el contar con esta línea celular nos ayudará en el 

futuro a esclarecer la vía de señalización del receptor FcγRIIIB. 
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11. Conclusiones 

 La activación del receptor FcγRIIA y el receptor para fMLP induce la 

movilización de Calcio intracelular solamente en las células H6γ3B 

diferenciadas a neutrófilos.Las células H6γ3B diferenciadas no pueden 

llevar a cabo la movilización de calcio por el receptor FcγRIIIB. 

 El entrecruzamiento del receptor FcγRIIIB es capaz de activar a la cinasa 

ERK en las células H6γ3B diferenciadas a neutrófilos. 

 El receptor FcγRIIIB es funcional en las células H6γ3B. 

 Las células H6γ3B servirán para estudios posteriores sobre la vía de 

señalización del receptor FcγRIIIB. 
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