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Introduccién. La neutropenia es un efecto secundario del
tratamiento con quimioterapia en pacientes con leucemia. Se
caracteriza por una disminucion critica de neutrdéfilos en sangre,
y tiene como consecuencia un aumento del riesgo de infecciones
en los pacientes afectados. Actualmente, una estrategia para
prevenir o tratar infecciones neutropénicas es la transfusion de
neutréfilos de donantes, sin embargo este tratamiento puede
generar diversas complicaciones clinicas. Durante la transfusion,
las células del sistema inmune del hospedero pueden producir
anticuerpos contra ciertas proteinas presentes en la superficie de
los neutrdfilos del donante, lo que puede promover el desarrollo
de condiciones adversas tales como la neutropenia aloinmune, o
la lesion pulmonar aguda producida por transfusion (TRALI, por
sus siglas en inglés), entre otras. Existen reportes que indican
que los anticuerpos producidos contra las proteinas CD16b y
CD177 estan relacionados con el desarrollo de condiciones
clinicas adversas (1). Se han reportado casos de fenotipo nulo
para CD16b y CD177 en neutréfilos humanos, sin pérdida de
funcién inmunoldégica. Esto es debido a que esas deficiencias se
ven compensadas por la regulacion de CD32 y CD87 (Tabla 1),
respectivamente (1,2,3,4).

En el contexto del desarrollo y optimizacion de una terapia
universal de neutrofilos, surge la posibilidad de optimizar células
desarrolladas in vitro para prevenir casos de aloinmunizacion.
Aqui proponemos, como prueba de concepto, modificar el
genoma de la linea celular promielocitica HL-60 mediante el
Knock-Out de CD16b y posteriormente diferenciarla a neutréfilos
para evaluar su fenotipo y funciéon inmunoldgica. A largo plazo,
se pretende contribuir con una terapia universal de neutréfilos
mas segura que la de neutréfilos de donantes, que reduzca los
efectos adversos relacionados con la transfusion de neutréfilos y
que pueda ser utilizada en pacientes que presenten la condicion
de neutropenia.

Metodologia. Se disefid una estrategia de produccién ex vivo de
neutréfilos derivados de la linea celular HL-60 genéticamente
modificados por el Knock-Out del gen CD16b (HNA-1) usando
herramientas CRISPR/Cas 9 y recombinacién homologa con el
Knock-In de una proteina fluorescente, o Knock-Out mediante
NHEJ. Se disefiaron RNA guias y se clonaron en el vector
lentiCRISPR v2. Posteriormente, se transfecté la linea celular
HL-60 con esta construccidon usando polietilenimina y una vez
comprobada la modificacién genética en clonas aisladas, se
diferenciaron a neutréfilos mediante DMSO, y se evalio el
fenotipo usando citometria de flujo y gqRT-PCR.

Resultados. Se disefiaron in silico las construcciones del
sistema CRISPR/CAS9 usando el plasmido lentiCRISPR v2 (Fig.

1) y el software SnapGene Viewer, posteriormente se realizaron
las construcciones in vitro y con las construcciones resultantes
se transfectaron células de la linea celular HL-60 usando
polietilenimina, se comprobd la edicion genética mediante
secuenciacion Sanger, y se diferenciaron las nuevas lineas
celulares hasta neutrdfilos. Posteriormente se analizé el fenotipo
celular mediante citometria de flujo.
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Fig. 1. Plasmido lentiCRISPR v2. Mapa del plasmido lentiCRISPR v2,
los RNA guia se clonaron en este plasmido que ya incluye la secuencia
codificante para Cas 9.

Tabla 1. Reportes de ausencia de CD16b y CD177 en pacientes.

Molécula Ausencia Autores que lo
compensada por reportan
CD16b (HNA-1) CD32 Flesch et al.,
2018; Muschter
etal., 2018
CD177 (HNA-2) CcD87 Stroncek et al.,
2004

Conclusiones. Se evaluo el fenotipo mediante citometria de flujo
y qRT-PCR vy se logro evidenciar la eliminacién de CD16b en
neutréfilos derivados de la linea celular HL-60.
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