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I.-Sistemama Inmune,

Todos los organismos estdn expucstos a agentes infecciosos (bacterias, virus, cte),
particulas del ambiente (polen, polvo) y muchos otros mds. Para poder enfrentar a todos estos
agentes externos los vertebrados han desarrollado una serie de mecanismos para defenderse de
ellos. Al conjunto de células y moléculas cuya funcién sea la de proteger al organismo se le
denomina sistema de defensas. Estas defensas pueden ser naturales (innatas) y de respuesta

general o bien pueden ser adquiridas y especificas (inmunolégicas) (1-3).

2. Mecanismos Generales de Defensa

Existen dos mecanismos generales de defensa: el primero de ellos comprende a todos los
elementos que se encuentran presentes en el organismo antes de la exposicién al agente invasor.
Entre ellos tenemos a las barreras fisicas (mucosa, piel, vellosidades), las células fagociticas, las
células asesinas naturales, los eosindfilos y otras células de la sangre. Este mecanismo acttia
como lalprimera linea de defensa y no es especifica para un agente infeccioso en particular. Ef
otro mecanismo se denomina inmunidad y a diferencia del primero sélo es activado después dei
reconocimiento especifico de un agente extrafio en particular. La inmunidad tiene como
caracteristicas su alta especificidad, memoria y el aumento en la capacidad de defensa con la
exposicién sucesiva al agente invasor (1-3).

La activacién de este mecanismo se conoce como respuesta inmunolégica, y es mediada por
los linfocitos, que son los glébulos blancos més pequedios de la sangre. Los linfocitos son células
que se producen en la médula ésea y qué migrar a tejidos del sistema linfatico como los ganglios:

linfiticos, el timo y el bazo (1, 2).
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Los linfocitos se dividen en dos clases. Los linfocitos T que maduran en el timo y los
linfocitos B que provienen de la médula ésea. Los linfocitos T, a su vez, existen de dos tipos: los
ayudadores (CD4) y los citotéxicos (CD8). Los linfocitos ayudadores, que expresan la molécula
CD4, producen una serie de sustancias (citocinas) importantes en la regulacién de la respuesta
inmunolégica. Los linfocitos citotoxicos, que expresan la molécula CDS, son responsables de
eliminar a otras células. Los linfocitos B son por su parte los productores de los anticuerpos

(inmunoglobulinas) (1, 2).

2.1 Respuesta Inmunologica.

S¢ denomina antigeno a toda sustancia que puede ser reconocida por el sistema
inmunoldgico (1, 2). La respuesta inmunoldgica se inicia con el reconocimiento del antigeno y
termina con la eliminacion de éste. La respuesta inmunotégica puede ser de dos tipos: El primero
es mediado por células, principalmente linfocitos T y macréfagos. Este es por lo tanto
denominado respuesta celular. E! otro tipo es mediado por anticuerpos y por lo tanto es conocida

como respuesta humoral {1-3),

2.1.1 Respuesta Celular.

La res;pucsta inmunologica mediada por células protege principalmente de virus y
microorganismos intracelulares. Esta respuesta es mediada por los linfocitos T citotdxicos. Estos
linfocitos contienen granulos con su:stanciras que al sér ]iberadas.form;m poros en la membrana de

otras células. La respuesta se inicia cuando cétulas son infectadas por ejemplo con un virus. Los

virus al utilizar la maquinaria celular sintetizan proteinas virales. Algunas de estas proteinas son




expuestas en la superficie de la célula infectada acopladas a una molécula del complejo principal
de histocompatibilidad clase uno (MHC-I). Los linfocitos T citotéxicos reconocen al antigeno,
acoplado a la molécula MHC-, a través de su receptor especifico de antigeno (TCR). Al darse el
reconocimiento del antigeno, el linfocito T citotéxico se activa y libera los grinulos que lisan a la

célula infectada.

2.1.2. Respuesta Humoral

La molécula de inmunoglobulina (anticuerpo) puede estar en la membrana del linfocito y
funciona como su receptor especifico de antigeno. La unién del antigeno al receptor de membrana
del linfocito B es el evento inicial de la activacidn de estos linfocitos. El antigeno puede inducir
al linfocito B a proliferar o bien pucde inducirlo a responder a los linfocitos T. La
inmunoglobulina de membrana acoplada al antfgeno es internalizada. En ¢l caso de tratarse de un
antigeno proteico éste es procesado por el linfocito B como una célula presentadora (fagocitando
Ios antigenos, proceséndolos y exhibiéndo en su superficie los péplidos acoplados a la moléeula
del complejo principal de histocompatibilidad clase dos (MHC II) para ser presentados a los
linfocitos T). Los linfocitos T ayudadores reconocen a este antigeno acoplado al MHC clase 11 y
se aclivan, secretando citocinas, las cuales inducen de proliferacién y diferenciacion de linfocitos
B. Estas-cilocinas también inducen la sintesis y el tipo de anticuerpo que va a ser secretado, En el
caso de que el antigeno no sea protéico no sc requiere la presencia de linfocitos ayudadores, ya
que los antigenos no protéicos por si mismos son capaces de inducir la proliferacién y
diferenciacién de los linfocitos B. Un ejemplo de este-tipo de antigecnos son. los liposacdridos.de.

origen bacteriano que constituyen el elemento al que responde el sistema inmune celular,




2.1.3 Anticuerpos (Inmunoglobulinas).

Los anticuerpos son moléculas protéicas que tienen la capacidad de reconocer a una amplia
gama de antigenos. Cada molécula de anticuerpo reconoce a un s6lo antigeno. Los anticuerpos
son preducidos por los linfocitos B y pueden estar en la membrana de estos, funcionando como
receptores o pueden ser secretados (1-3).

Existen varias clases de anticuerpos, pero todos ellos presentan una estructura comin que
consta de dos polipéptidos grandes (aproximadamente 50 kDa), denominados cadenas pesadas y
dos polipéptidos mds pequefios (aproximadamente de 25 kDa) denominados cadenas ligeras,
Ambas cadenas presentan regiones repetidas denominadas dominios de inmunoglubulinas. Los
dominios de inmunoglobulinas estdn formados por unos 110 aminodcidos con estructura beta
plegada con tres o cuatro hebras de cadenas antiparalelas.

Los anticuerpos constan de una parte de unién al antigeno denominada “Fab™ y una parte
denominada “Fc” (que significa: fraccién que se pucde cristalizar) responsable de [a activacién
del complemento y de la asociacién de los anticuerpos con los receptores para inmunoglobulinas
en la membrana de los levcocitos (1, 2, 4).

Los anticuerpos tienen diversas funciones efectoras como: la neutralizacién del antigeno,
activaciéon del complemento, opsonizacién, fagocitosis, produccién de inflamacién vy
citotoxicidad dependiente de anticuerpos. La neutralizacién del antfgeno se da por ejemplo
cuando virus o algunas toxinas secretadas por microorganismos son cubiertos por anticuerpos. De
esta forma los anticuerpos pueden obstruir la interaccién del virus o la toxina con receptores
celulares. El resuliado ¢s 13 inactivacién de estos agentes: dafiinos. -Las regiones Fe. de las.

inmunoglobulinas son reconocidas por la proteina del sistema de complemento Clg. Esta




interaccién dispara la activacion de la cascada clisica del complemento, formandose un
complejo de proteinas que produce poros en la membrana celular, Los anticuerpos también
favorecen la fagocitosis mediante un fenémeno llamado opsinizacién. Este fenomeno consiste en
la union de anticuerpos a la particula extrafia, las células fagociticas{neutréfilos, monocitos)
presentan receptores de membrana que reconocen la porcidn Fc de las inmunogtobulinas.
Después de que el receptor reconoce la porcion Fe de la inmunoglobulina acoplada al antigeno,
este es fagocitado y procesado. Algunos leucocitos como los linfocitos citotdxicos y las células
NK son capaces de lisar a células especificas cubiertas por anticuerpos. A este procese se le

conoce como citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos.

3. Inflamacién

La inflamacion es un mecanismo de defensa inespecifico del organismo que consiste en el
reclutamiento y activacién de leucocitos durante procesos infecciosos o durante {a reparacién de
tejidos. Esta respuesta se puede iniciar por la interaccién de anticuerpos con su antigeno o por el
reconocimiento de antigenos presentes en la superficie de microorganismos. Durante el proceso
inflamatorio se da una refajacion del musculo liso que controla el tono vascular con la
'consecueme vasodilatacion y disminucion de la presién a nivel local. Esto va acompaiiado de un
aumento en el flujo sanguineo en las regiones dafiadas para llevar mas oxigeno y glucosa,

también aumenta la permeabilidad capilar. También se secretan substancias como quimiocinas

que atraen a los leucocitos, lo que permite que puedan atravesar el endotelio y llegar a los sitios
afectados (1, 2, 5).

Durante la primera etapa del proceso inflamatorio se da el movimiento de liquido del
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espacio intravascular al espacio extravascular. Esto es con el fin de diluir al agente extrafio
reduciendo asi su concentracién. Dentro de este liquido se encuentran diversos factores
nevtralizantes para agentes extrafios como pueden ser; inhibidores de proteasas, anticuerpos y
factores de coagulacion. Esta acumulacién de liquido rico en proteinas se llama edema. Posterior
a la formaci6n del edema, se da la infiltracién de los leucocitos polimorfonucleares. Si persiste el
esimulo inicial, ta inflamacidn se convierte en cronica. En esta etapa la inflamacién se
caracteriza por la infiltracion de tinfocitos y macrofagos (5).

La inflamacion estd regulada principalmente por citocinas. Las citocinas son moléculas
protéicas que regulan el crecimiento, diferenciacion y activacién de distintos tipos de células.

Entre las citocinas que participan en la activacion y mantenimiento de la respuesta
inflamatoria se encuentran ¢l interferon gama (IFNy), el factor de necrosis tumoral alfa (TNFe),
la interleucina uno (IL-1) y 1a interleucina seis (1.-6)(1, 5).

Los leucocitos son atraidos a los sitios de inflamacion mediante un fenémeno conocido
como quimiotaxis, donde los leucocitos siguen gradientes dc¢ concentracion de sustancias
quimicas (quimioatrayentes). Entre las principales quimioatrayentes se encuentran: péptidos
derivados de bacterias (como el f-Met-Leu-Phe), metabolitos del acido araquinddico (como
prostanglandinas y leucotrienos), el factor C5a del complemento y la interleucina 8(2).

En los sitios donde se desarrolla la inflamacién, 1a diliatacién vascular inicial y la salida
del liqq}dq Juegan un papel muy importante va que disminuyen la velocidad del flujo sanguineo
marginando asi a los leucocitos. Posteriormente se da un.:i interaccion entrezlos ]eucbcitos y. las
células del endotelio, provocando el rodamiento, detencién y migracién de los leucocitos fuera

del torrente sanguineo (diapedesis) (5, 6). Uno de los pasos criticos del proceso inflamatorio es la




salida de los leucocitos del torrente circulatorio para dirigirse a las venas posteapilares. Para esto
los leucocitos comienzan a interactuar con las paredes de las venas rodando a lo largo del
endotelio (5, 6). Durante esta fase los leucocitos presentan una forma esférica. E! mecanismo
mediante el cual los leucocitos reconocen el sitio de inflamacién involucra un aumento en la
adhesividad entre los leucocitos y el endotelio; y la participacién de moléculas especializadas en
la superficie de las células (1, 7). Las moléculas responsables del reconocimiento del sitio

inflamado se ltaman moléculas de adhesién.

4. Moléculas de Adhesién

Las moléculas de adhesién juegan un papel importante en el proceso inflamatorio, ya que
son las responsables de mediar el reciutamiento y extravasacién de leucocilos. Existen cuatro
familias de moléculas de adhesién que son: las cadherinas, los receptores de la superfamilia de

inmunoglobulinas, las integrinas y las selectinas (7, 8) (figura 1).

4.1 Cadherinas

Las cadherinas son moléculas de adhesién dependientes de calcio que intervienen en
uniones célula - célula. Son glicoproteinas que atravicsan la membrana celular. En su porcién
extracelular constan de cinco regiones repetidas en tandem donde se encuentra los sitios de unién
a calcio que la dan rigidez a la estructura de la cadherina. Poseen una porcién transmembranal y
también una cola citoplismica a la que se unen proteinas intracelulares llamadas cateninas

formaﬁdo un cdmplcjo que se une al citoesqueleto (figura 1), Hay dos clases de cadherinas seglin

su asociacién con componentes del citoesqueleto. Las que se encuentran asociadas a actina en el
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citoesqueleto y las que se asocian a  filamentos intermedios. Dentro de la primera clase se

encuentran la E-cadherina, la N-cadherina, |a P- cadherina, la R-cadherina y la B-cadherina(9,

10). En la segundaclase encontramos a la desmogleina y a las desmocolinas (10).
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4.2 Moléculas de Adhesidn de la Superfamilia de lnmunoglobulinas.

Estas moléculas se caracterizan por presentar una regién amino - terminal extracelular, uno
o mis dominios de inmunoglobulina (Ig), un dominio transmembranal, y un dominio
citopldsmico (figura 1). A diferencia de las cadherinas estas moléculas no requicren calcio para
presentar rigidez. Muchas de las moléculas de esta superfamilia de inmunoglobulina estin
involucradas en adhesi6n y sefialamiento en leucocitos (9, 1G). Por ejen;plo las moléculas CD2,
CD4, CD8, TCR pertenecen a esta familia de receptores. Todas ellas se encuentran en linfocitos
T. CD2 es una molécula de adhesion intercelular que se encuenira en linfocitos T maduros y
también se le conoce como LFA-2. CD4 es una molécula accesoria que ayuda a la interaccién de
células T con células presentadoras y se presenta en linfocitos maduros que reconocen a las
moléculas MHC clase I1. CD4 también participa como una molécula de adhesion célula -célula y
también es capaz de transducir sefiales. CD8 también se expresa en linfocitos citotéxicos maduros
y permite la interaccién de linfocitos T con células que expresan MHC clase 1. CD8 también es
capaz de transducir sefiales.

Otros miembros de la superfamilia de las Ig son la molécula intercelular de adhesién uno
{ICAM-1), la molécula de intraceluiar de adhesidn dos (ICAM-2), la molécula intercelular de
adhesidn 3 (ICAM-3), la molécula neurcnal de adhesién celular (NCAM) v la molécula vascular

de adhesién celular (VCAM).



4.3 Selectinas

Las selectinas son moléculas de adhesién que presentan en la parte mds lejana de la
membrana celular, una regién de unién a carbohidratos parecida a lectinas. Esta va seguida de
una regién parecida al factor de crecimiento epidermal. Después presentan varias regiones Ticas
en cisteinas parecidas a las de las proteinas reguladoras del complemento (figura {). Las
selectinas requieren calcio para el reconocimiento de polisacdridos acilados. Su principal funcién
es la adherencia de los leucocitos a las células endoteliales durante la inflamacién. Las selectinas
reconocen principalmente a grupos de carbohidratos como al grupo sanguineo de Lewis, el cul
€5 Un grupo que perienece a otro sistema diferente al chisico grupo sanguineo ABQ (9-11).

Pertenecen a esta familia la E-selectina, que se expresa en las células endotelinles en
respuesta a citocinas. La P-selectina que se encuentra en plaquetas y células endoteliales, su
expresion es regutada por histamina y trombina. La L-selectina que se encuentra en leucocitos y

que es necesaria para la unién del leucocito al endotelio.

4.4 Integrinas

Las integrinas son moléculas de adhesién que se expresan en la superficie de la célula y que
intervicnen en la adhesion de la célula a la matriz extracelular v en la adhesion célula-célula,
Estas moléculas participan en una gran variedad de procesos como: el desarrollo embrionario, el
crecimiento, la inflamacidn, la activacién de leucocitos, la metistasis de células wmorales y la

apoptosis.(12, 13). Las integrinas son glicoproteinas formadas por dos cadenas (denominadas o y

B) que se encuentran unidas de forma no covalente. Cada cadena tiene un dominio extracelular,

un dominio transmembranal y una cola citopldsmica (figura 1). Se requieren de las dos cadenas



para la unién al ligando. Las regiones citopldsmicas participan en la unién al citocsquelelo.
Existen mds de quince cadenas o y mids de ocho cadenas B, pero las cadenas B se pueden
combinar con mds de una cadena . Estas diferentes combinaciones dan lugar a muchas
integrinas y ademds son las que determinan la especificidad de unién al ligando. Una integrina
puede reconocer a mds de un ligando (10, 14). La mayor parte de los ligandos de las integrinas
son proteinas de la matriz extracefular, sin embargo algunas de ellas reconocen contrareceptores
expresados en la superficie de otras células.

Ademds de las capacidades adhesivas de las integrinas, existen evidencias de que son
capaces Vdc transducir sefiales al interior de la célula (9, 11, 15) comportindose como receptores
clasicos. Es decir al unirse a sus-ligandos transmilen sefiales al interior de la célula generando

diversas respuestas.



5. Interaccién de los Leucocitos con las Células Endoteliales

Las interacciones de los leucocitos con otras células se {levan a cabo mediante moléculas
especializadas (receptores) que se expresan en la superficie de los leucocitos y que reconocen en
forma especifica a otras moléculas (ligandos) en la superficie de otras células. La unién rdpida de
los leucocitos al endotelio capilar es mediada por selectinas. La unién de los leucocitos al
endotelio activado es mediado primero por las selectinas P y E(16). Estas moléculas son las que
permiten ¢l rodamiento de los leucocitos sobre el endotelio. Los leucocitos al exponerse a
quimioatrayentes, se hacen adhesivos al endotelio a través de la activacion de integrinas(9, 10,
16, 17). Las integrinas de la familia B2 como Mac-1 ¥y LFA-1 son las responsables de esta
adhesion fuerte(18, 19). La adhesién fuerte de los leucocitos al endotelio cs promovida también
por la e)lcprcsién cn el endotelio de moléculas de Ia familia de las inmunoglobulinas, como por
ejemplo ICAM-1; que es el ligando de las integrinas §2 . Este incremento en la adhesicn origina
que el leucocito se detenga e inmediatamente sufra cambios morfoldgicos pasando de una forma
esférica a una forma extendida y aplanada. Después se da la extravasacién mediante diapedesis

hacia el sitio donde se encuentra el dafio o la inflamacién (figura 2).
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Figura 2. Interacciones moleculares durante la adhesién de leucocitos al endotelio (1). Agentes
inflamatorios como interleucina uno (IL-1}, factor de necrosis tumoral alfa (TNFaq) y
liposacéridos (LPS) inducen la expresi6n de moléculas en el endotelio (P-selectina y E-selectina).
Estas moléculas hacen rodar al leucocito sobre el endotelio (2). Los quimicatrayentes dirigen al

leucocito al sitio inflamado y lo estimulan para que active a sus integrinas (Mac-1, LFA-1 y

VLA-4).} Estas integrinas interaccionan con fnoléculas de la superfamilia de las Ig (VCAM e

ICAM) (3). Estas integrinas median la adhesién fuerte y ayudan en la diapedesis.




6. Transduccién de Seiales

Se ltama transduccidn de sefales a la serie de sucesos bioquimicos que retransmiten la sefial
desde el receptor en la membrana al interior de la célula, es decir la sefial externa es convertida en
una sefial interna que alterard el comportamiento de la célula, Los cambios bioguimicos dentro de
la célula son las vias de transduccién de seales. Existen muchas vias de transduccién de sefiales.
Entre las principales se encuentran: las vias acopladas a proteinas G, la via de receptores de
cinasas de residuos de tirosina, la via de transduccién de sefiales mediada por integrinas. Las
diferentes vias de transduccién de sefiales pueden interaccionar entre si produciendo efectos de

sinergismo, antagonismo o potenciacién.

6.1 Via de Transduccién de Sefiales de Receptores Acoplados a Proteinas G

Los receptores acoplados a proteinas G constituyen una de fas familias mds extensas de
receptores de membrana. Los receptores acoplados a proteinas G regulan una gran varicdad de
respuestas seglin los diferentes ligandos que unen (hormonas protéicas, neurolransmisores,
péptidos, aminodcidos, derivados de dcidos grasos, etc). Un mismo ligando puede activar a varios
receptores de esta familia. Los receptores constan de una cadena polipeptidica que atravicsa siete
veces la membrana celular, Ia cual se asocia a una protefna que une nucleotidos de guanina (y por
lo tanto denominada proteina G). Algunas proteinas G a su vez se acoplan a canales idnicos o
enzimas (20, 21). Las proteinras G presentan dos estados, un estado de activacion cuando unen
GTP y al hidrolizar el GTP pasan a un estado de desactivacién dependiente de la unién con GDP,

Las proteinas G estdn compuestas de tres cadenas polipeptidicas llamadas @, . v v. La cadena o

¢s la que hidroliza ¢l GTP e interacciona con enzimas o canales iGnicos. Las cadenas [} y ¥ forman



un dimero que mantiene a ta proteina G en la cara citoplasmica de 1a membrana.

Una de las vias de transduccioén de sefial mejor descritas para proteinas G es la que se
encuentra asociada a la enzima adenilato ciclasa, donde la unién del ligando al receptor acoplado
a proleina G proveca la aclivacién de esta enzima. Cuando el receptor une a su ligando Ja
subunidad ¢ intercambia GDP por GTP y se disocia de las subunidades By v. La subunidad o se
asocia con el dominio intracelular de la adenilato ciclasa ¥y la activa directamente. La adenilato
ciclasa comienza a producir AMP ciclico a partir de ATP. La hidrdlisis de GTP a GDP por parte
de la subunidad o lleva a la disociacién de ésta subunidad de Ia adenilato ciclasa permiticndo as{
la reasociacién de la subunidad o con las subunidades B y v de la proteina G y consecucntemente
la sintesis de AMP ciclico cesa. E! AMP ciclico poF su parte activa a otras cinasas como Iy
proteina cinasa dependiente de AMP ciclico (PKA). PKA fosforila residuos de serina y treonina
cn otras proteinas (figura 3). Otra cinasa que es activada por AMP ciclico cs la fosforilasa, que a
su vez activa a la glucégeno fosforilasa. También la cinasa dependiente de calcio que fosforila a
la glucdgeno sintetasa es activada, la cudl lleva a cabo el Gltimo paso de la sintesis de 1a glucosa.
Otra funcién del AMP ciclico es la de regular canales idnicos especiales en neuwronas que
rcspondén al olfato.

Otras vias de seRalizacién mediada por proteinas G son: las de la fosfolipasa A2 y [a
fosfolipasa C, las cuales son activadas por distintas proteinas G. En el caso de la fosfolipasa C, af
ser activada por la proteina G, preduce diacil glicerol (DAG) y también produce inositol
trifosfat(; (IP,). El inositol trifosfato es reconocido por receptores en el reticulo endoplismico y
produce la liberacién de caicio desde eisle compartimiento al citosol. El diacil gl_icerol activa a la

proteina cinasa C (PKC), la cual se transloca a la membrana y fosforila a otras proteinas. La




proteina G que estd acoplada a otros receplores activa a la fosfolipasa A2, inducicndo ia
liberacién de 4cido araquidénico, que es metabolizado por enzimas como fa cicloxigenasa y la
lipoxigenasas para generar prostaglandinas y leucotrienos(20).

Una gran cantidad de hormonas y neurotransmisores utilizan vias de transcduccion de
sefiales mediadas por proteinas G para regular procesos y funciones celulares. Un efemplo son las
hormonas epinefrina y norepinefrina, las cuiles son secretadas en situaciones de estrés, gue
permiten Ia liberacion de glucosa y dcidos grasos necesarios para responder a éstimulos como el

miedo o el ejercicio excesivo. Estas hormonas interactiian con los receplores B-adrenérgicos.
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Figura 3. Vias de transduccién de sefiales de receplores acoplados a proteinas G. La
intcracci‘(m del ligando con el receptor “serpentin” {0 de 7 dominios transmembranales) acoplado
a proteina G provoca la disociacién de la subunidad o de By . lasubunidad puede activar
directamente a enzimas como la adenilato cilclasa, la cual produce AMP ciclico. El AMP ciclico
puede activar a proteinas cinasas como PKA la cual fosforila a otras proteinas. Otra de las vias
mediada por proteinas G consiste en la activacién de la fosfolipasa C (PLC) y la subsccuente
produccién de diacil glicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP,). El DAG activa a la proleina cinasa
C (PKCQ), esta enzima fosforila a otras proteinas. El inositol trifosfato produce la liberacién de

calcio intracelular al ser reconocido por receptores en el reticulo endopldsmico. El calcio se

asocia a la calmodulina y este complejo activa a otras proteinas.



6. 2 V{a de Transduccién de Sefales de Receplores con Actividad de Cinasa de Residuos de
Tirosinas (Via de Ras)

Los receptores de muchos factores de crecimiento constan de una proteina que atraviesi lu
membrana y que tiene un dominio extracelular glicosilado y un dominie citoplismico con
actividad enzimdtica de cinasa de residuos de tirosina. Esto es que fosforilan a proteinas cn
residuos de tirosina. El receptor del factor de crecimiento epidermal (EGF) fue el primer receptor
de esta clase que se describi6 (22). Factores de crecimiento con receptores de este tipo son: el
factor de crecimiento derivado de plaquetas {PDGF}, los factores de crecimiento de fibroblastos
(FGF) y el del factor de crecimiento de hepatocitos {HGF), entre otros. Todos estos reccplones se
autofosfbrilan, cuando el ligando se une a cllos. El receptor se fosforila en residuos cspecificos de
tirosina, los cuales se convierten en sitios de reconocimiento de proteinas intracelulares con
dominios SH2 (del inglés Src homology domain) que s6lo reconocen a [a tirogina fosforilada{23).
La proteina adaptadora Grb2 conticne dominios de unién SH2 y $¢ unc al receptor fosforilado. A
eslte com.plejo molecular se une mSosl, que es una proteina activadora de la GTPasa Ras.(24, 25).
Ras se activa entonces mediante el intercambio de GDP por GTP. A su vez Ras activado ejerce
efecto sobre la cinasa de residuos de serinas y treoninas Raf-1(26). Raf-1 se activa y fosforila a la
cinasa MEK. MEK a su vez fosforila y activa a la cinasa mitégeno activada (MAPK){(26-28).
MAPK puede translocarse al niicleo y fosforilar a factores nucleares de transcripeidn entre ellos
¢-myc, AFT-2, Elk -1 y SAp-1(25-27, 29) Raf-1 puede también activar directamente al factor

nuclear de transcripcién NF-xB (10) (figura 4).
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Figura 4. Via de transduccion de sefiales de fos receplores para factores de crecimiento. Al
reconocer su ligando los receptores se autofosforilan y se da la unién de la proteina Grab2 a
través de sus dominios SH2. Esto lleva a la activacién de Ras, la cual se activa mediante el
intercambio de GDP por GTP. La molécula Sos ayuda a este intercambio de nucleotidos. Ras
activa entonces a la cinasa Raf-1 que a su vez s capaz de activar a MEK o difectafnent?: al
factor nuclear NF-kB disociandolo de la proteina inhibidora IxB. Por su parte la cinasa MEK

fosforila a MAPK. MAPK se transloca al nicleo Y activa a varios factores nucleares, como Elk-1.




6. 3 Via de Transduccidn de Sefales de Receptores de Citocinas (Via Jak — STAT).

Esta via de sefialamiento es utilizada por los receptores de algunas citocinas, entre las que
se encuentra el interferon ¥. El receptor de interferon ¥ es un homodimero que consta de dos
subunidades. Ambas subunidades estdn relacionadas con el tipo I de proteinas de receptor del
intererferon oy i

Al ser agrupados los receptores, en el plano de la membrana celular, por la unién al
interferon ¥y se activan cinasas de la familia Janus (como Jak-1 y Jak-2) que estdn unidas en la
percidn citopismica del receptor. Estas cinasas fosforilan residuos de tirosina en regiones de los
receptores agrupados. Posteriormente, las proteinas STAT se unen a los residuos de tiresina
fosforilados a través de sus regiones SH2. Luego las proteinas STAT son también fosforiladas
por las cinasas Jak-1 que siguen unidas al receptor. Las proteinas STAT poseen mayor afinidad
por los residuos fosforilados de otras proteinas STAT que a las de los residuos fosforilados del
receptor, esto ileva a que se disocien del receptor y se dimerizen. Esta disociacion de las proteinas
STAT permite la asociacion de nuevas moléculas STAT al receptor fosforilado. Los dimeros
formados por las proteinas STAT se unen a factores de transcripcion como p48, el cual entra al

nicleo y promueve la transcripeidn de genes (1, 30, 31).

6.4 Vias de Transduccién de Sefiales de Rzceptores para Hormonas Esteroides
Todas las hormonas esteroides (tiroxina, dcido retinoico, aldosterona, etc) se sintetizan a

partir del colesterol, por lo que les es muy fécil atravesar la membrana plasmdtica e interactiian

con sus receptores localizados en el citoplasma. Al unirse el ligando (hormona) al receptor se

forma un complejo, que migra al micleo de la célula. Estos complejos pueden unirse a secuencias

[}
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reguladoras de DNA y asi regulara la transcripcion de genes. Ttambién pueden afectar la
estabilidad de RNA mensajeros especificos(21).

Los receptores para hormonas esteroides constan de varias regiones diferenies{32).
Contienen una regidn amino terminal variable, una region central rica en cisteinas que permite la
unién de dedos de zinc (lo que sugiere que el dominio central es el encargado de unirse al DNA),
una region carboxi terminal que realiza la translocaién al nicleo y una region de aminoicidos
responsables de la interaccién con una proteina de estrés calérico. En cuanto a estructura y
funcién los receptores de hormonas esteroidéas se pueden dividir cn dos grupos: El primer grupo
incluye al receptor de los glucorticoides, progesterona, andrégenos y mineralocorticéides. El
segundo grupo comprende a los receptores de estrégenos, hormona tiroidea, dcido retindico y el

de la vitamina D3(33).

6.5 Via de Transduccién de Sefiales de Receptores Integrinas

Diversos cambios bioquimicos en el interior de la célula sc han observado despuds del
entrecruzamiento de integrinas en varios tipos celularcs. Entre cstos tenemos: la activacién de
canales de protones {el antiporter Na'/ H'}, el aumento del pH intracelular(34), el aumento de el
calcio intracelular(35), la modulacién de los niveles de AMP ciclico (36) y la induccién de
fosforilacién de protefnas en tirosinas(37). Estos resultados sugieren que las integrinas no sélo
estan relacionadas con la adhesién a la matriz extracelular, si no que también tienen la capacidad
de transmitir sefiales extracelulares y convertirlas en intracelulares (9, 12, 38). Entre los primeros
eventos que ocilrrcn al entrecruzar integrinas se encuentran la fosforilacién de proteinas en

residuos. de tirosinas. Este fenémeno se observé al entrecruzar integrinas alf3 en células de




carcinoma, donde se encontr6 fosforilacién en residuos de tirosina en proteinas comprendidas en
la regién de 110 - 130 kDa(37, 39). Asi mismo en fibroblastos NIH3T3 extendidos en
fibronectina se encontrd fosforilacin en residuos de tirosina en la misma regién({40, 41). Estos
efectos son mediados por integrinas, ya que el uso de anticuerpos contra otras moléeulas de
superficie de la membrana, o por medio de adhesién a superficies de polilisina no producen esta
fosforilacién en residuos de tirosina. Posteriormente se encontré que la fosforilacién que acurre
en la zonade 110 a 130 kDDa se debe a una cinasa, la cual se denominé FAK por su concentracidn
en los sitios de adhesion focal(40-43). La fosforilacién de FAK en respuesta a la agrupacion de
integrinas y adhesién celular a proteinas de la matriz extracelular ha sido demostrada en varias
lineas celulares, lo que sugiere que esta via es empleada por diversas integrinas(40, 41. 44). El
entrecruzamiento de integrinas causa la activacién de la cinasa FAK. Esta cinasa se losforila
después de la agrupaci6n de integrinas o de que la célula se adhiera(39). FAK es una cinasa de
125 kDa‘ que se localiza en los sitios de unién entre la matriz extracelular v {a ¢élula conocidos
comeo puntos de adhesién focal(41, 45), En estos sitios FAK colocaliza con proteinas como talina
y tensina(44). Otra evidencia de la conexién entre integrinas y FAK es la unién de péptidos
sintéticos basados en la regién citopldsmica de la subunidad B y la regién N- terminal de
FAK(46). FAK también puede ser fosforilada a través de otras vias de diferentes receptores,
como el de factores de crecimiento o de receptores acoplados a proteinas G. FAK es fosforilada
en residuos de tirosina y serinas(47). FAK, al igual que los receplores con capacidad de cinasas

de residuos de tirosina cinasas se autofosforila; esta autofosforilacién es la reguladora de los

eventos subsecuentes. La regién de autofosforilacién de FAK se parece a la regién consenso de

unién para las cinasas Src (48). De hecho Src se une a FAK en esta regién después de su




autofosforilacién inducida por integrinas en fibroblastos 3T3(49). Esta asociacién es estable e
independiente de sucro y adhesién. La interaccién de Ser con FAK autofosforilada resulta en la
unién de Grb2 a FAK(50), lo cual ha sugerido que las integrinas activan la via de Ras para llevar
a la activacién de MAPK. Sin embargo este hecho no se ha resuelto completamente todavia pues
hay reportes que indican que MAPK pucde ser activada por integrinas en forma independiente de
Ras(10, 51, 52). FAK puede interaccionar con una gran variedad de otras proteinas que contengan
una region SH2 (que reconoce tirosinas fosforiladas) o una regién SH3 (que reconoce regiones
ricas en prolinas). Entre estos estdn la subunidad p85at de la cinasa de fosfo inositol 3(53). la
PI130™ | la paxilina y 1a GTPasa GRAF. Proteinas como P130 *, paxilina y tensina también son
fosforiladas a través de la adhesién mediada por interinas(41). Asi mismo FAK no es la qnica
cinasa de residuos de tirosina que se acliva en respuesta a integrinas, algunas otras cinasas de
tirosina que también pueden ser activadas por integrinas durante la inflamacién y migracién de
monocitos son c-Abl (54} y Syk(29, 55). La adhesién celular mediada por integrinas ¢n ausencia
de factores de crecimiento es capaz de activar a la proteina cinasa mitégeno activada (MAPK)
(figura 5)(51, 56). MAPK es una cinasa que interviene en muchas cascadas bioquimicas
desencadenadas por otros lipos de receptores (ver seccién 6.2). La activacién de MAPK por
integrinas ha sido confirmada mediante experimentos de adhesién no especifica en soportes de
polilisina, donde no hay activacién de MAPK(51, 56). Se ha demostrado Ia activacién de MAPK
en células puestas sobre superficics con anticuerpos especificos a varias integrinas, pero no sobre
anticuerpos contra otras moléculas de superficie, como las moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) y la molécula CDA4(S1, 56), La activacion de MAPK por infegrinas

ha sido demostrada en varios tipos celulares, entre ellos fibroblastos, céluias epiteliales.




tipos celulares, entre ellos fibroblastos, células epiteliales, keratinocitos y células endoteliales.

Tal como se indico arriba hay evidencia de la activacién de MAPK. mediada por integrinas
en forma independiente de la via clésica de Ras(51, 52). Posibles mecanismos responsables de
esta activacién incluyen la activacién de la proteina cinasa C (PKC) a través de segundos
mensajeros como el diacil glicerol (DAGY57), v la activacién de la fosfolipasa A,, la cual genera
metabolitos de acido araquinddico que activan a PKC(58). Otro posible mecanismo para la
activacién de Raf independiente de la via Ras es la union de la cinasa asociada a integrinas
(ILK), que tiene la capacidad de asociarse a Raf e inducir 1a actividad de MAPK(59, 60).

En monocitos el entrecruzamiento de integrinas Bt induce ia expresion de genes de
productos importantes en inflamacion. Muchos de estos genes tempranos tienen regiones de
union al factor de transcripcion NF-kB en sus regiones reguladoras 5°(38). Ademas de factores
nucleares, MAPK también tiene substratos citoplasmicos como pp™™™ “? el cual se introduce al
nicleo y contribuye a la regulacion de la transcripeién de genes. Otros sustratos posibles de
MAPK parecen ser los microtibulos(61). Existen reportes de que la fosfolipasa A, también

puede ser un sustrato de MAPK(62).
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Figura 5. Via de transduccién de sefiales mediada por receptores de integrinas. El
entrecruzamiento de integrinas produce la activacién de la cinasa de tirosinas Syk la cual produce
fosforilacién de proteinas en residuos de tirosinas. Syk puede ser la responsable de la activacién
de la cinasa mitégeno activada (MAPK),asi como la expresion de genes tempranos a través de la
activacién del factor nuclear NF-xB. Asi mismo el entrecruzamiento de intcgrinas produce la
activacién de la cinasa de adhesién focal (FAK) la cual puede asociarse 2 companentes de la via

de Ras. Muchos de los pasos intermedios de la via mediada por integrinas no se conocen (7).
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Aunque la via de sefializacion de receptores integrinas comparte algunos clementos de la
via de sefalizacion de receptores de factores de crecimiento muchos de los componentes de la via
de integrinas no han sido descritos y la via permanece aun sin ser bien dilucidada (figura 3).
Existen evidencias de la participacidn de elementos de la via de Ras en la sefializacion por
integrinas(63, 64), pero también existen evidencias de vias de sefializacién mediadas por
integrinas independientes de Ras(51, 52). Como se mencioné arriba el entrecruzamiento de
integrinas en varios tipos celulares llevaban a la activacion de MAPK, pero en monocitos no esta
clara la participacién de esta enzima y mucho menos si tiene una relacidn directa con el factor
NF-xB c-|uc es el responsable de la induccién de genes lempranos. Por lo tanto, este trabajo de
tesis se enfoct a analizar la participacién de MAPK en la via de sefialamicnto de integrinas que

conducea la activacién de NF-xB, en monocitos.



7. Objetivo;

Identificar componentes de la via de transduccién de sefiales mediada por integrinas 31 en

MOoNocitos.
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8. Material y Métodos

Cultivo Celular
La linea celular monocitica THP-1 sc mantiene en medio RPMI-1640 (Gibco BRL) suplementado
con 5 % de suero fetal bovino (Gibco BRL), L- Glutamina 2 mM, penicilina (50 unidades / mt) y

estreptomicina (50 pg/ml) (Gibco BRL). Estas células crecen en suspension.

Istimulacion de células THI- 1

Procedimiento:

S¢ colocan las células THP-1 en tubos falcon de 50 ml y se centrifugan a 258 x g por 5 min a 4°
C. Se retira el medio y las células se resuspenden en 40 ml de PBS [1 mM KH,PO, (J.T.Baker),
5.6 mM Na,HPO, (J.T.Baker), 154 mM NaCl (J.T.Baker), pH 7.2] estéril frio. Las células se
centrifugan nuevamente a 258 x g por 5 min y se retira el PBS.Las células se resuspenden a una
concentracion de 3.3 X 10° /ml en medio RPMI-1640 sin suero. A 3 ml de esta suspension
celular se le afiade el anticuerpo anti integrina TS2/16 {B1) o IB4 (B2) a una concentracion final
de 5 pp/ml. La mezcla se incuba 1 hora en hielo. Posteriormente se centrifuga a 258 x gpors
minutos. Se quita ei medio con el anticuerpo y las células se resuspende en 3 ml de medio sin
suero con ¢l anticuerpo anti-IgG de ratén a 5 pg/ml. La mezcla se incuba 30 min en hielo, Las
células son entonces estimuladas poniéndolas a 37°C durante 3 min. La estimulacion se detiene
adicionando 10 ml de PBS frio. Después de centrifugar a 258 x g por 5 minutos y de retirar el
sobrenadante, las células se resuspende en 100 ul de buffer de lisis RIPA [150 mM NaCl (J.T

Baker), 1 % Triton (Sigma), .5 % Deoxicolato de Sodio(Sigma), 0.5 % EDTA {Sigma)}, 50 mM
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Hepes (Sigma)] con inhibidores de fosfatasas (I mM Na,VO,) ¢ inhibidores de proteasas {50pg
/ml Aprotinina (Sigma), 25 pg/ml leupeptina (Sigma), 25 ug/ml pepstatina A (Sigma) y 2 mM
PMSF (Sigma)]se dejan 15 min en hielo. Posteriormente el fisado celular se centrifuga a 12622 x
g por 5 min y el sobrenadante se pasa a un tubo limpio. Este lisado puede ser congelado a -70 °C

0 ser utilizado inmediatamente en ensayos de electroforésis y ensayos de Western.
Electroforesis

Procedimiento:

Se monta la cdmara de electroforésis (Bio-Rad) para hacer minigeles siguiendo las instrucciones
del fabr.icantc. Se hacen geles de 7.5 % de acrilamida para los ensayos de Western anti
fosfotirosina y de 12 % de acrilamida para los de MAPK. Para los geles de 7.5% de acrilamida se
pone: 1.25 ml de la disolucién amortiguadora de corrida [48 mM de HCL, 3 M Tris base (Sigmuay),
PH 8.9 en agua destilada], 1.875 mi de la solucién de acrilamida al 40 % [38.96 gr acritamida
(Bio-Rad), 1.04 gr Bis-Acrilamida (Bio-Rad) en agua destilada], 100 pl de SDS 10 % (Sigma),
6.67 ml de agua, 100 ul de persulfato de amonio (Bie~Rad)y 10 pl de TEMED (Bio-Rad). Se
pone la mezcla en el aparato y se le agregan 60 pl de a-butanol (J.T Baker) para eliminar las
burbujas y dejar uniforme el borde superior del gel de acrilamida y se cspera a que polimerice.
Una vez que polimerizé la acrilamida se lava el n-butanol y se coloca el peine para formar pozos
de 0.5 mm. ?qstel_’iormeme se hace la mezcla para el gel concentrador al 3 %, la cual consta de:
1.25 ml de solucién amortiguadora espaciadora [-Solucién amoniguadora'dc.cgrridu: Solucién

amortiguadora espaciadora: 500 mM Tris base (Sigma), pH 6.7 en agua destilada], 0.75 ml de
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acrilamida al 40 %, 100 ul de SDS 10 % (Sigma), 7.8ml de agua, 100 pl de persulfato de amonio
(Bio-Rad)y 10 ul de TEMED (Bio-Rad). Esta mezcla se agrega y se espera a que polimerice,
Para los geles de 12% se mezcla 1. 25 ml de solucién amortiguadora de corrida, 3 ml de
acrilamida al 40 %, 100 pt de SDS 10 % (Sigma), 5. 5 ml de agua, 100 pl de persulfato de
amonio (Bio-Rad) y 10 ul de TEMED (Bio-Rad) y se pone 60 pl de n-butanol (J.T Baker) y se
espera a que polimerice. Posteriormente se prepara un gel concentrador al 3% como en los geles
de 7. 5%. Una vez hechos los geles, éstos se montan en la camara de electroforésis y se afiade la
solucién amortiguadora de electrodo [Solucién amortiguadora de electrodo: 25 mM Tris base
(Sigma), 190 mM glicina (Bio- Rad) y 1 % SDS en agua). Se colocan las muestras en la solucién
amortiguadora para muesteas [Solucién de Muestra: Smi de solucién espaciadora, 10 % SDS
(Sigma),4 m! Glicerol (J.T Baker), 0.05 % azul de bromofenal .en agua destilada] después de
haber sido hervidas durante 5 minutos a 100 °C y se corre a 20 mAmps por cada gel. En el caso

de los geles al 7.5 % el tiempo de corrida es aproximadamente de 1 hr, mientras que para los de

12 % es de | hr 30 minutos.

Ensayo de Western

Procedimiento:

Se coloca la'membrana de difloruro.de polivinilideno (PVDF) (Millipore) en metanol (Merck),
para que se sature, por 1 min. Posteriormente se coloca la membrana en la solucién
amortiguadora de transferencia [Solucién amortiguadora de transferencia: 25 mM de Tris-HCI

(Sigma), 192 mM Glicina (Bio-Rad) y 20 % de Metanol (Merck) pH =8. 3] por lo menos 15 min
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antes de usarse. Una vez lerminada la electrofordsis, se desmonta el gel dei aparato y sc procede a
preparar el dispositivo para la transferencia. Para armarlo se coloca una esponja scguida de papel
filtro, después se coloca el gel, posteriormente se coloca la membrana, y por Gltimo un papel
filiro seguido de una esponja. La transferencia se realiza en el aparato para minigeles de Bio-Rad
colocdndo la membrana hacia el electrodo positivo a 500 mAmps por 2 horas. Al terminar la
transferencia se enjuaga la membrana con agua destilada y se pone en un recipiente con la
solucién de bloqueo para ensayos de Western anti-fosfotirosinas [5 % leche en poivo descremada
{Carnation} en TBS conteniéndo 0.05 % Tween 20 (sigma)] o anti-MAPK [5 % leche en polvo
descremada (Carnation), 1 % de albimina sérica bovina, 0.05 % de Tween (Sigma) cn PBS pH
7.2], se dejaen un agitador Red Rocker (Hoefer Instruments) durantc 24 h.

24 h después se agrega el anticuerpo primario a la membrana. Para para ensayos de Western anti-
fosfotirosina se pone ¢l anticuerpo AFT8 a una concentracién de 7 pe/mi en solucién de Blogueo,
Se deja el anticuerpo incubando una hora. Posteriormente s¢ hacen 6 lavados a intervalos de 5
minutos con TBS [10 mM Tris (Sigma), 50 mM NaCl (1.T.Baker) pH=7.3] a la membrana.
Después' se coloca a la membrana el anticuerpo secundario 13G de cabra anti-IgG de ratén,
marcado con peroxidasa (Cappel) a una concentracién de 5 pg/ml en la solucién de blogueo. Se
deja incubando una hora. Posteriormente se hacen 6 lavados z la membrana a intervalos de 5
minutos con TBS. Una vez terminados los lavados se pone-a incubar la membrana con un .sustrato
quimioll.lminisccnlc “Super Signal” (PIERCE) por 5 minutos. Por (iltimo se expone la membrana
a la placa fotogrifica por 5 minutos.

Paraﬁ ensayos de Wes;tefn anti:h/iAPI{. se po-ne a la membrana como anticuerpo primario aditi-erk™ -~ =

(Transduction Laboratories) a una concentracién final de 75 ng / ml en la soluci6n de bloqueo. Se

33



deja una hora incubando. Posteriormente se hacen 6 lavados a la membrana a intervalos de 5
minutos con PBS [I mM KH,PO,J.T.Baker),5.6 mM Na,HPO, (J. T.Baker), 154 mM NaCl
(J.T.Baker)pH=7.2]). Después se pone a la membrana el segundo anticuerpo IgG de cabra anti IgG
de ratén marcado con peroxidasa(Cappel) a una concentracién de 5 pg/ml en la solucién de
bloqueo. Se deja una hora en incubacién. Posteriormente se hacen 6 lavados a la membrana a
intervalos de 5 minutos con PBS. Una vez terminados los lavados se pone la membrana a incubar
con un sustrato quimioluminiscente “Super Signal” (PIERCE) por 5 minutos. Por ultimo se

expone la membrana a la placa fotografica por 5 minutos.

Inmunoprecipitacién de MAPK

Procedimiento:

Un dia antes de la inmunoprecipitacién se lava la sefarosa (Pharmacia Biotech) con PBS [I mM
KH,PO,'(J.T.Bzker), 5.6 mM Na,HPO, (J.T.Baker), 154 mM NaCl (J.T.Baker) pH=7.2]. Esto se
hace centrifugando un minuto a 579 x g y resuspendiendo en PBS (se hacen 5 lavados)finalmente
s¢ le pone un volumen de PBS igual al volumen de sefarosa. 24 horas después se ponen 50 p! de
proteina A sefarosa por cada muestra que se prepara, se pone el anticuerpo anti-MAPK
(Transdﬁction Laboratories) | pg por muestra. Sc deja incubando a 4°C en un agitador de rueda
Roto Torque” (Cole - Palmer) por 2 horas.

Durante el periédo de incubacién de la sefarosa y el anticuerpo anti-MAPK se realiza Ia

estimulacién de las células THP-1 con anticuetpos anti integrinas como se describd en esta

misma seccién anteriormente, 3 min después las células se lisan. Una vez terminados estos

lisados se les adiciona 100 pl de proteina A sefarosa-anticuerpo y se deja 2 horas incubando en el
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agitador rotador *Roto Torque(Cole-Palmer). Dos horas después se centrifupa los lisados con la
proteina A-anticuerpo anti MAPK 4 min 579 x g, se quita ¢l sobrenadante y se resuspende en
100 pl de solucién amortiguadora [25 mM Tris HC! (Sigma). PH= 7.5]. Se hicieron 4 lavados
igual a este. Posteriormente se resuspende la sefarosa en 25 il de solucién para muestra [5 ml de
solucion espaciadora, 10 mt SDS 10 % (Sigma),4 mi Glicerol (J.T Baker), 0.05 % azul de
bromofenolen agua destilada]. Se hierve 5 min ¥ posteriormente se centrifuga 5 mina 12622 x g,
Por dltimo se pone el sobrenadante en un gel para electroforésis al 12 %, ¥y se realiza el ensayo de

Western anti-MAPK antifosfotirosina y MAPKactivado.
Lnsayo de Western anti-MAPK Activado

Procedimiento;

Las células THP-1 son estimuladas con anticuepos anti-integrinas e inmunoprecipitadas como se
describid anteriormente. Los inmunoprecipitados, se corren en un gel al 12 %, Mientras se hace
la electroforesis se satura Ia membra‘pa PVDF (Millipore) 1 min en metanol, (Merck).
Posteriormente se pone la membrana 15 min en la solucién de transferencia [Solucion
amortiguadora de transferencia: 25 mM de Tris-HC| (Sigma), 192 mM Glicina (Bio-Ra_d) vy 20 %
de Metanol (Merck) pH =8. 3] antes de usarse. Se arma el dispositivo de transferencia siguiendo
las instrucciones del fab_ficame c_olocéfldg la mjembrana hacia el electrodo positivo por 2 h a 500
mAmps. Posteriormente se pone la membrana en solucion de bloqueo [5 % leche en polvo
descremada (Camnation), 1 % de albamina sérica bovina (BSA), 0 .05 % de Tween {Sigma) en

PBS] 24 h 3 4°C. Al dia siguiente se coloca a la membrana el primer anticuerpo (anti-active
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MAFK) (Promega) a una concentracion final de 25 ng/ ml , el cual detecta la forma fosforilada de
MAPK, en la solucién de bloqueo. Se deja incubando | h. Posteriormente se realizan 6 lavados a
la membrana a intervalos de 5 minutos con PBS [1 mM KH PO, (J.T.Baker), 5.6 mM Nu,HPO,
{(J.T.Baker), 154 mM NaCl (J.T.Baker) pH=7.2]. Después sc pone a la membrana el scgundo
anticuerpo anti-IgG de conejo marcado con peroxidasa {Cappel} a una concentracién de 5 pg / ml
en la solucién de bloqueo. Se deja la membrana { h en incubacién. Posteriormente se hacen 6
lavados a la membrana a intervalos de 5 min con PBS. Una vez terminados los lavados se pone &
incubar la membrana con un sustrato quimioluminiscente “Super Signal” (PIERCE) por 5 min.

Por dltimo se expone la membrana a la placa fotogréfica por 5 min.
Transfeccion

Plasmidos. Para evaluar la eficiencia de transfeccion se utiliza el pldsmido pGI3 (Promega). el
cudl expresa constitutivamente ¢l gen de la luciferasa a partir del promotor de SV40. Para la
realizacién de los ensayos de activaci6n del factor nuclear se utiliza el plasmido 3XMHC-luc.
Este pldsmido posee tres secuencias repetidas de reconocimiento para el factor NF-kB (region
H-2K" kB fusionado rio arriba del promotor al promotor fos (65) (ver apéndice I).

Procedimiento:

Se utiliz.an células THP-1, que son transfectadas transitoriamente por el método de DEAE-
dextran, Para esto se colocan las c§]qla§ en tubos ff:lcon de 50 ml y se centrifugan a 258 x g por 5
min, después se resuspenden las células en PBS [I mM Kl;lzP-O4 (J.TjBaker). 5.67 mM Na:H};O

4

(J.T.Baker), 154 mM NaCl (J.T Baker) pH=7.2] y se cuentan. Las células nuevamente se
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centrifugan a 258 x g por 5 min y se pone el equivalente de 3 x 10° /ml de células por (b3 ml en
tubos falcon de 15 mi. Se afiaden 3.75 ml de medio RPMI-1640 sin suero, 250 pi de la solucidn
amortiguadora [IM Tris -HCL (Sigma) pH =7.2) ¥ 5 pg de plismido af tibo con as células.

Posteriormente se afiaden 500 pl de DEAE- dextran [(Pharmacia Bio Process) en agua a una
concentracidn de 2 mg/ml) a las células. Se incuban las células a 37 °C por 1| h Se centrifugan las
células a 258 x g por 5 min y se resuspenden las células en 5 ml de RPMI-1640 con 0.! mM de
cloroquina (Sigma). Se dejan las células 1 h incubando a 37 °C. Se centrifugan las células
nuevamente a 258 x g por 5 min y se resuspenden en 4ml de RPMI-1640 sin sucro. Sc hacen
estos lavados 4 veces. Se vuclven a centrifugar las células a 258 xg y resuspender cn 4ml de

medio RPMI-1640 con suero. Se dejan las células 48 hr a 37°C.
Ensayos de actividad de Luciferasa

Procedimiento:

Se realiza una transfeccién con el plismido que ileva al gen reportero de la fuciferasa (3XMHC-
luc} y se deja 48 hr. 24 h después se toman las células Y se pasan a tubos falcon de |15 ml. Se
centrifugan las células a 258 x g por 5 min. Se resuspenden las células en | mi de medio RPMI-
1640 sin. suero. Se ajfiade el anticuerpo primario (TS2/16 6 IB4) a una concentracién final de 5
ug/ml a las células. Se dejan las células 1 h en hiclo. Posteriormente se centrifugan las células a
258 X gpor 5 min y las células se rcsu_spendeq en 2 ml de medio RPMI-1640 con el segundo
anticuerpo (anti-IgG de ratén) a una concentracién final de 5 ug/ml y se deja 4 horas y 30 min en

un incubador a 37° C. Se centrifugan Ias células 2 258 x g por 5 min y se resuspenden las células
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en 60 ] de la solucidn de lisis [0.1 M Tris - HCI. pH 7.8, | % triton X- 100, | mM ditiotreitol y 2
mM EDTAY]. Se dejan las ¢élulas 15 min en hielo. Después los lisados celulares se centrifugan a
12622 x g por 2 min. Se toman los sobrenadantes y se pasan a wubos ependorf. Se afiaden 100 pl
de la disolucién amortiguadora [30 mM triglicina, pH 7.8,3 mM ATP, 15 mM MnSO,. 10 mM
de ditiotreitol], 100 ! de sustrato (250 pM D- luciferina, pH 6.5) a los tubos con los
sobrenadantes. La actividad de luciferasa se mide en un luminémetro (Monolight 2010
luminometer Ann Arbor, MI), durante 20 segs. En algunos de los ensayos, las células
transfectadas fueron expuestas a una concentracién de 30 UM de! inhibidor especifico de la cinasa
MEK. (f_’D98059) de Biolabs, por | h antes de la estimulacién y durante toda la estimulacién.
También en algunos ensayos las células fueron expucstas a 10 pg/ml de Citecalacina B (inhibidor
de la polimerizacidn de filamentos de actina) por !5 min antes de i estimutacién con anticuerpos

anti integrinas. La citocalacina también se encuentra presente durante 1a estimulacién,
Cultivo de Bacterias y Purificacion de Pldsmido:

Procedimiento:

Se afiaden 5 mi de un cultivo de bacterias saturado a 500 ml de medio LB (Sigma) y se deja
incubando toda la noche a 37° C. Las bacterias se centrifugan a 2800 x g en frascos de 250 ml.
Se elimina el sobrenadante y las bacterias se resuspenden en 10 ml de Solucién I [50 mM
glucosa, 25 mM Tris. HCI pH 8, 10 mM EDTA ] con 5 mglm] c_ic !isozi{na (S_igma). Se dejan las
bacterias 5 min a temperatura ambiente. Sc adiciona 20 m! de solucién II [0.2N de N:J;OH, 1%

SDS] al frasco donde estan las bacterias y se dejan 5 min en hielo. Posteriormente se afiade 15 ml
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de solucién NI [5 M acetato de polasio, dcido acético ghicial, agua destilada) fria a las bacterias y
se dejan 5 min en hielo. Se centrifugan los lisados de bacterias 20 minutos a 7164 x g a4°C Sc
transfiere el sobrenadante a otro frasco y se le adicionan 0.6 voldmenes de isopropanol (J.T
Baker). Se deja la mezcla 15 minutos a temperatura ambiente. E! DNA precipitado se recupera
por centrifugacién a 4032 x g durante 30 minutos a 4 °C. El DNA se disvelve en TE {10 mM
Tris- HCI, pH 8, 1 mM EDTA]. Posteriormente se agregan 4 gr de CsCL y 300 uf de bromuro de
etidio. La mezcla se pasa a tubos (Quick- Seal Polyaliomer de 13 x 51 mm. Beckman #3424]2)
para graﬁienles de cloruro de cesio. Los tubos se seilan con calor ¥y $€ ponen en un rotor
NVT90!(Beckman). El rotor se cicrra a una presién de 120 libras / pulgada cuadrada, Los tubos
se centrifugan a 5164 x g durante 3 horas a 20 °C. Al terminar de centrifugar se afinde TE a los
tubos y 1 ml de 1- butanol (J.T Baker). Se pasa la mezcla a bolsas de didlisis y se deja diulizar en
TE poré h. Se pasa el contenido de la bolsa de didlisis a tubos ependorf. Se afiade 50 pug/ml de
RNAasa a los tubos Ependorf y se deja a 37 °C por una hora. Se agrega 200 pl de fenol a los
tubos, se agita en el vortex. Se afiade 300 pl de cloroformo a los tubos, se agita en el vortex y se
centrifuga a 12622 x g durante Smin. Se recupera la fase superior donde se encuenira ¢l DNA. Se
aiiade nuevamente cloroformo, se agita en vortex y se centrifuga durante 5 min a4 12622 x g. Se
rccupera la parte superior. Se hace nuevamente es;to dos veces. Se aflade 1/10 de volumen de
acetato de sodio 3M (J.T Baker), 2.5 volimenes de etano} 100% af tubo. Se deja 24 ha 20°C. Al

dia siguiente se centrifuga a 12622 x g durante 5 min. Se disuclve el DNA en agua y se guarda a

20°C.
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9. Resultados:

Activacion del Factor Nuclear NF-xB

Resultados previos muestran que el entrecruzamiento de integrinas Bl produce la expresidn
de genes tempranos y que ademds estos genes tempranos poseen regiones de reconocimicnto
para el factor NF-xB en sus regiones 5(38). Se pensé confirmar si se daba la activacién del
factor NF-¢B en la linea monocitica THP-1 al estimular con un anticuerpo contra integrinas [
(T'S2/16) para poder identificar a los posibles componentes de la via dc sefalizacién de
integrinas 1. Para esto se utilizé una écnica ya estandarizada en ¢! laboratorio que determina la
exprcsiéﬁ de un gen reportero en consecuencia de la activacién del factor nuclear NF-kB. Esta
técnica consiste en la transfeccion de un plismido reportero que contiene tres regiones repetidas
de unién del factor nuclear seguidas de un promotor y del gen de la luciferasa. Las células
transfcct.adas son incubadas con el anticuerpo contra integrinas 31 y 4 h y media mds tarde son
lisadas. Para medir la actividad del factor nuciear se afiade un sustrato {luciferina) al lisudo
celular donde se produce una reaccion luminosa que es detectada por un lumindmetro. Esta
reaccién sélo se podrd efecwuar si el estimulo desencadenado por las integrinas Bl leva a la
activacién del factor NF-xB, el cudl se unird a la regién de unién de este factor en el plismido
- reportero Nevando asi a la expresién de la proteina luciferasa que actuard sobre su protecina

sustrato {luciferina) produciendo luz. Para asegurarnos de que el estimulo que se produciera fuera

debido al-entrecruzamiento.de integrinas y no a receptores Fe, sc utilizé un anticuerpo del mismo
isotipo que TS2/16. El anticuerpo que se utilizé fue el W6/32, el cual reconoce al complejo

principal de histocompatibilidad uno.
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Como se aprecia en la figura 1, el entrecruzamicnto de integrinas Bl leva a la activacién
del factor nuclear NF-xB. Esta activacién es de 3 a 4 veces superior a la encontrada en células no

estimuladas. Asf mismo el anticuerpo W6/32 no produjo ninguna estimulacién.

El Entrecruzamiento de Integrinas 1
Actlva al Factor Nuclear NF-xB
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Figura 1. Activacién del factor nuclear NF-kB en células THP-1 por entrecruzamicnto de
intcgrinas P1. Las células fueron transfectadas con el pldsmido reportero 3XMHC-luc. 48 h
después fueron incubadas con 5 pg/ml del anticuerpo monoclonal contra integrinas Bl (TS2/16),
5 ptg/ml del anticuerpo monoclonal anti-MHC-I o se mantuvieron sin estimulacién (control). 4 h
y media mds ‘tarde las células fueron lisadas y la actividad de Iuciferasa fue determinada en un

luminémetro como se describe en métodos. Los datos son promedio * error estindar de 5

experimentos.
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Fosforilacién de Proteinas en Tirosinas

Uno de los eventos iniciales en las vias de sefialamiento de otro tipo de receptores es la
fosforilacién de protefnas. La fosforilacién de proteinas se ha reportado que participa en los
mecanismos que regufan la transcripcién de genes(50). Se obtuvieron los patrones de
fosforilacién en residuos de tirosinas en proteinas inducidos por integrinas PB1. Esto se realizé
con el fin de conocer el mecanismo de transduccién de sefiales mediado por Integrinas B1 y
posteriormente para la identificacién de las proteinas fosforiladas con base al peso molecular que
presentaran en los cnsayos de Western anti-fosfotirosina (pY).

Para obtener los patrones de fosforilacién se estimularon células THP-1 con anticuerpos
anti-integrinas B1 (TS2/16) por 3 min, después las células fueron lisadas. Los lisados célulares se
colocaron en un gel de acrilamida al 7 %. Al terminar la electroferesis se realizé el ensayo de
Western- anti-fosfotirosina utilizando el anticuerpo AFT8 (purificado en el laboratorio).

El entrecruzamiento de integrinas B1 produjo un aumento significativo en la fosforilacién
en residuos de tirosinas en diversas proteinas. Principalmente algunas proteinas comprendidas
en el rango de peso molecular entrte 80 y 184 kDa (figura 2). Entre las bandas que sc pudicron
distinguir se encontré una de aproximadamente 180 kDa, cuyo pese molecular coincide con el
receptor integrina. También se observé una banda de aproximadamente 116 kDa . cuya masa es
similar a la de la proteina @-actinina. Asi mismo se observé una banda de un peso aproximado de

65 Kda, ¢l cudl coincide con el de a protefna paxilina.(figura 2).



Ensayo de Western: Anti-Fosfotirosina
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Figura 2. Ensayo de Western anti-fosfotirosina de lisados de células THP-] estimuladas con

anticuerpos anti-integrinas B1. Células sin estimulo, control (-). Células estimuladas con

‘anticuerpo anti-Bl-a 5-ug/mi (FS2/16). . . . _ - Ll -
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Para identificar proteinas que pudieran estar involucradas en la via de sefalizacién de las
integrinas Bl se confirmé si habfa actividad de la cinasa activada por mitégeno (MAPK). Esto se
realiz6 porque la participacion de esta cinasa en la via de transduccién de sefiales por integrinas
no habia sido reportada antes en monocilos, también debido a que el entrecruzamiento de
integrinas en otros tipos celulares producen la fosforilacién de MAPK.

Para determinar sf MAPK estaba activada (fosforilada) en células estimuladas a través
del entrecruzamiento de integrinas B1, se hicieron ensayos de Western para detectar la forma
activa dé MAPK. Para esto las células THP- | se estimularon a con el anticuerpo TS2/16, 1 h y
media mis tarde se lisaron las células. Se inmunoprecipité MAPK con un anticucrpo anti-MAPK
de los lisados celulares y por Gltimo se realizé un ensayo de Western con un anticuerpo que
reconoce la forma activa de MAPK (fosforilada). La estimulacién de células con el anticuerpo
anti integrinas Bl resuité en la activacién de MAPK (figura 3a). Para descartar la posibilidad de
que el resultado obtenido fuera consecuencia de diferentes concentraciones de proteina en las
muestras, se removieron de la misma membrana los anticuerpos que reconocian a forma activa
de MAPK y se hizo un ensayo de Western anti-MAPK (3b). El resultado obtenido muestra que ¢n

las dos condiciones hay la misma cantidad de protefna MAPK inmunoprecipitada. (figura 3b)
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Figura 3. Ensayo de Western anti-MAPK activada {3) y anti-MAPK (b) de células THP-1

estimuladas con anticuerpos anti integrinas B1. Las células fueron estimuladas con anticuerpos

anti integrinas B1 (TS2/16) o se mantuvieron sin estimular (-), 3 min mds tarde las células fueron

lisadas e inmunoprecipitadas con un anticuerpo anti MAPK. La figura es representativa de 3

experimentos independientes con resultados similares
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Los resuitados experimentales descritos hasta aqui, indicaban que el entrecruzamiento de
integrinas Bl producia fosforilaciones en residuos de tirosinas en una serie de proteinas. Asi
mismo indicaban que efectivamente la cinasa MAP era activada. Muy posiblemente MAPK es Ia

enzima que activa al factor nuclear NF-xB (figura 4).
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Figura 4, Modelo de la via de transduccién de sefiales por integrinas 31 en monocitos, basados

en los primeros resultados de esta tesis. El entrecruzamiento de integrinas con anticuerpos anti-
integrinas 31(TS2/16) produjo una fosforilacién de residuos de tirosinas en proteinas, lus cuales
participan en pasos mtermcdlos de la via que no se conocen (7). También, la estimulacién por

integrinas llevé a la activacién de la cinasa MAP, la cual a su vez podna ser la responsable de la

activacién del factor nuclear NF-xB
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Continuando con ¢l objetivo de este trabajo de tesis se pensé en buscar otros componentes
que puedieran participar en la via de transduccién de sciiales mediadas por integrinas Bl y que
pudieran encontrarse rio arriba de la cinasa MAP. Para esto se pensé que la cinasa MEK podria
estar presente en esta via, ya que la dnica forma hasta ahora conocida de activar a MAPK cs a
través de MEK(60). Para determinar la posible participacién de MEK en esta via se utilizé un
inhibidor especifico de esta enzima denominado PD980S9 (66). Para esto las células THP-1
fueron incubadas con el inhibidor PD98059 durante 30 min antes de ser estimuladas con el
anticuerpo TS2/16 por 3 min. Las células fueron después lisadas y MAPK inmunoprecipitada de
estos lisados celulares. Los inmunoprecipitados se corrieron en un gel de acrilamida al 12 %. Al
terminar la electroforésis se realizé un ensayo de Western anti-losfotirosina. Se hicicron ensayos
dc Western anti-fosfotirosinas por varias razones, entre ellas que MAPK solamente es activada
cuando se encuentra fosforilada y por tanto serfa otra forma de confirmar la activacion de esta
cinasa,

La activacién de MAPK en las células estimuladas con el anticuerpo anti integrinas
BI(TSZI'lﬁ) disminuyé notablemente en presencia de 30 pM del inhibidor PD980359 (figura Sa).
lo que sugiere la participacién de {a cinasa MEK en esta via y confirma la participacién de
MAPK cn la via de sefializacién de las integrinas f 1. Para confirmar que todos los carriles hay la
misma cantidad de proteinas se realizé un ensayo de Western anti-MAPK en Ia misma
membrana después de remover los anticuerpos anti-fosfotirosina. Todas las muestras contenian la

misma cantidad de MAPK (figura 5b).
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Figﬁra 5. Activacién de MAPK por estimulacién de integrinas B1. a) Ensayo de Western anti-
fosfotirosina. Las células THP- | fueron estimuiadas con anticuerpos anti integrinas p1(TS2/16)
y3 min.después se lisaron. MAPK se inmunoprecipité de los lisados. Células sin estimulo o en
presencia del disolvente DMSO (-) primero y segundo carril respectivamente, células estimuladas
con anticuerpo apti integrina B (carril 3) y estimuladas con anticuerpo anti integrina (1 en
presencia de 30 pM del inhibidor de MEK (carri174). b} Ensayo de Wcsle;rn anti MAPK de la

misma membrana después de haber sido desnudada.
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Recopitandoe los resultados descritos hasta ¢l momento, afiadimos al modeio propucsto en la
figura 4 la participacién de la cinasa MEK en la activacion del factor nuclear NF-xB (ligura 0).
Entonces podiamos establecer que al darse el estimulo con el anticuerpo anti integrinas Bl se
desencadenaban una serie de fosforilaciones de proteinas, La cinasa MEK es activada y esta asu
vez activa a MAPK. Esta iiltima cinasa podria ser responsable de la activacién del factor nuckear

NFxB (figura 6).
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Figura 6. Modelo de la activacién del factor nuclear NF-kB propuesto segin los datos obienidos
experimentalmente donde se afiade la participacién de MAPK y MEK. El entrecruzamiento de
integ[inas Bl_conduce a una serie de sucesos bioquimicos que resultan en fa activacién de MEK y
MAPK. Estas cinasas a su vez podrian conduci; ala ac.ti\;aci-én c-icl fact:)r nuclear NF-xB

disocidndolo de su proteina inhibidora kB,
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Nuestros resultados experimentales sugerian que las cinasus MEK y MAP anteceden ai
factor nuclear NF-xB en fa via de transduccién de sciial de las integrinas B 1({figura 6). De ser este
el caso, nosotros esperdbamos que la actividad del factor NF-xB se inhibiera en presencia del
firmaco PD98059, que es un inhibidor especifico de la cinasa MEK. Para esto se aprovechd que
ya se tenfa la técnica estandarizada para detectar la actividad del factor nuclear NE-xB. Entonces
las c€lulas THP-1 fueron transfectadas con el plismido reportero 3XMHC-luc y 48 h mis tarde
fueron incubadas con 30 UM dePD98059 durante 30 min. Al terminar la incubacién con el
inhibidor las células fueron estimuladas por con el anticuerpo anti integrinas Bl y luego de 4h
las células fueron lisadas. La actividad del gen reportero de luciferasa fue determinada con un
luminémetro como se describe en la seccién de materiales y métodos. Para mostrar que ef
disolvente en ¢l que se encontraba el inhibidor no tenia ningun efecto sobre las células también se
incubaron células en presencia de dimetil sulfoxido(DMSQ),

El entrecruzamiento de integrinas B! con el anticuerpo TS2/16 en células THP-1 en
presencia del inhibidor de la cinasa MEK no produjo ningiin efecto sobre la activacién del factor

nuclear NF-xB (figura 7).
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Figura 7. La cinasa MEK no se requiere para la activacién del factor nuclear NF-kB inducidapor
integrinas 1. Las células fueron transfectadas con el pldsmido reportero 3XMHC-luc v 48
horas después fueron incubadas por 30 min con 30 pM del inhibidor de MEK (Pb98059) oconel
disolvente del inhibidor (DMSQ). Las células THP-1 fueron estimuladas con anticuerpos anti
integrinas (1 (TS2/16) en presencia o ausencia de PD98059 o se dejaron sin estimular (control).

Los resultados son promedio * error estindar de 5 experimentos.




Para descartar la posibilidad de que PD98059 no se encontrara activo, se estimularon las
¢élulas THP-1 con complejos inmunes, ya que se ha reportado que el estimulo através de
receptores Fc produce la activacion del factor nuclear NF-kB de una forma dependiente de
MAPK y MEK (67).Por lo tanto, €] firmaco PD98059 debia inhibir la activacion del factor
nuclear NF-kB producida por los receptores Fc. Como se aprecia en la figura 8, PD98059 inhibié
la actividad de NF-xB inducida por los teceptores Fc. Con este resultado pudimos confirmar que

el inhibidor de MEK si esta activo.

La Activacion del Factor NF-xB inducida
por Receptores Fc es Inhibida por
PD98059
35
1 M - = ]
82 3 I Medio
@
Th 251 - B Clf
5 ]
gt %
T 15
3 8
8 1. L T
g2 os.
0
DMSO PD98059

Figura 8. El farmaco PD98059 inhibe a activacién del factor NF-xB por feceptores Fc.
Las células THP-1 fueron transfectadas con el plésmido 3XMHC-luc y 48 h después fueron
incubadas.con 30.uM de PIY98059 por 30 min ¢ con el disolvente del in_hibidqr [_)MSO. Las
células fueron estimuladas con complejos inmunes por I min en presencia o ausencia de
PD98059 6 se dejaron sin estimular. Los resultados son promedio # error estandar de 3

experimentos.




El resultado de la figura 7 estaba en contra del modelo que propusimos en la ligura 6, ya
que esperdbamos que la inhibicién de MEK produciria que Iz cinasa MAPK no fuera activada vy
al no ser esta activada no fosforilar{a a ningune de sus sustratos. Este resultado sugeria que la
integrina B1 podia utilizar dos vias distintas, una que la levara a la activacién del factor nuclear
NF-xB de una manera independiente de MAPK y otra via que si utiliza a MAPK, 1a cual llevaria
a otras respuestas celulares (figura 9). Estos resultados son muy interesantes ya que hasta ahora

no se ha reportado que una misma integrina utilice dos o mds vias de senalizacién en monocitos,
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Figura 9. Mod-~lo de las vias de sefializacién inducidas por el entrecruzamiento de integrinas B1
basado en resultados experimentales. El entrecruzamiento de integrinas Bl puede desencadenar
dos vias de sefialamiento distintas, Una de las vias conduce a la activacién de MEK y MAPK a
lrévé§ de ima serie de eventos intermedios no conocidos bien (M. La otra via activa al “factor -

nuclear NF-xB de una manera independiente de MAPK.
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Se conoce que ¢l citoesqueleto juega un papel muy importante en muchos procesos
bioguimicos, como puede ser la transduccién de sciiales. Se ha sugerido que la activacion de
MAPK es mediada por cambios en la organizacion del citoesqueleto(68, 69). Basados en esto,
probamos el posible papel que tendria el citoesqueleto en la activacién del factor nuclear NF- kB
en células estimuladas por integrinas 1.

Para probar el papel del citoesqueleto en la via de sefializacién de integrinas B1 se utilizé
citocalasina B, la cual inhibe la formacién de filamentos de actina, Las células THP-1 fuercn
transfectadas con el plésmido reportero 3XMHC-luc ¥ 48 h més tarde fueron incubadas con 10
Hg/ml de citocalacina B durante 15 min. Después de la incubacién las cétulas fueron estimuladas
con anticuerpos anti integrina B1. 4 h y media més tarde las células fueron lisadas y la expresion
del gen reportero fue medida como se describe en la seccidn de materiales y mélodos. E}
tratamiento con citocalacina B produjo una fuerte inhibicién de la expresion de la luciferasa
dependiente del factor nuclear NF-xB, inducida por integrinas (1 (figura 10). Este resultado
apoya la hipétesis de que el citoesqueleto juega un papel importante en la via de transduccidn de

sefial de las integrinas B1 que lleva a la activacién del factor nuclear NF-KB.
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El Citoesqueleto Participa en la Activacién
del Factor NF-xB por el Entrecruzamiento

Integrinas 1

,-\35‘“ OMedio
22 4| mTS2/16
[ 3~

$g

-6925'

3g o

Do

1:"’ 15'

o 0

co -

>3

5> 0.5 -

< =

o 0-1

DMSO Citocalacina
B

Figura 10. Activacién del factor nuclear por el entrecruzamiento de integrinas B1 en presencia
de citocalacina B. Las células THP-! fueron incubadas con 10 ug/ml citocalacina-B, o bien con el
disolvente DMSO. 15 min después las células fueron estimuladas €on anticuerpos anti integrinas
B1 (TS2/16) o se dejaron sin estimulo (control).4 h mds tarde las células se lisaron ¥ se determind

la expresién de luciferasa. Los resultados son promedio

x error estdndar de 3 experimentos,
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Con los resultados descritos anteriormente, el objetivo original del proyecto se habia
cumplido satisfactoriamente. Sin embargo, nos intrigaba mucho saber si esta via era exclusiva de
las integrinas B1 o si otras integrinas también inducian la activacién del factor nuclear NF-xB.
Las integrinas B2 que también se expresan en monocitos, eran el mejor candidato a estudiar, ya
que no existia evidencia en la literatura de la activaci6n del factor nuclear NF-kB inducida por
estas integrinas. Otra razén para investigar esta posibilidad era el descubrir si existen diferencias
entre las vias de sefializacién de las integrinas Bl y B2.

Aprovechando que contidbamos con la técnica de medicién del factor nuclear NF-xB ya
estandarizada asi de anticuerpos contra integrinas f2. Las células THP-1 fueron transfectadas
nuevamente con el plismido 3XMHC-luc y 48 horas mds tarde fueron incubadas con un
anticuerpo contra integrinas B2 (IB4). 4 h y media mds tarde las células se lisaron ¥y la expresion
del gen reportero de la luciferasa se midié como se describe en material v métodos. El
entrecruzamiento de integrinas 2 llevé a la activacién del factor nuclear NF-xB (figura 11}, Esta
activacién fue de 3 veces superior al de las células sin estimulo. Este resultado es similar al

producido por integrinas 1 (figura 1).
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Figura .11. Activacién del factor nuclear NFKB en células THP-1 por entrecruzamiento de
integrinas 2. Las células fueron transfectadas con el plismido reportero 3XMHC-luc. 48 horas
después las células fueron incubadas con anticuerpos contra integrinas B2 (IB4) o se
mantuvieron sin estimulacién (control). 4 h md4s tarde las células fueron lisadas y la actividad de

luciferasa fue determinada en un luminémetro como se describe en métodos. Los datos son

promedio + error estandar de 3 experimentos.
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El resultado que obtuvimos de la activacién del factor nuclear NF-kB  inducida por
integrinas B2 indicaba que probablemente cstas integrinas comparten la via de sefializacién de
las integrinas B1, o bien que tienen una vin distinta de sefializacién que también activa a este
factor nuclear. Para explorar estas posibilidades se buscaron diferencias en las vias de
seflalizacién de ambos tipos de integrinas, comenzando por comparar los patrones de
fosforilacién inducidos por integrinas B2 con los patrones de fosforilacion inducidos por
integirinas B1.

La estimulacién por entrecruzamiento de integrinas B2 produjo también un parén de
fosforilacién en proteinas en un rango de 120 a 184 kDa (figura 12). En particular se encontré que
se fosfqrilaban en tirosinas, una proteina de aproximadamente 170 kDa, y otra de
aproximadamente de 150 kDa en respuesta a la estimulacién por integrinas 2. Estas proteinas no
se encontraron en la estimulaci6n con integrinas B1. La banda de aproximadamente 120 kDa se
fosforilé en respuesta a ambos estimulos, pero su intensidad es mayor después del estimulo por
integrinas 2. Lo mismo se puede decir de la proteina de aproximadamente 82 kDa,

Al comparar el patrén observado por la estimulacién de integrinas Bl o P2 se pudo
observar que las principales diferencias entre ellos se encontraban en las proteinas comprendidas

enel rango de 115 a 184 kDa (figura 12).
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Figura 12. Ensayo de Western anti-fosfotirosina de lisados de células THP-] cstimuladas con

anticuerpos anti integrinas 1 y B2. Células sin estimulo, control (-). Células estimuladas con

anticuerpo anti Bl a 5 pg/ml (TS2/16). Céluias estimuladas con anticuerpo anti B2 a § ng/ml

(IB4).
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Los distintos patrones de fosforilacién sugerfan diferencias en las vias de seiializacion
inducidos por ambos tipos de integrinas. Pero como ambas integrinas llevaban a la activacion del
factor nuclear NF-kB decidimos explorar si algunos de los componentes de la via de sefalizacion
de integrinas Bl se enconiraban en la via de sefializacién de las integrinas 2. Como li cinasa
MAP se activa por integrinas B1 (figuras 3 ¥ 5). quisimos determinar directamente Ia activacién
de MAPK en las células THP-1 después de la estimulacién por integrinas 2. Para esto las células
THP-1 se estimularon durante tres minutos con el anticuerpo anti-integrinas B2 (IB4), y después
las células se lisaron. Se inmunoprecipité MAPK de los lisados con un anticuerpo anti MAPK y
se realiz6 un ensayo de Western con un anticuerpo que reconoce la forma activa de MAPK. La
estimulacién de células con el anticuerpo anti-integrinas B2 no resulié en la activacién de MAPK,
si no de hecho se vié una inhibicién (figura 13a). Al comparar los resultados con los de la
activacién de MAPK inducida por integrinas Bl(figura 3) se revela una diferencia entre ambas
vias de -seﬁalizacién. Nuevamente se hizo un ensayo de western anti-MAPK sobre I misma
membrana para descartar la posibilidad de que nuestro resultado fuera consecuencia de que
hubiera difercntes concentraciones de proteina en la muestra {figura 13b). El resultado muestra

que en las dos condiciones hay la misma cantidad de proteina MAPK inmunoprecipitada. (figura

13b).
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Figura 13. Ensayos de Western anti-MAPK activada (2) y anti-MAPK (b) de células THP-|
estimuladas con anticuerpos anti integrinas B2 y anti integrinas Bi. Las células fueron
eslimula.das con anticuerpos anti integrinas 2 (IB4), anticuerpos anti integrinas 31 (TS2/16) o se
mantuvicron sin estimular (-), tres minutos més tarde fueron lisafigg € inmunoprecipitadas con un

anticuerpo anti MAPK. La figura es representativa de tres experimentos independicntes con

resultados similares. by Ensayo de Western anti-MAPK de la misma membrana.
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Los datos presentados hasta aqui indicaban que el entrecruzamiento de lus integrinas B2 al
igual quf.: el entrecruzamiento de las integrinas B1 cran capaces de inducir la activacion del facior
Nuclear NF-xB, pero el entrecruzamiento de integrinas 32 no inducian la activacién de MAPK,

Ya que las integrinas B2 no activaron a MAPK, era muy poco probable que esta cinasa
participara en la activacién del factor nuclear NF-xB, por tanto el inhibidor de MEK (la cinasa
que activa a MAPK) no deberia tener efecto sobre la activacion de NF-xB inducida por B2. Para
confirmar esto, medimos la activacién del factor nuclear NF-xB en presencia del inhibidor de
MEK, PD98059.

Las células THP-1 fueron transfectadas con el pldsmido reportero 3XMHC-luc y 48 horas
mis tarde fueron incubadas treinta minutos con 30 UM del inhibidor de MEK (PD98059). Al
terminar la incubacién con el inhibidor las células fueron estimuladas con el anticuerpo antj
integrinas B2 (IB4) y luego de 4 h fueron lisadas. La actividad del gen reportero de luciferasa fue
determinada con un luminémetro como se describe en la seccién de material y métodos. Para
mostrar que el disolvente en el que se encontrzba el inhibidor no tenia ningun efecto sobre las
células  éstas también se incubaron en presencia de DMSO. Tal como lo esperdbamos. el
entrecruzamiento de integrinas 2 en presencia del farmaco PD98059 no inhibié la actividad del
factor N%—KB (figura [4). Estos resultados indican que tanto MAPK y MEK no participan en la
via de sefializacién mediada por integrinas B2 (figura 14). Ademnds sugieren que las integrinas
B2, al parecer igual que las integrinas B1, utilizan una via de sefalizacién independiente de

MAPK para la-activacién de NF-xB. Comparar las figuras 8 y 14 - -
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Figura 14, Activacién del factor nuclear NF-kB en células THP-1 por entrecruzamiento de
integrinas 2 en presencia del inhibidor de MEK (PD98059), Las células THP-1 fueron
transfectadas con el plismido reportero 3XMHC-luc y 48 horas después fueron incubadas por 30
min con 30 uM del inhibidor de MEK (PD98059) o con el disolvente del inhibidor (DMSO). Las
células f'ueron estimuladas después con el anticuerpo anti integrinas B2 (IB4) o se dejaron sin
estrimqlar_ (comrol).ﬁ4 h mds tarde las células se lisargn y se detenniné la actividad de I_a

luciferasa. Los resultados son promedio + error estdndar de tres experimento.
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Figura 14. Modelo de la activacién del factor nuclear NF-xB por ¢l entrecruzamiento de
integrinas B2 basade en los resultados obtenides experimentalmente. Las mtegrinas P2 al
entrecm;arse inducen la fosforilacién de protefnas en residuos de tirosina. Esta fosforilacién a
través de diversos eventos intermedios (?) conducen a la activacién del factor NF-xB de una

manera independiente de MAPK y MEK.
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10. Discusién

Las integrinas son moléculas que se encuentran en la superficie de todas las células. Estas
molcculas participan en una gran variedad de funciones celulares como: crecimiento, desarrollo
embrionario, apoptésis, inflamacién, metdstasis y activaci6n de leucocitos (10, 12). Las integrinas
son moléculas de adhesion que funcionan como receptores de proteinas de matriz extracelular.
Varios trabajos muestran que las integrinas no sélo se comportan como moléculas de adhesidn,
si no que son capaces de transmitir sefiales al interior de la célula (38, 52). Entre uno de los
eventos mediados por las integrinas B1 se encuentra la induccién de genes tempranos como c-fos,
c-jun, IkB, interleucina ocho (IL-8), y factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) (70). Muchos de
€stos genes presentan en sus regiones reguladoras 5°, sitios de unién para el factor nuclear de
transcrip.cién NF-kB. Estudios anteriores han mostrado que el entrecruzamiento de integrinas p1
es capaz de inducir la activacién del factor NF-xB de una manera independiente de Ras en
monocitos (52). Asi mismo otros reportes en la literatura han mostrado que las integrinas B2 no
tienen Ia_ capacidad de regular Ja transcripci6n de genes tempranos (70). p———_

Nuestros resultados presentados en esta tesis, muestran que en monocitos THP-1 el
entrecruzamiento de integrinas 1 induce la activacién de! factor nuclear NF-«B. Esta activacién
fue de tres a cuatro veces superior al control sin estimulo (figura 1). Estros resultados contfirman
los datos previamente publicados sobre la activacién de este factor nuclear por integrinas BI en
monocitos (52). Dado que en la superficie celular existen otros.tipos de receptores de membrany,
como los receptores Fc, se utilizé un anticuerpo del mismo isotipo que el empleado para
estimular. Esto para descartar que el efecto observado no se debia a los recepiores Fc o al

anticuerpo sino directamente de la integrina,
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Se conoce que el entrecruzamiento de integrinas en células de carcinoma(37) y fibroblastos
{41} induce la fosforilacion de residuos de tirosina en proteinas de pesos moleculares entre 110y
140 kDa. Para conocer ¢l mecanismo mediante el cual se daba la activacién de la integrina B1 se
analizaron los patrones de fosforilacion en tirosinas de proteinas de células monociticas THP-1
estimuladas con anticuerpos contra integrinas 31. El patrén de fosforilacién obtenido mostré una
serie de bandas entre las que se encontraba; una de aproximadamente 180 kDa, la cual podria ser
la cadena « del receptor de integrina; una banda de 110 kDa aproximadamente que puede ser la
o -actinina. Esta proteina agrupa a la actina e interactia con las colas citopldsmicas de las
integrinas B1, B2 y B3. Asi mismo colocaliza con la o~ actina en los puntosde adhesion focal.
La o actina al interaccionar con las regiones citoplasmicas de las integrinas y con proteinas del
citoesqueleto, la convierten en una molécula que puede mediar el flujo de sefiales entre €l medio
extracelular y el intracelular. Esta sefializacion puede intervenir en procesos como la divisién
celular. Otro de los complejos que se pudo observar fue de aproximadamente 70 kDa. Este
puede corresponder a la cinasa de tirosinas Syk, la cuél es propia de células hematopoyéticas.
Esta cinasa posee regiones SH2. Syk se puede unir a tirosinas fosforiladas de los receptores de
células B y T activandose. Ademds se sabe que Syk es fosforilada cuando los monocitos
interaccionan con protcinas de la matriz extracelular (29, 55). Syk podria ser la cinasa
responsable de fosforilar a MAPK en residuos de tirosina. Acerca del complejo que se observo a
65 kDa pensamos qué podria tratarse de paxilina. Esta proteina se encuentra en la membranadel
lado citoplismico y posce regiones SH2 y SH3, lo que la convierte en una molécula capaz de
interaccionar con otras proteinas y formar complejos convirtiéndose en una proteina adaptadora

con capacidad de trasmitir sefales al citoesqueleto También se puede tratar de las cinasas de
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tirosinas de la familia Src (71), las cuales participan en muchas vius de transduccidn de seiiales.

A partir de los patrones de fosforilacién obtenidos, uno puede darse una idea por ¢l peso
molecular de las bandas, que moléculas gue pudieran estar involucradas en la via de
sefializacién. Pero no se puede afirmar con exactitud ya que existen moléculas que tienen pesos
moleculares muy similares y que en un gel de acrilamida podrian tener aparenlemente 12 misma
movilidad. Para determinar con mayor exactitud que tipo de moléculas estdn presentes se pueden
realizar inmunoprecipitaciones y ensayos de Western con anticuerpos especificos contra alguna
de las moléculas que pensemos pudieran estar involucradas.

Nosotros quisimos determinar si la cinasa de serinas- treoninas MAP participaba en la via de
sefializacién de las integrinas B1. Esto se hizo porque sc ha encontrado que las vias de
seitalizaci6n de receptores con actividad de cinasas de tirosinas ¥ las de las integrinas comparten
algunas molécula, y tal vez seria el caso de MAPK. Ademis MAPK es una cinasa muy
importante involucrada en procesos como el ciclo celular, proliferacién, diferenciacién y

oncogénesis. Asi mismo MAPK puede activar a diversos factores nucleares, entre ellos a NF- xB.

Para medir la activacién de MAPK en la via de sehalizacién de integrinas 31 en monocitos,
se pensé en hacer ensayos de Western que detectaran la forma activa de MAPK (fosforilada).
Nuestros. resultados mostraron que efectivamente la estimulacién por integrinas Bl si activa a
MAPK. La activacién de MAPK no se habia demostrado antes en monocitos. Pero este resultado

es consistente con lo reportado para otros tipos celulares.
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Los datos hasta aqui mostrados nos llevaron a proponer un modelo de la activacion de!
factor NF-xB inducido por integrinas B (figura 4). Segiin este modelo el entrecruzamiento de las
integrinas B1 Iteva a la fosforilacién de proteinas y a la activacién de MAPK, la cual podria ser la
responsable de la activacion del factor nuclear NF-kB. Este factor a su vez es el responsable de Ia
transcripcion de genes tempranos de citocinas proinflamatorias.

La dnica forma hasta ahora conocida de que MAPK sc active es a través de la fosforilacion
que le produce la cinasa MEK. Este dato, nos Hevé a tratar de confirmar si MEK s el
componente rio arriba de MAPK y NF-kB. Para realizar esto utilizamos un inhibidor especifico
de lacinasa MEK (PD98059). Durante el desarrollo de este trabajo  de tesis sdlo existia el
PD98059 como el tinico inhibidor de MEK, pero ya aparecié otro compuesto llamado U026 que
esmucho mds potente y con una especificidad similar al PD98059. Para confirmar la presencia de
MEK se hicieron ensayos de Western anti-fosfotirosinas de lisados celulares estimulados con
anticuerpos anti integrinas B 1 e inmunoprecipitados con anticuerpos anti MAPK en presencia del
inhibidor,

Los resultados mostraron una fuerte disminucién en la fosforilacién de MAPK en
presenci-a de PD98059. Estos datos claramente implican a MAPK y 2 MEK en la via de
sefializacién de la integrina B1 (figura 5). Basados en esto propusimos un modelo de activacién
del factor nuclear NF-xB donde el entrecruzamiento de integrinas 31 inducfa una serie de eventos
bioquimicos (fosfprilaciones) que resultaban en la activacién de MEK que a su vez activaba a

MAPK y posteriormente de NF-xB (figura 6).
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Para confirmar nuestro modeto de la figura 6, decidimos verificar si las cinasas MEK y
MAPK eran componentesque se encontraban rio arriba de NF-kB. Para csto se midié [a actividad
de este factor nuclear en presencia del inhibidor de MEK. Nuestros resultados obtenidos no
fueron los esperados segiin nuestro modelo de la figura 6, el cual predice que la activacién del
factor nuclear seria inhibida por PD98059. Nuestros datos no mostraron ningun electo del
inhibidor sobre la activacién de NF-xB (figura 7). Para comprobar la funcionalidad del férmaco y
descartar que éste no sirviera se realizé un ensayo donde se utilizaron complejos inmunes, los
cudles se conoce que aclivan a MAPK ¥ MEK en presencia del PD98059. Como se pucde
apreciar en la figura 8, este farmaco si funcionaba por consiguiente tante MEK como MAPK no
participziban en la activacion de NF-xB por integrinas Bl. Esto sugerfa que las integrinas Bl
ticne dos vias de sefializacion distintas; las cuales producen efectos distintos, Una de estas vias a
través de sucesos bioquimicos (fosforilaciones) resultarfa en la activacién de MEK y de MAPK
€on otro tipo de respuestas y la otra via resultaria en la activacién del factor NF-xB de una
forma independiente de MAPK. El hecho de que una infegrina tenga mis de una via de
sefializacién no ha sido reportado en monocitos. Ademis este resultado no es raro, si sc piensa en
la complejidad del comportamiento celular y su enorme regulacién para generar muchisimas
respuestas. Estos resultados nos llevaron a modificar nuestro modelo de la sefializacién inducida
por integrinas B1 tal como se muestra en la figura 8.

Existe una gran controversia sobre que molécula podria estar rio arriba de MEK, ya que
existe evidencia de la participacién de Ras ¥y Raf en la activacién de MEK (50, 63, 64) ¥ tambén
exist;z evidencias de que la activacién del factor nuclear NF-kB es independiente de la via de Ras

(10, 51, 52). Un buen candidato de una molécula que podria ser la responsable de 1a activacién de
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NF-xB es [a enzima fosfoinositol tres cinasa (PI-3K). Esta idea se basa en experimentos
utilizando inhibidores especificos de esta enzima, los cuales parecen inhibir la actividad del
factor NFxB inducida por la estimulacién por integrinas B1 (Datos no publicados del
laboratorio),

Debido a que el citoesqueleto juega un papel importantisimo en diversos procesos celulares
incluyendo la transduccién de sefiales, pensamos probar si el citoesqueleto participa en la via de
sefalizacion por integrinas B1. Esto se realizé porque se conoce que el citoesqueleto puede
regular las vias de sefializacion, ya que muchos componentes de estas vias se encuentran unidos
al citoesqueleto. Para esto las células THP-1 se estimularon en presencia de citocalacina B y se
midid la activacion del factor nuclear NF-kB, La citocalacina B es un compuesto que impide la
formacion de filamentos de actina. Nuestros resultados indicaron que al disgregar el
citoesqueleto se afecta la activacidn del factor nuclear NF-kB (figura 9). Estos resultados
implican que el citoesqueleto participa en la via de transduccion de sefiales mediada por
integrinas 31 que lleva a | a activacién del factor nuclear NF-kB. En el caso de los leucocitos el
citoesqueleto debe jugar un papel muy importante ya que sufren reorganizaciones en €1 durante
la extravasacién y migracién al sitio dafiado y por consiguiente estas reorganizaciones deben
originar o modular determinadas respuestas.

De forma adicional al objetivo principal del trabajo de esta tesis, se pensd en comparar
las vias de sefializacion inducidas por dos tipos de interinas, las integrinas B 1 ¥ B2. Esto fue con
el fin de confirmar que integrinas diferentes inducen vias de sefializacion distintas. Un estudio
comparativo sobre las vias que activan diferentes tipos de integrinas en el mismpo tipo celular no

se ha realizado antes. Se escogid investigar a las integrinas B2 porque no se conoce bien su via de
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transduccion de sefial y porque son el otro tipo de integrinas presentes en leucocitos, La idea de

-Que diferentes integrinas utilizen vias de sefalizacién distintas surge de que se observan
respuestas celulares diferentes cuando una integrina interactua con fibronectina, a través de
integrinas 1, o cuando interacciona con otras células, a través de integrinas B2. Lo primero que
se probo fue si las integrinas B2 eran capaces de activar al factor nuclear NF-xB de igual forma
que lo hacian las integrinas 1. Nuestros resultados muestran que las integrinas 32 si inducen la
activacion de este factor nuclear de ura manera muy parecida a la activacion inducida por
integrinas B1 (figura 10). Este es el primer estudio que muestra la activacién del factor nuclear
NF-xB por integrinas B2 en monocitos.

Estos resultados nos permitian concluir que ambos tipos de integrinas utilizan vias de
sefializacion que convergen en la activacién de NF-kB. Esto a su vez sugiere que el hecho de que
ambas integrinas activen al mismo factor nuclear no quiere decir que tenga la misma funcién,
incluso puede ser un sito demodulacion entre una y otra via. La via de sefializacion mediada por
integrinas B2 es poco conocida. Pero con ayuda de técnicas ya estandarizadas para la
identificacion de moléculas que se sabe participan en la via de sefialamiento de integrinas B1, se
podrian encontrar algunas moléculas que participan en la via de sefializacién mediada por
integrinas B2.

Para encontrar entonces posibles diferencias entre las vias de sefializacion de integrinas
B1 y P2-se analizaron-patrones de fosforilacion en tirosinas de proteinas inducidos por ambos
tipos de integrinas. Al comparar el patron observado por la estimulacion de integrinas Bl o B2 se
puede observar que la diferencia entre ellos se encuentra principalmente en las proteinas

comprendidas en el rango de 115 a 184 Kda {figura 11). La estimulacidn con integrinas (32
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produjo, un patedn de fosforilacion en proteinas en un rango de 120 a 184 kDa (tigura 11). Tres
proteinas fosforiladas Hlamaron la atencién por que no se encontraron fosforiladas al estimular las
integrinas B1. Una proteina es de aproximadamente 170 kDa, y otras dos proteinas presentan un
peso molecular aproximado de 150 y 120 kDa respectivamente. Estos resuitados confirmaban
que cada integrina posee diferentes vias de sefializacion, lo cual puede estar relacionado a las
diferentes funciones que tienen.

Para determiar si la via de sefializacon de integrinas $2 compartia algunos de los
componentes de la via de sefializacion de las integrinas 1, decidimos probar la actividad de
MAPK después de la estimulacién por integrinas B2. Se hicieron ensayos de Western contra la
forma activa de MAPK (figura 12), encontrando que el entrecruzamiento de integrinas B2 no
active a MAPK. Més aiin, parecia incluso que esta estimulacion inhibia la activacion basal de
MAPK (figura 12). Estos resultados nuevamente apoyan el concepto de la modulacién que existe
entre las vias de sefialamiento. Los ensayos de Western anti-MAPK activada no son una forma
directa de medir la actividad de esta enzima, seria recomendable hacer ensayos de cinasa in vitro
con inmunoprecipitados de MAPK apartir de lisados de células estimuladas a través de ambas

integrinas,

Ya que la participacion de MAPK en la via de sefializacion mediada por integrinas
32 era poco probable, ya que no se detecté en los blots anti MAPK activada, decidimes
comprobarlo midiendo la activacion del factor nuclear NF-kB. Tal como esperdbamos la

activacion del factor nuclear NF-kB no resulté afectada por el inhibidor de MEK (PD98059).
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Analizando la activacién del factor nuclear NF-kB después de la estimulacion por
ambos tipos de integrinas, encontramos que ni MAPK, ni MEK participan en la via de
sefializacién inducida por integrinas que lleva a la activacién de NE-kB ( figura 13). Entonces
ambos tipos de integrinas utilizan una via independiente a MAPK para inducir la activacién del
factor nuclear NF-kRB (figura 14). En el caso de las integrinas B2, no se conoce ¢l papel que
tendria la activacién del factor nuclear NF-xB. Este podria ser un punto de modutacién entre

ambas integrinas.
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11.Conclusiones

¢ Las integrinas B1 en células monociticas presentan vias de sedalizacion distintas a las

integrinas [32

* Las integrinas BI tienen dos vias de sefializaci6n distintas en células monociticas THP-1. Una
de elias induce la fosforilacién de tirosinas en proteinas ¥y la subsecuente activacién de MEK
¥y MAPK. La otra via lleva a la activacién del factor NF-xB Yy por consiguiente a la expresion
de genes tempranos de una manera independiente a MAPK pero dependiente del

citoesqueleto.

» Las integrinas B2 son capaces de activar al factor nuclear NF-xB de una forma independiente

de MAPK y MEK
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monocitos, basados en los resultados de esta tesis.
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