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RESUMEN	  

	  

La	  cinasa	  Jak3	  es	  necesaria	  para	  la	  migración	  de	  los	  linfocitos	  T	  en	  respuesta	  a	  

quimiocinas,	   sin	  embargo	  se	  desconoce	  cual	  es	  su	  papel	  en	   la	   transducción	  de	  

señales	   mediada	   por	   los	   receptores	   de	   quimiocinas	   CCR7	   y	   CXCR4.	   Jak3	   se	  

activa	  en	  respuesta	  a	  diversas	  quimiocinas,	  como	  CCL19,	  CCL21	  y	  CXCL12,	  y	  se	  

sabe	   que	   la	   inhibición	   o	   ausencia	   de	   Jak3	   en	   linfocitos	   T	   resulta	   en	   una	  

migración	  deficiente	  ante	  dichas	  quiomiocinas.	  En	  el	  presente	  trabajo	  se	  estudió	  

la	   función	   de	   Jak3	   en	   la	   transducción	   de	   señales	   activada	   por	   CCR7	   y	   CXCR4	  

involucradas	   en	   la	   reorganización	   del	   citoesqueleto	   de	   actina.	   Se	   utilizaron	  

células	  murinas	  de	   ganglios	   linfáticos	  de	   ratones	   silvestres	   o	   células	   humanas	  

PBMCs	  para	  el	  tratamiento	  con	  WHI-‐P131	  o	  PTX,	  y	  linfocitos	  de	  ratones	  Jak3-‐/-‐.	  

Se	  analizó	  la	  reorganización	  del	  citoesqueleto	  inducida	  por	  las	  quimiocinas,	  y	  se	  

encontró	   una	   reducción	   significativa	   de	   la	   polimerización	   de	   actina	   en	   las	  

células	  tratadas	  con	  WHI-‐P131,	  con	  respecto	  a	  las	  células	  control,	  así	  como	  una	  

disminución	  en	  la	  polimerización	  de	  actina	  en	  los	  linfocitos	  T	  Jak3-‐/-‐.	  Asimismo,	  

la	   cinética	   de	   activación	   de	   cofilina	   se	   alteró	   mediante	   la	   inhibición	  

farmacológica	   de	   Jak3,	   permaneciendo	   activa	   por	   más	   tiempo,	   pero	   el	  

tratamiento	  con	  PTX	  no	  modificó	  de	  la	  cinética	  de	  cofilina.	  La	  inhibición	  de	  Jak3	  

tuvo	  como	  consecuencia	  la	  disminución	  de	  la	  activación	  de	  Rac1,	  pero	  permitió	  

generar	  estructuras	  lamelares	  al	  frente	  de	  migración,	  mientras	  que	  la	  activación	  

de	  RhoA	  se	  inhibió	  completamente.	  El	  presente	  estudio	  demuestra	  que	  Jak3	  se	  

requiere	   para	   la	   activación	   de	   moléculas	   clave	   en	   la	   reorganización	   del	  

citoesqueleto	  de	  actina,	  como	  	  cofilina	  y	  las	  GTPasas	  Rac1	  y	  RhoA.	  Con	  base	  en	  

los	   resultados	   obtenidos	   se	   propone	   un	   modelo	   en	   el	   cual	   las	   vías	   Jak3	   y	  

proteína	   Gαi	   se	   activan	   de	  manera	   independiente,	   pero	   ambas	   vías	   tienen	   un	  

papel	   complementario	   para	   la	   reorganización	   del	   citoesqueleto	   de	   actina	  

durante	  la	  migración	  celular	  en	  respuesta	  a	  quimiocinas	  en	  linfocitos	  T.	  
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ABSTRACT	  

	  

The	   kinase	   Jak3	   is	   required	   for	   the	   chemokine-‐dependent	   migration	   of	   T	  

lymphocytes;	  however,	  it	  is	  unknown	  its	  role	  in	  the	  signaling	  pathway	  mediated	  

by	   the	  chemokine	  receptors	  CCR7	  and	  CXCR4.	   Jak3	   is	  activated	   in	  response	   to	  

chemokines,	  like	  CCL19,	  CCL21	  and	  CXCL12,	  	   and	   it	   is	   known	   that	  

pharmacological	   inhibition	  of	   the	  kinase	  or	   in	   absence	  of	   Jak3,	  T	   lymphocytes	  

have	  an	  impaired	  migration	  towards	  this	  chemokines.	   In	  this	  work	  we	  studied	  

the	  role	  of	  Jak3	  in	  the	  signal	  transduction	  mediated	  by	  the	  receptors	  CCR7	  and	  

CXCR4	  involved	  in	  the	  actin	  cytoskeleton	  reorganization.	  In	  the	  experiments	  of	  

pharmacological	  inhibition	  with	  WHI-‐P131	  or	  PTX,	  were	  used	  murine	  cells	  from	  

lymph	  nodes	  or	  periferic	  blood	  human	  cells.	  Other	  experiments	  were	  performed	  

with	  T	  lymphocytes	  from	  Jak3-‐/-‐	  mice.	  The	  cytoskeleton	  reorganization	  induced	  

by	  chemokines	  was	  analizad,	  and	  was	  found	  a	  significant	  reduction	  in	  the	  actin	  

polymerization	   in	   WHI-‐P131-‐treated	   cells	   in	   comparison	   to	   the	   control	   cells,	  

and	   the	   Jak3-‐/-‐	   T	   lymphocytes	   showed	   a	   remarked	   reduction	   in	   the	   actin	  

polymerization.	   Also,	   the	   kinetic	   of	   cofilin	   activation	   was	   altered	   in	   Jak3-‐

inhibited	  cells	  reminding	  activated	  for	  a	  longer	  period	  of	  time	  than	  the	  controls,	  

but	   G	   protein	   inactivation	   had	   no	   effect	   on	   cofilin	   kinetic.	   Otherwise,	   Jak3-‐

inhibition	  affect	  Rac1	  activation,	  but	   the	   cell	  was	   capable	   to	  generate	   lamellar	  

structures	  at	  the	  leading	  edge,	  while	  RhoA	  activation	  was	  completely	  lost.	  This	  

study	   demonstrates	   that	   Jak3	   is	   required	   for	   the	   activation	   of	   key	   molecules	  

responsible	   of	   the	   actin	   cytoskeleton	   reorganization,	   like	   cofilin	   and	   the	   small	  

GTPases	   Rac1	   and	   RhoA.	   Supported	   by	   the	   results	   obtained	   in	   this	   study,	  we	  

propose	   a	   model	   of	   independent	   activation	   between	   Jak3	   and	   G	   protein	  

pathways,	   where	   both	   pathways	   have	   a	   complementary	   role	   in	   the	   actin	  

cytoskeleton	   reorganization	   during	   cell	   migration	   towards	   chemokines	   in	   T	  

lymphocytes.	  
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Video	  1.	  
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quimiocina	  CCL21	  en	  el	  grupo	  control	  de	  linfocitos.	  
doi:10.1371/journal.pone.0088014.s003	  
(MOV)	  
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Videomicroscopía	   de	   “time-‐lapse”	   de	   la	   respuesta	   migratoria	   hacia	   la	  
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doi:10.1371/journal.pone.0088014.s005	  
(MOV)	  
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1. INTRODUCCIÓN	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  

1.1. 	  Los	  linfocitos	  T	   	   	  

	  

Los	   linfocitos	   T	   son	   células	   altamente	   migratorias	   cuyos	   progenitores	  

inmaduros	  salen	  de	  la	  médula	  ósea	  o	  higado	  fetal	  para	   llegar	  al	  timo	  [1].	  En	  el	  

timo	  se	  desarrollan	  los	  linfocitos	  T,	  dependiente	  de	  la	  interacción	  con	  diferentes	  

tipos	   de	   células	   residentes	   que	   van	   dando	   señales	   para	   permitir	   la	  

direfenciación	  [2].	  Entre	  las	  células	  que	  interaccionan	  con	  los	  precursores	  de	  los	  

linfocitos	  T	  	  están	  las	  cTEC	  que	  se	  localizan	  en	  la	  corteza	  externa,	  mientras	  que	  

en	   la	   zona	   medular	   tímica	   se	   encuentran	   las	   células	   dendríticas	   tímicas,	  

macrófagos	  y	  las	  células	  mTEC	  [3].	  

	  

	  
Figura.	  1.-‐Desarrollo	  de	  los	  linfocitos	  T.	  Los	  progenitores	  circulantes	  entran	  al	  timo	  

por	   las	   vénulas	   postcapilares.	   Las	   células	   transitan	   por	   varias	   etapas	   de	   desarrollo,	  

clasificadas	  por	   la	   expresión	  de	   los	  marcadores	  en	   superficie	  CD44	  y	  CD25,	  hasta	   la	  

expresión	  de	  los	  marcadores	  CD4	  y	  CD8	  para	  poder	  determinar	  el	  subtipo	  de	  célula	  T	  

que	   saldrá	   a	   la	   periferia	   ya	   como	   linfocito	   T	   maduro.	   Figura	   tomada	   de	   Love	   y	  

Bhandoola,	  2011.	  
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Cuando	  entran	  al	  timo,	  las	  células	  no	  presentan	  TCR,	  tampoco	  los	  correceptores	  

CD4	  ni	  CD8,	  característicos	  de	   los	   linfocitos	  T	  (Fig.	  1).	  En	  esta	  etapa	  temprana	  

del	  desarrollo,	  por	   la	  ausencia	  de	   los	  correceptores	  CD4	  y	  CD8,	   se	   les	  clasifica	  

como	   DN1,	   que	   se	   distinguen	   por	   ser	   CD44+CD25-‐.	   Las	   células	   DN2	   son	  

CD44+CD25+	   mientras	   que	   las	   células	   DN3	   son	   CD44-‐CD25+	   y	   es	   en	   este	  

momento	   donde	   ya	   se	   tiene	   el	   compromiso	   de	   linaje	   de	   célula	   T.	   El	   TCR	   se	  

rearregla	  dando	  lugar	  al	  pre-‐TCR,	  que	  mediará	  señales	  para	  permitir	  el	  rescate	  

de	   la	   muerte	   por	   apoptosis.	   En	   el	   estadio	   DN4	   (CD44-‐CD25-‐)	   los	   timocitos	  

migran	  hacia	   la	  corteza	  tímica	  donde	  se	  diferencian	  en	  DP	  por	   la	  expresión	  de	  

los	   correceptores	   CD4	   y	   CD8.	   Durante	   esta	   etapa,	   el	   pre-‐TCR	   completa	   su	  

rearreglo	  y	  ensamblaje	  con	  CD3	  para	  ser	  TCR	  exitoso.	  	  

	  

Los	   timocitos	   DP	   pasan	   por	   procesos	   donde	   se	   seleccionan	   aquellos	   que	   han	  

concretado	  un	  TCR	  capaz	  de	   inducir	   señales	  apropiadas	  y	  para	   la	   elección	  del	  

linaje	  CD4/CD8.	  A	  continuación	  se	  abordan	  de	  forma	  breve	  dichos	  procesos	  de	  

selección.	  	  

	  

Se	  denominado	  muerte	  por	  negligencia,	   cuando	  el	  TCR	  de	   los	   timocitos	  DP	  no	  

tiene	   la	   capacidad	   apropiada	   de	   interacción	   con	   los	   péptidos	   presentados	   por	  

las	   células	   epiteliales	   tímicas	   y	   no	   genere	   señales	   intracelulares	   o	   estas	   son	  

débiles	  [4,	  5].	  

	  

La	   selección	   positiva	   es	   cuando	   el	   TCR	   del	   timocito	   DP	   interacciona	   con	   el	  

péptido	  presentado	  y	  genera	  señales	  intermedias,	  lo	  que	  rescata	  de	  la	  muerte	  al	  

timocito.	  Después	  de	  haber	  sido	  seleccionado	  positivamente	  el	  timocito	  expresa	  

la	  molécula	  VCAM-‐1	  que	  le	  ayudará	  a	  la	  migración	  hacia	  la	  médula	  tímica	  [6].	  

	  

La	  selección	  negativa	  ocurre	  una	  vez	  que	   los	   timocitos	  han	  sido	  seleccionados	  

positivamente	   y	   migran	   hacia	   la	   médula	   tímica.	   Las	   células	   mTEC	   presentan	  

péptidos	  propios	  a	  los	  timocitos	  y	  si	   la	  interacción	  del	  TCR	  con	  los	  péptidos	  es	  

alta,	   son	   eliminados	   por	   apoptosis,	   previniendo	   la	   generación	   de	   células	  

potencialmente	   autorreactivas	  o	   también	  pueden	   ser	   rescatadas	  de	   la	  muerte,	  

generando	  un	  repertorio	  de	  linfocitos	  T	  reguladores.	  
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La	  elección	  de	   linaje	  CD4/CD8	  se	  da	  durante	   la	  migración	  de	   los	   timocitos	  DP	  

hacia	  la	  médula	  tímica.	  En	  este	  paso,	  los	  timocitos	  se	  diferencían	  a	  SP,	  quedando	  

solo	  CD4	  ó	  CD8,	  para	  posteriormente	   salir	  del	   timo,	  donde	  estas	   células	   ya	   se	  

denominan	  linfocitos	  T	  maduros	  vírgenes	  [7].	  

	  

1.1.1. Migración	   de	   los	   linfocitos	   T	   durante	   su	   diferenciación	   y	  

desarrollo	  en	  el	  timo.	  

	  

Las	  células	  precursoras	  de	  los	  linfocitos	  T	  provienen	  de	  la	  médula	  ósea	  y	  deben	  

migrar	   por	   el	   torrente	   sanguíneo	   hasta	   el	   timo,	   donde	   pasan	   por	   el	   proceso	  

complejo	   y	   riguroso	   de	   selección	   y	   maduración,	   generando	   el	   repertorio	   de	  

linfocitos	  T	  con	  una	  variedad	  requerida	  para	  la	  defensa	  del	  organismo	  (capaz	  de	  

reconocer	  más	   de	   108	   antígenos	   diferentes).	   Durante	   dicho	   proceso,	   desde	   la	  

llegada	  al	  timo	  hasta	  la	  salida,	  los	  timocitos	  migran	  a	  diferentes	  zonas	  del	  timo	  

guiados	  por	  receptores	  de	  quimiocinas	  y	  sus	  ligados	  (Fig.	  1	  y	  tabla	  1)	  [8,	  9].	  

Se	  ha	  descrito	  que	  la	  llegada	  al	  timo	  depende	  de	  la	  expresión	  de	  los	  receptores	  

de	  quimiocinas	  CCR7	  y	  CCR9	  por	  parte	  de	  las	  células	  precursoras	  de	  linfocitos	  T,	  

así	  como	  de	  la	  expresión	  de	  los	  ligandos	  CCL19,	  CCL21	  y	  CCL25	  en	  las	  vénulas	  

postcapilares	  que	  se	  encuentran	  en	   la	  región	  córtico-‐medular	  del	   timo.	  Ambos	  

receptores	   y	   sus	   ligandos	   también	   son	   requeridos	   en	   diferentes	   estadios	   de	  

diferenciación	  y	  maduración,	  donde	  las	  células	  del	  estroma	  tímico	  expresan	  las	  

quimiocinas,	  permitiendo	  la	  migración	  y	  el	  contacto	  con	  los	  timocitos	  [10].	  	  

Otros	  receptores	  de	  quimiocinas	  y	  sus	  ligandos	  también	  participan	  en	  diferentes	  

puntos	   del	   proceso	   del	   desarrollo	   de	   los	   linfocitos	   T.	   Asociado	   a	   la	   selección	  

negativa	   de	   los	   timocitos	   se	   encuentra	   el	   receptor	   CCR4,	   expresado	   por	  

timocitos,	   y	   sus	   ligandos	   CCL17	   expresado	   por	   células	   dendríticas,	  

principalmente	  en	  la	  médula	  del	  timo	  y	  CCL22	  expresado	  en	  los	  corpúsculos	  de	  

Hassall.	  Estos	  corpúsculos	  son	  estructuras	  formadas	  de	  láminas	  concéntricas	  de	  

células	   epiteliales	   reticulares	   ricas	   en	   queratina	   y	   productoras	   de	   hormonas	  

como	   la	   timosina,	   timopoyetina,	   entre	   otras.	   La	   quimiocina	   CCL22	   también	   es	  

expresada	  por	  algunas	  células	  mTEC.	  Por	  otra	  parte,	   la	  expresión	  de	  CXCR4	  se	  

asocia	  al	  desarrollo	  y	  relocalización	  de	  los	  timocitos	  DN	  hacia	  la	  corteza	  externa,	  
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y	  su	  ligando	  CXCL12	  se	  expresa	  en	  la	  región	  subcapsular,	  en	  la	  médula	  tímica,	  en	  

los	  corpúsculos	  de	  Hassall,	  células	  epiteliales	  y	  por	  un	  subtipo	  de	  células	  cTEC.	  	  

	  

Una	  vez	  que	  los	  linfocitos	  son	  SP	  y	  han	  completado	  su	  proceso	  de	  maduración,	  

para	   poder	   salir	   del	   timo	   requieren	   la	   expresión	   en	   superficie	   del	   receptor	  

S1P1R	  y	  de	  CCR7	  para	  migrar	  a	  los	  órganos	  linfoides	  secundarios	  como	  son	  los	  

ganglios	  linfáticos	  [8].	  

	  

	  
Tabla	   1.	   Expresión	   de	   receptores	   de	   quimiocinas	   y	   sus	   ligandos	   durante	   el	  

desarrollo	   tímico.	  Datos	   obtenidos	   de	   células	   y	   tejidos	   humanos	   o	  murinos.	   Tabla	  

tomada	  de	  Takahama,	  2006.	  

1.1.2. Migración	  de	  los	  linfocitos	  T	  a	  los	  ganglios	  linfáticos	  
	  

Los	   linfocitos	   T	   vírgenes	   recirculan	   entre	   el	   torrente	   sanguíneo	   y	   los	   tejidos	  

linfoides,	  incluyendo	  los	  ganglios	  linfáticos.	  La	  salida	  de	  los	  linfocitos	  T	  desde	  el	  

torrente	   sanguíneo	   y	   su	   entrada	   a	   los	   ganglios	   linfáticos	   depende	   de	   CCL21,	  

cuya	   producción	   genera	   un	   gradiente	   en	   la	   pared	   vascular	   que	   permite	   a	   la	  

célula	   guiarse	   hacia	   las	   HEVs	   postcapilares,	   en	   los	   vasos	   aferentes	   de	   los	  

ganglios	  linfáticos	  (Fig.	  2)[11].	  	  
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Figura	  2.-‐Etapas	  de	  la	  migración	  de	  los	  linfocitos	  T	  a	  los	  ganglios	  linfáticos.	  En	  las	  

HEVs,	   los	   linfocitos	  T	  pueden	   interaccionar	  con	  PNAd	  como	  son	  CD34	  o	  GlyCAM-‐1.	  El	  

rodamiento	  de	  la	  célula	  a	  lo	  largo	  del	  endotelio	  permite	  una	  mayor	  interacción	  con	  las	  

moléculas	  para	  una	  adhesión	  firme	  que	  conducirá	  al	  anclaje	  de	  la	  célula.	  LFA-‐1	  e	  ICAM-‐

1	   expresadas	   en	   los	   linfocitos	   T	   y	   endotelio,	   respectivamente,	   son	   los	   dos	   receptores	  

clave	  para	  la	  unión	  firme	  o	  arresto	  de	  la	  célula	  a	  las	  paredes	  vasculares.	  En	  una	  célula	  

en	  reposo	  la	  avidez	  de	  LFA-‐1	  por	  su	  ligando	  es	  débil,	  por	  lo	  que	  requieren	  otras	  señales	  

para	  permitir	  la	  transmigración	  al	  nivel	  de	  las	  HEVs.	  Estas	  señales	  son	  activadas	  por	  las	  

quimiocinas	   presentes	   en	   las	   células	   endoteliales	   (como	   CCL21	   o	   CCL19)	   que	  

interaccionan	  con	  CCR7	  en	  las	  células	  T.	  Figura	  tomada	  de	  Carrette,	  2009.	  

	  

Se	  ha	  propuesto	  que	  el	  gradiente	  de	  CCL21	  se	  genera	  mediante	  el	  anclaje	  de	  esta	  

quimiocina	  a	  GAGs	  unidos	  a	   la	  matriz	   extracelular	  de	   las	   células	  del	   endotelio	  

vascular.	  El	  mecanismo	  que	  permite	  la	  entrada	  de	  los	  linfocitos	  T	  a	  los	  ganglios	  

linfáticos	  involucra	  la	  activación	  de	  distintas	  señales	  moleculares	  que	  llevan	  a	  la	  

activación	   de	   la	   maquinaria	   celular	   involucrada	   en	   la	   reorganización	   del	  

citoesqueleto,	  lo	  que	  permite	  un	  cambio	  en	  la	  morfología	  del	  linfocito	  y	  facilita	  

las	   interacciones	  con	  el	  endotelio,	  para	   finalmente	  conducir	  a	   la	  extravasación	  

hacia	  los	  tejidos.	  	  

	  

	  La	  migración	  de	  los	  linfocitos	  T	  a	  los	  ganglios	  linfáticos	  inicia	  con	  la	  circulación	  

libre	  de	  la	  célula	  por	  el	  torrente	  sanguíneo,	  a	  una	  velocidad	  promedio	  de	  4000	  

micras/segundo,	   hasta	   que	   se	   encuentra	   con	   el	   gradiente	   de	   la	   quimiocina	  

CCL21,	   lo	   que	   provoca	   la	   activación	   de	   los	   primeros	   receptores	   para	   dicha	  

quimiocina	   y	   esto	   a	   su	   vez	   lleva	   a	   la	   activación	   de	   las	   vías	   encargadas	   de	   la	  
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reorganización	  del	  citoesqueleto	  permitiendo	  la	  proyección	  anterógrada	  de	   las	  

ondulaciones	   membranales,	   exponiendo	   una	   cantidad	   mayor	   de	   receptores	  

CCR7	  y	  moléculas	  de	  adhesión	  [12].	  

	  

A	  medida	  que	  más	  receptores	  CCR7	  se	  unen	  a	  su	  ligando,	  la	  señal	  mediada	  por	  

cada	   receptor	   activado	   se	   va	   sumando,	   teniendo	   un	   efecto	   sinérgico	   para	   la	  

integración	  de	  las	  señales	  intracelulares.	  En	  esta	  primera	  etapa,	  las	  moléculas	  de	  

adhesión	  débil,	  L-‐selectinas	  (CD62L)	  interaccionan	  con	  su	  correspondiente	  en	  la	  

célula	   de	   endotelio,	   GlyCAM-‐1,	   lo	   que	   causa	   que	   la	   célula	   empiece	   a	   rodar	   y	  

viajar	  más	  lento	  por	  el	  torrente	  sanguíneo	  disminuyendo	  su	  velocidad	  100	  veces	  

(a	  40	  micras/segundo)	  y	  de	  esta	  manera	  se	  permite	  una	  mayor	  interacción	  con	  

el	  gradiente	  de	  quimiocinas.	  	  

	  

Como	  segúnda	  etapa,	  las	  señales	  intracelulares	  desencadenadas	  por	  la	  unión	  de	  

CCR7	   a	   CCL21	   provocan	   la	   activación	   de	   las	   integrinas,	   esto	   permite	   una	  

adhesión	   fuerte,	   que	   lleva	   a	   la	   unión	   firme	   o	   arresto	   de	   los	   linfocitos	   T	   al	  

endotelio,	   para	   facilitar	   la	   diapédesis	   o	   extravasación,	   ambos	   términos	   son	  

dados	   al	   paso	  de	   la	   célula	  del	   torrente	   sanguíneo	   al	   exterior	  del	   vaso,	   en	   este	  

caso	  conduciendo	  al	  interior	  del	  ganglio	  linfático	  a	  travéz	  de	  las	  HEVs	  [13].	  	  

	  

Los	  receptores	  de	  quimiocinas	  activan	  a	   las	   integrinas	  mediante	   la	  vía	   “inside-‐

out”	   (de	  dentro	  hacia	  afuera).	  Esta	  vía	  causa	  un	  cambio	  conformacional	  de	   las	  

integrinas,	   teniendo	   como	   consecuencia	   el	   incremento	   de	   su	   afinidad	   por	   el	  

ligando	  (Fig.	  3a,	  panel	  superior).	  A	  su	  vez,	  las	  integrinas	  al	  interaccionar	  con	  sus	  

ligandos	   activan	   la	   vía	   “outside-‐in”	   (de	   afuera	   hacia	   dentro),	   lo	   que	   genera	   la	  

agrupación	   de	   varias	   integrinas	   y	   con	   ello	   el	   incremento	   de	   su	   avidez	   por	   el	  

ligando	   (Fig.	  3a,	  panel	   inferior)	   [14].	  En	  el	   caso	  de	   los	   linfocitos	  T	  vírgenes,	   la	  

integrina	  que	  media	  la	  adhesión	  fuerte	  es	  la	  alfaLbeta2	  o	  LFA-‐1	  y	  su	  ligando	  es	  

ICAM-‐1	  o	  CD54.	  Existen	  varios	  tipos	  de	   integrinas	  cuya	  expresión	  depende	  del	  

tipo	  celular	  y	  del	  microambiente	  (Fig.	  4).	  	  
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Figura	   3.-‐	   Estructura	   y	   regulación	   de	   las	   integrinas.	   a)	   modelos	   de	   afinidad	   y	  

avidez.	  El	  panel	  superior	  muestra	  las	  diferentes	  conformaciones	  de	  una	  integrina	  que	  

se	  asocian	  a	  diferentes	  afinidades:	  una	  donde	  las	  cadenas	  alfa	  y	  beta	  están	  dobladas	  y	  

la	   cabeza	   está	   proyectada	   hacia	   la	   membrana	   celular,	   de	   conformación	   de	   baja	  

afinidad;	  y	  la	  conformación	  extendida	  que	  corresponde	  a	  la	  afinidad	  intermedia	  y	  alta.	  

La	   activación	   de	   señales	   intracelulares	   inducen	   la	   transición	   entre	   estos	   estados	   de	  

afinidad,	  lo	  que	  conlleva	  al	  incremento	  de	  la	  unión	  del	  ligando	  y	  tiene	  como	  resultado	  

la	  regulación	  de	  la	  avidez	  por	  el	  ligando.	  En	  el	  panel	  inferior	  se	  muestra	  la	  regulación	  

de	  valencia	  de	  la	  avidez	  mediante	  agrupamiento	  de	  las	  integrinas,	  que	  no	  precisamente	  

requiere	  de	  la	  conformación	  extendida.	  b)	  Representación	  esquemática	  de	  la	  integrina	  

LFA-‐1.	   El	   dominio	   de	   unión	   a	   ligando	   de	   LFA-‐1	   une	   a	   ICAM-‐1	   en	   una	   forma	   que	  

depende	  de	  la	  presencia	  del	  ion	  magnesio.	  Tomado	  de	  Kinashi	  2005.	  

	  

En	  los	  ganglios	  linfáticos,	  las	  quimiocinas	  CCL19	  y	  CCL21	  atraen	  a	  los	  linfocitos	  

T	  a	  una	  zona	  denominada	  “zona	  de	  células	  T”,	  ya	  que	  es	  la	  región	  del	  ganglio	  rica	  

en	   linfocitos	   T.	   En	   la	   zona	   de	   células	   T,	   las	   células	   dendríticas,	   que	   acarrean	  

antígenos	   a	   los	   ganglios	   linfáticos,	   estimulan	   a	   los	   linfocitos	   T	   y	   permiten	   la	  

activación	   y	   difereciación	   a	   células	   efectoras,	   la	   pérdida	   de	   la	   expresión	   del	  

receptor	   CCR7	   y	   su	   salida	   de	   los	   ganglios	   linfáticos	   dependiente	   de	   otros	  

receptores	   de	   quimiocinas	   específicos	   (diferentes	   de	   CCR7)	   	   y	   de	   moléculas	  

superficiales	  de	  adhesión	  [13].	  	  
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Figura	  4.-‐	  La	  familia	  de	  las	  integrinas.	  Se	  muestran	  las	  diferentes	  asociaciones	  que	  

existen	  entre	  los	  18	  tipos	  de	  cadenas	  alfa	  de	  integrinas	  y	  los	  8	  tipos	  de	  integrinas	  beta,	  

permitiendo	  la	  formación	  de	  al	  menos	  24	  integrinas.	  Las	  integrinas	  expresadas	  por	  los	  

leucocitos	  se	  muestran	  en	  los	  recuadros.	  Tomado	  de	  Kanishi,	  2005.	  

	  

Asimismo,	  las	  células	  efectoras	  dan	  origen	  a	  un	  tipo	  de	  células	  de	  memoria	  que	  

re-‐expresan	  el	  receptor	  CCR7	  y	  migran	  de	  nueva	  cuenta	  a	  los	  ganglios	  linfáticos	  

para	  ser	  células	  de	  memoria	  central	  y	  esperar	  para	  una	  posterior	  re-‐exposición	  

al	  antígeno	  que	  respondieron	  previamente.	  

 
	  

	  
Figura	  5.-‐	  Organización	  de	   los	   ganglios	   linfáticos	   y	   la	   entrada	  de	   las	   células	  del	  

sistema	  inmunológico.	  Los	  ganglios	   linfáticos	  son	  órganos	   linfoides	  encapsulados	  en	  

forma	  de	  frijol	  que	  se	  encuentran	  subdivididos	  en	  tres	  regiones	  principales:	  La	  corteza,	  

la	   paracorteza	   y	   la	  médula.	   Los	   linfocitos	   vírgenes	   entran	   a	   los	   ganglios	   linfáticos	   vía	  

HEVs	   	  o	  vasos	   linfáticos	  aferentes,	  y	  salen	  por	   los	  senos	  corticales,	  senos	  medulares	  y	  

los	   vasos	   aferentes	   linfáticos	   en	   la	   médula.	   Existe	   una	   zona	   en	   la	   paracorteza,	  

denominada	  zona	  de	  células	  T,	  donde	   los	   linfocitos	  T	  se	  acumulan.	  Tomado	  de	  Girald,	  

2012.	  
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1.2. Receptores	  de	  quimiocinas	  

	  

Los	  receptores	  de	  quimiocinas	  son	  miembros	  de	   la	  superfamilia	  de	  receptores	  

acoplados	   a	   proteínas	   G	   (GPCRs),	   que	   agrupa	   a	   más	   de	   800	   miembros	   y	   se	  

divide	   en	   5	   clases	   o	   familias:	   Rodopsina,	   Secretina,	   Adhesión,	   Glutamato	   y	  

Frizzled/Tas2	  (Fig.	  6).	  	  

	  

	  
Figura	  6.-‐	  El	  estado	  actual	  de	  la	  familia	  de	  los	  receptores	  acoplados	  a	  proteínas	  

G.	  El	  árbol	  de	  la	  familia	  de	  GPCRs,	  incluyendo	  los	  receptores	  de	  los	  que	  se	  cuenta	  por	  

lo	   menos	   con	   una	   estructura.	   En	   la	   imagen	   se	   muestra	   las	   5	   principales	   clases	   de	  

GPCRs	  agrupados	  por	  análisis	  filogenético:	  Rodopsina,	  Secretina,	  Adhesión,	  Glutamato	  

y	  Frizzled/Tas2.	  Los	  receptores	  de	  quimiocinas	  forman	  parte	  de	  la	  clase	  Rodopsina.	  Se	  

muestran	  dentro	  de	  un	   círculo,	   los	   receptores	   representativos	  de	  algunas	   rama,	   con	  

base	  a	  las	  estructuras	  cristalizadas.	  Tomado	  de	  Katritch,	  2012.	  
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Los	  GPCRs	  son	  receptores	   integrales	  de	  membrana	  y	  cuentan	  con	  siete	  hélices	  

que	   cruzan	   la	   membrana	   celular,	   con	   el	   extremo	   amino	   terminal	   proyectado	  

extracelularmente	   y	   el	   carboxilo	   terminal	   citoplásmico.	   Las	   zonas	   variables	  

específicas	   de	   los	   distintos	   receptores	   suelen	   localizarse	   en	   extremo	   amino	  

terminal,	  pero	  también	  existen	  zonas	  variables	  en	  el	  extremo	  carboxilo	  terminal	  

y	  en	  las	  asas	  intracelulares	  que	  conectan	  los	  segmentos	  transmembranales.	  	  

En	   la	   porción	   citoplásmica	   de	   los	   GPCRs	   se	   asocian	   las	   proteínas	   G	  

heterotriméricas,	   que	   se	   clasifican	   en	   4	   subfamilias:	   Gs,	   Gi,	   Gq/11	   y	   G12/13	   [15].	  

Dependiendo	   del	   GPCR	   en	   cuestión,	   será	   el	   tipo	   se	   proteína	   G	   que	   se	   asocie.	  

Particularmente,	  para	  los	  receptores	  de	  quimiocinas	  CCR7	  y	  CXCR4	  transducen	  

señales	   mediante	   la	   proteína	   Gi	   ,	   mientras	   que	   el	   segundo	   receptor	   también	  

activa	   a	   la	   proteína	   Gq,	   de	   lo	   que	   se	   aborda	   a	   detalle	   en	   la	   sección	   de	  

transducción	  de	  señales	  mediadas	  por	  los	  receptores	  de	  quimiocinas.	  

Por	  otra	  parte,	  hay	  evidencias	  que	  indican	  que,	  en	  algunos	  casos,	  los	  receptores	  

pueden	   formar	   dímeros	   u	   oligómeros	   [16,	   17]	   y	   esto	   podría	   modificar	   la	  

activación	  de	  los	  GPCRs,	  es	  el	  caso	  de	  la	  familia	  de	  receptores	  para	  glutamato	  y	  

receptores	  de	  quimiocinas	  [18].	  

	  

La	   función	   de	   los	   GPCRs	   es	   transducir	   estímulos	   extracelulares	   en	   señales	  

intracelulares,	   que	   llevan	   a	   diferentes	   finalidades,	   dentro	   de	   las	   que	   se	  

encuentran	  la	  diferenciación,	  proliferación	  y	  migración	  celular.	  Estos	  receptores	  

son	  activados	  por	  una	  amplia	  variedad	  de	  ligandos,	  entre	  los	  que	  se	  encuentran	  

hormonas,	  feromonas,	  iones,	  neurotransmisores,	  péptidos,	  y	  otros;	  controlando	  

diversos	  procesos	  homeostáticos	  o	  patológicos	  en	  el	  sistema	  endócrino,	  neural,	  

cardiovascular	  e	  inmunológico,	  así	  como	  en	  el	  cáncer	  [16].	  

	  

En	   el	   sistema	   inmunológico,	   los	   receptores	   de	   quimiocinas	   tienen	   un	   papel	  

fundamental	   como	  moduladores	  del	   tráfico	   y	   la	   actividad	  de	   las	   células.	   Estos	  

receptores	  se	  clasifican	  con	  base	  en	  su	  secuencia	  primaria	  de	  aminoácidos	  y	  se	  

subdividen	  en	  4	  subfamilias:	  CCR,	  CXCR,	  CX3CR	  y	  XCR	  (Fig.	  7).	  	  
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Figura	   7.-‐	   Quimiocinas	   y	   sus	   receptores	   expresados	   en	   leucocitos.	   Las	  

quimiocinas	   se	   unen	   a	   una	   subfamilia	   de	   GPCRs,	   y	   hasta	   el	   momento	   se	   han	  	  

identificado	   18	   receptores	   de	   quimiocinas	   en	   humanos.	   Se	   clasifican	   como	   CCR,	  

CXCR,	  CX3CR	  y	  XCR	  según	  el	  tipo	  de	  quimiocina	  que	  unen.	  A	  la	  derecha	  se	  muestra	  

su	  patrón	  de	  expresión	  en	  leucocitos.	  Tomado	  de	  Mantovani	  2006.	  

	  

1.3. Quimiocinas	  

	  

Las	  quimiocinas	  son	  una	  familia	  de	  citocinas	  quimioatrayentes	  que	  coordinan	  la	  

migración	  celular	  tanto	  en	  homeostasis	  como	  en	  condiciones	  de	  inflamación,	  en	  

organogénesis,	   comunicación	   neuronal,	   angiogénesis	   [19],	   pero	   también	   en	  

procesos	   patológicos	   inflamatorios	   como	   cáncer,	   enfermedades	   autoinmunes	  

como	  la	  esclerosis	  múltiple,	  Alzheimer,	  entre	  otros.	  
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Figura	  8.-‐	  Representación	  esquemática	  de	  los	  cuatro	  grupos	  de	  quimiocinas.	  Las	  

quimiocinas	   son	   pequeñas	   proteínas	   con	   una	   homología	   entre	   el	   20	   y	   90%	   en	   sus	  

secuencias.	  Su	  peso	  molecular	  es	  entre	  8	  y	  14	  kDa.	  Se	  subdividen	  en	  4	  familias,	  basada	  

en	  el	  número	  y	  espaciamiento	  entre	  los	  residuos	  de	  cisteína	  conservados	  en	  su	  extremo	  

amino.	   Estas	   familias	   son	   CXC,	   CC,	   C	   y	   CX3C.	   En	   el	   caso	   de	   CXC	   (a),	   un	   aa	   separa	   los	  

primeros	   dos	   residuos	   de	   cisteína	   (cisteína-‐X	   aa-‐cisteína,	   o	   CXC).	   En	   CC	   (b),	   los	   dos	  

residuos	  de	  cisteína	  estan	  adyacentes	  uno	  del	  otro.	  En	  la	  subfamilia	  C	  (c)	  se	  distingue	  

estructuralmente	  por	   tener	  solo	  dos	  de	   los	  4	  residuos	  conservados	  de	  cisteína	  que	  se	  

encuentran	  en	  las	  otras	  subfamilias.	  La	  subfamilia	  CX3C,	  está	  representada	  por	  un	  solo	  

miembro	   llamado	   fractalcina	  o	  CX3CL1,	   se	   caracteriza	  por	  presentar	   tres	  aa	  entre	   las	  

primeras	  dos	   cisteínas,	   así	   como	  un	  domínio	  de	   tipo	  mucina	   (d).	  Tomado	  de	  Rostène	  

2007.	  

	  



	   24	  

Las	   quimiocinas	   son	   péptidos	   de	   entre	   60	   a	   125	   amino-‐ácidos	   (aa)	   ricos	   en	  

aminoácidos	   básicos.	   Se	   han	   clasificado	   en	   4	   subfamilias,	   basándose	   en	   el	  

espacio	  entre	  los	  residuos	  conservados	  de	  cisteínas:	  CXC	  o	  quimiocinas	  alfa,	  CC	  

o	  quimiocinas	  beta,	  C	  o	  quimiocinas	  gamma	  y	  CX3C	  o	  quimiocinas	  delta	  (Fig.	  8)	  

[20-‐22].	  

	  

1.4. Transducción	   de	   señales	   mediadas	   por	   los	   receptores	   de	  

quimiocinas	  

	  

Los	   receptores	   de	   quimiocinas	   activan	   una	   gran	   cantidad	   de	   moléculas	   en	   los	  

linfocitos	   T,	   incluyendo	   la	   vía	   canónica	   de	   proteínas	  G,	   la	   vía	   Jak-‐STAT	   e	   incluso	  

llevan	  a	  una	   transactivación	  del	  TCR	  así	   como	  un	  entrecruzamiento	   (“crosstalk”)	  

con	  otra	  vías	  de	  activación	  como	  la	  de	  las	  integrinas	  [17,	  21-‐24].	  	  

	   	  

Como	   los	   otros	   miembros	   de	   la	   superfamilia	   de	   GPCRs,	   los	   receptores	   de	  

quimiocinas	  también	  activan	  la	  vía	  canónica	  de	  las	  proteínas	  G.	  Estas	  proteínas	  

ha	  sido	  un	  elemento	  importante	  de	  referencia	  para	  la	  clasificación	  de	  los	  GPCRs	  

y	  como	  se	  mencionó	  brevemente	  en	  la	  sección	  de	  receptores	  de	  quimiocinas,	  las	  

proteínas	   G	   se	   subdividen	   en	   4	   subfamilias:	   Gs,	   Gi,	   Gq/11	   y	   G12/13	   ,	   donde	   cada	  

familia	   activa	   diferentes	   vías,	   con	   implicaciones	   biológicas	   como	   son	   el	  

metabolismo,	   la	  migración	   celular,	   la	   proliferación,	   la	   progresión	   tumoral	   y	   la	  

metástasis	  (Fig.	  9).	  

	  

La	  proteína	  G	  es	  un	  heterotrímero	  constituido	  por	  una	  subunidad	  alfa	  (Gα)	  con	  

actividad	  GTPasa	  intrínseca,	  una	  subunidad	  beta	  (Gβ)	  y	  otra	  gamma	  (Gγ),	  las	  dos	  

últimas	   formando	   un	   dímero.	   Se	   han	   encontrado	   varias	   isoformas	   de	   estas	  

subunidades	  cuya	  combinación	  define	  los	  distintos	  tipos	  de	  proteínas	  G.	  Hasta	  el	  

momento	  han	  sido	  identificadas	  21	  isoformas	  de	  subunidad	  Gα,	  6	  isoformas	  de	  

subunidad	  Gβ	  y	  12	  isoformas	  de	  Gγ	  [25].	  	  

	  



	   25	  

	  
Figura	  9.-‐	  Familias	  de	  las	  Proteínas	  G	  y	   las	  vías	  que	  activan.	  En	   la	   imagen	  se	  muestran	   las	  	  

cuatro	   familias	   de	   proteínas	   G,	   que	   son	  Gs,	   Gi,	   Gq/11	   y	   G12/13.	   Después	   de	   la	   activación	   del	  

GPCR	   por	   su	   ligando,	   se	   regulan	   diferentes	   funciones	   biológicas,	   como	   son	   metabolismo,	  

motilidad	   celular,	   proliferación,	   progresión	   tumoral,	   entre	   otras.	   Estas	   funciones	   biológicas	  

dependen	  del	  tipo	  de	  proteina	  Gα	  que	  se	  active.	  Tomado	  de	  Jinhua	  Wu,	  2012.	  	  	  	  

 
En	  condiciones	  basales,	  la	  proteína	  G	  se	  encuentra	  como	  heterotrímero	  (Gαβγ),	  

donde	   la	   Gα	   está	   asociada	   al	   nucleótido	   GDP.	   En	   respuesta	   a	   la	   interacción	  

ligando-‐receptor,	   se	   provoca	   un	   cambio	   alostérico	   de	   la	   Gα,	   que	   expone	   el	  

dominio	   tipo	   Ras,	   y	   con	   ello,	   el	   cambio	   del	   GDP	   por	   GTP,	   teniendo	   como	  

consecuencia	  la	  activación	  de	  la	  Gα	  y	  su	  disociación	  de	  Gβγ	  (el	  cual	  permanece	  

unido	   como	   un	   dímero),	   y	   una	   vez	   disociados	   activan	   distintas	   moléculas	  

efectoras	   (Fig.	   9).	   La	   Gα	   en	   estado	   activo	   tiene	   actividad	   GTPasa,	   por	   lo	   que	  

rápidamente	  hidroliza	   el	  GTP	   a	  GDP,	   llevando	   a	   la	   reasociación	   con	   el	   dímero	  

Gβγ	  y	  con	  esto	  restaurándose	  el	  estado	  inactivo	  del	  heterotrímero	  (Fig.	  10)	  [25-‐

27].	  
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Figura	  10.-‐	  Modelo	  de	  activación/inactivación	  del	  GPCR.	  1)	  En	  estado	  de	  reposo,	  

las	  proteínas	  G	  son	  heterotrímeros	  cuya	  Gα	  está	  unida	  a	  GDP.	  2,3)	  La	  unión	  ligando-‐
receptor	  resulta	  en	  un	  cambio	  conformacional	  que	  lleva	  a	  la	  liberación	  del	  GDP.	  4)	  Lo	  

anterior	   induce	   la	   formación	   de	   un	   complejo	   estable	   y	   de	   alta	   afinidad	   entre	   el	  

receptor	  activado	  y	   la	  proteína	  G.	  5)	  Tras	   la	   liberación	  del	  GDP,	  se	  permite	   la	  unión	  

del	  GTP	  a	  la	  subunidad	  alfa,	  lo	  que	  desestabiliza	  el	  complejo	  y	  causa	  	  la	  separación	  de	  

la	   Gα	   de	   Gβγ	   para	   permitir	   la	   interacción	   con	   proteínas	   efectoras.	   6)	   La	   señal	   se	  

termina	   mediante	   hidrólisis	   del	   GTP	   a	   GDP	   por	   la	   Gα	   y	   la	   reasociación	   de	   esta	  

subunidad	  con	  Gβγ.	  Tomado	  de	  	  Sprang,	  2007.	  

	  

En	  el	  caso	  concreto	  del	  receptor	  CCR7	  y	  CXCR4,	  ha	  sido	  ampliamente	  utilizada	  la	  

toxina	  PTX	  para	  el	  estudio	  de	  la	  función	  y	  transducción	  de	  señales	  dependientes	  

de	  estos	  receptores,	  ya	  que	  esta	  toxina	  altera	  la	  función	  de	  las	  proteínas	  Gα	  de	  la	  

subfamilia	  Gi.	  El	  mecanismo	  de	  acción	  de	  la	  PTX	  es	  bloquear	  la	  actividad	  GTPasa	  

de	  la	  subunidad	  Gαi	  mediante	  	  ADP-‐ribosilación.	  

Tras	   la	   activación	   de	   los	   receptores	   de	   quimiocinas,	   la	   disociación	   de	   la	  

subunidad	  Gα	  de	  Gβγ	  permite	  la	  activación,	  iniciando	  cambios	  pleiotrópicos,	  en	  

una	  gran	  diversidad	  de	  moléculas,	  como	  algunos	  tipos	  de	  PLC,	  que	  permiten	  la	  

hidrólisis	  de	  PIP2	  a	  IP3	  y	  DAG,	  induciendo	  un	  incremento	  del	  Ca+	  citoplásmico	  

mediante	   su	   liberación	  del	   retículo	  endoplásmico,	   así	   como	   la	  activación	  de	   la	  

PKC,	  respectivamente.	  	  

En	   linfocitos	   T,	   se	   ha	   mostrado	   que	   la	   PI3K	   tipo	   IA	   es	   esencial	   para	   la	  

quimiotaxis	   dependiente	   de	   GPCRs	   [28].	   PI3K	   cataliza	   la	   formación	   de	   PIP3	   a	  
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partir	  de	  PIP2,	  efecto	  revertido	  por	  PTEN.	  Los	  fosfoinosítidos	  de	  membrana	  se	  

acumulan	  en	  la	  cara	  interna	  de	  la	  membrana	  celular,	  sirviendo	  de	  anclaje	  para	  

moléculas	   que	   se	   encuentran	   en	   el	   citosol,	   las	   cuales	   se	   unen	   mediante	   el	  

dominio	   PH.	   En	   este	   sentido,	   PIP3	   recluta	   a	   la	   cinasa	   Akt	   (también	   conocido	  

como	   PKB)	   a	   la	   membrana	   para	   que	   PDK1	   le	   fosforile	   en	   la	   treonina	   308	   y	  

mTOR	   en	   la	   Serina	   473,	   (descrito	   en	   el	   caso	   de	   los	   receptores	   acoplados	   a	  

cinasas	   de	   tirosina)	   [29].	   Sin	   embargo,	   también	   existe	   la	   propuesta	   de	  

transfosforilación	  de	  Akt	  donde	  TCL1	  (limitado	  a	  tejido	  linfoide)	  se	  uniría	  a	  Akt	  

α	   y	   γ	   ,	   induciendo	   su	   hetero-‐oligomerización	   y	   de	   esta	   forma	   Akt	   se	   podría	  

transfosforilar	  en	  Serina	  473	  [30].	  

	  

Se	  ha	  descrito	  que	  río	  bajo	  de	  la	  PI3K	  se	  activan	  GEFs	  como	  VAV	  que,	  a	  su	  vez,	  

activan	   a	  GTPasas	  pequeñas	  de	   la	   familia	  Rho.	   Estas	  GTPasas	  participan	   en	   la	  

reorganización	   del	   citoesqueleto	   que	   genera	   la	   formación	   del	   frente	   de	  

migración	   o	   “leading	   edge”	   y	   el	   urópodo	   [31,	   32].	   Paralelamente	   al	   cambio	  de	  

forma,	   se	  activan	   las	  moléculas	  Pyk2,	  FAK	  y	  paxilina,	  para	  permitir	   a	   la	   célula	  

adherirse	  mediante	  activación	  de	   integrinas,	   lo	  que	  da	  un	  soporte	  mecánico	  al	  

desplazamiento	  de	  la	  célula	  para	  la	  transmigración.	  	  	  

Por	   otra	   parte,	   se	   activa	   la	   molécula	   Src,	   resultando	   en	   la	   activación	   de	   las	  

cinasas	   activadas	   por	   mitógenos	   MAPK,	   p38	   y	   Erk1/2	   que	   participan	   en	   la	  

activación	  de	  la	  transcripción	  y	  diferenciación	  celular	  [33].	  

	  

La	  vía	  de	  desensibilización	  del	  receptor	  también	  es	  dependiente	  de	  la	  proteína	  

G,	  que	  	  tiene	  como	  finción	  la	  regulación	  negativa	  de	  las	  señales	  activadas	  por	  el	  

receptor	   de	   quimiocinas.	   La	   internalización	   del	   receptor	   depende	   de	   la	  

activación	   de	   las	   moléculas	   GRK,	   β-‐arrestina	   y	   clatrina.	   Según	   el	   ligando	   que	  

active	  al	   receptor	  será	  el	   tipo	  de	  desensibilización:	   internalización	  que	   lleve	  al	  

reciclamiento	  del	   receptor	  o	  a	   su	  degradación	   [34,	  35].	  En	  el	   caso	  de	  CCR7,	   la	  

activación	  por	  CCL19	  tiene	  como	  consecuencia	  la	  internalización	  y	  degradación	  

del	  receptor	  en	  lisosomas;	  mientras	  que	  su	  activación	  por	  CCL21	  induce	  menos	  

internalización	   en	   comparación	   con	   CCL19,	   y	   no	   tiene	   como	   consecuencia	   la	  

degradación	  del	  receptor,	  sino	  el	  reciclaje	  que	  permite	  su	  reincorporación	  a	   la	  

membrana	   plasmática.	   En	   el	   caso	   de	   CXCR4,	   su	   activación	   por	   CXCL12	   tiene	  
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como	   mecanismo	   de	   desensibilización	   la	   ubiquitinación	   del	   receptor	   y	   su	  

degradación	  en	  lisosomas	  [36].	  

	  

1.5. Reorganización	  del	  citoesqueleto	  

	  

El	   citoesqueleto	   es	   un	   complejo	   de	   andamiaje	   dinámico,	   constituido	   por	  

filamentos	   dispuestos	   por	   todo	   el	   citoplasma.	   No	   solo	   le	   confiere	   rigidez	   y	  

estructura	   a	   la	   célula,	   sino	   también	   permite	   la	   organización	   subcelular	   y	   el	  

transporte	  intracelular,	  la	  mecanotransducción	  de	  estímulos	  externos,	  así	  como	  

la	  posibilidad	  de	  movimiento,	  división	  celular,	  entre	  otros	  [33,	  37,	  38].	  	  

	  

El	   citoesqueleto	   se	   compone	  de	   tres	  diferentes	   clases	  de	   filamentos	  proteicos,	  

ensamblados	   mediante	   uniones	   no	   covalentes	   entre	   los	   monómeros:	  

microfilamentos	   o	   F-‐actina,	   microtúbulos	   y	   filamentos	   intermedios.	   En	   la	  

migración	   celular	   se	   ha	   descrito	   como	   principales	   componentes	   responsables	  

del	  proceso	  a	  la	  F-‐actina	  y	  a	  las	  proteínas	  motoras	  miosina	  II,	  que	  forman	  parte	  

del	  complejo	  actomiosina	  [38].	  

	  

1.5.1. Dinámicas	  de	  actina	  

	  

El	   citoesqueleto	   de	   actina	   está	   en	   constante	   cambio,	   incluso	   en	   condiciones	  

basales.	   Las	   dinámicas	   de	   actina	   se	   refieren	   al	   proceso	   de	   ensamble	   y	  

desensamble	  de	  la	  F-‐actina,	  que	  permiten	  el	  mantenimiento	  o	  modificación	  de	  la	  

forma	   celular	   y	   la	   generación	   de	   proyecciones	  membranales	   dependientes	   de	  

actina.	  Tanto	  en	  condiciones	  basales	  como	  en	  respuesta	  a	  un	  estímulo,	  existe	  un	  

recambio	  de	  la	  F-‐actina.	  Un	  linfocito	  T	  en	  reposo	  tiene	  actina	  formando	  parte	  de	  

filamentos	   pero	   también	   en	   forma	  monomérica	   (Fig.	   11).	   Los	  monómeros	   de	  

actina	   (G-‐actina)	   se	   encuentran	   unidos	   a	   profilina	   o	   a	  β4-‐timosina,	  moléculas	  

encargadas	  de	  mantener	  y	  resguardar	  la	  reserva	  de	  G-‐actina,	  siendo	  en	  primera	  

instancia	  la	  profilina	  	  quien	  cede	  más	  fácilmente	  el	  monómero	  de	  actina	  para	  la	  

polimerización	  [39-‐41].	  	  
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La	  G-‐actina	  tiene	  polaridad	  y	  cada	  monómero	  se	  orienta	  de	  la	  misma	  manera	  al	  

polimerizarse,	  de	   tal	   forma	  que	  el	   filamento	   tiene	  diferente	  polaridad	  en	   cada	  

extremo.	  

Los	  filamentos	  de	  actina	  son	  fibras	  delgadas,	  flexibles	  y	  polares.	  El	  filamento	  de	  

actina	   tiene	   un	   extremo	   “más”	   o	   “barbado”,	   donde	   se	   puede	   incorporar	  

rápidamente	   G-‐actina	   para	   un	   óptimo	   crecimiento	   del	   filamento.	   Es	   en	   este	  

extremo	   donde	   la	   maquinaria	   de	   polimerización	   inicia	   la	   elongación	   de	   los	  

filamentos.	  El	  otro	  extremo	  del	   filamento	  es	  el	   extremo	  “menos”	  o	   “en	  punta”,	  

donde	  principalmente	  se	  despolimeriza	  el	  filamento,	  ya	  que	  es	  en	  este	  extremo	  

donde	  la	  hidrólisis	  del	  ATP	  a	  ADP	  (regulada	  por	  el	   la	  propia	  actina)	  permite	  el	  

desensamble	   de	   los	   monómeros,	   pero	   también	   se	   puede	   dar	   una	   lenta	  

incorporación	   de	   monómeros	   cuando	   se	   requiera	   mayor	   polimerización	   (Fig.	  

12).	  [40].	  

	  
Figura	  11.-‐	  Estados	  estructurales	  de	  la	  actina.	  G-‐actina	  y	  F-‐actina	  se	  muestran	  en	  la	  

imagen.	   Los	   filamentos	   de	   actina	   son	   polímeros	   de	   actina	   enlazados	   formando	   una	  

doble	  hélice	   levógira.	  Cada	  monómero	  de	  actina	   tiene	  polaridad,	   lo	  que	   le	  confiere	  al	  

filamento	  también	  la	  misma	  característica.	  Tomado	  de	  Nürnberg,	  2011.	  

	  

Existe	   una	   gran	   diversidad	   de	   moléculas	   que	   se	   encuentran	   unidas	   a	   los	  

filamentos	   de	   actina	   para	   conferirle	   estabilidad,	   flexibilidad,	   permitir	   la	  

polimerización	  o	  despolimerización,	  entre	  otras	  funciones.	  A	  estas	  proteínas	  	  se	  

les	   denomina	   como	   ABP,	   dentro	   de	   las	   que	   se	   encuentran	   las	   proteínas	  

“capping”	  o	  de	  caperuza,	  que	  se	  unen	  al	  extremo	  “más”	  del	  filamento	  de	  actina	  
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para	  prevenir	  la	  incorporación	  espontánea	  de	  monómeros	  de	  actina,	  algunas	  de	  

las	  proteínas	  de	  caperuza	  son	  la	  Gelsolina	  y	  CapZ	  [42].	  

	  
Figura	   12.-‐	   El	   modelo	   de	   nucleación	   y	   polimerización	   de	   actina	   al	   frente	   de	  

migración	  de	   células	  mótiles.	   La	   actina	   (cículos	   azules)	   al	   frente	  de	  migración	  de	  

células	  migrantes	   se	   organiza	   en	   redes,	   con	   rápido	   crecimiento,	   llamados	   extremos	  

barbados,	   proyectados	   hacia	   la	  membrana	   celular.	   La	   polimerización	   ocurre	   en	   los	  

extremos	   barbados	   libres,	   generándose	   una	   fuerza	   anterógrada	   por	   el	   crecimiento	  

rápido	   de	   los	   filamentos	   de	   actina,	   permitiendo	   la	   protrusión	   de	   la	   membrana.	   La	  

iniciación	   de	   un	   nuevo	   filamento	   recae	   en	   el	   complejo	   Arp2/3	   (circulos	   rojos),	  

activado	  por	  las	  proteínas	  WASP,	  WAVE	  o	  SCAR	  (rectangulos	  verdes),	  que	  responden	  

a	   una	   variedad	   de	   señales	   (forma	   amarilla	   a	   la	   izquierda).	   Las	   ramificaciones	   se	  

generan	   por	   la	   unión	   del	   complejo	   Arp2/3	   al	   lado	   de	   los	   filamentos	   preexistntes.	  

Otras	  moléculas	  también	  participan	  en	  la	  generación	  de	  estructuras	  dependientes	  de	  

actina,	   las	   cuales	   dependerán	   del	   contexto	   celular	   y	   del	   estímulo	   de	   que	   se	   trate.	  

Tomado	  de	  Pollard,	  2001.	  
Otra	   de	   las	   proteínas	   fundamentales	   para	   el	   citoesqueleto	   de	   actina	   es	   el	  

complejo	  Arp	  2/3	  (formada	  por	  las	  subunidades	  Arp2,	  Arp3	  y	  otras	  5	  moléculas	  

más)	  la	  cual	  es	  un	  factor	  de	  nucleación	  (generación	  de	  novo	  de	  un	  filamento	  de	  

actina)	  y	  la	  polimerización	  (elongamiento	  de	  filamentos	  preexistentes),	  pero	  el	  

tipo	  de	   filamento	  que	   forme	  dependerá	  de	  otras	  moléculas	  a	   las	  que	  se	  asocia	  

para	  la	  polimerización,	  como	  es	  el	  caso	  de	  WASP,	  WAVE,	  entre	  otras.	  [40-‐44]	  
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1.5.2. Familia	  de	  GTPasas	  Rho	  	  

	  

La	   remodelación	   del	   citoesqueleto	   de	   actina	   es	   una	   consecuencia	   de	   muchos	  

tipos	  de	  estímulos	  externos.	  En	  diversos	  tipos	  celulares,	  estas	  señales	  al	  interior	  

de	   la	   célula	   convergen	  en	  un	  grupo	  de	  GTPasas	  de	   la	   familia	  de	  Rho	   [45].	   Las	  

tres	   principales	   subclases	   de	  GTPasas	   que	   participan	   en	   la	   reorganización	   del	  

citoesqueleto	  en	  linfocitos	  son	  RhoA,	  Rac	  y	  Cdc42	  y	  estas	  moléculas	  definen	  las	  

estructuras	  de	  actina	  que	  se	  forman	  en	  la	  célula	  [46].	  Dependiendo	  de	  la	  GTPasa	  

que	  participe	  en	  un	  fenómeno	  será	  el	  tipo	  de	  remodelación	  y	  disposición	  de	  la	  F-‐

actina	  (Fig.	  13),	  así	  como	  los	  efectores	  moleculares	  activados	  en	  cada	  caso,	  que	  

más	  adelante	  se	  detalla	  para	  cada	  GTPasa	  que	  interviene	  en	  la	  migración	  de	  los	  

linfocitos	  T.	  	  

	  
Figura	   13.-‐	   Representación	   esquemática	   y	   simplificada	   de	   la	   secuencia	   de	  

eventos	  en	  la	  activación	  de	  las	  GTPasas	  y	  las	  estructuras	  de	  actina	  dependientes	  

de	   cada	   una	   en	   la	   migración	   de	   los	   linfocitos	   T.	   Las	   señales	   que	   activan	   a	   las	  

GTPasas	  permiten	  la	  formación	  de	  estructuras	  de	  actina	  específicas.	  La	  activación	  de	  

Cdc42	   lleva	   a	   la	   formación	  de	  protrusiones	   finas,	   llamadas	   filopodios;	  Rac	   genera	   la	  

formación	  de	  estructuras	  lamelares;	  Rho	  lleva	  a	  la	  generación	  de	  fibras	  de	  estrés,	  que	  

son	  complejos	  motores.	  Tomado	  de	  Michael	  S.	  Samuel,	  2011.	  
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Las	  GTPasas	  en	  general	  tienen	  un	  ciclo	  de	  activación/inactivación	  mediado	  por	  

el	   intercambio	   de	   GTP/GDP,	   respectivamente.	   Dicho	   intercambio	   es	   dado	   por	  

moléculas	  GEFs	   	  que	  controlan	   la	   liberación	  de	  GDP	  de	   las	  proteínas	  Rho	  y	  su	  

sustitución	   por	   GTP,	   llevando	   a	   un	   estado	   activo	   de	   la	   proteína	  Rho.	   Por	   otra	  

parte,	  las	  moléculas	  GAPs	  facilitan	  la	  hidrólisis	  del	  GTP	  a	  GDP,	  lo	  que	  permite	  el	  

retorno	   de	   la	   proteína	   Rho	   a	   su	   estado	   inactivo.	   Tanto	   GEFs	   como	   GAPs	  

permiten	   la	   regulación	   del	   ciclo	   de	   las	   GTPasas	   de	   Rho,	   pero	   existe	   una	   gran	  

diversidad	   de	   GEFs	   y	   GAPs	   pudiendo	   tener	   redundancia	   pero	   también	  

especificidad	  según	  la	  célula	  y	  el	  estímulo	  que	  se	  trate.	  [45-‐47].	  

	  

En linfocitos T, la GTPasa Cdc42 es la primera activada en respuesta a quimiocinas y 

es uno de los pasos iniciales que permiten una pérdida de simetría, conduciendo a la 

adquisición	   de	   una	   forma	   de	   mayor	   eficiencia	   para	   la	   migración	   [48].	   Su	  

activación	   se	  polariza	  al	   sitio	  donde	   la	   célula	   recibe	  el	   estímulo	  quimiotáctico,	  

que	  en	  conjunto	  con	  WASP	  y	  su	  asociación	  con	  el	  complejo	  Arp2/3,	  conlleva	  la	  

polimerización	   de	   actina	   para	   la	   formación	   de	   los	   filopodios,	   estructuras	  

conformadas	   de	   filamentos	   de	   actina	   dispuestos	   paralelamente	   que	   generan	  

protrusiones	  finas	  de	  la	  membrana	  celular.	   

 

En	  el	  mísmo	  contexto	  del	  linfocitos	  T,	  posterior	  a	  la	  activación	  de	  Cdc42,	  se	  da	  la	  

activación	   de	   Rac,	   la	   cual	   se	   asocia	   a	   WAVE	   y	   Arp2/3	   para	   permitir	   la	  

polimerización	   de	   actina	   en	   forma	   de	   redes,	   generando	   ramificaciones	  

dispuestas	  a	  70º	  con	  respecto	  al	  filamento	  de	  origen	  [43].	  Estas	  redes	  permiten	  

que	  la	  protrusión	  de	  la	  membrana	  sea	  más	  extensa,	  plana	  y	  alargada,	  a	  la	  que	  se	  

denomina	  lamela.	  El	  lamelipodio	  es	  la	  estructura	  lamelar	  polarizada	  y	  orientada	  

hacia	  el	  gradiente	  quimiotáctico.   

 

	  Una	  vez	  que	  se	  ha	  establecido	  el	  frente	  de	  migración	  mediado	  por	  Cdc42	  y	  Rac1,	  

las	   señales	   moleculares,	   activadas	   por	   los	   receptores	   de	   quimiocinas,	   dan	   el	  

“switch”	   de	   activación	   a	   la	   GTPasa	   RhoA	   [51],	   que	   es	   responsable	   de	   la	  

activación	   de	   la	   cascada	   de	   señalización	   que	   conduce	   a	   la	   formación	   del	  

urópodo,	  una	  estructura	  migratoria	   fundamental	  para	  el	  desplazamiento	  de	   la	  

célula	  y	  con	  una	  capacidad	  de	  contracción	  y	  retracción	  que	  le	  confiere	  a	  la	  célula	  
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una	  fuerza	  mecánica	  de	  empuje,	  mediada	  por	  la	  formación	  de	  focos	  de	  adhesión	  

inmaduros	  [52].	  	  

	  

Moléculas	  efectoras	  de	  RhoA	  son	  ROCK	  I	  y	  II,	  las	  cuales	  incrementan	  la	  actividad	  

de	   la	  MLC,	  mediante	   dos	   vías:	   inhibición	   de	   su	   fosfatasa	   (MLCP)	   y	   activación	  

mediada	  por	   fosforilación	   [53].	   Lo	  anterior	   regula	   la	   contracción	  del	   complejo	  

acto-‐miosina	  [54,	  55].	  Otra	  molécula	  efectora	  de	  RhoA	  es	  mDia,	  que	  participa	  en	  

la	  nucleación	  y	  polimerización	  de	   filamentos	  de	  actina.	  Una	  vez	  generados	   los	  

filamentos	  de	  actina,	  ROCK	  y	  sus	  efectores,	  permiten	   la	  unión	  de	   las	  proteínas	  

motoras	  (miosinas)	  y	  la	  F-‐actina	  para	  formar	  complejos	  acto-‐miosina.	  [56].	  

 
Figura	  14.-‐	  Efectores	  de	  las	  GTPasas	  Rho	  para	  la	  formación	  de	  las	  estructuras	  

de	   actina.	   Las	   GTPasas	   activas	   tienen	   como	   efectores	   varias	   moléculas	   como	   las	  

forminas	  WASP,	  WAVE	  y	  mDia,	   las	  GEFs	  ROCK,	  PAK,	   entre	  otras.	  En	  general,	  mDia	  

permite	   la	  nucleación	  de	  actina,	  mientras	  que	  WASP,	  WAVE	  y	  su	   interacción	  con	  el	  

complejo	  ARP2/3	  permiten	  la	  ramificación	  de	  los	  filamentos	  de	  actina.	  PAK	  fosforila	  

a	  LIMK	  que	  a	  su	  vez	  fosforila	  e	  inactiva	  a	  cofilina.	  El	  efector	  de	  Rho,	  ROCK,	  promueve	  

la	  interacción	  de	  los	  filamentos	  de	  actina	  con	  las	  miosinas	  y,	  por	  fosforilación	  directa	  

de	  MLC	  y	  MLCP,	  regula	  la	  contractibilidad	  de	  las	  fibras	  de	  estrés	  	  y	  de	  las	  adhesiones	  

focales,	   lo	   que	   repercute	   en	   la	   función	   del	   urópodo.	   Rac,	   por	   su	   parte	   activa	   la	  

formación	  del	  lamelipodio,	  mientras	  que	  Cdc42	  es	  el	  responsable	  de	  la	  formación	  de	  

los	  filopodios.	  	  Tomado	  de	  Dráber,	  2012.	  
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1.5.3. Cinasas	  LIM	  	  	  	  

	  

Existen	  dos	  isoformas	  de	  la	  cinasa	  LIM;	  LIMK1	  y	  LIMK2,	  y	  éstas	  son	  reguladas	  de	  

manera	   diferencial	   por	   las	   GTPasas	   Rho.	   LIMK1	   es	   activada	   por	   PAK	   en	   la	  

treonina	   508,	   efector	   de	   Cdc42	   y	   Rac,	   mientras	   que	   LIMK2	   es	   activada	   en	   la	  

treonina	  505	  por	  ROCK,	  efector	  de	  RhoA,	  y	  por	  el	  efector	  de	  Cdc24	  (PAK)	  [58-‐

60].	  

	  De	  manera	   interesante,	   las	   tres	  GTPasas	  activan	  a	   la	  molécula	  LIMK,	  que	  a	  su	  

vez	  fosforila	  a	  cofilina,	  molécula	  reguladora	  de	  las	  dinámicas	  de	  actina,	  de	  la	  cual	  

hablaremos	  en	  el	  siguiente	  apartado.	  	  

	  

1.5.4. Familia	  de	  ADF/cofilina	  

	  

El	   citoesqueleto	   de	   actina	   durante	   la	   migración	   celular	   requiere	   ser	   lo	  

suficientemente	   dinámico	   para	   responder	   con	   eficiencia	   a	   los	   estímulos	   del	  

microambiente.	  Para	  conferir	  ese	  dinamismo,	  existen	  moléculas	  con	  capacidad	  

de	  despolimerizar	  y	  reorganizar	  los	  filamentos	  de	  actina,	  como	  es	  la	  familia	  de	  

ADF/cofilina.	   En	   mamíferos,	   se	   expresan	   tres	   isoformas:	   ADF	   o	   destrina;	  

cofilina-‐1,	  la	  más	  ampliamente	  expresada	  en	  células	  no	  musculares	  y	  altamente	  

conservada;	   y	   cofilina-‐2,	   principalmente	   expresada	   en	   células	   musculares	  

diferenciadas	  [61-‐63].	  	  

	  

La	  función	  de	  ADF	  está	  bien	  establecida	  como	  molécula	  despolimerizadora	  de	  la	  

F-‐actina,	  mientras	   que	   cofilina,	   a	   pesar	   de	   haber	   sido	   descrita	   como	  molécula	  

despolimerizadora,	  actualmente	  se	  sabe	  que	  tiene	  una	  función	  reguladora	  de	  la	  

polimerización	   y	   despolimerización	   de	   actina.	   Mediante	   estudios	   in	   vitro,	   se	  

pudo	   analizar	   la	   función	   cualitativa	   de	   cofilina	   como	   un	   activador	   de	   las	  

dinámicas	  del	  citoesqueleto	  de	  actina	  [64].	  

	  

Cofilina	  es	  una	  proteína	  de	  166	  aminoácidos,	  con	  diferentes	  sitios	  de	  regulación:	  

por	  fosforilación,	  en	   los	  residuos	  serina3	  y	  tirosina68;	  por	  óxido-‐reducción,	  en	  

residuos	  de	  cisteína;	  por	  unión	  a	  fosfolípidos	  (Fig.	  15).	  [65]	  
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Figura	  15.-‐	  Sitios	  de	  regulación	  de	  cofilina.	  Cofilina	  es	  una	  molécula	  que	  presenta	  

diversos	  sitos	  de	  regulación.	  En	  la	  representación	  esquemática	  de	  cofilina	  se	  muestran	  

sitios	   regulados	   por	   fosforilación	   (Ser3,	   Tyr68),	   de	   óxido-‐reducción	   (residuos	   de	  

cisteína),	  y	  por	  fosfolípidos	  vía	  unión	  a	  PIP2.	  Modificado	  de	  Samstag,	  2013.	  	  

 

Cofilina	   tiene	   la	   capacidad	  de	  unirse	   tanto	  a	   la	  ADP-‐actina	  como	  a	  ATP-‐actina,	  

pero	   con	   una	   afinidad	   100	   veces	   mayor	   por	   la	   primera,	   y	   esto	   permite	   la	  

interacción	  con	  la	  G-‐actina	  (a	  una	  relación	  molar	  de	  1:1)	  y	  con	  la	  F-‐actina.	  

	  

La	  visión	  de	  cofilina	  como	  un	  interruptor	  maestro	  de	  las	  dinámicas	  de	  actina	  se	  

basa	   en	   que	   su	   interacción	   con	   la	   F-‐actina	   tiene	   las	   siguientes	   repercusiones:	  

puede	  separar	  monómero	  por	  monómero	  de	  actina,	  y	  así	  despolimerizar;	  puede	  

cortar	   los filamentos,	   generando	   nuevos	   extremos	   barbados,	   sitios	   de	  

elongación	   de	   los	   filamentos	   preexistentes;	   tiene	   la	   función	   de	   nucleación	  

cediendo	   la	  G-‐actina	   secuestrada;	   y	   también	  puede	   incrementar	   la	   flexibilidad	  

de	  los	  filamentos	  al	  unirse	  a	  ellos	  (Fig.	  16).	  [63-‐65].	  

	  

La	  actividad	  y	  función	  de	  cofilina,	  regulada	  por	  fosforilación,	  es	  dependiente	  de	  

cinasas	  y	  fosfatasas,	  de	  las	  que	  se	  destacan:	  LIMK1	  y	  LIMK2	  como	  fosforiladoras	  

en	  serina	  3	  de	  cofilina,	  interfiriendo	  en	  su	  unión	  con	  actina	  y	  así	  presentando	  su	  

estado	   inactivo;	   las	   fosfatasas	   PP1/PP2A	   [66],	   calcineurina	   (PP2B)	   [67],	  

Slingshot	  (SSH1L,	  -‐2L	  y	  -‐3L)	  [68,	  69]	  y	  cronofina	  [70],	  que	  desfosforilan	  la	  Ser3	  y	  

con	  ello	  activando	  a	  cofilina.	  Recientemente,	  se	  mostró	  que	  la	  fosforilación	  de	  la	  

tirosina	   68	   regula	   la	   función	  de	   cofilina	   [71].	   La	   actividad	  de	   cofilina	   también	  

puede	  ser	  regulada	  por	  los	  fosfoinosítidos	  de	  membrana	  PIP	  y	  PIP2.	  La	  unión	  de	  

cofilina	  a	  los	  fosfoinositidos	  inhibe	  el	  dominio	  de	  unión	  a	  actina.	  	  
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Figura	   16.-‐	   Efectos	   de	   cofilina	   en	   las	   dinamicas	   de	   polimerización	   y	  

despolimerización	  de	  la	  actina.	  a)	  La	  cofilina	  (morado)	  se	  une	  preferentemente	  a	  

actina-‐ADP	   (naranja)	   y	   a	   baja	   estequiometría	   con	   respecto	   a	   las	   subunidades	   de	  

actina,	  cortando	   los	   filamentos	  y	  de	  esta	   forma	  creando	  nuevos	  extremos	  barbados	  

(“barbed	  ends”)	  y	  en	  punta.	  La	  cofilina	  se	  disocia	  con	  una	  subunidad	  de	  actina	  en	  la	  

forma	  ADP,	  y	  el	  cambio	  de	  nucleótido	  por	  Srv2/CAP1	  (factor	  de	  intercambio	  para	  la	  

unión	  a	  actina	  cuando	  esta	  acomplejada	  con	  cofilina)	  y/o	  profilina	  (verde),	  ocurre	  en	  

la	  actina.	  Cofilina	  puede	  reciclar	  a	  cortar	  de	  nueva	  cuenta.	  Los	  fragmentos	  de	  F-‐actina	  

pueden	   permitir	   el	   elongamiento	   o	   la	   despolimerización	   de	   los	   filamentos.	   	   b)	   La	  

cofilina	  también	  puede	  unir	  a	  actina	  pero	  con	  la	   finalidad	  de	  cooperar	  saturando	  el	  

filamento	   de	   actina	   estabilizándolo.	   Puede	   darse	   la	   despolimerización	   pero	   no	   de	  

manera	   persistente	   ya	   que	   la	   cofilina	   estará	   ocupada	   en	   las	   piezas	   de	   actina.	   La	  

despolimerización	  se	  da	  en	  presencia	  de	  Aip1	  (azul)	  para	  generar	  monómeros	  o	  para	  

permitir	  el	  crecimiento	  de	  los	  filamentos	  preexistentes.	  Tomado	  de	  Bamburg,	  2010.	  
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Otro	  factor	  que	  influye	  en	  la	  unión	  de	  cofilina	  es	  su	   localización	  subcelular.	  En	  

fibroblastos	   se	   ha	   visto	   a	   cofilina	   localizada	   en	   la	   membrana	   plasmática	  

correspondiente	   al	   frente	   de	   migración,	   donde	   se	   da	   principalmente	   la	  

polimerización	   de	   actina.	   Cofilina	   también	   se	   encuentra	   en	   el	   extremo	  

citoplásmico	   de	   la	   estructuración	   del	   lamelipodio	   donde	   potencia	   el	   flujo	  

anterógrado	   de	   los	   monómeros	   de	   actina,	   donde	   cientos	   de	   G-‐actina	   por	  

segundo	  deben	  de	  ser	  removidos	  de	  los	  filamentos	  más	  viejos	  [72]	  controlando	  

las	  dinámicas	  de	  actina	  en	  el	  lamelipodio	  [73].	  

	  

En	   leucocitos	   y	   otras	   células,	   cofilina	   está	   presente	   en	   dos	   estados,	   tanto	  

fosforilada	  como	  desfosforilada,	  pero	  se	  mantiene	  una	  mayor	  proporción	  de	  su	  

estado	  inactivo	  vs	  su	  estado	  activo,	  entre	  el	  80-‐90%	  de	  cofilina	  inactiva	  y	  el	  10-‐

20%	   de	   cofilina	   activa,	   ya	   que	   basalmente	   el	   citoesqueleto	   de	   actina	   también	  

está	   en	   movimiento	   y	   participando	   en	   diversos	   procesos	   celulares.	   Los	  

estímulos	  quimiotácticos	  inducen	  una	  activación	  sumamente	  rápida	  de	  cofilina,	  

seguida	   de	   su	   inactivación,	   mientras	   que	   otro	   tipo	   de	   estímulos	   inducen	  

principalmente	   su	   inactivación,	   pero	   en	   general,	   la	   cinética	   de	  

activación/inactivación	  de	  cofilina	  es	  muy	  rápida	  [63]. 

	  

1.6. Vía	  de	  las	  cinasa	  Janus	  o	  vía	  Jak/STAT	  

	  

Las	  cinasas	  de	  la	  familia	  Janus	  participan	  en	  muchos	  procesos	  como	  desarrollo,	  

supervivencia,	   crecimiento	   celular,	   así	   como	   en	   la	   diferenciación	   de	   muchos	  

tipos	  celulares	  dentro	  de	  los	  que	  se	  destaca	  de	  manera	  crucial	  tanto	  el	  sistema	  

nervioso	   como	   el	   inmunológico.	   En	   mamíferos,	   esta	   familia	   consta	   de	   4	  

miembros,	  Tyk2,	  Jak1,	  Jak2	  y	  Jak3,	  	  que	  comparten	  un	  peso	  molecular	  entre	  120-‐

140	  kDa	  y	  1100	  aminoácidos	  de	  extensión,	  de	  gran	  homología	  estructural.	  	  Estas	  

cinasas,	  por	  tener	  un	  domínio	  cinasa	  y	  uno	  pseudocinasa,	  reciben	  su	  nombre	  del	  

dios	  romano	  Janus,	  de	  dos	  caras;	  de	  los	  inicios	  y	  los	  finales.	  	  

En	  humanos,	  el	  gen	  para	  Jak1	  se	  localiza	  en	  el	  cromosoma	  1p31.3,	  para	  Jak2	  en	  

el	  9p24,	  para	   Jak3	  y	  Tyk2	  en	  el	  19p13.1	  y	  19p13.2,	  respectivamente,	  mientras	  

que	  en	  roedores	  se	   localizan	  en	   los	  cromosomas	  4	  para	   Jak1,	  19	  para	   Jak2	  y	  8	  

para	  Jak3	  y	  Tyk2.	  [74,	  75].	  
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Estructuralmente,	   las	   cinasas	   Janus	   presentan	   cuatro	   dominios:	   un	   dominio	  

cinasa	   (en	   el	   extremo	   amino)	   con	   capacidad	   catalítica;	   uno	   pseudocinasa,	  

carente	  de	  actividad	  catalítica;	  uno	  SH2,	  de	  unión	  a	  tirosinas	  fosforiladas;	  y	  uno	  

FERM	  (en	  el	  extremo	  carboxilo),	  de	  unión	  a	  proteínas	   transmembranales	   (Fig.	  

17).	  [75].	  

	  

	  
	  

Figura	   17.-‐	   Representación	   esquemática	   de	   la	   estructura	   de	   las	   Jaks.	   Los	  

miembros	   de	   la	   familia	   de	   cinasas	   Janus	   están	   agrupados	   ya	   que	   comparten	   cuatro	  

dominios	  estructurales	  y	  siete	  regiones	  homólogas	  (JH):	  el	  dominio	  de	  actividad	  cinasa	  

con	  capacidad	  catalítica	   (JH1),	  el	  dominio	  pseudocinasa	  carece	  de	  actividad	  catalítica	  

(JH2),	  el	  dominio	  SH2	  (JH3,	  JH4)	  y	  el	  dominio	  FERM	  (JH6,	  JH7).	  	  Tomado	  de	  Ghoreschi,	  

2009.	  

	  

La	   transducción	   de	   las	   señales	   mediadas	   por	   las	   Jaks	   se	   da	   tras	   la	   unión	   del	  

ligando	  a	  su	  receptor,	   la	  cual	   induce	  un	  cambio	  conformacional	  de	   las	  cadenas	  

del	   receptor,	   permitiendo	   trans-‐	   y/o	   auto-‐fosforilación	   de	   las	   Jaks	   asociados.	  

Tras	   la	  activación	  de	   las	   Jaks,	  éstos	  a	  su	  vez	   fosforilan	  al	   receptor	  en	   tirosinas	  

para	   generar	   sitios	   de	   unión	   y	   reclutamiento	   de	   los	   transductores	   de	   señal	   y	  

activadores	  de	  transcripción	  STATs	  mediante	  el	  dominio	  SH2.	  Ya	  reclutados,	  los	  

STATs	   son	   fosforilados	   por	   las	   Jaks,	   permitiendo	   que	   los	   STATs	   se	   homo-‐	   o	  

hetero-‐dimericen	   y	   se	   transporten	   al	   núcleo	   para	   activar	   la	   transcripción	   de	  

diferentes	  genes,	  dependiendo	  del	  receptor	  que	  se	  trate	  (Fig.	  18)	  [75].	  	  
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Figura	  18.-‐	  Transducción	  de	  señales	  de	  los	  receptores	  de	  citocinas.	  La	  unión	  de	  

las	  citocinas	  a	  los	  receptores,	  que	  se	  encuentran	  acoplados	  a	  las	  Jaks,	  causa	  un	  cambio	  

conformacional	  que	  activa	  a	  las	  Jaks.	  El	  cambio	  conformacional	  permite	  que	  las	  Jaks,	  

asociadas	   a	   las	   porciones	   intracelulares	   de	   los	   receptores,	   que	   se	   trans-‐	   y/o	   auto-‐

fosforilen.	   Las	   Jaks	   una	   vez	   fosforiladas,	   forforilan	   al	   receptor	   y	   estos	   sitios	  

fosforilados	  sirven	  de	  reclutamiento	  y	  unión	  a	  STATs,	  que	  a	   su	  vez	  son	   forforilados	  

por	  las	  Jaks,	  formando	  dímeros	  de	  STATs	  y	  su	  transporte	  al	  núcleo,	  donde	  regulan	  la	  

expresión	  de	  genes.	  Tomado	  de	  Yamaoka,	  2004.	  

	  

Estas	   cinasas	   son	   fundamentales	   para	   la	   señalización	   de	   los	   receptores	   de	  

citocinas	  (ver	  tabla	  2),	  por	  lo	  que	  su	  deficiencia	  causa	  muy	  diversos	  efectos.	  La	  

deficiencia	  de	  Jak1	  solo	  se	  ha	  estudiado	  en	  ratones	  debido	  a	  que	  en	  humanos	  no	  

han	   sido	   identificado	   algún	   paciente.	   En	   ratones	   carentes	   de	   esa	   cinasa	   causa	  

muerte	   postnatal	   temprana,	   defectos	   neurológicos	   así	   como	   deficiencia	  

inmunológica	   combinada	   severa.	   Estudios	   in	   vitro	   con	   células	   deficientes	   en	  

Jak1	  revelaron	  que	  no	  responden	  a	  IFN	  de	  tipo	  I	  y	  II.	  	  

	  

La	  deficiencia	  de	   Jak2	   tiene	  como	  consecuencia	  muerte	  embriónica	  a	  causa	  de	  

defecto	   en	   eritropoyesis.	   Mutaciones	   en	   Jak2	   se	   han	   encontrado	   en	   tumores	  

malignos,	  caracterizados	  por	  un	  exceso	  en	  proliferación	  de	  uno	  o	  varios	  tipos	  de	  

linajes	   mieloides,	   así	   como	   en	   pacientes	   con	   leucemia	   mieloide	   (AML)	   y	  

leucemia	  megacarioblástica	  (AMKL).	  	  
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La	   deficiencia	   de	   Tyk2	   es	   menos	   dramática,	   ya	   que	   son	   viables	   y	   fértiles.	  

Presentan	  susceptibilidad	  a	  virus	  y	  parásitos	  pero	  resistencia	  a	  LPS	  y	  a	  artritis	  

inducida	   por	   colágeno.	   La	   señalización	   en	   respuesta	   a	   IL-‐12	   está	   fuertemente	  

afectada	   en	   ausencia	   de	   Tyk2,	   así	   como	   la	   activación	   de	   STAT3	   y	   STAT4,	  

provocando	   un	   defecto	   de	   producción	   de	   IFN-‐	   γ	   por	   los	   linfocitos	   T.	   En	  

humanos,	   hasta	   el	   2009	   solo	   se	   había	   identificado	   un	   caso	   de	   deficiencia	   en	  

Tyk2.	  El	  paciente	  presentó	  infecciones	  oportunistas	  por	  virus,	  bacterias,	  hongos	  

y	   otras	   características	   reportadas	   por	   los	   estudios	   realizados	   en	   el	   modelo	  

murino.	  [74-‐76].	  

	  

	  
Tabla	   2.-‐	   Citocinas	   y	   los	   miembros	   de	   la	   familia	   Jak	   que	   se	   asocian	   a	   sus	  
receptores.	  En	   la	   tabla	   se	   enlistan	   los	   Jaks	   y	   STATs	   que	   se	   activan	   en	   respuesta	   a	   las	  
citocinas,	   así	   como	   los	   reguladores	   negativos	   de	   la	   vía	   que	   participan	   en	   cada	   caso.	  
Modificada	  de	  Sushil,	  2000.	  	  

	  

Jak3	  tiene	  una	  expresión	  restringida	  a	  las	  células	  de	  origen	  hematopoyético,	  y	  se	  

asocia	  a	  la	  cadena	  gamma	  común	  de	  los	  receptores	  para	  las	  interleucinas	  (IL)	  -‐2,	  

-‐4, -7, -9, -15 y 21 [76]. Su	  deficiencia	  o	  mutaciones	  que	  alteren	  su	   función	  de	  

cinasa	   de	   tirosina,	   tanto	   en	   humanos	   como	   en	   ratones,	   resultan	   en	  

inmunodeficiencia	  combinada	  severa	  	  (SCID)	  [77].	   En	  ratones,	  la	  deficiencia	  de	  

Jak3	   causa	   defecto	   en	   células	   T,	   B	   y	   NK,	   y	   en	   humanos	   el	   defecto	   es	   en	   los	  
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linfocitos	  T	  y	  las	  células	  NK,	  pero	  presentan	  números	  normales	  o	  incrementados	  

de	  linfocitos	  B.	  Estas	  diferencias	  se	  atribuyen	  a	  la	  ausencia	  de	  señalización	  por	  	  

IL-‐7,	  que	  actúa	  como	  factor	  de	  crecimiento	  de	  células	  pre-‐B	  en	  ratones	  pero	  no	  

en	  humanos.	  [75].	  Además,	  en	  los	  pacientes	  deficientes	  en	  Jak3,	  los	  linfocitos	  B	  

tienen	   alterada	   su	   función,	   porque	   las	   citocinas	   IL-‐4	   e	   IL-‐21	   regulan	   la	  

producción	   de	   anticuerpos	   y	   la	   maduración	   de	   los	   linfocitos	   B	   a	   células	  

plasmáticas.	  	  

	  

El	  fenotipo	  de	  los	  ratones	  deficientes	  en	  Jak3	  presenta	  características	  fácilmente	  

distinguibles	  al	  diseccionarlos,	  ya	  que	  su	  timo	  está	  severamente	  hipoplásico	  con	  

una	   reducción	  de	  10	   a	  100	  veces	   en	   la	   celularidad,	   sus	   ganglios	   linfáticos	   son	  

casi	  imperceptibles	  (exceptuando	  uno	  o	  dos	  mesentéricos)	  y	  los	  ratones	  adultos	  

tienen	  esplenomegalia.	  Los	  ratones	  recién	  nacidos	  presentan	  disminución	  en	  el	  

conteo	   de	   linfocitos	   T	   periféricos,	   pero	   se	   normalizan	   al	   llegar	   a	   la	   adultez	  

(exceptuando	  los	  linfocitos	  T	  CD8+)	  [78].	  Por	  otra	  parte,	  linfocitos	  T	  pueden	  ser	  

activados	  a	  través	  de	  su	  TCR	  en	  coestímulo	  con	  CD28	  pero	  fallan	  en	  proliferar	  y	  

son	   más	   susceptibles	   a	   morir	   por	   apoptosis,	   o	   quedar	   anérgicos-‐activados,	  

además	  de	  secretar	  menos	  IL-‐2	  [79].	  	  	  
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2. 	  Antecedentes	  

2.1. Jak3	  en	  migración	  	  

	  

El	   hecho	   que	   tanto	   el	   timo	   como	   los	   ganglios	   linfáticos	   presenten	   una	  

celularidad	   disminuida,	   pero	   que	   en	   circulación	   peritérica	   y	   en	   el	   bazo	   la	  

cantidad	  de	  linfocitos	  T	  no	  estén	  disminuidos	  [78],	  fueron	  indicios	  que	  llevaron	  

a	  iniciar	  el	  estudio	  de	  la	  capacidad	  de	  migración	  de	  los	  linfocitos	  T	  por	  parte	  de	  

nuestro	   grupo	   de	   trabajo	   y	   diversos	   grupos	   en	   el	   mundo,	   teniendo	   como	  

producto	  una	  serie	  de	  resultados	  sumamente	  interesantes	  vinculando	  a	  Jak3	  y	  la	  

migración	  celular	  en	  respuesta	  a	  quimiocinas	  [76-‐80].	  	  

	  

En	  la	  actualidad,	  existen	  evidencias	  sólidas	  sobre	  la	  participación	  de	  las	  cinasas	  

Janus	  en	  la	  migración	  en	  respuesta	  a	  quimiocinas	  de	  diferentes	  tipos	  celulares.	  

En	  particular,	  se	  ha	  establecido	   la	  participación	  de	   Jak3	  en	   la	  migración	  de	   los	  

linfocitos	   dependiente	   de	   las	   quimiocinas	   CXCL12	   [81,	   82,	   84],	   CCL25	   [82],	  

CCL19	   y	   CCL21	   [83].	   En	   estos	   estudios	   se	   analizó	   tanto	   por	   inhibición	  

farmacológica	  o	  mediante	  el	  uso	  de	  ratones	  deficientes	  para	  la	  cinasa	  Jak3,	  que	  

los	   linfocitos	   T	   no	  migraban	   en	   respuesta	   a	   las	   quimiocinas,	   siendo	   un	   efecto	  

intrínseco	  de	   las	  células	  y	  no	  por	  defectos	  en	   la	  expresión	  en	  superficie	  de	   los	  

receptores.	  	  

	  

Estudios	   recientes	   han	   mostrado	   la	   participación	   de	   Jaks	   en	   la	   adhesión	   de	  

linfocitos	  T	  dependiente	  de	   las	  quimiocinas	  CCL21	  [85]	  y	  CXCL12	  [85,	  86,	  87].	  

En	   ambos	   estudios	   se	   muentra	   que	   la	   activación	   de	   la	   integrina	   LFA-‐1	   es	  

dependiente	  de	  Jaks	  en	  respuesta	  a	  las	  quimiocinas	  en	  linfocitos	  T.	  	  

	  

Otros	  estudios	  muestran	  el	  vínculo	  entre	  Jaks	  y	  moléculas	  que	  participan	  en	  las	  

dinámicas	   del	   citoesqueleto	   en	   respuesta	   a	   quimiocinas	   [86-‐89].	   	   En	   el	   caso	  

específico	  para	  Jak3,	  aún	  se	  desconoce	  el	  mecanismo	  mediante	  el	  cual	  esa	  cinasa	  

participa	   en	   la	   transducción	   de	   señales	  mediada	   por	   las	   quimiocinas.	   Existen	  

estudios	  que	  muestran	  otras	  cinasas	  Janus	  incidiendo	  en	  moléculas	  importantes	  

para	   el	   rearreglo	   del	   citoesqueleto.	   Particularmente,	   Jak2	   se	   mostró	   que	   es	  

requerido	   para	   la	   activación	   de	   PI3K,	   FAK	   y	   paxilina	   en	   células	   progenitoras	  
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hematopoyéticas	  en	  respuesta	  de	  CXCL12	  [86].	  También,	  Jak2	  puede	  inducir	  la	  

formación	   del	   complejo	   de	   CCR2/Lyn/Paxillin/Stat3	   en macrófagos	  

peritoneales	  estimulados	  con	  CCL2.	  [88].	  Así	  mismo,	  se	  mostró	  que	  Tyk2	  y	  Jak1	  

interaccionan	   con	   Jamip-‐1,	   componentes	   del	   citoesqueleto	   de	   tubulina,	   en	  

células	   T	   Jurkat,	   siendo	   esto	   sugerente	   de	   la	   participación	   de	   los	   Jaks	   en	   la	  

polarización	  celular	  y	  migración	  inducida	  por	  quimiocinas.	  [89].	  

	  

Por	  otra	  parte,	  se	  observó	  que	   la	  migración	  de	  enterocitos	  en	  respuesta	  a	   IL-‐2	  

requiere	  de	  Jak3	  para	  la	  redistribución	  de	  F-‐actina.	  Pero	  también	  en	  ese	  mismo	  

estudio	  los	  autores	  mostraron	  el	  requerimiento	  de	  Jak3	  para	  la	  fosforilación	  de	  

vilina	   [90].	  Otro	   estudio	   reciente	  muestra	   que	   las	   proteínas	   de	   unión	   a	   actina	  

vilina	   y	   gelsolina	   tienen	   interacción	   directa	   con	   Jak3	   en	   células	   epiteliales	  

intestinales.	  [91].	  En	  el	  mismo	  año,	  se	  mostró	  que	  Jak3	  inhibe	  la	   función	  como	  

GEF	  de	   la	   fosfolipasa	  D2	  sobre	  Rac2,	  durante	   la	  quimiotaxis	  de	   los	  neutrófilos	  

hacia	  IL-‐8.	  [92].	  
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3. JUSTIFICACIÓN	  

	  

Se	   ha	   establecido	   la	   participación	   de	   la	   cinasa	   Jak3	   en	   la	   migración	   de	   los	  

linfocitos	   T	   dependiente	   de	   CCR7	   y	   CXCR4,	   sin	   embargo	   se	   desconoce	   la	  

contribución	   de	   esta	   cinasa	   en	   la	   migración	   dependiente	   de	   las	   quimiocinas	  

CCL19,	   CCL21	   y	   CXCL12,	   ya	   que	   en	   ausencia	   de	   la	   cinasa	   Jak3	   los	   linfocitos	  T	  

estimulados	   con	   estas	   quimiocinas	   no	   migran.	   Diversos	   estudios	   sugieren	   el	  

vínculo	   entre	   miembros	   de	   la	   familia	   Janus	   y	   cinasas	   del	   citoesqueleto,	  

mostrando	   que	   cinasas	   Jak	   se	   requieren	   para	   la	   activación	   de	   cinasas	   que	  

participan	   en	   la	   reorganización	   del	   citoesqueleto	   [86-‐92],	   además	   de	   datos	  

preliminares	   de	   nuestro	   laboratorio	   donde	   se	   analizó	   mediante	   microscopía	  

confocal	   la	   adquisición	   del	   fenotipo	   migratorio	   en	   respuesta	   a	   quimiocinas	  

sugirieron	   un	   posible	   retraso	   en	   la	   adquisición	   de	   dicho	   fenotipo	   en	   los	  

linfocitos	   deficientes	   de	   Jak3	   en	   respuesta	   a	   CCL21	   (G.S.,	   observaciones	   no	  

publicadas).	  

	  

Puesto	  que	  la	  reorganización	  del	  citoesqueleto	  de	  actina	  es	  fundamental	  para	  la	  

migración	   celular,	   nos	   interesa	   dilucidar	   a	   qué	   nivel	   de	   la	   transducción	   de	  

señales	  activadas	  por	  los	  receptores	  de	  quimiocinas	  se	  ve	  afectada	  la	  migración	  

de	   los	   linfocitos	   T	   en	   ausencia	   de	   Jak3	   y	   si	   la	   ausencia	   de	   esta	   cinasa	   está	  

afectando	   las	   vías	   de	   señalización	   involucradas	   en	   la	   reorganización	   del	  

citoesqueleto,	   induciendo	   un	   ineficiente	   rearreglo	   del	   citoesqueleto	   en	  

respuesta	  a	  las	  quimiocinas,	  y	  por	  ello,	  un	  defecto	  en	  la	  migración	  celular.	  

	  

El	  caracterizar	  el	  papel	  de	  Jak3	  en	  la	  migración	  de	  los	  linfocitos	  T	  dependiente	  

de	   CCR7	   y	   CXCR4	   ayudará	   al	   entendimiento	   de	   la	   reorganización	   del	  

citoesqueleto	   durante	   la	   migración	   celular	   y	   la	   importancia	   que	   tienen	   las	  

estructuras	   dependientes	   de	   actina	   que	   se	   forman	   en	   respuesta	   a	   las	  

quimiocinas.	  
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4. HIPÓTESIS	  Y	  OBJETIVOS	  

	  

HIPÓTESIS	  

	  

En	   ausencia	   de	   Jak3,	   los	   linfocitos	   T	   presentan	   una	   migración	   deficiente	  

dependiente	   de	   CCR7	   y	   CXCR4,	   debido	   a	   defectos	   en	   la	   reorganización	   del	  

citoesqueleto	  de	  actina.	  

	  

OBJETIVOS	  

	  

OBJETIVO	  GENERAL	  

	  

Investigar	  el	  papel	  	  de	  Jak3	  en	  las	  vías	  de	  señalización	  dependientes	  de	  CCR7	  y	  

CXCR4	   que	   conducen	   a	   la	   reorganización	   del	   citoesqueleto	   de	   actina	   en	  

linfocitos	  T. 	  

	  

OBJETIVOS	  ESPECÍFICOS	  

	  

• Analizar	  el	  cambio	  de	   forma	  y	   la	  adquisición	  del	   fenotipo	  migratorio	  de	  

linfocitos	  de	  ratones	  C57BL/6	  Jak3+/+	  tratados	  o	  no,	  con	  el	  fármaco	  WHI-‐

P131	  o	  PTX	  en	  respuesta	  de	  la	  activación	  de	  CCR7.	  

	  

• Analizar	   la	  polimerización	  de	  actina	  en	   linfocitos	  T	  vírgenes	  de	   ratones	  

C57BL/6	  Jak3+/-‐,	  Jak3-‐/-‐,	  así	  como	  en	  linfocitos	  de	  ratones	  Jak3+/+	  tratados	  

o	   no,	   con	   el	   fármaco	  WHI-‐P131	   o	   PTX	   en	   respuesta	   a	   la	   activación	   de	  

CCR7.	  

	  

• Analizar	   la	   polimerización	   de	   actina	   en	   células	   humanas	   de	   sangre	  

periférica	   (PBMC)	   tratadas	   o	   no,	   con	   el	   fármaco	   WHI-‐P131	   o	   PTX	   en	  

respuesta	  a	  la	  activación	  de	  CXCR4.	  
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• Determinar	  la	  cinética	  de	  fosforilación	  de	  cofilina	  en	  linfocitos	  de	  ratones	  

C57BL/6	   Jak3+/+	   tratados	   o	   no,	   con	   el	   fármaco	   WHI-‐P131	   o	   PTX	   en	  

respuesta	  a	  la	  activación	  de	  CCR7,	  	  

	  

• Determinar	   la	   cinética	   de	   fosforilación	   de	   cofilina	   en	   células	   humanas	  

PBMCs	  tratadas	  o	  no,	  con	  el	  fármaco	  WHI-‐P131	  o	  PTX	  en	  respuesta	  a	  la	  

activación	  de	  CXCR4.	  

	  

• Determinar	   la	   cinética	   de	   activación	   de	   las	   GTPasas	   Rac1	   y	   RhoA	  

dependiente	  de	  CCR7,	  en	  linfocitos	  de	  ratones	  C57BL/6	  Jak3+/+	  tratados	  

o	  no,	  con	  el	  fármaco	  WHI-‐P131	  o	  PTX	  .	  
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5. ESTRATEGIA	  EXPERIMENTAL	  	  
	  

A	  continuación	  se	  muestra	  un	  esquema	  general	  de	  la	  estrategia	  experimental	  del	  

presente	  trabajo.	  
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6. MATERIALES	  Y	  MÉTODOS	  

	  

Ratones.	  Ratones	   Jak3-‐/-‐	  o	   Jak3+/-‐	  de	   la	  cepa	  C57BL/6	   fueron	  obtenidos	  de	   los	  

laboratorios	   Jackson	   y	   mantenidos	   en	   condiciones	   libres	   de	   patógenos	   en	   el	  

bioterio	  del	  Instituto	  de	  Investigaciones	  Biomédicas,	  UNAM.	  Los	  ratones	  fueron	  

usados	   entre	   la	   3ª	   y	   6ª	   semana	   de	   vida.	   Todos	   los	   experimentos	   fueron	  

desarrollados	   bajo	   los	   lineamientos	   éticos	   del	   Instituto	   de	   Investigaciones	  

Biomédicas	  y	  bajo	  la	  aprobación	  del	  "Comité	  para	  el	  Cuidado	  y	  Uso	  de	  Animales	  

de	  Laboratorio	  (CICUAL)”	  del	  Instituto.	  	  

	  

Células	  mononucleares	  de	  sangre	  periférica	  humana	  	  (PBMCs).	  	  

Las	  células	  fueron	  aisladas	  mediante	  gradiente	  de	  densidad	  a	  partir	  de	  paquetes	  

leuco-‐plaquetarios	  de	  sangre	  periférica	  de	  donadores	  sanos	  obtenidos	  del	  banco	  

de	  sangre	  del	  Centro	  Médico	  Nacional	  Siglo	  XXI,	  IMSS,	  México	  D.F.,	  usando	  Ficoll-‐

Paque	   PLUS	   (GE	   Healthcare,	   Suecia).	   Las	   células	  mononucleares	   se	   aislaron	   y	  

lavaron	   cuatro	   veces	   con	   PBS	   pH	   7.5	   previamente	   a	   su	   uso.	   El	   protocolo	   fue	  

aprobado	   por	   el	   Comité	   Bioético	   de	   Investigación	   Humana	   (CEISHUM)	   del	  

Instituto	   de	   Investigaciones	   Biomédicas,	   Universidad	   Nacional	   Autónoma	   de	  

México.	  

	  

Reactivos	  y	  anticuerpos.	  Quimiocinas:	  CCL19	  y	  CCL21	  murinas	  recombinantes	  

y	  CXCL12	  humana	  fueron	  obtenidas	  de	  PeproTech	  (Rocky	  Hill,	  NJ).	  Inhibidores:	  

El	   inhibidor	  específico	  de	   Jak3	  WHI-‐P131	   (30	  µg/mL,	  Calbiochem,	  San	  Diego,	  

CA),	  la	  toxina	  pertussis	  (PTX,	  200ng/mL,	  (Sigma	  Chemicals,	  Saint	  Louis,	  MO)	  o	  

el	   buffer	   de	   control	   de	   dimetil	   sulfóxido	   (DMSO,	   Sigma	   Chemicals),	   fueron	  

usados	  en	  los	  experimentos	  en	  los	  casos	  de	  experimentación	  con	  linfocitos	  T	  de	  

ratones	   silvestres.	   Anticuerpos:	   Los	   anticuerpos	   primarios	   empleados	   para	   el	  

análisis	  mediante	   inmunoblot	   fueron	   los	   siguientes:	   policlonal	   de	   conejo	   anti-‐

phospho-‐cofilina	   1	   (mSer3)	   y	   anti-‐actina	   fueron	   adquiridos	   de	   Santa	   Cruz	  

Biotechnology	   Inc,	   Santa	   Cruz,	   CA;	   como	   reactivos	   secundarios	   se	   utilizaron	  
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anticuerpos	   anti-‐conejo	   y	   anti-‐raton	   conjugados	   con	   peroxidasa	   (HRP)	  

(Invitrogen,	  Carlsbad,	  CA)	  (Amersham,	  Buckinghamshire,	  UK)	  .	  

	  Para	   los	   ensayos	   de	   inmunofluorescencia,	   los	   anticuerpos	   anti-‐RhoA-‐GTP	   y	  

anti-‐	   Rac1-‐GTP	   de	   raton	   (New	   East,	   Biosciences,	   Whitewoods	   Lane,	   Malvern,	  

PA),	   así	   como	   faloidina	   rodaminada	   (Invitrogen	   Inc.,	   Carlsbad,	   CA)	   fueron	  

usados,	   seguido	   del	   anticuerpo	   secundario	  Alexa	   Fluor®	   488	   cabra	   anti-‐ratón	  

IgG	  (Molecular	  Probes,	  Invitrogen	  Inc.).	  El	  medio	  de	  montaje	  para	  fluorescencia	  

fue	  adquirido	  de	  Dako	  (Dinamarca	  A/S).	  	  

	  

Videomicroscopía	  de	  “time-‐lapse”	  

	  

Para	  los	  ensayos	  funcionales	  de	  migración	  ex-‐vivo	  se	  usaron	  2	  x	  105	  células	  de	  

ganglios	  linfáticos	  periféricos	  colocadas	  en	  cámaras	  Lab-‐TekTM	  Chamber	  SlideTM	  

y	  mantenidas	  a	  37ºC	  a	  lo	  largo	  del	  monitoreo	  de	  la	  respuesta	  a	  las	  quimiocinas.	  

La	   adquisición	   de	   las	   secuencias	   se	   hizo	   mediante	   una	   videocámara	   digital	   a	  

color	   Evolution	   VF	   acoplada	   a	   un	   microscopio	   invertido	   Olympus	   IX50	   con	  

objetivo	  LC	  Plan	  FL	  40X.	  Las	  capturas	  se	  hicieron	  cada	  3	  segundos	  a	  lo	  largo	  de	  

la	   secuencia	   total	   de	   25	   minutos.	   Todas	   las	   imágenes	   fueron	   procesadas	  

mediante	   el	   software	   Image-‐Pro	   Plus	   version	   7.0	   	   (Media	   Cybernetics	   Inc.,	  

Bethesda,	  MD).	  

	  

Análisis	  de	  polimerización	  de	  actina.	  	  

	  

La	  polimerización	  de	  actina	  se	  determinó	  mediante	  tinción	  con	  NBD-‐falacidina-‐

FITC	   (Molecular	   Probes,	   Invitrogen	   Inc.)	   y	   el	   análisis	   de	   la	   intensidad	   de	  

fluorescencia	  se	  hizo	  por	  citometría	  de	  flujo.	  

	  

Para	  los	  ensayos	  de	  inhibición	  se	  utilizaron	  1	  x	  106	  células	  de	  ganglios	  linfáticos	  

periféricos	  de	   ratones	   Jak3+/+,	   las	   cuales	   fueron	   incubadas	  por	  2	  horas	  a	  37ºC	  

(en	  medio	   RPMI,	   10%	   de	   suero	   fetal	   bovino,	   SFB)	   en	   presencia	   del	   inhibidor	  

específico	  de	  Jak3	  WHI-‐P131,	  PTX	  o	  DMSO.	  Las	  células	  fueron	  lavadas	  dos	  veces	  

con	   RPMI	   y	   estimuladas	   de	   0	   a	   5	  minutos	   con	   la	   quimiocina	   CCL19	   o	   CCL21	  

(300ng/mL).	  Cada	  tiempo	  de	  estimulación	  fue	  detenido	  mediante	  la	  adición	  de	  
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formaldehído	  (3.7%	  de	  concentración	  final)	  y	  se	  incubaron	  por	  1	  hora	  entre	  15	  

y	   18ºC	   en	   obscuridad.	   Posteriormente,	   se	   permeabilizaron	   e	   incubaron	   por	   1	  

hora	  más	  con	  un	  buffer	  en	  presencia	  de	   lisofosfatidilcolina	   (0.25mg/mL),	  0.78	  

unidades	  de	  NBD-‐falacidina-‐FITC,	  formaldehído	  (7.4%)	  en	  PBS	  (1X).	  

	  

Se	   realizaron	   experimentos	   similares	   usando	   linfocitos	   T	   totales	   de	   bazo	   de	  

ratones	  Jak3+/+	  o	  Jak3-‐/-‐,	  de	  entre	  3	  y	  6	  semana	  de	  vida,	  enriquecidos	  mediante	  

la	   técnica	  de	   “Panning”,	   un	   tipo	  de	   selección	  negativa	  utilizando	   el	   anticuerpo	  

anti-‐B220	  para	   eliminar	   los	   linfocitos	  B	   [83].	  Después	   del	   enriquecimiento	   de	  

los	  linfocitos	  T,	  las	  células	  fueron	  lavadas	  y	  estimuladas	  con	  CCL19	  o	  CCL21.	  Por	  

último,	   células	   humanas	   PBMCs	   fueron	   estimuladas	   con	   CXCL12	   (300ng/mL),	  

siguiendo	  el	  mismo	  protocolo	  empleado	  para	  las	  células	  murinas.	  

	  

Las	  muestras	   fueron	  adquiridas	  en	  un	  citómetro	  de	   flujo	  FACScalibur	   (BD)	  y	  

los	  datos	  fueron	  analizados	  con	  el	  software	  FlowJo	  8.7	  (Tree.Star,	  Inc.,	  Ashland,	  

OR).	   Todos	   los	   análisis	   se	   hicieron	   bajo	   la	   delimitación	   	   de	   la	   región	  

correspondiente	  al	  tamaño	  y	  granularidad	  de	  las	  células	  vivas,	  en	  las	  gráficas	  de	  

puntos.	  Se	  calculó	  el	  incremento	  relativo	  (IR)	  como	  la	  relación	  entre	  el	  valor	  de	  

intensidad	  de	  fluorescencia	  (IMF)	  de	  las	  células	  estimuladas	  con	  respecto	  a	  las	  

células	  no	  estimuladas	  (basales).	  

	  

Análisis	  de	  la	  fosforilación	  de	  cofilina.	  

	  

Células	  murinas	  de	  ganglios	  linfáticos	  periféricos	  o	  PBMCs	  humanas	  fueron	  pre-‐

tratadas	   con	   DMSO,	   WHI-‐P131	   o	   PTX	   y	   estimuladas	   con	   CCL21	   o	   CXCL12	  

(300ng/mL),	   respectivamente,	   de	   0	   a	   5	  minutos,	   en	  medio	   RPMI	   con	   10%	  de	  

SFB,	   a	   37ºC.	   Posteriormente,	   las	   células	   fueron	   centrifugadas	   y	   resuspendidas	  

en	   un	   buffer	   de	   lisis	   con	   1%	   de	   Tritón	   X-‐100	   e	   inhibidores	   de	   fosfatasas	   y	  

proteasas,	  como	  se	  describe	  [82].	  Los	  lisados	  totales	  fueron	  hervidos	  por	  10	  min	  

a	   95ºC	   y	   separados	   en	   un	   gel	   SDS-‐PAGE	   12%,	   mediante	   electroforesis	   y	  

transferido	   a	   una	   membrana	   de	   polivinilo	   (PVDF)	   (Immobilon,	   0.45	   µm,	  

Millipore	   Corporation,	   Bedford,	   MA).	   Las	   membranas	   fueron	   bloqueadas	   con	  

una	   solución	   al	   5%	   de	   BSA	   (Research	   Organics,	   Cleveland,	   OH)	   en	   TBS	   1X,	  
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seguido	  de	  la	  incubación	  con	  el	  anticuerpo	  anti-‐fosfo-‐cofilina	  y	  otra	  incubación	  

posterior	  con	  el	  anticuerpo	  secundario	  conjugado	  con	  HRP.	  La	  detección	  de	   la	  

señal	  se	  hizo	  mediante	  quimioluminiscencia	  utilizando	  la	  peroxidasa	  de	  rábano	  

para	  western	  blot	  de	  la	  compañía	  Pierce	  (Pierce,	  Rockford,	  IL).	  Como	  control	  de	  

carga	   se	  usó	  el	   anticuerpo	  anti-‐actina.	   Se	  utilizaron	  placas	  de	  autoradiografías	  

(Kodak)	   las	   cuales	   se	   digitalizaron	   y	   la	   intensidad	   de	   la	   señal	   se	   cuantificó	  

mediante	   el	   software	   ImageJ	   1.46r	   (National	   Institutes	   of	   Health,	   USA).	   Los	  

datos	   obtenidos	   del	   análisis	   densitométrico	   se	   expresaron	   como	   “Índice	   de	   P-‐

Cofilina”,	  calculado	  como	  la	  relación	  entre	  los	  valores	  de	  densidad	  óptica	  de	  P-‐

cofilina/actina.	  

	  

Inmunofluorescencia	  y	  microscopía	  confocal	  

	  

Después	   de	   ser	   estimuladas,	   las	   células	   se	   fijaron	   en	   una	   solución	   de	  

formaldehido	  al	  3.7%	  en	  PBS	  1X,	  y	  puestas	  en	  portaobjetos	  de	  vidrio	   tratados	  

con	   poli-‐L-‐Lisina.	   Una	   vez	   que	   las	   células	   quedaron	   sedimentadas	   en	   los	  

cubreobjetos,	   se	   permeabilizaron	   con	   Tritón-‐X100	   al	   0.1%	   por	   5	   min	   a	  

temperatura	   ambiente.	   Posteriormente,	   las	   muestras	   se	   bloquearon	   con	   PBS-‐

1X/0.05%	  Tween20	  +	  1%	  BSA	  y	  se	  incubaron	  con	  los	  anticuerpos	  monoclonales	  

anti-‐RhoA-‐GTP	  o	  anti-‐Rac1-‐GTP	  (Neweast	  Bioscience	  PA),	  dirigidos	  a	  las	  formas	  

activas	  de	  las	  proteínas,	  a	  una	  dilución	  de	  1:75	  en	  PBS-‐1%	  BSA	  por	  una	  hora	  a	  

37ºC.	   Después	   de	   la	   incubación,	   las	   muestras	   se	   lavaron	   tres	   veces	   con	   una	  

solución	   de	   PBS/0.05%	   Tween20	   y	   se	   tiñeron	   por	   1	   hora	   con	   el	   anticuerpo	  

secundario	  anti-‐mouse	  IgG	  acoplado	  a	  Alexa-‐Fluor	  488	  a	  una	  dilución	  de	  1:200	  

en	   PBS	   1X/0.05%	   Tween20	   +	   1%	   BSA.	   La	   actina	   filamentosa	   se	   tiñó	   con	  

faloidina-‐rodamina	   por	   20	   minutos	   a	   una	   dilución	   de	   1:200	   en	   PBS	   1X,	   y	  

posteriormente	  fue	  retirada	  mediante	  lavados	  con	  PBS	  1X.	  Los	  cubreobjetos	  se	  

montaron	  con	  en	  medio	  de	  montaje	  para	  fluorescencia	  de	  Dako.	  La	  observación	  

de	   las	   células	   se	  hizo	   con	  el	  microscopio	   confocal	  Zeiss	  LSM5	  equipado	  con	  el	  

software	  LSM	  5	  PASCAL	  2.8	  y	  el	  análisis	  de	  las	  imágenes	  se	  hizo	  con	  el	  software	  

ImageJ	  1.46r.	  
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Los	   datos	   obtenidos	   fueron	   normalizados	   calculando	   el	   IR	   como	   la	   relación	  

entre	  el	  promedio	  de	  IMF	  de	  cada	  célula	  estimulada	  y	  el	  promedio	  de	  IMF	  de	  las	  

células	  sin	  estimular.	  

	  

Análisis	  estadístico.	  	  

Los	  datos	  se	  muestran	  como	  valores	  promedio	  ±	  SEM.	  Las	  gráficas	  representan	  

un	   experimento	   representativo,	   o	   el	   promedio	   de	   por	   lo	   menos	   tres	  

experimentos	   independientes.	   La	   significancia	   de	   los	   resultados	   fue	   calculada	  

mediante	   la	   prueba	   de	   t	   de	   Student	   (pareada	   o	   no	   pareada)	   utilizando	   el	  

software	  de	  análisis	  estadístico	  GraphPad	  Prism	  4.0b	  (GraphPad	  Software	  Inc.,	  

San	  Diego,	  CA).	  Los	  valores	  de	  p	  se	  muestran	  en	  cada	  figura.	  
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7. RESULTADOS	  	  	  

	  

La	   inhibición	   farmacológica	   de	   Jak3	   tuvo	   como	   resultado	   una	   deficiente	  

adquisición	  del	  fenotipo	  migratorio	  en	  respuesta	  de	  CCL21.	  	  

	  

Se	   ha	   establecido	   que	   Jak3	   participa	   en	   la	   migración	   de	   los	   linfocitos	   T	  

dependiente	  de	  quimiocinas	  por	  nuestro	  grupo	  de	   trabajo	  y	  otros	   [82-‐85,	  93].	  

Debido	   a	   que	   la	   adquisición	   del	   fenotipo	   migratorio	   es	   un	   requisito	   para	  	  

permitir	  la	  migración	  celular,	  el	  primer	  paso	  fue	  analizar	  la	  respuesta	  celular	  a	  

las	  quimiocinas	  por	   la	  técnica	  de	  video-‐microscopía	  de	  time-‐lapse.	  En	  la	  figura	  

19	   (a)	   se	   muestra	   una	   representación	   esquemática	   de	   los	   fenotipos	  

característicos	   de	   las	   células	   no	   polarizadas,	   polarizadas	   y	  migratorias	   que	   se	  

adquieren	  en	  respuesta	  a	  la	  quimiocina	  CCL21,	  donde	  las	  células	  no	  polarizadas	  

no	   presentan	   prolongaciones	   evidentes	   de	   su	   membrana	   celular,	   las	   células	  

polarizadas	  cuentan	  con	  extensiones	  de	  estructuras	   lamelares	  o	   lamelipodio,	  y	  

las	   células	   migratorias	   son	   aquellas	   que	   presentan	   un	   frente	   de	   migración	   o	  

“leading	   edge”	   y	   el	  urópodo.	  En	   la	  misma	   figura	   (b)	   se	  muestran	   las	   imágenes	  

representativas	  de	  células	  a	  diferentes	   tiempos	  de	  estimulación	   tomados	  de	   la	  

video-‐microscopía.	  	  

	  

Como	  se	  muestra	  en	  la	  figura	  20	  (a),	  las	  células	  control	  (tratadas	  con	  0.06%	  de	  

DMSO),	   fueron	   capaces	   de	   generar,	   en	   un	   36.6%	   de	   las	   células	   analizadas,	   la	  

forma	  característica	  del	  fenotipo	  de	  una	  célula	  en	  migración,	  mientras	  que	  solo	  

el	  16.7%	  de	  las	  células	  tratadas	  con	  WHI-‐P131	  y	  un	  7.6%	  de	  las	  células	  tratadas	  

con	   PTX	   fueron	   capaces	   de	   generar	   algún	   cambio	   de	   forma	   en	   respuesta	   a	   la	  

quimiocina	  CCL21.	  	  
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Figura	   19.-‐	   La	   motilidad	   y	   la	   migración	   de	   los	   linfocitos	   está	   disminuida	   en	  
ausencia	  de	   la	  actividad	  de	   Jak3.	  El	  análisis	  de	   la	  videomicroscopia	  de	  Time-‐lapse	  	  
de	   células	   primarias	   provenientes	   de	   ratones	   silvestres	   para	   Jak3	   pretratadas	   con	  
DMSO,	   WHI-‐P131	   o	   PTX,	   y	   estimuladas	   por	   25	   minutos	   con	   la	   quimiocina	   CCL21	  
(videos	   1,	   2	   y	   3).	   Representación	   esquemática	   de	   los	   fenotipos	   adquiridos	   por	   los	  
linfocitos	  en	  respuesta	  a	  la	  estimulación	  y	  considerados	  para	  las	  cuantificaciones,	  con	  
base	  en	  las	  estructuras	  migratorias	  generadas	  (a).	  Imágenes	  seleccionadas	  de	  uno	  de	  
tres	  experimentos	  independientes,	  correspondientes	  a	  los	  0,	  1,	  10,	  20	  y	  25	  minutos	  de	  
la	  secuencia	  total	  de	  video-‐microscopía	  (b).	  Las	   flechas	   indican	  células	  polarizadas	  o	  
con	  fenotipo	  migratorio.	  
	  

Se	  hizo	  un	  análisis	  a	  mayor	  detalle	  del	  cambio	  de	  forma	  y	  estructuras	  generadas	  

por	   las	   células	   en	   respuesta	   a	   la	   quimiocina	   (Fig.	   20b),	   encontrando	   que	   el	  

24.4%	  de	  las	  células	  control	  formaron	  un	  frente	  de	  migración	  y	  un	  urópodo	  bien	  

delimitados	  (fenotipo	  migratorio),	  mientras	  que	  solo	  el	  12.2%	  de	  este	  grupo	  de	  

células	   generó	   únicamente	   el	   frente	   de	  migración,	   sin	   formar	   el	   urópodo.	   Las	  

células	   que	   mostraron	   el	   fenotipo	   migratorio	   también	   presentaron	   los	  

movimientos	  característicos	  de	  retracción-‐contracción	  en	  respuesta	  al	  gradiente	  

de	  quimiocina	  (video	  1).	  

a)	  

b)	  
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Por	   el	   contrario,	   la	   inhibición	   farmacológica	  de	   Jak3	  produjo	  una	  disminución	  

evidente	  en	  la	  motilidad	  celular	  (video	  2)	  ya	  que	  solo	  el	  16.7%	  de	  los	  linfocitos	  T	  

tratados	   con	   el	   inhibidor	   WHI-‐P131	   fueron	   capaces	   de	   responder	   a	   la	  

quimiocina	   (Fig.	   20a).	   A	   pesar	   de	   que	   un	   5%	  de	   células	   pudieron	   adquirir	   un	  

fenotipo	  migratorio,	  estas	  presentaron	  una	  motilidad	  disminuida	  y	  rigidez	  en	  el	  

urópodo	   (Fig.	   20b	   y	   video	  2).	  De	  manera	   interesante,	   el	   porcentaje	   de	   células	  

capaces	   de	   generar	   solo	   el	   frente	   de	  migración	   en	   células	   tratadas	   con	  WHI-‐

P131	   (11%)	   no	   mostró	   disminución	   respecto	   a	   las	   células	   control	   (12.1%),	  

mientras	   que,	   de	   las	   células	   tratadas	   con	   PTX,	   solo	   un	   bajo	   porcentaje	   fueron	  

capaces	   de	   generar	   un	   frente	   de	   migración	   (solo	   el	   1.7%)	   así	   como	   en	   la	  

adquisición	  del	  fenotipo	  migratorio	  (solo	  el	  1.9%)	  (Fig.	  20b	  y	  video	  3).	  

	  

	  
Figura	  20.-‐	  Cuantificación	  de	  la	  respuesta	  morfológica	  de	  las	  células	  observada	  
tras	  a	  estimulación	  con	  CCL21.	  Las	  gráficas	  muestran	  los	  porcentajes	  de	  células	  que	  
generaron	   cambio	   de	   su	   forma,	   representada	   como	   responding	   cells	   (a)	   o	   como	  
porcentaje	   de	   células	   formando	   estructuras	   migratorias	   (b),	   clasificadas	   como	  
“polarized”	   (presentando	   solo	   el	   frente	   de	   migración	   “leading	   edge”)	   o	   “migratory	  
phenotype”	   (con	   el	   frente	   de	   migración	   y	   urópodo).	   Las	   barras	   representan	   el	  
promedio	  de	  los	  valores	  de	  tres	  experimentos	  independientes	  ±	  SEM.	  La	  significancia	  
estadística	   se	   determinó	   mediante	   T	   de	   Students	   pareada	   de	   una	   sola	   cola.	   Los	  
asteriscos	  indican	  *p	  <	  0.05,	  **p	  <	  0.01,	  ***p	  <	  0.001.	  

	  

La	  inhibición	  de	  Jak3	  produjo	  una	  deficiente	  polimerización	  de	  actina	  en	  

respuesta	  a	  CCL19,	  CCL21	  y	  CXCL12.	  

 

Para	  dilucidar	  el	  vínculo	  posible	  entre	  Jak3	  y	  las	  dinámicas	  del	  citoesqueleto	  de	  

actina,	  se	  determinaron	  los	  niveles	  de	  F-‐actina	  inducidos	  por	  las	  quimiocinas	  a	  

diferentes	   tiempos	  mediante	   el	   análisis	   por	   citometría	   de	   flujo	   de	   linfocitos	   T	  

b)	  a)	  
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aislados	   del	   bazo	   de	   ratones	   Jak3-‐/-‐	   o	   Jak3+/-‐.	   En	   respuesta	   a	   las	   quimiocinas	  

CCL19	  y	  CCL21,	  la	  cantidad	  de	  F-‐actina	  aumentó	  sumamente	  rápido,	  a	  tan	  solo	  

10	   segundos	   de	   estimulación	   en	   los	   linfocitos	   T	   totales	   de	   ratón	   Jak3+/-‐.	   El	  

incremento	  se	  mantuvo	  hasta	  los	  30	  segundos	  de	  estimulación,	  regresando	  a	  los	  

niveles	  iniciales	  a	  los	  300	  segundos.	  En	  contraste,	  los	  linfocitos	  T	  totales	  Jak3-‐/-‐	  

(Fig.	   21),	   así	   como	   los	   linfocitos	   T	   CD4+	   purificados	   Jak3-‐/-‐	   (anexo	   1a)	  

presentaron	  una	  marcada	  disminución	  del	  incremento	  de	  F-‐actina	  inducido	  por	  

la	   quimiocina	   CCL21,	   de	   hecho,	   la	   diferencia	   fue	   de	   5.6	   veces	   menor	   en	   los	  

linfocitos	  T	  Jak3-‐/-‐	  en	  comparación	  con	  los	  linfocitos	  T	  Jak3+/-‐.	  

 

             

              
	  
	  
	  
	  

	  

c)	  

d)	  

a)	  

b)	  
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Figura	   21.-‐	   Jak3	   se	   requiere	   para	   la	   polimerización	   de	   actina	   dependiente	   de	  
CCR7	   en	   linfocitos	   T.	   linfocitos	   de	   ratones	   Jak3+/-‐	   o	   Jak3-‐/-‐	   se	   estimularon	   con	   las	  
quimiocinas	  CCL19	  ó	  CCL21	  (300ng/mL)	  de	  0-‐300	  segundos	  y	  la	  cantidad	  total	  de	  F-‐
actina	   fue	  detectada	  mediante	   tinción	   con	  NBD-‐falacidina-‐FITC	   como	   se	  describe	   en	  
materiales	  y	  métodos.	  Histogramas	  representativos	  (a	  y	  b)	  y	  las	  gráficas	  (c,	  d	  y	  e)	  de	  
los	   incrementos	   relativos	   (IR)	   de	   F-‐actina	   se	   muestran.	   linfocitos	   silvestres	   (línea	  
azul)	  o	  deficientes	  de	  Jak3	  (línea	  roja)	  fueron	  estimulados	  con	  las	  quimiocinas	  CCL19	  
(c)	   ó	   CCL21	   (d).	   Las	   gráficas	   representan	   el	   promedio	   de	   4	   experimentos	  
independientes	  ±	  SEM.	  La	  significancia	  estadística	  se	  calculó	  mediante	  la	  prueba	  T	  de	  
Student	  no	  pareada	  de	  una	  cola.	  *p	  <	  0.05,	  **p	  <	  0.01,	  ***p	  <	  0.001.	  	  

 

Para	   corroborar	   el	   papel	   positivo	   de	   Jak3	   en	   la	   polimerización	   de	   actina	  

dependiente	   de	   quimiocinas,	   se	   hicieron	   experimentos	   mediante	   inhibición	  

farmacológica	  de	  la	  actividad	  de	  Jak3.	  

	  

       
 

    	  

	  

a)	  

c)	  

d)	  

b)	  
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Figura	   22.-‐	   La	   polimerización	   de	   actina	   dependiente	   de	   CCR7	   en	   linfocitos	   T	  
requiere	  de	  Jak3.	  Linfocitos	  primarios	  de	  ratones	  C57BL/6	  se	  pretrataron	  con	  DMSO	  
(línea	  azul),	  WHI-‐P131	  (línea	  roja)	  o	  PTX	  (línea	  verde),	  estimuladas	  con	  la	  quimiocina	  
CCL19	   ó	   CCL21	   a	   los	   mismos	   tiempos	   (0-‐300	   segundos).	   Se	   muestras	   histogramas	  
representativos	   (a	   y	   c)	   y	   las	   gráficas	   (b	   y	   d)	   de	   los	   IR	   de	   F-‐actina.	   Las	   gráficas	  
representan	  el	  promedio	  de	  5	  y	  9	  experimentos	  independientes	  ±	  SEM.	  *p	  <	  0.05,	  **p<	  
0.01.	   La	   significancia	   estadística	   se	   determinó	   con	   una	   T	   de	   Student	   pareada	   (una	  
cola).	  *p	  <	  0.05,	  **p	  <	  0.01,	  ***p	  <	  0.001.	  	  

 
Primero,	   las	   células	   totales	   de	   los	   ganglios	   linfáticos	   de	   ratones	   silvestres	   se	  

trataron	  con	  el	  inhibidor	  específico	  de	  Jak3,	  el	  vehículo	  del	  inhibidor	  (DMSO)	  o	  

PTX.	  Como	  se	  muestra	  en	  la	  figura	  22,	  la	  polimerización	  de	  actina	  inducida	  por	  

quimiocinas	   fue	   afectada	   por	   la	   inhibición	   de	   la	   actividad	   de	   Jak3,	   siendo	  

significativamente	   menor	   a	   todos	   los	   tiempos	   entre	   10	   y	   60	   segundos	   en	  

comparación	   con	   las	   células	   control.	   Estos	   resultados	   fueron	   confirmados	   en	  

muestras	  purificadas	  de	  las	  subpoblaciones	  de	  linfocitos	  T	  CD4+	  y	  CD8+	  (anexo	  

1b	   y	   c).	   El	   tratamiento	   con	   PTX	   tuvo	   como	   consecuencia	   el	   abatimiento	  

completo	  de	   la	  respuesta	  de	  polimerización	  de	  actina,	  como	  ha	  sido	  reportado	  

previamente	  [94]	  (Fig.	  22).	  

   
Posteriormente,	   se	   investigó	   si	   la	   actividad	   de	   Jak3	   se	   requería	   para	   la	  

polimerización	   de	   actina	   en	   linfocitos	   T	   humanos.	   Para	   este	   propósito,	   se	  

aislaron	   linfocitos	   humanos	   de	   sangre	   periférica	   (PBMCs)	   y	   se	   analizó	   la	  

polimerización	   de	   actina	   en	   respuesta	   de	   la	   quimiocina	   CXCL12,	   reportada	  

previamente	  como	  dependiente	  de	  Jak3	  [82].	  Así	  como	  se	  observó	  en	  las	  células	  

murinas,	   las	   PBMCs	   humanas	   mostraron	   un	   incremento	   de	   F-‐actina	   a	   los	   10	  

segundos	   de	   la	   estimulación	   que	   se	   mantuvo	   hasta	   los	   30	   segundos	   de	   la	  

estimulación,	   seguido	   de	   una	   tendencia	   de	   regreso	   a	   los	   niveles	   de	   F-‐actina	  

previos	  a	  la	  estimulación,	  de	  los	  30	  a	  los	  300	  segundos.	  En	  contraste,	  las	  células	  

tratadas	   con	   WHI-‐P131	   mostraron	   una	   disminución	   estadísticamente	  

significativa	  de	  la	  polimerización	  de	  actina	  entre	  10	  y	  60	  segundos	  posteriores	  a	  

la	   estimulación	   con	   la	   quimiocina,	   en	   comparación	   con	   las	   células	  que	   solo	   se	  

incubaron	   con	   el	   vehiculo	   del	   inhibidor,	   a	   pesar	   de	   que	   la	   cinética	   no	  mostró	  

alteraciones.	   Por	   último,	   de	   manera	   similar	   a	   lo	   mostrado	   por	   las	   células	  

murinas,	   el	   tratamiento	   con	   PTX	   previno	   la	   polimerización	   de	   actina	   en	  

respuesta	  a	  CXCL12	  (Fig.	  23).	  

 



	   59	  

 
 

Figura	  23.-‐	  La	  inhibición	  de	  Jak3	  resulta	  en	  la	  disminución	  de	  la	  inducción	  de	  F-‐
actina	   dependiente	   de	   CXCR4	   en	   células	   humanas.	   Células	   PBMC	   humanas	  
preincubadas	   con	   DMSO,	   WHI-‐P131	   o	   PTX	   fueron	   estimuladas	   con	   CXCL12	  
(300ng/mL)	   a	   diferentes	   tiempos.	   La	   F-‐actina	   se	   detectó	   como	   se	   describe	   en	  
materiales	  y	  métodos.	  Histogramas	  representativos	  (panel	  superior)	  y	  gráficas	  (panel	  
inferior)	   de	   los	   incrementos	   de	   F-‐actina	   se	   muestran.	   Las	   gráficas	   representan	   los	  
valores	   promedio	   de	   4	   experimentos	   independientes	   ±	   SEM.	   La	   significancia	   se	  
determinó	  usando	  una	  T	  de	  Student	  pareada	  (una	  cola).	  Los	  asteriscos	  indican	  valores	  
de	  p	  =	  *	  <	  0.05,	  **	  <	  0.01.	  

 

De	  forma	  inesperada,	  se	  encontró	  que	  los	  niveles	  basales	  de	  F-‐actina	  estuvieron	  

significativamente	   incrementados	   en	   los	   linfocitos	   Jak3-‐/-‐	   en	   comparación	   con	  

las	   células	   Jak3+/-‐.	   De	   la	   misma	   forma,	   los	   linfocitos	   T	   inhibidos	   para	   Jak3	  

mostraron	  los	  niveles	  basales	  de	  F-‐actina	  incrementados,	  pero	  no	  en	  las	  células	  

controles	   o	   las	   tratadas	   con	   PTX	   (Fig.	   24	   a	   y	   b).	   A	   diferencia	   de	   las	   células	  

murinas,	   los	   niveles	   basales	   de	   F-‐actina	   en	   las	   células	   PBMCs	   humanas	   no	  

presentaron	  alteración	  mediante	  el	  tratamiento	  con	  WHI-‐P131	  ni	  con	  PTX	  (Fig.	  

24c).	  
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Figure	  24.	  La	  deficiencia	  de	   Jak3	  resulta	  en	  el	   incremento	  de	   la	  cantidad	  basal	  
de	   F-‐actina	   en	   linfocitos	   T	   murinos.	   Linfocitos	   T	   Jak3+/-‐	   y	   Jak3-‐/-‐	   (a),	   o	   células	  
pretratadas	   con	   DMSO,	   WHI-‐P131	   o	   PTX	   (b)	   fueron	   empleadas	   en	   el	   estudio.	   El	  
promedio	  de	  4	  ó	  6	  experimentos	  independientes	  (a	  y	  b	  respectivamente)	  se	  muestran	  
en	   las	   gráficas	   ±	   SEM.	   **p	   <	   0.01,	   ***p	   <	   0.001.	   	   El	   análisis	   estadístico	   se	   hizo	  
empleando	  una	  T	  de	  Student	  no	  pareada	  (a)	  o	  una	  prueba	  pareada	  (b	  y	  c).	  Las	  células	  
humanas	   con	   los	   mismos	   tratamientos	   se	   utilizaron.	   Se	   muestra	   un	   histograma	  
representativo,	   así	   como	   la	   gráfica	   del	   valor	   promedio	   de	   4	   experimentos	  
independientes,	  ±	  SEM.	  	  

 

	  

	  

	  

	  

	  

a)	  

b)	  

c)	  
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La	  fosforilación	  de	  cofilina	  dependiente	  de	  los	  receptores	  CCR7	  y	  CXCR4	  se	  

afectó	  en	  ausencia	  de	  Jak3.	  

	  

Debido	  a	  que	  cofilina	  es	  un	  modulador	  de	  las	  dinámicas	  de	  actina	  [73],	  y	  ya	  que	  

la	  polimerización	  de	  actina	  media	  la	  activación	  de	  cofilina	  [69],	  se	  investigó	  si	  la	  

inhibición	   farmacológica	   de	   la	   actividad	   de	   Jak3	   afectaría	   la	   activación	   de	  

cofilina	  en	  respuesta	  a	  las	  quimiocinas.	  	  

	  

Como	   los	   resultados	   presentados	   anteriormente	   indicaron	   que	   el	   incremento	  

relativo	  de	  F-‐actina	  estaba	  disminuido	  en	  ausencia	  de	  la	  actividad	  de	  Jak3	  (Fig.	  

21,	  22	  y	  23),	  se	  analizó	  la	  cinética	  de	  fosforilación	  de	  cofilina	  en	  respuesta	  a	  las	  

quimiocinas	  CCL21	  o	  CXCL12	  en	  linfocitos	  T	  murinos	  o	  células	  PBMCs	  humanas,	  

respectivamente.	  Como	  se	  muestra	  en	  la	  figura	  25,	  en	  las	  células	  control,	  el	  nivel	  

de	   cofilina	   fosforilada	   (p-‐cofilin)	   	   disminuye	   entre	   10	   y	   30	   segundos	   de	   la	  

estimulación	   con	   la	   quimiocina,	   indicando	  un	   incremento	  de	   la	   cofilina	   activa,	  

regresando	   a	   los	   niveles	   basales	   a	   los	   300	   segundos	   de	   la	   estimulación.	   Esta	  

cinética	   de	   activación-‐inactivación	   de	   cofilina	   es	   parecida	   a	   la	   publicada	  

previamente	   en	   neutrófilos	   estimulados	   con	   IL-‐8	   [95].	   De	   forma	   similar	   a	   las	  

células	   control,	   los	   grupos	   tratados	   con	   el	   inhibidor	   de	   Jak3	   tanto	   de	   células	  

murinas	  como	  humanas,	  presentaron	  un	  decremento	  en	  los	  niveles	  de	  p-‐cofilina	  

entre	   10	   y	   30	   segundos	   de	   estimulación	   con	   las	   quimiocinas.	   De	   manera	  

interesante,	  en	  las	  células	  tratadas	  con	  el	  inhibidor	  de	  Jak3,	  los	  niveles	  bajos	  de	  

p-‐cofilina	  se	  mantuvieron	  hasta	  los	  300	  segundos,	  presentando	  una	  tendencia	  a	  

aumentar,	  pero	  sin	  ser	  significativa.	  Estos	  resultados	  sugieren	  que	  Jak3	  podría	  

participar	  en	  la	  inactivación	  de	  cofilina	  en	  respuesta	  a	  las	  quimiocinas.	  De	  forma	  

sobresaliente,	   la	   cinética	   de	   p-‐cofilina	   no	   presentó	   alteración	   alguna	   en	   las	  

células	   tratadas	   con	   PTX,	   en	   comparación	   con	   las	   células	   control,	   hecho	   que	  

contrasta	   con	   la	   deficienciente	   polimerización	   de	   actina	   en	   respuesta	   a	   las	  

quimiocinas	  en	  presencia	  de	  la	  toxina	  (Fig.	  22	  y	  23).	  
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Figura 25. La inhibición de Jak3 afecta la fosforilación de cofilina en respuesta a 
quimiocinas. Linfocitos  de ratones (a) o PBMCs humanas (b) fueron pretratadas con 
DMSO, WHI-P131 o PTX, para posteriormente ser estimulados con la quimiocina CCL21 
(a) o CXCL12 (b) (0-300 segundos). Las células fueron lisadas y los sobrenadantes se 
prepararon como se describe en materiales y métodos. Se hicieron los western blots con el 
anticuerpo para fosfo-cofilina. Se utilizó anti-actina como control de carga. En cada 
experimento se utilizaron 4 ratones para un total de 3 experimentos independientes, y en el 
caso de las células humanas, un donador sano se utilizó para cada experimento, para un 
total de 3 experimentos independientes. El análisis densitométrico de un experimento 
representativo se muestra en cada caso. 

 

	  

	  

a)	  

b)	  
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La	   activación	   de	   Rac1	   y	   RhoA	   se	   afectó	   mediante	   inhibición	   de	   Jak3	   en	  

linfocitos	  estimulados	  con	  CCL21	  

	  

La	  adquisición	  del	  fenotipo	  migratorio,	  caracterizado	  por	  un	  frente	  de	  migración	  

y	   un	   urópodo	   recae	   en	   la	   reorganización	   de	   estructuras	   específicas	  

dependientes	  de	  actina	  que	  son	  reguladas	  por	  la	  activación	  y	  re-‐localización	  de	  

las	  GTPasas	  pequeñas	  Rac1	  y	  RhoA	  [96].	  

	  

Como	  se	  mostró	  mediante	  el	  análisis	  de	  video-‐microscopía,	  las	  células	  tratadas	  

con	   el	   inhibidor	   de	   Jak3	   presentaron	   una	   disminución	   de	   respuesta	   a	   las	  

quimiocinas	   (Fig.	   19	   y	   20).	   Debido	   a	   que	   la	   activación	   de	   la	   GTPasa	   Rac1	   se	  

requiere	  para	  promover	  la	  polarización	  de	  actina	  que	  formará	  las	  protrusiones	  

llevando	  al	  establecimiento	  del	  frente	  de	  migración,	  se	  investigó	  si	  la	  inhibición	  

de	  Jak3	  repercutiría	  en	  la	  activación	  de	  Rac1.	  La	  cinética	  de	  activación	  de	  Rac1	  

se	  analizó	  mediante	  microscopía	  confocal	  (ver	  materiales	  y	  métodos).	  Como	  se	  

muestra	  en	  la	  figura	  26,	  las	  células	  control	  muestran	  una	  activación	  significativa	  

a	  los	  30	  segundos	  de	  estimulación	  con	  CCL21	  en	  comparación	  con	  las	  células	  no	  

estimuladas.	   Esta	   activación	   se	   correlaciona	   con	   la	   formación	  del	   lamelipodio,	  

seguido	   se	   la	   adquisición	   del	   fenotipo	   migratorio	   a	   los	   300	   segundos	   y	   un	  

enriquecimiento	   del	   Rac1	   activo	   en	   el	   frente	   de	  migración	   (Fig.	   26a).	   Esta	   re-‐

localización	   de	   Rac1	   se	   correlacionó	   con	   la	   redistribución	   de	   F-‐actina	   en	   el	  

frente	  de	  migración	  en	  respuesta	  a	  el	  estímulo	  con	  la	  quimiocina.	  En	  contraste,	  

un	  decremento	  significativo	  en	  la	  activación	  del	  Rac1	  se	  presentó	  en	  las	  células	  

inhibidas	  para	   Jak3	   (Fig.	  26b).	  La	   reducción	  de	  activación	  de	  Rac1	   también	   se	  

correlacionó	  con	  la	  deficiente	  polarización	  de	  Rac1	  al	  frente	  de	  migración	  de	  la	  

célula,	   así	   como	   con	   el	   decremento	   en	   los	   niveles	   de	   F-‐actina	   (anexo	   2).	  

Interesantemente,	   las	   células	   tratadas	   con	   el	   inhibidor	   de	   Jak3	   presentaron	  

niveles	   basales	   incrementados	   en	   Rac1	   activo	   en	   comparación	   con	   las	   células	  

control	  (Fig.	  26b),	  	  de	  manera	  paralela	  a	  los	  niveles	  basales	  incrementados	  de	  F-‐

actina	   (Fig.	   24).	   De	   forma	   similar,	   el	   tratamiento	   con	   PTX	   tampoco	   mostró	  

incremento	   de	   Rac1	   activo,	   ni	   mostró	   relocalización	   de	   esta	   GTPasa	   en	  

respuesta	  a	  las	  quimiocinas.	  De	  forma	  interesante,	  el	  tratamiento	  combinado	  de	  
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WHI-‐P131	   y	   PTX	   abatió	   completamente	   la	   activación	   de	   Rac1	   (dato	   no	  

mostrado).	  

 

 
 

 
Figura	   26.	   La	   activación	   de	   Rac1	   dependiente	   de	   CCL21	   se	   disminuye	   tras	  
inhibición	   de	   Jak3	   o	   Gαi.	   a)	   Imágenes	   representativas	   se	   muestran	   de	   linfocitos	  
pretratados	  con	  DMSO,	  WHI-‐P131	  o	  PTX	  y	  estimulados	  con	  CCL21	  de	  0-‐300	  segundos.	  
Se	  muestra	   una	   célula	   representativa	   de	   cada	   condición,	  marcada	   para	   F-‐actina	   con	  
faloidina-‐rodamina	  y	  para	  Rac1-‐GTP	  detectado	   con	  un	  anticuerpo	  acoplado	  a	  Alexa-‐
Fluor	   488	   (Rac1	   activado).	   b)	   La	   gráfica	   representa	   el	   promedio	   de	   la	   intensidad	  
media	  de	   fluorescencia	  de	   células	   individuales	   (entre	  5-‐26	   células	  por	   cubreobjeto).	  
Un	  promedio	  de	  36	  células	  por	  condición	   fueron	  analizadas	   individualmente	  para	   la	  
activación	   de	   la	   GTPasa	   para	   cada	   experimento.	   Los	   datos	   se	   expresan	   como	   IR	   de	  
fluorescencia,	  donde	  en	  cada	  muestra	  se	  compara	  con	  los	  valores	  de	  las	  células	  control	  
no	   estimuladas.	   Los	   valores	   de	   media	   se	   muestran	   ±	   SEM	   de	   3	   experimentos	  
independientes.	  Los	  asteriscos	  indican	  el	  valor	  de	  significancia	  estadística	  (*p	  <	  0.05).	  
 

Se	   ha	   establecido	   que	   la	   vía	   de	   señalización	   de	   Rac1	   esta	   relacionada	   con	   la	  

regulación	  de	  activación	  de	  la	  vía	  de	  RhoA	  como	  evento	  posterior	  [51].	  Como	  se	  

muestra	  a	  continuación	  y	  en	  publicaciones	  previas,	  la	  alteración	  en	  la	  activación	  

de	   Rac1	   puede	   conducir	   a	   una	   deficiente	   formación	   del	   urópodo,	   durante	   la	  

respuesta	  quimiotáctica	  de	  neutrófilos	  [50,	  97],	  y	  en	  linfocitos	  T	  [56,	  98].	  Por	  lo	  

anterior,	  se	  analizó	  la	  activación	  de	  RhoA	  en	  linfocitos	  t	  estimulados	  con	  CCL21.	  

a)	  

b)	  
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Según	   lo	   esperado,	   un	   incremento	   en	   RhoA-‐GTP	   se	   observó	   en	   las	   células	  

control	   estimuladas	   con	   CCL21,	   comenzando	   a	   los	   30	   segundos,	   pero	  

presentando	  un	  incremento	  considerablemente	  mayor	  a	  los	  300	  segundos	  de	  la	  

estimulación,	   cuando	   el	   fenotipo	   migratorio	   se	   observó	   claramente	   en	   las	  

células	   (Fig.	  27).	  En	  contraste,	   tanto	  el	  grupo	   tratado	  con	  el	   inhibidor	  de	   Jak3,	  

como	  el	  tratado	  con	  PTX,	  no	  presentaron	  activación	  de	  RhoA	  a	  ningún	  tiempo	  de	  

la	   estimulación.	   Ambos	   tratamientos	   presentaron	   deficiencia	   de	   la	   formación	  

del	  urópodo	  y	  la	  adquisición	  del	  fenotipo	  migratorio	  (Fig.	  20	  y	  27	  a).	  	  
 

 
 

 
Figura	  27.	  La	  activación	  de	  RhoA	  es	  abatida	  en	  ausencia	  de	  la	  actividad	  de	  Jak3	  o	  
Gαi	   en	   linfocitos	   T	   estimulados	   con	   CCL21.	   a)	   Imágenes	   de	   células	   individuales	  
representativas	   para	   cada	   tiempo	   y	   tratamiento	   (DMSO,	   WHI-‐P131	   o	   PTX)	   se	  
muestran.	  Las	  células	  se	  marcaron	  para	  F-‐actina	  con	  faloidina-‐rodamina	  y	  para	  RhoA-‐
GTP	  detectado	  con	  un	  anticuerpo	  acoplado	  a	  Alexa-‐Fluor	  488	  (RhoA	  activado),	  como	  
se	  describe	  en	  materiales	  y	  métodos.	  Los	  datos	  se	  expresan	  como	  IR.	  b)	  Las	  gráficas	  
representan	  los	  valores	  promedio	  de	  intensidad	  media	  de	  fluorescencia	  de	  cada	  célula	  
(entre	   3.19	   células	   por	   cubreobjetos).	   El	   promedio	   de	   36	   células	   fueron	   analizadas	  
individualmente	   para	   la	   activación	   de	   la	   GTPasa	   por	   cada	   condición	   para	   cada	  
experimento.	   Los	   valores	   promedio	   (±	   SEM)	   de	   4	   experimentos	   independientes	   se	  
muestran.	  (*p	  <	  0.05).	  

a)	  

b)	  
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En	  conjunto,	  los	  resultados	  presentados	  muestran	  que	  la	  ausencia	  o	  inactivación	  

de	  Jak3	  tiene	  como	  consecuencias	  tanto	  la	  alteración	  en	  activación,	  así	  como	  en	  

la	   cinética	   de	   activación	   de	   moléculas	   involucradas	   en	   la	   reorganización	   del	  

citoesqueleto	   de	   linfocitos	  T	   durante	   la	  migración	   en	   respuesta	   a	   quimiocinas	  

(Fig.	  28).	  En	  las	  células	  control	  (izquierda),	  el	  primer	  paso	  de	  activación	  (antes	  

de	   30	   segundos),	   induce	   una	   rápida	   polimerización	   de	   actina	   a	   la	   par	   de	   una	  

activación	   de	   cofilina	   (desfosforilación).	   	   Un	   segundo	   paso	   se	   da	   a	   los	   30	  

segundos,	  que	  involucra	  a	  la	  activación	  de	  Rac1,	  la	  polarización	  de	  la	  F-‐actina	  y	  

la	   formación	   del	   lamelipodio.	   Finalmente,	   un	   tercer	   paso	   (entre	   30	   y	   300	  

segundos),	   se	   caracteriza	   por	   la	   activación	   de	   RhoA	   y	   esto	   ocurre	   de	  manera	  

paralela	  a	  la	  formación	  del	  urópodo	  y	  el	  establecimiento	  del	  fenotipo	  migratorio.	  

La	   ausencia	   o	   la	   inhibición	   farmacológica	   de	   la	   actividad	   de	   Jak3	   (Fig.	   28	  

columna	  central),	  resulta	  en	  el	  incremento	  de	  los	  niveles	  basales	  de	  F-‐actina	  (en	  

células	   murinas).	   En	   respuesta	   a	   las	   quimiocinas,	   las	   células	   polarizan	   la	  

inducción	  de	  F-‐actina	  a	  los	  30	  segundos	  para	  formar	  el	  lamelipodio	  pero	  en	  una	  

magnitud	  menor	  que	  las	  células	  control.	  Al	  mismo	  tiempo	  que	  otros	  cambios	  se	  

van	  dando	  en	  la	  célula,	  la	  actividad	  de	  cofilina	  se	  va	  incrementando	  para	  llegar	  a	  

un	   punto	  máximo	   a	   los	   30	   segundos	   de	   estimulación,	   pero	   en	   contraste	   a	   los	  

controles,	   las	   células	   inhibidas	   para	   Jak3	   no	   presentan	   una	   inactivación	   de	  

cofilina	   por	   lo	   menos	   no	   hasta	   los	   300	   segundos	   de	   estimulación	   con	   la	  

quimiocina.	  Más	  aún,	   similar	   al	  defecto	  presentado	  en	   la	   cantidad	  de	  F-‐actina,	  

los	   niveles	   basales	   de	   Rac1-‐GTP	   mostraron	   incremento	   estadísticamente	  

significativo,	  pero	  no	  presentaron	  una	  inducción	  significativa	  en	  respuesta	  a	   la	  

quimiocina.	  De	  manera	  sobresaliente,	   la	  GTPasa	  RhoA	  no	  presenta	   incremento	  

alguno	  en	  la	  activación	  durante	  el	  curso	  temporal	  de	  la	  estimulación.	  

	  

Por	   último,	   el	   tratamiento	   con	   PTX	   (Fig.	   28	   columna	   derecha),	   previene	  

completamente	   de	   la	   polimerización	   de	   actina,	   a	   pesar	   de	   que	   la	   cinética	   de	  

fosforilación	   de	   la	   cofilina	   no	   presentó	   alteraciones	   en	   comparación	   con	   las	  

células	  control.	  De	  igual	  manera	  que	  lo	  mostrado	  por	  las	  células	  inhibidas	  para	  

Jak3,	  la	  activación	  de	  Rac1	  no	  presentó	  incremento	  significativo	  en	  su	  activación	  

en	  respuesta	  a	  la	  quimiocina,	  pero	  contrario	  a	  la	  inhibición	  de	  Jak3,	  no	  presentó	  
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incremento	   del	   basal	   de	  Rac1-‐GTP.	   Adicionalmente,	   en	   estas	   células,	   RhoA	  no	  

presentó	  activación	  tras	  la	  estimulación	  con	  la	  quimiocina.	  

 

 
 

Figura	  28.	  Resumen	  esquematizado	  de	   las	  vías	  de	   Jak3	  y	  Gαi	  activadas	  por	   las	  
quimiocinas.	   En	   las	   células	   control	   (izquierda),	   la	   polimerización	   de	   actina	   (rojo),	  
desfosforilación	   de	   cofilina	   (morado)	   y	   la	   activación	   de	   Rac1	   (verde)	   son	   eventos	  
tempranos	  (30	  segundos)	  responsables	  de	  la	  generación	  del	  lamelipodio	  y	  el	  posterior	  
establecimiento	  del	  frente	  de	  migración.	  Como	  evento	  posterior	  está	  la	  activación	  de	  
RhoA	   (azul),	   que	   permitirá	   la	   formación	   y	   funcionamiento	   apropiado	   del	   urópodo	  
para	  con	  ello	  completar	  el	  fenotipo	  migratorio	  del	  linfocito.	  La	  deficiencia	  de	  Jak3	  o	  su	  
inhibición	   (centro)	   resulta	   en	   el	   incremento	   de	   los	   niveles	   basales	   de	   F-‐actina,	   pero	  
una	   reducción	   de	   la	   cantidad	   de	   F-‐actina	   generada	   por	   la	   estimulación	   con	  
quimiocinas,	   siendo	   esta	   suficiente	   para	   la	   polarización	   de	   la	   célula,	   formando	   el	  
lamelipodio,	  y	  resultando	  en	  un	  frente	  de	  migración	  inestable.	  Por	  otra	  parte,	  cofilina	  
incrementa	   su	   activación,	   manteniéndola	   de	   manera	   sostenida	   después	   de	   los	   30	  
segundos	   y	   hasta	   los	   300.	   De	  manera	   semejante	   a	   la	   F-‐actina,	   la	   cantidad	   basal	   de	  
Rac1-‐GTP	   es	   significativamente	   mayor,	   mientras	   que	   la	   cantidad	   no	   incrementa	   de	  
manera	   significativa	   en	   respuesta	   al	   estímulo	   de	   la	   quimiocina.	   La	   activación	   de	   la	  
GTPasa	  RhoA	  se	  encuentra	  completamente	  abatida	  durante	  todo	  el	  curso	  temporal	  de	  
estimulación,	   evitando	   la	   adquisición	   del	   fenotipo	   migratorio.	   Por	   ultimo,	   el	  
pretratamiento	   con	   PTX	   (derecha)	   evita	   por	   completo	   la	   polimerización	   de	   actina,	  
mientras	  que	  la	  cinética	  de	  cofilina	  se	  mantiene	  sin	  alteración	  alguna.	  La	  activación	  de	  
Rac1	  no	  incrementa	  de	  forma	  significativa,	  mientras	  que	  RhoA	  no	  se	  activa	  en	  lo	  más	  
mínimo	   tras	   la	   estimulación.	   Como	   resultado,	   ni	   polarización	   celular	   ni	   fenotipos	  
migratorios	  se	  presentan	  en	  ausencia	  de	  la	  activación	  de	  la	  proteína	  G.	  El	  incremento	  
en	   la	   intensidad	   del	   color	   en	   la	   barra	   representa	   la	   acumulación	   de	   a	   cantidad	   del	  
estado	  de	  la	  proteína	  durante	  el	  curso	  temporal	  de	  la	  estimulación.	  
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8. DISCUSIÓN	   	  
	  
La	  dinámica	  del	  citoesqueleto	  de	  actina,	  así	  como	  la	  capacidad	  de	  polarización	  

celular	   son	   fundamentales	   y	   condicionantes	   de	   la	   migración	   leucocitaria	  

dependiente	   de	   quimiocinas	   [99].	   Este	   proceso	   depende	   de	   una	   compleja	  

maquinaria	  molecular,	  donde	  cofilina	  sobresale	  por	  su	  función	  reguladora	  de	  la	  

reorganización	   del	   citoesqueleto	   de	   actina,	   mientras	   que	   las	   GTPasas	   Rac1	   y	  

RhoA	  paricipan	  en	  la	  formación	  y	  organización	  de	  los	  filamentos	  de	  actina	  para	  

formar	   las	   estructuras	   características	   del	   fenotipo	   migratorio,	   el	   frente	   de	  

migración	  (o	  “leading	  edge”)	  y	  el	  urópodo.	  	  

	  

A	   pesar	   de	   que	   se	   ha	   establecido	   a	   Jak3	   como	   necesaria	   para	   la	   migración	  

dependiente	  de	  las	  quimiocinas	  CXCL12,	  CCL25,	  CCL19	  y	  CCL21	  [82,	  83,	  100],	  el	  

mecanismo	   molecular	   mediante	   el	   cual	   Jak3	   participa	   en	   la	   transducción	   de	  

señales	  mediadas	  por	   las	  quimiocinas,	  y	  por	  el	  cual	  en	  ausencia	  de	  esta	  cinasa	  

los	   linfocitos	   T	   son	   incapaces	   de	   migrar,	   previo	   a	   este	   estudio	   no	   se	   había	  

establecido.	  En	  enterocitos	  migrantes,	  se	  observó	  la	  participación	  de	  Jak3	  en	  la	  

redistribución	  de	  F-‐actina	  y	  que	  Jak3	  se	  requiere	  para	  la	  fosforilación	  de	  vilina	  

en	  respuesta	  de	  IL-‐2	  en	  enterocitos	  humanos	  intestinales	  [90].	  En	  otro	  estudio	  

reciente	  del	  mismo	  grupo,	  se	  evidenció	  un	  vínculo	  directo	  entre	  las	  ABPs	  vilina	  y	  

gelsolina,	  en	  células	  de	  epitelio	   intestinal	  durante	   la	   reparación	  de	   tejido	   [91].	  

Más	  aún,	  otra	  publicación	  reciente	  revela	  que	  la	  función	  de	  GEF	  de	  PLD2	  sobre	  

Rac2	   depende	   de	   la	   activación	   de	   Jak3	   en	   la	   respuesta	   quimiotáctica	   de	  

neutrófilos	  estimulados	  con	  IL-‐8	  [92].	  	  	  

	  

En	   el	   presente	   trabajo	   se	   demostró	   que	   la	   cinasa	   Jak3,	   como	   la	   proteína	   Gαi,	  

están	   claramente	   involucradas	   en	   la	   reorganización	   de	   la	   F-‐actina	   durante	   la	  

quimiotaxis	  de	   los	   linfocitos	  hacia	   las	  quimiocinas	  CCL19,	  CCL21	  y	  CXCL12.	  La	  

participación	   de	   Jaks	   en	   la	   polimerización	   de	   actina	   es	   sustentada	   por	   otra	  

publicación	  reciente,	  en	   la	  que	  se	  muestra	  que	   la	   interferencia	  de	   la	  expresión	  

de	  Jak1/Jak2	  por	  siRNA	  en	  linfocitos	  T	  lleva	  a	  una	  disminución	  de	  los	  niveles	  de	  

F-‐actina	  en	  respuesta	  a	   las	  quimiocinas	  CCL21	  y	  CXCL12	  [85].	  En	  este	  artículo	  
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también	   prueban	   la	   interferencia	   individual	   de	   dichas	   Jaks,	   sin	   encontrarse	  

disminución	  de	  la	  migración	  dependiente	  a	  CXCL12	  en	  linfocitos	  T.	  Lo	  anterior	  

se	  contrapone,	  en	  parte,	  con	  publicaciones	  donde	  afirman	  que	  Jak2	  se	  requiere	  

para	   la	  migración	  en	  respuesta	  de	  CXCL12	  [86,	  93,	  101],	  pero	  cabe	  mencionar	  

que	  en	  dichas	  publicaciones	  la	  actividad	  de	  Jak2	  se	  bloqueó	  mediante	  inhibición	  

farmacológica	  con	  la	  Tirfostina	  AG490,	  inhibidor	  que	  también	  afecta	  la	  actividad	  

de	   	   Jak3	   [102,	   103].	   Los	   resultados	   encontrados	   en	   nuestro	   trabajo,	   sobre	   la	  

polimerización	  de	  actina,	  se	  correlacionan	  con	  los	  cambios	  de	  forma	  celular	  que	  

llevan	  a	  la	  adquisición	  del	  fenotipo	  migratorio,	  que	  se	  encuentran	  afectados	  en	  

los	  linfocitos	  pretratados	  con	  el	   inhibidor	  específico	  de	  Jak3	  y	  estimulados	  con	  

quimiocinas.	   En	   este	   caso,	   el	   tratamiento	   con	   el	   inhibidor	   WHI-‐P131	   fue	  

utilizando	  una	  concentración	  dentro	  de	  los	  márgenes	  de	  seguridad	  que	  previene	  

la	  posibilidad	  de	  inespecificidad	  del	  inhibidor	  [104].	  A	  pesar	  de	  que	  estas	  células	  

fueron	  capaces	  de	  generar	  la	  polarización	  temprana,	  que	  incluye	  el	  lamelipodio,	  

solo	  unas	  pocas	   células	   completaron	   la	   adquisición	  del	   fenotipo	  migratorio,	   el	  

cual	   incluye	   la	   formación	   del	   urópodo.	   Los	   defectos	   en	   la	   migración	   se	  

relacionaron	  a	  la	  disminución	  en	  la	  polimerización	  de	  actina	  dependiente	  de	  la	  

estimulación	  con	  las	  quimiocinas	  y	  con	  la	  disminución	  en	  la	  activación	  de	  Rac1	  

(Fig.	  27).	  En	  el	  video	  2	  se	  puede	  apreciar	  que	  el	  tratamiento	  con	  el	  inhibidor	  de	  

Jak3	   tiene	   como	   consecuencia	   en	   los	   linfocitos	   mayor	   inestabilidad	   de	   las	  

protrusiones	   que	   se	   forman	   en	   el	   frente	   de	   las	   células,	   en	   la	   dirección	   del	  

gradiente	  de	  la	  quimiocina.	  Lo	  anterior	  coincide	  con	  lo	  hallado	  en	  el	  análisis	  de	  

la	   activación	   de	   Rac1,	   que	   se	   sabe	   es	   necesaria	   para	   la	   formación	   y	  

mantenimiento	  de	  un	  frente	  de	  migración	  funcional	  en	  células	  migrantes	  [95].	  	  

	  

Por	  otra	  parte,	  cofilina	  es	  una	  ABP	  requerida	  para	  la	  polimerización	  de	  actina	  y	  

su	  reorganización,	  y	  también	  regula	  la	  migración	  de	  los	  linfocitos	  y	  la	  extensión	  

celular	   mediante	   ciclos	   de	   desfosforilación/fosforilación	   [68,	   105].	   Los	  

experimentos	  de	   la	  cinética	  de	   fosforilación	  de	  cofilina	  en	   linfocitos	  murinos	  y	  

de	  humano,	  del	  presente	   trabajo,	  muestran	  que	  cofilina	   se	  activa	   rápidamente	  

(30	   segundos)	   en	   los	   tres	   grupos	   (DMSO,	  WHI-‐P131	  y	  PTX),	   siendo	   solo	   en	  el	  

grupo	   de	   inhibición	   de	   Jak3	   donde	   posterior	   a	   los	   30	   segundos,	   la	   cofilina	   se	  

mantiene	  activa	  hasta	  los	  300	  segundos.	  Esto	  no	  puede	  explicar	  la	  disminución	  
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de	   polimerización	   de	   actina	   (Fig.	   21,	   22	   y	   23),	   debido	   a	   que	   dentro	   de	   los	  

primeros	   30	   segundos	   ya	   se	   aprecia	   disminución	   de	   polimerización,	  mientras	  

que	  la	  activación	  de	  cofilina	  se	  da	  en	  la	  misma	  magnitud	  que	  el	  grupo	  control.	  Lo	  

anterior	  sugiere	  que	  otras	  vías	  de	  señalización	  pueden	  estar	  involucradas	  en	  la	  

polimerización	  temprana	  de	  actina,	  como	  es	  la	  dependiente	  de	  la	  GTPasa	  Cdc42,	  

que	   en	   conjunto	   con	   el	   acomplejamiento	   con	   	   WASP	   y	   Arp2/3,	   permite	   la	  

formación	  de	   las	  primeras	  protrusiones	  de	   la	  membrana	  para	   la	   formación	  de	  

los	  filopodios	  [47].	  Por	  otra	  parte,	  Rac1	  también	  contribuiría	  en	  este	  punto,	  pero	  

debido	  a	  que	  su	  activación	  está	  afectada,	  es	  posible	  pensar	  que	  no	  se	  llegaría	  a	  

las	   magnitudes	   totales	   de	   F-‐atina,	   como	   se	   ve	   dentro	   de	   los	   primeros	   30	  

segundos	  de	  estimulación	  con	   la	  quimiocina	  mediante	   inhibición	  de	   Jak3,	  y	  en	  

los	  primeros	  10	  segundos	  en	  los	  ensayos	  con	  células	  Jak3-‐/-‐.	  	  

	  

Por	   otra	   parte,	   la	   activación	   sostenida	   de	   cofilina	   en	   ausencia	   de	   Jak3,	   podría	  

causar	   inestabilidad	   de	   las	   estructuras	   dependientes	   de	   F-‐actina,	   afectando	   la	  

formación	  del	  frente	  de	  migración	  (video	  2).	  En	  este	  sentido,	  hay	  indicios	  de	  que	  

la	  cantidad	  de	  cofilina	   inactiva	  al	   frente	  de	  migración	  se	  encuentra	  disminuida	  

los	  30	   segundos,	  mientras	  que	  a	   los	  300	   segundos	  pudiera	  estar	   aumentando,	  

principalmente	  al	  frente	  de	  migración,	  lo	  que	  sugiere	  la	  participación	  de	  cofilina	  

en	   la	   formación	   y	   mantenimiento	   de	   la	   polarización	   celular	   en	   respuesta	   a	  

quimiocinas	  (artículo	  en	  preparación).	  	  

	  

Con	   respecto	   a	   la	   activación	   de	   cofilina	   en	   los	   primeros	   30	   segundos	   de	  

estimulación,	   podría	   ser	   dependiente	   de	   la	   SSH1L,	   ya	   que	   esta	   fosfatasa	   es	  

activada	   tras	   la	   polimerización	   de	   actina	   y	   activa	   a	   cofilina	   [68,	   106].	   SSH1L,	  

además	   de	   activar	   cofilina	   de	   forma	   directa	   [69,107],	   inactiva	   a	   LIMK,	   siendo	  

esta	  última	  molécula	  la	  principal	  encargada	  de	  inactivar	  a	  cofilina	  en	  linfocitos	  T	  

[60,	   68].	   En	   contraste,	   en	   las	   células	   control,	  Rac1	   se	   activa	   eficientemente,	   lo	  

que	  a	  su	  vez	  activa	  a	  LIMK	  permitiendo	  la	  inactivación	  de	  cofilina	  después	  de	  los	  

30	  segundos	  de	  estimulación,	  llevando	  al	  regreso	  de	  los	  porcentajes	  basales	  de	  

cofilina	  activa/inactiva.	  	  	  
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Por	   otra	   parte,	   el	   incremento	   del	   nivel	   basal	   de	   F-‐actina	   en	   ausencia	   de	   Jak3	  

puede	   ser	   una	   consecuencia	   del	   incremento	   basal	   de	   Rac1-‐GTP	   (Fig.	   26),	  

teniendo	  como	  consecuencia	  la	  disociación	  de	  gelsolina	  del	  filamento	  de	  actina	  a	  

causa	   del	   incremento	   en	   la	   actividad	   basal	   de	   la	   GTPasa,	   permitiendo	   la	  

incorporación	  de	   la	  G-‐actina	   a	   los	   extremos	   libres	  de	   la	  proteína	  de	   caperuza.	  

Proponemos	   esto	   basándonos	   en	   lo	   publicado	   por	   Arcaro	   en	   1998,	   donde	  

muestra	   que	   Rac1	   puede	   promover	   la	   disociación	   de	   gelsolina	   en	   neutrófilos	  

[108].	   De	   manera	   alternativa,	   	   el	   incremento	   de	   F-‐actina	   podría	   ser	  

consecuencia	   de	   una	   fosforilación	   deficiente	   de	   gelsolina	   en	   ausencia	   de	   Jak3,	  

[91]	  llevando	  a	  la	  polimerización	  espontánea	  de	  actina.	  	  

	  

Posterior	   a	   la	   activación	   de	   Rac1,	   la	   actividad	   de	   RhoA	   se	   encuentra	  

completamente	  abatida	  en	  ausencia	  de	  Jak3	  (Fig.	  27),	  resultando	  en	  la	  deficiente	  

formación	   y	  motilidad	   del	   urópodo	   como	   se	  muestra	   en	   la	   video-‐microscopía	  

(Fig.	  19,	  20	  y	  video	  2).	  Esto	  se	  puede	  explicar	  por	  la	  disminución	  en	  la	  activación	  

de	   Rac1	   observada	   en	   las	   células	   tratadas	   con	   el	   inhibidor	   de	   Jak3,	   la	   cual	   es	  

requerida	  para	  la	  organización	  del	  frente	  de	  migración	  y	  la	  posterior	  activación	  

de	  RhoA	  para	  la	  adquisición	  del	  urópodo	  [50,	  109,	  110].	  Más	  específicamente,	  a	  

pesar	  de	  que	  alguna	  células	  tratadas	  con	  el	  inhibidor	  de	  Jak3	  formaran	  urópodo,	  

esta	  estructura	  parece	  con	  una	  contractilidad	  entorpecida	  de	  lento	  movimiento	  

(video	   2).	   Esta	   alteración	   en	   el	   urópodo	   podría	   ser	   una	   consecuencia	   de	   la	  

activación	   deficiente	   de	   RhoA,	   la	   cual	   se	   requiere	   para	   la	   contracción	   del	  

complejo	  actomiosina	  mediada	  por	  la	  activación	  de	  MLC.	  Niveles	  disminuidos	  de	  

RhoA	  activa	  en	  muchos	  tipos	  celulares	  tiene	  como	  consecuencia	  una	  reducción	  

de	  la	  fosforilación	  de	  MLC	  y	  en	  la	  formación	  del	  urópodo	  (109,	  111).	  	  

 

Está	   bien	   establecido	   que	   la	   activación	   de	   Rac1	   y	   RhoA	   se	   requieren	   para	   la	  

activación	  de	  LIMK1	  y	  LIMK2	  al	  frente	  de	  migración	  y	  urópodo,	  respectivamente	  

[58,	   59].	   Por	   el	   efecto	   de	   disminución	   en	   la	   activación	   de	   las	   GTPasas	   Rac1	   y	  

RhoA	  por	   la	   inhibición	  de	   Jak3,	  se	  sugiere	  que	   la	  activación	  de	  efectores	  como	  

LIMK	   podrían	   estarse	   afectando	   negativamente,	   lo	   que	   se	   apoya	   por	   la	  

activación	   sostenida	   de	   cofilina	   por	   un	   periodo	   de	   tiempo	   mayor	   (300	  

segundos)	   observada	   en	   las	   cinéticas	   de	   estimulación	   con	   las	   quimiocinas	  
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CCL21	  y	  CXCL12	  (Fig.	  25).	  	  

	  

Hasta	  el	  momento,	  existe	  controversia	  sobre	   la	  aportación	  y	  función	  específica	  

de	  los	  Jaks	  tienen	  en	  la	  transducción	  de	  señales	  activada	  por	  las	  quimiocinas	  y	  

su	  posible	  dependencia	  en	  la	  actividad	  de	  la	  proteína	  G	  [101,	  112].	  El	  análisis	  de	  

la	  cinética	  de	  fosforilación	  de	  cofilina	  muestra	  una	  dependencia	  en	  la	  actividad	  

de	  Jak3,	  pero	  no	  de	  la	  proteína	  Gαi,	  por	  lo	  encontrado	  en	  los	  tratamientos	  con	  el	  

inhibidos	  de	  Jak3	  o	  PTX,	  al	  no	  presentar	  alteración	  la	  cinética	  de	  cofilina	  tras	  el	  

tratamiento	   con	   PTX	   (Figura	   25).	   La	   diferencia	   encontrada	   en	   el	   análisis	   de	  

cofilina	   aporta	   el	   indicio	   de	   que	   la	   activación	   de	   Jak3	   es	   independiente	   de	   la	  

actividad	  de	   la	  proteína	  Gαi	  en	  respuesta	  a	  quimiocinas,	  pudiendo	  activar	  una	  

vía	   de	   señalización	   que	   permita	   la	   inactivación	   de	   cofilina.	   También	   se	  

encontraron	   diferencias	   claras	   en	   la	   polimerización	   de	   actina	   entre	   los	  

tratamientos	  con	  WHI-‐P131	  y	  PTX,	  presentando	  una	  polimerización	  moderada	  

versus	  una	  ausencia	  total,	  respectivamente,	  mostrando	  la	  posibilidad	  de	  que	  río	  

debajo	   de	   Jak3	   y	   la	   proteína	   Gαi	   existieran	   diferentes	   efectores.	   En	   este	  

contexto,	   la	   polimerización	   inicial	   de	   actina	   probablemente	   dependa	   de	   la	  

activación	  de	  Cdc42	  y	  WASP	  [95]	  río	  abajo	  de	   la	  proteína	  Gαi,	   sugerido	  por	   la	  

presencia	  de	  filopodios	  en	  linfocitos	  Jak3-‐/-‐	  e	  inhibidos	  con	  WHI-‐P131,	  pero	  no	  en	  

las	  células	  tratadas	  con	  PTX	  (datos	  de	  video-‐microscopía	  no	  mostrados).	  	  

	  
A	  pesar	  de	  que	  puedan	  existir	   vías	   independientes	   entre	   Jak3	  o	   la	  proteína	  G,	  

otras	  vías	  dependen	  de	  ambas	  moléculas,	  como	  es	  el	  caso	  de	  Rac1,	  sugerido	  por	  

el	   hecho	   de	   que	   ambas	   muestran	   una	   disminución	   similar	   en	   su	   actividad	  

dependiente	  de	  quimiocinas	  tanto	  el	  tratamiento	  con	  WHI-‐P131	  o	  PTX,	  mientras	  

que	   la	  activación	  de	  Rac1	  se	  abate	   completamente	  cuando	   los	   tratamientos	   se	  

hicieron	  simultáneamente	  (no	  mostrado).	  	  

	  

Los	  datos	  presentados	  en	  el	  presente	  trabajo	  sustentan	  un	  modelo	  en	  el	  cual	  la	  

proteína	   G	   heterotrimérica	   y	   Jak3	   tienen	   papeles	   independientes	   pero	  

complementarios	   en	   la	   transducción	   de	   señales	   mediada	   por	   los	   receptores	  

CCR7	  y	  CXCR4	  (Figuras	  28	  y	  29).	  Tras	  la	  estimulación	  con	  la	  quimiocina,	  tanto	  la	  

proteína	   G	   como	   Jak3	   se	   activan,	   mientras	   que	   la	   proteína	   G	   permite	   la	  
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activación	  de	  Cdc42	  (independiente	  de	  Jak3),	  seguido	  de	  la	  asociación	  de	  WASP	  

y	  el	  complejo	  Arp2/3	  para	  la	  polimerización	  temprana	  de	  actina	  y	  la	  formación	  

de	   los	   filopodios.	   Ambas	   vías	   resultan	   en	   la	   activación	   de	   la	   GTPasa	   Rac1	   de	  

manera	   complementaria.	   Lo	   anterior	   permite	   la	   polimerización	   de	   actina	  

principalmente	   en	   el	   frente	   que	   recibe	   el	   gradiente	   de	   quimiocinas	   y	   la	  

formación	  del	  lamelipodio.	  A	  la	  par	  con	  la	  polimerización	  de	  actina,	  la	  cofilina	  se	  

activa	   permitiendo	   la	   reorganización	   de	   la	   F-‐actina	   al	   frente	   de	   migración.	  

También	   existe	   una	   relación	   estrecha	   entre	   Rac1	   y	   cofilina,	   ya	   que	   en	   otras	  

células	  el	  incremento	  en	  actividad	  de	  Rac1	  lleva	  a	  la	  activación	  de	  cinasas	  LIM,	  

lo	  cual	  permite	  que	  cofilina	  sea	  inactivada	  y	  las	  estructuras	  dependientes	  de	  F-‐

actina	  se	  mantengan.	  En	  el	  modelo	  planteado,	   la	  activación	  de	   las	   cinasas	  LIM	  

sería	   parcialmente	   dependiente	   de	   Jak3,	   pero	   no	   de	   la	   proteína	   Gαi.	  

Alternativamente,	  los	  niveles	  moderados	  de	  F-‐actina	  en	  ausencia	  de	  Jak3,	  como	  

resultado	   de	   la	   actividad	   de	   la	   proteína	   Gαi	   (en	   ausencia	   de	   Jak3),	   pudieran	  

activar	  a	  SSH1L,	  contribuyendo	  en	  la	  inactivación	  de	  LIMK1.	  A	  pesar	  de	  que	  Jak3	  

no	   se	   ha	   identificado	   como	   un	   activador	   directo	   de	   cofilina,	   una	   publicación	  

reciente	   mostró	   que	   las	   cinasas	   Src	   pueden	   regular	   la	   función	   de	   cofilina	  

mediante	  fosforilación	  en	   la	  tirosina	  68	  (Y68),	   teniendo	  como	  consecuencia	  en	  

la	  reducción	  de	  la	  F-‐actina	  y	  la	  extensión	  celular	  [71].	  De	  esta	  manera,	  se	  abre	  la	  

posibilidad	  de	  que	   Jak3	  pudiera	   fosforilar	  directamente	  a	   cofilina	  y	   regular	   su	  

función.	  	  
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Figura	   29.-‐	   Jak3	   y	   la	   proteína	   G	   tienen	   un	   papel	   complementario	   e	  

independiente	   en	   la	   señalización	  mediada	   por	   los	   receptores	   de	   quimiocinas.	  

Los	   receptores	   de	   quimiocinas	   activan	   tanto	   la	   vía	   de	   la	   proteína	   G	   (líneas	   verdes)	  

como	   la	   Jak3	   (líneas	   amarillas).	   Las	   líneas	   de	   aristas	   ocultas	   indican	   las	   rutas	  

propuestas,	  mientras	   que	   las	   líneas	   continuas	   las	   rutas	   ya	   reportadas.	   Primero,	   Gαi	  

activa	  Cdc42	  y	  el	   complejo	  Arp2/3	  generando	   la	  protrusión	  de	   la	  membrana	  celular	  

mediada	  por	   la	  polimerización	  de	  actina	   lo	  que	  condice	  a	   la	   formación	  de	  filopodios.	  

Entonces,	   Jak3	   activado	   independientemente	   a	   Gαi	   y	   ambas	   moléculas	   permiten	   la	  

activación	  de	  Rac1,	  que	  en	  asociación	  con	  Arp2/3	  conduce	  al	  rearreglo	  de	  la	  F-‐actina	  

para	  la	  formación	  del	  lamelipodio.	  Este	  ultimo	  paso	  es	  acompañado	  de	  la	  activacion	  de	  

la	   fosfatasa	  SSH1L	  que	  se	   requiere	  para	   la	  activación	  de	  cofilina	  y	   la	   inactivación	  de	  

LIMK.	   La	   cofilina,	   una	   vez	   activa	   permite	   la	   generación	   de	   sitios	   de	   polimerización	  

contribuyendo	   al	   ensamblaje	   de	   las	   redes	   de	   actina.	   A	   continuación,	   Jak3	   y	   Gαi	   son	  

requeridas	   para	   la	   activación	   de	   RhoA,	   llevando	   a	   la	   actvacion	   de	   los	   efectores	   rió	  

abajo,	   ROCK	   y	   MLC,	   para	   la	   formación	   del	   complejo	   de	   actomiosina	   y	   para	   un	  

apropiado	   funcionamiento.	   Al	   mismo	   tiempo,	   PAK	   activa	   a	   LIMK1	   al	   frente	   de	  

migración,	   resultando	  en	   la	   fosforilación	  de	  por	  este	  último,	  mientras	  que	  LIMK2	  es	  

activado	   por	   ROCK	   en	   el	   urópodo	   resultando	   de	   la	  misma	  manera	   que	   al	   frente	   de	  

migración,	  en	  la	  inactivacion	  de	  cofilina,	  lo	  que	  previene	  la	  desasociación	  del	  complejo	  

actomiosina	  y	  la	  desestructuración	  del	  urópodo.	  

	  

CCL19 
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Una	   vez	   que	   se	   ha	   establecido	   un	   frente	   de	   migración	   funcional,	   el	   siguiente	  

paso	   en	   la	   activación	   RhoA	   y	   sus	   efectores	   ROCK	   y	   MLC,	   favoreciendo	   la	  

formación	   y	   función	   del	   complejo	   actomiosina	   y	   también	   de	   LIMK2	   para	   la	  

inactivación	  de	  cofilina	  y	  con	  ello,	  prevenir	  la	  disociación	  del	  complejo	  motor	  y	  

así	  permitir	  una	  apropiada	  estructuración	  del	  urópodo,	  eventos	  que	  dependen	  

de	  la	  activación	  de	  las	  vías	  de	  Jak3	  y	  la	  proteína	  G.	  	  

 

En	  resumen,	  	  el	  modelo	  propuesto	  en	  este	  trabajo	  describe	  un	  nuevo	  elemento	  

en	   la	   transducción	   de	   señales	   dependientes	   de	   quimiocinas	   en	   linfocitos	   T,	  

donde	   Jak3	   regula	   la	   migración	   celular	   a	   través	   de	   la	   reorganización	   del	  

citoesqueleto	   de	   actina.	   Este	   mecanismo	   de	   señalización	   involucra	   la	  

inactivación	  de	  cofilina	  	  por	  una	  vía	  dependiente	  de	  Jak	  3	  pero	  independiente	  de	  

proteínas	  G.	  
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9. CONCLUSIONES	  	  

	  

1. La	   actividad	   de	   Jak3	   dependiente	   de	   CCR7,	   es	   necesaria	   para	   una	   eficiente	  

adquisición	  del	  fenotipo	  migratorio	  así	  como	  de	  una	  apropiada	  motilidad	  del	  

linfocito	  T	  estimulado	  con	  la	  quimiocina	  CCL21.	  

	  

2. La	   polimerización	   de	   actina	   dependiente	   de	   la	   activación	   de	   los	   receptores	  

CCR7	   y	   CXCR4	   requiere	   de	   Jak3	   y	   la	   proteína	   G	   para	   alcanzar	   los	   niveles	  

óptimos	  para	  la	  migración.	  

	  

3. Jak3	   es	   necesaria	   para	   la	   inactivación	   de	   cofilina,	   y	   probablemente	   para	   la	  

activación	  de	  LIMK,	  molécula	  que	  inactiva	  a	  cofilina	  mediante	  fosforilación.	  

	  

4. 	  La	   cinasa	   Jak3	   y	   la	   proteína	   G	   tienen	   papeles	   complementarios	   y	   no	  

redundantes	  en	  la	  activación	  de	  las	  GTPasa	  Rac1	  y	  RhoA,	  para	  la	  adquisición	  

del	  fenotipo	  migratorio	  en	  respuesta	  a	  las	  quimiocinas.	  	  

	  

5. Jak3	   es	   necesaria	   para	   la	   reorganización	   del	   citoesqueleto	   de	   actina	   de	   los	  

linfocitos	  T	  en	  respuesta	  a	  la	  activación	  de	  los	  receptores	  CCR7	  y	  CXCR4.	  
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10. PERSPECTIVAS	  

	  

• Para	  poner	  a	  prueba	  la	  hipótesis	  de	  que	  Jak3	  lleva	  a	  la	  activación	  de	  LIMK	  (de	  

manera	  directa	  o	   indirecta),	   se	   requiere	  analizar	   la	   cinética	  de	   fosforilación	  

de	  LIMK	  en	  respuesta	  a	  las	  quimiocinas	  en	  linfocitos	  tratados	  con	  el	  inhibidor	  

de	  Jak3.	  

• Corroborar	   los	   resultados	   encontrados	   con	   las	   GTPasas	   Rac1	   y	   RhoA	   en	   el	  

modelo	  de	  los	  ratones	  deficientes	  para	  Jak3.	  

• Analizar	  la	  cinética	  de	  activación	  de	  la	  GTPasa	  Cdc42	  en	  células	  tratadas	  o	  no,	  

con	   el	   inhibidor	   de	   Jak3	   o	   PTX,	   para	   poder	   establecer	   si	   esta	   molécula	  

depende	  de	  la	  proteína	  G,	  según	  lo	  propuesto	  en	  nuestro	  modelo.	  

• Analizar	  si	  existen	  diferencia	  de	  dependencia	  en	  Jak3	  entre	  CCL19	  y	  CCL21,	  

ya	   que	   se	   ha	   reportado	   que	   la	   quimiocina	   CCL19	   activa	   más	   Cdc42	  

induciendo	   principalmente	   la	   formación	   de	   filopodios,	  mientras	   que	   CCL21	  

activa	  principalmente	  Rac	  para	  la	  formación	  del	  lamelipodio.	  
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11. ANEXOS	   	   	  

	  
Anexo	  1.-‐	  Las	  subpoblaciones	  de	  linfocitos	  T,	  tanto	  CD4	  como	  CD8,	  requieren	  de	  Jak3	  
para	   la	   polimerización	   de	   actina	   en	   respuesta	   a	   CCL21.	   A)Esplenocitos	   de	   ratones	  
Jak3+/-‐	  (azul)	  o	  Jak3-‐/-‐	  (rojo)	  fueron	  marcados	  con	  anti-‐CD3,	  anti-‐CD4	  y	  anti-‐CD8	  para	  ser	  
separados	   con	   el	   Falsaria.	   La	   subpoblación	   purificada	   de	   linfocitos	   T	   CD3+CD4+	   fue	  
estimula	  con	  CCL21	  y	  la	  cantidad	  de	  F-‐actina	  se	  determinó	  como	  se	  describe	  en	  materiales	  
y	   métodos.	   2	   ó	   3	   ratones	   se	   utilizaron	   para	   cada	   experimento	   de	   un	   toteal	   de	   tres	  
experimentos	  independientes	  ±	  SEM.	  *P	  <	  0.05,	  **P	  <	  0.01.	  CD3+CD4+	  (B),	  CD3+CD8+	  (C)	  
linfocitos	  T	  purificados	  de	  ratones	  silvestres	  se	  pre-‐incubaron	  con	  DMSO	  (azul),	  WHI-‐P131	  
(rojo)	   o	   PTX	   (verde)	   como	   se	   describe	   anteriormente	   y	   de	   igual	   forma	   estimulados	   con	  
CCL21.	  El	   resultado	  de	  un	  experimento	   representativo	   se	  muestra.	  Un	   total	  de	  6	   ratones	  
fueron	  utilizados.	  Se	  muestra	  el	  promedio	  de	  dos	  experimentos	  independientes.	  
 

	  
Anexo	   2.-‐	   Análisis	   de	   la	   polimerización	   de	   actina	   en	   respuesta	   a	   CCL21	   por	  
microscopía	  confocal.	   Linfocitos	  de	  LN	   fueron	  pretratados	   con	  DMSO	   (azul),	  WHI-‐P131	  
(rojo)	  o	  PTX	  (verde)	  y	  estimulados	  con	  CCL21	  para	  ser	  teñidos	  con	  faloidina-‐Rodamina	  (F-‐
actina),	   como	  se	  describe	  en	  materiales	  y	  métodos.	  La	  grafica	  representa	  el	  promedio	  de	  
los	   IMF,	   representados	  como	   incrementos	   relativos	  al	  valor	  de	   la	   células	   sin	  estimular,	  ±	  
SEM	  de	  tres	  experimentos	  independientes	  por	  duplicado	  se	  muestran.	  *P	  <	  0.05.	  
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