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INTRODUCCIÓN 
 

1. INTRODUCCIÓN 

1.1 EL SISTEMA INMUNE 

     El sistema inmune en los mamíferos está diseñado para combatir las infecciones 

causadas por los microorganismos a los que están constantemente expuestos mientras 

mantiene tolerancia a lo propio. Para poder cumplir estas tareas, las células y tejidos del 

sistema inmune están rigurosamente organizados, asegurando así el correcto desarrollo, 

activación y función de las diversas poblaciones de leucocitos. La migración selectiva 

de los leucocitos hacia los diferentes tejidos (homing) es la base de esta organización, la 

respuesta de los leucocitos a las citocinas quimioatrayentes (quimiocinas) juega un 

papel esencial en las vías de homing [1]. 

     El sistema inmune actúa mediante  los mecanismos de la inmunidad innata y por 

medio de la respuesta inmune adaptativa.  

     La inmunidad innata sirve como una primera línea de defensa y depende del 

reconocimiento de características comunes de los patógenos es decir, no es antígeno-

específica, por lo que es incapaz de reconocer algunos patógenos y no provee protección 

inmunológica. Este sistema está completamente desarrollado desde el nacimiento y no 

existe variabilidad en la respuesta. Se compone de barreras fisicoquímicas, moléculas 

secretadas y células fagocíticas. 

     Cuando el patógeno ha sobrepasado o evadido a las defensas innatas se induce una 

respuesta inmune adaptativa que es una respuesta antígeno-específica. La respuesta 

inmune toma varios días para desarrollarse ya que los linfocitos T y B deben encontrar 

primero a su antígeno específico, proliferar y diferenciarse hacia células efectoras. Una 

vez que se ha montado una respuesta adaptativa, la infección es generalmente 

controlada y el patógeno eliminado. A la respuesta inmune adaptativa la sucede  un 

estado de inmunidad protectora que consiste en la presencia de células efectoras y 

moléculas producidas en la respuesta inicial y memoria inmunológica. La memoria 

inmunológica se manifiesta como la habilidad de responder más eficientemente a un 

segundo encuentro con el patógeno (respuesta secundaria). 

     Los órganos linfoides son tejidos donde los linfocitos tienen interacciones con 

células no linfoides que son importantes para su desarrollo o en el inicio de las 

respuestas inmunes adaptativas. Estos se pueden dividir en órganos linfoides primarios 

o centrales, donde los linfocitos son generados y en órganos linfoides secundarios o 

periféricos, donde las respuestas adaptativas son iniciadas.  
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     Los órganos linfoides primarios son la médula ósea y el timo. Tanto los linfocitos T 

como los B se originan en la médula ósea pero solo los linfocitos B maduran allí, los 

linfocitos T migran de la médula ósea hacia el timo, donde maduran. Cuando han 

completado su maduración, ambos tipos celulares migran hacia los órganos linfoides 

secundarios [2]. 

          El número de determinantes antigénicos de los patógenos es casi infinito. El 

sistema adaptativo ha evolucionado para cubrir este enorme espectro de antígenos 

equipando a los linfocitos con receptores únicos que en conjunto, son capaces de 

reconocer a millones de antígenos. Dado que la capacidad de un organismo para generar 

y mantener una población muy grande de linfocitos es inevitablemente limitada, el 

número de linfocitos con una especificidad antigénica debe ser restringido para 

garantizar la máxima diversidad de receptores [3], lo cual presenta un reto importante 

para el sistema inmune, debiendo asegurar que ningún patógeno escape a la detección 

mientras mantiene un número sostenible de precursores. Dos principios básicos facilitan 

estos requerimientos, el primero: los antígenos de la periferia son adquiridos por las 

células presentadoras de antígenos (APC por sus siglas en inglés), y luego mostrados en 

los órganos linfoides secundarios (SLO por sus siglas en inglés) y segundo, los 

linfocitos que nunca han sido estimulados por su antígeno (vírgenes) re-circulan a través 

de los órganos linfoides secundarios para interaccionar con las APC en busca de la 

presencia de su antígeno presentado en el contexto de estimulación adecuado. Así, la 

respuesta inmune adaptativa no es iniciada en el sitio donde el patógeno establece el 

foco de infección, ésta ocurre en los órganos linfoides secundarios: los ganglios 

linfáticos, el bazo y los tejidos linfoides asociados a la mucosa como las placas de 

Peyer, las amígdalas, los adenoides y el apéndice. Los patógenos que entran a la sangre 

son atrapados en el bazo, los patógenos que infectan las mucosas se acumulan en las 

placas de Peyer o las amígdalas, y los patógenos que infectan los tejidos son 

transportados en la linfa hacia el ganglio linfático más cercano (ganglio periférico) a 

través de los conductos linfáticos. Aunque todos estos tejidos son diferentes en 

apariencia, el bazo, los ganglios linfáticos y los tejidos asociados a la mucosa operan 

con el mismo principio: atrapan antígeno y se lo presentan a los linfocitos, induciendo la 

respuesta inmune adaptativa [2]. 

          La compartimentación del sistema inmune en órganos linfoides primarios, 

secundarios permite la generación eficiente de respuestas inmunes a pesar de la baja 
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frecuencia de linfocitos antígeno-específicos ya que proveen puntos de intersección para 

éstas células y las células presentadoras de antígeno [4]. 
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1.2 LOS GANGLIOS LINFÁTICOS 

1.2.1 Desarrollo de los ganglios linfáticos 

     El desarrollo del tejido linfoide está asociado con la colonización del primordio del 

ganglio linfático de una población de células hematopoyéticas provenientes del hígado 

fetal, identificadas como CD4+CD3−IL-7Rαhi y llamadas inductoras, que interaccionan 

con las células estromales residentes, llamadas organizadoras. Las células inductoras 

proveen de linfotoxina(LT)α1β2 a las células organizadoras [5-7], esencial para el 

desarrollo de los ganglios linfáticos y las placas de Peyer. La cadena α del receptor de 

IL-7 (IL-7Rα) es necesaria para el desarrollo de los ganglios linfáticos y las placas de 

Peyer, y se cree que es debido, al menos en parte, a su papel en la inducción de la 

expresión de LTα1β2, en las células inductoras en el rudimento de las placas de Peyer 

[8-10].  

     Las células CD4+CD3−IL-7Rαhi, además de expresar LTα1β2, expresan CD45, la 

integrina α4β7 y receptores de quimiocinas como CCR7 y CXCL13, necesarios para 

mediar el reclutamiento de las células circulantes a los sitios de génesis del tejido 

linfoide para inducir el desarrollo de los ganglios linfáticos y las placas de Peyer [9, 11]. 

1.2.2 Arquitectura de los ganglios linfáticos. 

     Los ganglios linfáticos están distribuidos a lo largo de todo el cuerpo, son estructuras 

altamente organizadas, cubiertas por una cápsula fibrosa, y embebidos en tejido 

conectivo. Estos presentan dos regiones histológicamente reconocibles: la corteza y la 

médula. La corteza se divide por límites físicos no demarcados, sino más bien por la 

segregación de las células T y B en micro-ambientes distintos, en una corteza externa, 

formada por linfocitos B y células dendríticas foliculares, organizados en folículos 

primarios (zona B), y por una zona más interna formada por linfocitos T y células 

dendríticas (derivadas de la piel) llamada paracorteza (zona T). Algunos de los folículos 

primarios, después del reto antigénico, presentan áreas de proliferación intensa de 

células B llamadas centros germinales, localizados en la frontera entre las zonas T y B. 

Los folículos primarios que contienen un centro germinal se conocen como folículos 

secundarios [2]. 

      El estroma del ganglio está formado por varios tipos celulares derivados del 

mesénquima, principalmente por células fibroblásticas reticulares (FRCs por sus siglas 

en inglés) y sus fibras reticulares [12]. 

 8



INTRODUCCIÓN 
 
     La zona central, la médula, es un laberinto de conductos de drenaje de la linfa que 

están separados por los llamados cordones medulares constituidos por células 

reticulares, macrófagos, células plasmáticas y células T de memoria. Los cordones 

medulares son el sitio donde las células plasmáticas se agregan para liberar 

inmunoglobulinas hacia los canales eferentes de la linfa [2, 13]. 

     Debajo de la cápsula hay un espacio llamado cavidad subcapsular que manda 

extensiones de tejido conectivo hacia la médula formando conductos llamados 

trabécula, que subdividen al ganglio en lóbulos. La paracorteza está organizada en 

cordones paracorticales que miden de 100 a 1000µm, y se extienden desde los cordones 

medulares hasta la base de los folículos B [14]. Los cordones paracorticales están 

delimitados por los conductos que transportan a la  linfa hacia la médula. En un corte 

transversal, se puede ver que en el centro de cada cordón paracortical hay una vénula de 

endotelio alto (HEV), las cuales son pequeñas venas que unen capilares a grandes venas 

y que presentan un fenotipo cuboidal característico). Las HEVs se encuentran 

normalmente solo en los órganos linfoides secundarios (con excepción del bazo), 

aunque su formación también se induce en sitios de inflamación crónica [15].  

     Además del sistema de circulación sanguíneo, los vertebrados superiores han 

desarrollado otro sistema de circulación que regresa el fluido extracelular y las proteínas 

a la sangre. Este fluido extracelular es producido continuamente por filtración y es 

llamado linfa, a la red de conductos que la transportan se le conoce como conductos 

linfáticos. Esta red de conductos es necesaria para mantener la homeostasis natural, y el 

sistema inmune ha evolucionado de tal manera que hace uso de ellos. Intercalados entre 

los conductos linfáticos están los ganglios linfáticos, que funcionan como sitios de 

convergencia del sistema de conductos linfáticos y sirven para limpiar la linfa de 

antígenos extraños [16]. Los conductos linfáticos tienen válvulas que solo permiten el 

flujo unidireccional desde los tejidos hacia los ganglios, los conductos aferentes de la 

linfa que drenan el fluido de los tejidos también transportan células cargadas con 

antígeno o partículas desde los sitios de infección hacia los ganglios linfáticos en donde 

son atrapados. 

     Los leucocitos también usan el sistema de circulación de la linfa, aunque todos los 

tipos de leucocitos pueden ser encontrados en las vías aferentes de la linfa, solo los 

linfocitos pueden ser recuperados de las vías eferentes de la linfa y es esta propiedad 

única la que les permite regresar a la circulación sanguínea [16]. 
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     Cada ganglio tiene de 6 a 12 conductos aferentes y solo uno eferente. Cualquier 

célula o partícula contenida en la linfa entra al ganglio por los canales aferentes hacia la 

cavidad subcapsular. A partir de aquí, la linfa es canalizada por la trabécula a través del 

ganglio hacia el arreglo de cavidades medulares y de allí a los canales eferentes de la 

linfa que dejan el ganglio. En la cavidad subcapsular, hay macrófagos y células 

dendríticas CD11b (implicadas en la presentación de antígenos subcutáneos a los 

linfocitos T CD4), que remueven microorganismos y desechos contenidos en la linfa, 

estas células también transportan y/o procesan material antigénico para presentación 

[17]. La linfa recorre varios ganglios antes de regresar a circulación sanguínea, así la 

materia contenida en la linfa que no fue filtrada en un ganglio pasa al siguiente ganglio, 

y de allí a otro ganglio y así consecutivamente; la linfa puede pasar hasta por 8 ganglios, 

por lo que para cuando la linfa llega a la sangre regularmente está libre de materia 

extraña y desechos. 

 

1.2.3 Tráfico celular en los ganglios linfáticos 

      Los linfocitos T y B maduros vírgenes, después de dejar los órganos linfoides 

centrales, entran a la circulación sanguínea y migran hacia los ganglios para buscar en 

las APC a su antígeno. Si no encuentran a su antígeno, regresan a la circulación y 

migran hacia otro ganglio en busca de su antígeno.  

     Esta re-circulación continua solo se interrumpe cuando la célula T virgen encuentra a 

su antígeno, entonces son retenidas en el ganglio y deben decidir si montan una 

respuesta efectora dirigida a eliminar la fuente del antígeno o si se vuelven tolerantes 

y/o mueren para evitar una respuesta auto-inmune. Las células dendríticas de los 

órganos linfoides tienen un papel crucial en la recopilación de la información que 

permite al linfocito tomar esta decisión [18]. 

     Para desencadenar una respuesta inmune, las células T y B específicas deben 

interactuar primero con las células dendríticas (DCs) y células dendríticas foliculares 

(FDCs) respectivamente, y luego entre ellas. Aunque el número de T y B específicos 

para un antígeno dado es muy bajo estas células deben encontrarse para que ocurra una 

respuesta [19]. 

     Hay dos puntos de entrada a un ganglio: las HEVs y los conductos aferentes de la 

linfa. Los linfocitos T y B vírgenes  entran por las HEVs en la zona T, mientras que 

algunas células de memoria y las células dendríticas entran a los ganglios a través de los 

conductos aferentes de la linfa [20]. La migración de los linfocitos hacia los ganglios 
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está regulada por las HEVs que, a través de la expresión de diversas moléculas de 

homing (selectinas, integrinas, moléculas de la familia de las inmunoglobulinas y 

quimiocinas) marcan sitios definidos de salida de la sangre para los linfocitos. La 

composición y distribución de moléculas de homing en las HEVs varía entre los 

diferentes órganos linfoides secundarios y es regulada a lo largo de la vida del individuo 

[21].  

     Las DCs inmaduras también circulan en la sangre, pero son más abundantes en los 

tejidos epitelial y conectivo, en donde están colocadas para adquirir antígenos que 

inicialmente establecen infección en la periferia. Las DC inmaduras generalmente 

entran a los ganglios a través de los canales aferentes de la linfa y se establecen en los 

alrededores de las HEVs, en la paracorteza (zona T) [14, 22]. 

     La co-localización de células T-células dendríticas se lleva a cabo en las zonas T de 

los órganos linfoides secundarios. El encuentro del antígeno en el contexto de co-

estimulación adecuado lleva a la división de los linfocitos, lo que resulta en una 

expansión, y después de varios días, a la adquisición de funciones efectoras, las cuales 

eliminan al patógeno del organismo [23]. A diferencia de las células T vírgenes, las 

células T efectoras son capaces de producir citocinas, matar a las células que expresan 

antígeno (en caso de que sean linfocitos T citotóxicos, CTLs), modificar el 

comportamiento de otros leucocitos (en caso de ser linfocitos ayudadores, T helper) y 

expresar moléculas de homing que les permiten migrar a la fuente de su antígeno en los 

tejidos periféricos. Así, las células efectoras que migran a la piel son preferentemente 

generadas en los ganglios linfáticos de la piel, mientras que los órganos linfoides 

secundarios intestinales producen poblaciones que migran a la lámina propria del 

intestino instruidas probablemente por las células dendríticas que las activaron [24, 25]. 

Una vez activadas, las células T migran hacia la médula para abandonar el ganglio por 

los canales eferentes de la linfa, algunas células T activadas, adquieren el fenotipo T 

helper y migran hacia la frontera entre la zona T y B donde activan a los linfocitos B.  

     La mayoría de las células efectoras mueren cuando el antígeno ha sido eliminado, 

pero una pequeña fracción permanece como células de memoria, estas células de 

memoria se dividen en células efectoras de memoria que migran hacia los tejidos 

periféricos, y en células de memoria central que continúan re-circulando a través de los 

órganos linfoides secundarios en donde montan una respuesta secundaria si vuelven a 

encontrar a su antígeno [26].  
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     Los linfocitos B entran al ganglio también a través de las HEVs en la zona T pero 

continúan migrando hacia la región externa de la corteza, la zona B, donde buscan a su 

antígeno y son estimuladas por las FDCs, una vez estimuladas se localizan en los 

folículos en la frontera entre las zonas T y B para su activación por las células T helper. 

Las células B plasmáticas migran hacia la médula donde liberan anticuerpos hacia los 

canales eferentes de la linfa. 

     En resumen, los ganglios linfáticos tienen importantes funciones en el 

mantenimiento del sistema inmune: reclutar un gran número de linfocitos de la sangre, 

colectar antígeno y células dendríticas de tejidos periféricos, proveer el ambiente 

adecuado para provocar una respuesta efectora primaria o secundaria específica o 

promover tolerancia antígeno-específica y mantener a las células de memoria central 

para que sean capaces de montar una respuesta específica cuando sea necesario. Para 

llevar a cabo estas diversas funciones, los participantes de la respuesta adaptativa deben 

migrar hacia los ganglios linfáticos y encontrar su lugar específico dentro de ellos. 

     La estructura altamente organizada de los órganos linfoides secundarios  aumenta la 

sensibilidad del reconocimiento de antígeno y soporta la regulación apropiada de la 

activación y maduración de los linfocitos que responden al antígeno [27]. 
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1.3 LAS QUIMIOCINAS  Y SUS RECEPTORES 

1.3.1 Las quimiocinas 

     Las quimiocinas constituyen una gran familia de proteínas de bajo peso molecular 

(de 8 a 12 kDa), estructuralmente relacionados, cuya función principal, junto con los 

receptores de adhesión, es dirigir la migración leucocitaria. Las quimiocinas pueden ser 

consideradas como los factores de organización del sistema inmune ya que coordinan la 

arquitectura micro ambiental de los órganos linfoides primarios y secundarios en 

condiciones homeostáticas y patológicas. Además de regular el tráfico leucocitario, las 

quimiocinas también participan en angiogénesis y/o angiostasis, organogénesis de los 

órganos linfoides primarios [28] y secundarios [9], curación de las heridas, metástasis, 

en la activación de leucocitos, desgranulación de eosinófilos, basófilos y neutrófilos 

[29-31], en la activación de integrinas [32, 33], y presentan actividad antimicrobiana 

[34] y antiviral [35]. 

     La familia de las quimiocinas consta de aproximadamente 50 miembros con 

secuencias altamente conservadas. Las quimiocinas se clasifican en 4 subfamilias 

principales dependiendo de la posición de dos de las cuatro cisteínas altamente 

conservadas en su extremo aminoterminal. En las quimiocinas del tipo CXC, las dos 

cisteínas están separadas por un aminoácido, mientras que en las quimiocinas del tipo 

CC, estas dos cisteínas no están separadas. Las excepciones para esta clasificación son 

las quimiocinas XC que carecen de dos de las cuatro cisteínas conservadas y CX3CL1 

en la cual tres aminoácidos separan las cisteínas. 

     Alternativamente, las quimiocinas pueden ser dividas en subfamilias de acuerdo a su 

función [36-38] en quimiocinas inflamatorias y quimiocinas homeostáticas, aunque no 

es una clasificación muy aceptada, sirve para entender la biología de las quimiocinas. 

Por ejemplo, la expresión de quimiocinas como CXCL9 y CXCL10, es regulada 

positivamente en condiciones de inflamación y son producidas por los leucocitos 

activados, por células de tejido así como por tumores. Controlan el reclutamiento de 

leucocitos efectores, con lo que determinan la composición de los infiltrados 

inflamatorios. La mayoría de las quimiocinas inflamatorias muestran un amplio rango 

de atracción y actúan tanto en células del sistema inmune innato como en células del 

sistema inmune adaptativo. En contraste, las quimiocinas homeostáticas, como CCL19, 

CCL21 y CXCL13, se expresan constitutivamente en sitios no inflamados. Este tipo de 

quimiocinas son las responsables de la regulación del tráfico de precursores linfoides 

durante la hematopoyesis en la médula ósea y el timo, controlan el tráfico celular hacia 
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y en bazo y ganglios linfáticos, y contribuyen al mantenimiento de tejidos periféricos 

sanos. Aunque esta clasificación no es muy aceptada, es útil para entender la biología de 

las quimiocinas, aunque hay varias quimiocinas que están pobremente definidas y que 

no pueden ser atribuidas a ninguna de las dos categorías funcionales [37, 39]. 

      Las quimiocinas presentan una estructura terciaria conservada, con un asa en el 

extremo amino-terminal, seguido de tres hojas β plegadas antiparalelas interconectadas 

por asas, y una hélice α en el extremo carboxilo-terminal [40-42]. Las quimiocinas 

forman dímeros y tetrámeros a concentraciones fisiológicas [40]. Esta multimerización 

les permite interaccionar con glicosaminoglicanos (GAGs) altamente sulfatados, como 

el heparán sulfato [43, 44], aunque se ha demostrado que algunas quimiocinas como 

CXCL18, pueden tener actividad como monómeros [45]. 

1.3.2 Los receptores de quimiocina 

     Las quimiocinas ejercen sus efectos mediante la interacción con receptores celulares 

de siete dominios transmembranales acoplados a proteínas G presentes en la célula 

blanco. Estos receptores se conforman de aproximadamente 350 aminoácidos con un 

peso molecular de cerca de 40 kDa. El dominio extracelular consiste del extremo 

amino-terminal y tres asas extracelulares que actúan en conjunto para unir al ligando. La 

región intracelular se compone de tres asas y el extremo carboxilo-terminal. De acuerdo 

a su secuencia de aminoácidos, los receptores de quimiocina pertenecen a la familia de 

receptores tipo rodopsina de clase A [46]. Aunque estos receptores son similares a otros 

receptores de siete dominios transmembranales, los receptores de quimiocinas 

comparten ciertas características estructurales, como la secuencia de aminoácidos 

altamente conservada DRYLAIV en la segunda asa intracelular y una cisteína 

conservada en el extremo amino-terminal y otra en la tercer asa extracelular que 

posiblemente formen puentes bisulfuro que les permita tener la estructura necesaria para 

la unión al ligando. Mediante el uso de receptores quiméricos se ha determinado que el 

dominio amino-terminal es el responsable de la selectividad por el ligando [47]. 

      Se han reportado 18 receptores de quimiocinas, muchos de los cuales unen a más de 

un ligando, aunque esta unión se da generalmente entre miembros de la misma familia 

estructural. La expresión de los receptores de quimiocinas es heterogénea entre los 

distintos tipos de leucocitos y se regula a nivel transcripcional [48]. Se ha demostrado 

que  el estado de activación de las células puede regular la expresión de receptores de 

quimiocinas [49-51], así como los factores solubles presentes en el ambiente como 

citocinas [52, 53]. 
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1.3.3 La señalización mediada por receptores de quimiocinas 

     El movimiento de los leucocitos involucra varios fenómenos, como cambios en la 

forma de la célula, cambios en la adhesividad de las integrinas y el reciclaje de 

integrinas en el borde líder de las células (leading edge). Estos eventos están mediados 

por las señales de fosforilación mediadas a través de los receptores de quimiocina.  

     El modelo clásico de señalización de un receptor de quimiocina requiere la 

activación de la vía de proteínas G heterotriméricas (compuestas por las subunidades 

α, β y γ) después de la unión de la quimiocina. La mayoría de estas respuestas son 

inhibidas por la toxina Pertussis, indicando que son miembros de la subfamilia de 

proteínas G inhibitorias (Gi) las que están principalmente asociadas a los receptores de 

quimiocinas. Se ha demostrado la asociación física de la subunidad Gαi a varios 

receptores de quimiocina como resultado de la unión de la quimiocina como CCR2, 

CCR5 y CXCR4 [54-57]. 

      La activación del receptor de quimiocina por su ligando, provoca un intercambio de 

GDP, unido a la subunidad Gα de la proteína heterotrímerica (Gαβγ), por GTP. Esto 

trae como consecuencia la activación de la subunidad Gαi y su disociación del complejo 

Gβγ. La subunidad Gαi unida a GTP se une al receptor, mediante su interacción con una 

o varias asas intracelulares [58]. Las subunidades Gβγ inducen la activación de algunos 

tipos de fosfolipasa C (PLC) [59], que hidrolizan al fosfolípido fosfatidilinositol 

bifosfato (PI(4,5)P2), para producir inositol trifosfato (I(4,5,6)P3) y diacilglicerol 

(DAG). El IP3 se une a su receptor en el retículo endoplásmico provocando 

movilización de Ca2+, que en conjunto con el DAG activa varias isoformas de la 

proteína cinasa C (PKC), misma que después activa una cascada de señalización 

intracitoplásmica y en el núcleo. El complejo Gβγ también actúa como una proteína de 

anclaje que facilita la interacción del receptor con otras vías, como la de las cinasas de 

receptores acoplados a proteínas G (GRK), que están involucrados en la 

desensibilización del receptor [60-62] (Fig 1).  

     La subunidad Gα es una GTPasa, así cuando el GTP unido a esta subunidad es 

hidrolizado se induce la disociación de Gα de sus efectores y la reasociación de esta con 

las subunidades Gβγ, apagando así las vías de señalización inducidas por las proteínas 

G. La baja tasa de hidrólisis de GTP por las proteínas Gα es regulada por interacciones 

con proteínas activadoras de GTPasa (GAPs) que regulan negativamente la señalización 

por proteínas G [63, 64].  
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     La actividad de PI3K es rápidamente estimulada por activación con quimiocinas 

como CCL5 y CXCL12, lo que resulta en la producción de segundos mensajeros 

(lípidos foforilados en posición 3) que activan a las cinasas PKC, AKT y la vía de Ras 

[65]. Esta activación está relacionada con la adhesividad de integrinas, migración 

celular y polarización. La proteína cinasa de adhesión focal (FAK), se fosforila en 

respuesta a la estimulación del receptor con quimiocina por su ligando, lo que le permite 

asociarse con la subunidad p85 de PI3K. La activación de FAK, induce la fosforilación 

de la proteína de citoesqueleto paxilina y la asociación con su receptor. La inhibición de 

la activación de PI3K impide la polarización de moléculas de adhesión y de varias 

proteínas de citoesqueleto como el complejo ezrina/radixina/moesina (ERM) [66]. Otros 

efectores de PI3K incluyen GTPasas de bajo peso molecular como Rho, Rac y Cdc42, 

que participan en la regulación del citoesqueleto de actina y en la adhesión celular [67, 

68]. 

      Los receptores de quimiocinas son capaces de activar la transcripción de genes por 

medio de la activación de la vía de las cinasas activadas por mitógenos (MAPKs), 

además, esta vía fosforila y activa a la  fosfolipasa A 2 citoplásmica (cPLA2) que lleva 

a la producción de ácido araquidónico [69] y leucotrienos [70] implicados en la 

polimerización de actina, necesaria para la migración celular (Fig 1). 
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Fig 1. Representación de las vías de señalización activadas por los receptores de quimiocinas. 
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     La mayoría de las respuestas inducidas por los receptores de quimiocinas son 

inhibidas por la toxina pertussis, sin embargo, en algunos casos, esta toxina no bloquea 

la respuesta, indicando que otras proteínas distintas a las del tipo Gi pueden estar 

involucradas en la señalización de quimiocinas [58]. 

     De manera similar a lo observado con otros receptores acoplados a proteínas G, 

algunos receptores de quimiocinas como CCR2[71], CCR5 [56] y CXCR4 [57] se 

dimerizan con la unión de su ligando, lo que lleva a la iniciación de las cascadas de 

señalización inducidas por los receptores de quimiocinas. Esta dimerización induce la 

activación de varios miembros de la vía de las cinasas de Janus y de los factores de 

transcripción STATs (Signal Transducers and Activator Transcription Factors), 

conocida como la vía Jak-STAT.  

     En líneas celulares transfectadas con CCR5, la estimulación del receptor con su 

ligando CCL5, induce la fosforilación del receptor en la tirosina del motivo DRYLAIV, 

la asociación de Jak1, pero no de Jak2 o Jak3, al receptor y la activación de STAT 5b 

[56], y en linfocitos T, STAT1 y STAT3 se fosforilan en respuesta a la estimulación de 
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CCR5 con CCL5 y CCL3 [72]. En una línea de células T, la estimulación CCL5, induce 

la fosforilación de Jak2 y Jak3 [73]. 

     En líneas celulares transfectadas con CCR2, Jak2 se fosforila en respuesta a la 

estimulación con CCL2 [55]. En líneas celulares de células T, Jak2 y Jak3 son 

fosforilados y se asocian al receptor en respuesta a la estimulación por su ligando, 

CXCL12, lo que promueve la activación de STAT1, 2, 3 y 5b [57]. En una línea de 

células progenitoras hematopoyéticas, con la estimulación de CXCR4, Jak1, Jak2 y 

Tyk2 se fosforilan, lo que activa a STAT2 y STAT4 [74]. En timocitos de ratón, la 

estimulación de CXCR4 y CCR9 por sus ligandos induce la fosforilación de Jak3 [75].  

     En un modelo de artritis reumatoide en rata, se demostró la fosforilación y 

asociación con el receptor de quimiocina de varios miembros de la familia Jak y la 

subsiguiente activación de miembros de la familia STAT in vivo, Jak1, STAT1 y 3 con 

CCR1 y CCR5 y de Jak2, STAT 1 y 3 con CCR2 [76]. En células de ganglios linfáticos 

de ratón, la estimulación de CCR7 por sus ligandos CCL19 o CCL21, induce la 

fosforilación de Jak2 [77]. Todo lo anterior indica que el tipo de Jak/STAT reclutada 

depende del tipo celular (Tabla 1). 

     Además, mediante el uso de ratones deficientes en Jaks o de inhibidores de esta vía, 

se ha demostrado que la fosforilación de las Jaks es requerida para la migración 

inducida por diversos receptores de quimiocinas como CXCR4 [57, 74, 75], CCR9 [75] 

y CCR7 [77]. No está bien definida la vía por la que las Jaks regulan la migración 

inducida por quimiocinas pero existen reportes que indican su participación en la 

fosforilación de cinasas de adhesión focal como FAK, RAFTK (Pyk2), p130Cas, Crk y 

paxilina vía su asociación con la subunidad p85 de pI3K [74] y la activación de 

proteínas que regulan la morfología y movilidad celular como Vav/Rho [78] (Fig 1). 

     Las vías de señalización propuestas, son la suma de la información para varios 

receptores de quimiocinas, sin embargo es necesario estudiar la señalización inducida 

por cada receptor de quimiocinas, ya que éste parece ser distinto dependiendo del tipo 

de receptor y del tipo celular [77]. 
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1.4 LA FAMILIA DE LAS CINASAS DE JANUS 

     La familia de cinasas de Janus (Jaks) son cinasas de tirosina, en mamíferos, la 

familia tiene cuatro miembros Jak1, Jak2, Jak3 y Tyk2. En ratones, Jak1 se localiza en 

en el cromosoma 4, Jak2 en el cromosoma 19 y Jak3 y Tyk2 en el cromosoma 8. La 

proximidad de los genes de Jak3 y Tyk2 sugiere que uno podría haberse generado a 

partir del otro por duplicación, sin embargo es difícil concluir cuál es más ancestral. Las 

Jaks tienen aproximadamente 20 exones, se han descrito formas de arreglo de exones 

alternativas pero su significado funcional no se conoce. En otros vertebrados como aves 

y peces, también se han encontrando cuatro miembros de Jaks. En cordados primitivos y 

en Drosophila se ha encontrado una Jak cinasa, Hopscotch, lo que sugiere que la cinasa 

Jak ancestral surgió antes de la divergencia de vertebrados e invertebrados [79]. Los 

gusanos nemátodos y algunos protistas no tienen Jaks, sin embargo, expresan miembros 

de la familia de factores de transcripción STATs [80] -que en vertebrados interaccionan 

con Jaks entre otras proteínas-, sugiriendo que las Stats surgieron en la evolución antes 

que las Jaks. A la fecha, se han identificado siete STATs en células de mamíferos, estas 

se localizan como clusters en los cromosomas: Stat1 y Stat4 en el cromsoma 1, Stat2 y 

Stat6 en el cromosoma 10 y Stat3, Stat5a y Stat5b en el cromosoma 11 en el modelo 

murino [81]. 

1.4.1 Características Estructurales 

     La estructura tridimensional de las Jaks no se conoce, esto en parte porque son 

proteínas relativamente grandes, de más de 1,100 aminoácidos, con masas moleculares 

de 120 a 140 kDa. A partir de su estructura primaria, se han identificado siete dominios 

putativos estructurales que están conservados entre las Jaks de mamíferos, aves, peces e 

insectos. Estos dominios Jak de homología (JH) se numeran del extremo 

carboxiloterminal al aminoterminal (Fig 2). El dominio JH1 tiene todas las 

características típicas de un dominio de tirosina cinasa eucarionte. Este dominio está 

muy relacionado con los dominios de cinasa de la familia de receptores de factores de 

crecimiento epidérmico, sugiriendo que la familia de las Jaks pudo originarse a partir de 

esta gran familia de cinasas [82]. Adyacente al domino JH1 se encuentra el domino tipo 

cinasa JH2, que es una pseudocinasa catalíticamente inactiva. Esta arquitectura en 

tándem de los dominios de cinasa es la característica distintiva de las cinasas de Janus, y 

de donde toman su nombre. Aunque el dominio de pseudocinasa carece de actividad 

catalítica, tiene una función reguladora esencial [83, 84]. 
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     El extremo aminoterminal de las Jaks contiene un domino tipo SH2 (JH3 y JH4) y un 

dominio de homología (JH6-JH7) de Banda 4.1, tipo ezrin, radixin, moesin (FERM). El 

dominio FERM tiene 300 aminoácidos, y media interacciones con proteínas 

transmembranales como receptores de citocinas, y en algunos casos regula la expresión 

de superficie de estos receptores [85, 86]. El dominio FERM está implicado también en 

la asociación de Jaks con cinasas de citoesqueleto, como la asociación de Jak2 con Fak 

[74], y de Jak3 con Pyk2 [87]. Además, el dominio FERM se une al dominio de cinasa 

 

de Jak y regula positivamente su actividad catalítica [88]. 

 Representación esquemática de la estructura primaria de las cinasas de Janus (Jaks). 

.4.2 Localización y función 

y Tyk2 se expresan de manera ubicua, en contraste, la 

 gran número de receptores de citocinas son dependientes de Jak3, ya que esta 
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 Figura 2.

Contiene los dominios FERM, tipo SH2, pseudocinasa y cinasa. Los dominios de homología 

Jak (JH) son una nomenclatura alternativa. El dominio FERM media la unión de Jaks a los 

receptores de citocina y a otras proteínas. Tanto el dominio FERM como el de pseudocinasa 

regulan la actividad catalítica del dominio de cinasa. Las Jaks se autofosforilan en varios sitios 

(P), incluyendo dos en el loop de activación del dominio de cinasa. 

 

1

     En mamíferos, Jak1, Jak2 

expresión de Jak3 es más restringida, se encuentra expresada predominantemente en 

células hematopoyéticas y está regulada con el desarrollo y la activación [89-91]. A 

nivel celular, las Jaks se encuentran en el citosol cuando se expresan en ausencia de 

receptores de citocinas, pero, debido a su asociación con los receptores de citocinas, se 

localizan normalmente en la membrana y en endosomas junto con los receptores [92, 

93].  

     Un

cinasa se asocia a la cadena gamma común (γc). Esta familia incluye a la IL-2, IL-4, IL-

7, IL-9, IL-15 e IL-21. Jak1 también es necesario para la señalización de estos 

receptores. La familia de receptores de citocinas que usa la subunidad gp130 es 

dependiente de Jak1; esta familia incluye a la IL-6, oncostatina M, el factor inhibitorio 
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de la leucemia (LIF), el factor ciliar neurotrófico (CNF) así como el factor estimulador 

de crecimiento de colonias de granulocitos (G-CSF) e interferones (IFNs) [94]. Jak2 es 

esencial para la señalización de citocinas tipo hormona como la hormona del 

crecimiento (GH), prolactina (PRL), eritropoietina (EPO), trombopoietina (TPO) y la 

familia de citocinas que señalizan a través del receptor de IL-3 (IL-3, IL-5 y GM-SCF). 

Jak2 también es importante para citocinas que usan el receptor gp130 y para algunos 

interferones [95]. Tyk2 es esencial para la señalización de IL-12 y se le ha implicado 

con la señalización de los receptores Toll [96]. 

     Los ratones deficientes en Jak1 tienen mortalidad perinatal, estos ratones también 
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presentan defectos en el desarrollo y función linfoide [94] (Tabla 2). Los ratones 

deficientes en Jak2 presentan letalidad al día 12.5 embrionario debida a defectos en 

eritropoiesis [95]. Los ratones deficientes en Tyk2 son viables y fértiles pero presentan 

susceptibilidad a infecciones parasitarias y presentan una respuesta defectuosa a LPS. 

La deficiencia en Jak3 se identificó por primera vez en humanos con Inmunodeficiencia 

Combinada Severa (SCID, por sus siglas en inglés) [97, 98]. Dado que la cadena 

gamma común (γc) señaliza a través de Jak3, la deficiencia en Jak3 impide la 

señalización de todas las citocinas que utilizan γc, lo que trae como consecuencia un 

desarrollo y función inmune defectuosos. Las mutaciones en el receptor para IL-7, γc y 

Jak3 en conjunto son las responsables del 70% de los casos SCID [99]. Posteriormente 

se generaron ratones Jak3-/- que exhiben el fenotipo SCID, sin embargo, no presentan 

defectos no inmunes [100-102]. 
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1.4.3 Fenotipo de los ratones Jak3 -/-  

     Los ratones deficientes en Jak3 o γc presentan severos defectos en el desarrollo de 

linfocitos T, B y células NK, indicando que las citocinas (IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15) 

que señalizan a través de esta cinasa, son importantes para el desarrollo normal de estos 

tipos celulares [103]. Los ratones deficientes en Jak3 o γc presentan una celularidad 

similar a los ratones normales aunque con un bloqueo en el desarrollo de las células B 

en la médula ósea, en el estadio pro-B a pre-B, debido a la ausencia de señalización por 

IL-7R, ya que esta  promueve tanto el rearreglo de la cadena pesada de las 

inmunoglobulinas como la proliferación por distintas vías de señalización [104]. La 

señalización inducida por IL-7 también es necesaria para el rearreglo de la cadena γ del 

TCR por lo que los ratones deficientes en Jak3 o γc no tienen linfocitos Tγδ [101, 105, 

106]. El desarrollo de las células NK es dependiente de IL-15 por lo que estos ratones 

no tienen células NK [107, 108]. El timo de los ratones deficientes en Jak3 contiene 

entre el 0.1% y el 10% del número normal de células. A pesar de este número tan 

reducido en timocitos, el patrón de tinción con CD4/CD8 en el timo adulto es 

relativamente normal [102]. El análisis de subpoblaciones DN reveló una disminución 

en los timocitos más inmaduros (estadio DN1) al día 14 de gestación debido 

probablemente a un defecto en la llegada de progenitores de la médula ósea hacia el 

timo [75, 109]. Además, este ratón presenta un bloqueo en el paso de DN a DP al día 16 

de gestación. El fenotipo del ratón Jak3-/- es muy similar a los ratones deficientes en 

IL-7, IL-7R y γc por lo que parte del fenotipo observado se debe a la falta de 

señalización mediada por IL-7 [103, 110] que actúa como un factor de superviencia y 

proliferación en la etapa de DN [111] y en parte a la falta de señalización de receptores 

de quimiocinas importantes en estos estadios y que señalizan a través de Jak3 [75].  

           A pesar del reducido número de timocitos, los ratones Jak3-/- presentan números 

normales de linfocitos T CD4, pero no CD8, en periferia, y poseen ganglios linfáticos 

periféricos muy pequeños [112], fenotipo similar al observado en los ratones IL-7Rα-/- 

y γc-/- [9, 105], que son las cadenas que forman el receptor heterodimérico para la 

transducción de señales de IL-7. El examen microscópico de los sitios donde no hay 

ganglios detectables macroscópicamente en los ratones IL-7Rα-/-, reveló la presencia de 

rudimentos de ganglios linfáticos [9]. Este defecto en los ganglios linfáticos no se debe 

a la ausencia de la señalización de IL-7 durante el desarrollo de los linfocitos, ya que el 
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ratón RAG-/- (deficiente en linfocitos) no presenta ausencia de ganglios, sino a defectos 

que 

receptor. El modelo de activación clásico de la vía  de las Jaks propone que con la unión 

cinasa. La autofosforilación en el loop de activación regula positivamente la actividad 

en la señalización del receptor de IL-7 en el desarrollo del ganglio [9]. 

     Sin embargo, estas células son fenotípica y funcionalmente anormales. Expresan 

altos niveles de CD44 y CD69, y bajos niveles de CD62L [112-114], fenotipo 

característico de linfocitos activados o de memoria. Esta activación parece depender de  

activación por antígeno ya que ratones deficientes en Jak3 que expresan un TCR 

transgénico, presentan un fenotipo vírgen [115]. Entonces, parece que la activación 

policlonal de estos linfocitos depende de interacciones con lo propio o con antígenos del 

ambiente. Los linfocitos de los ratones Jak3-/- son anérgicos y no responden estímulos 

mitogénicos [116], además son más susceptibles a apoptosis y tienen una deficiencia 

severa en la producción de IL-2 debido principalmente a la supervivencia limitada en 

cultivos a largo plazo de los linfocitos de los ratones Jak3 -/- [113].  

     El bazo de los ratones deficientes en Jak3 jóvenes es más pequeño que en los ratones 

normales aunque el número de células aumenta con la edad hasta desarrollar 

esplenomegalia severa. Estos ratones además presentan defectos en mielopoiesis 

conforme los ratones envejecen, como un aumento significativo de células 

mieloides/premonocíticas en sangre periférica, médula ósea y bazo [117]. 

     Los defectos encontrados en la periferia de los ratones deficientes en Jak3 no son el 

resultado de una maduración defectuosa en el timo. Cuando se restauró el desarrollo 

normal de linfocitos T reconstituyendo el timo de los ratones Jak3-/- con Jak3 

utilizando el promotor proximal de Lck, el defecto en los linfocitos T de periferia no se 

corrigió. Al salir las células del timo pierden la expresión de Jak3 y estos ratones 

acumulan grandes números de células T con fenotipo activado/memoria y que presenta 

los mismos defectos funcionales que el ratón deficiente en Jak3, lo que demostró 

Jak3 tiene un papel crucial en la periferia en las células T [112].  

1.4.4 Activación de la vía Jak-Stat 

      Las Jaks están asociadas constitutivamente a regiones ricas en prolina en la región 

proximal a la membrana de los receptores de citocinas, aunque en algunos casos la 

interacción entre las Jaks y el receptor se incrementa con la unión del ligando al 

de la citocina, se promueve un cambio conformacional en el receptor que promueve la 

activación de Jak a través de la interacción recíproca de dos Jaks yuxtapuestas y la auto-

y/o-transfosforilación de residuos de tirosina en el loop de activación del dominio de 
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de cinasa, sin embargo, en Jak3 la fosforilación en esta región puede aumentar (tirosina 

980) o inhibir (tirosina 981) la actividad catalítica (Fig 2) [118]. Otros sitios de 

autofosforilación se han identificado, como el residuo conservado entre los dominios 

JH1 y JH2 en Jak2 (tirosina 813) y Jak3 (tirosina 785) [119], que sirve para reclutar la 

proteína adaptadora SH2-Bβ, que regula positivamente la actividad de Jak2. En Jak3 la 

autofosforilación de las tirosinas 221 y 570 están involucrados en la regulación negativa 

de la cinasa (Fig 2) [120]. El mecanismo exacto de la autofosforilación de  las Jaks, así 

como su relevancia funcional y mecanismo de activación, se desconocen. 

      Una vez activadas, las Jak fosforilan residuos de tirosinas en los receptores 

generando así, sitios de anclaje para los STATs que se unen a los receptores por medio 

de un dominio SH2. Los STATs reclutados a la membrana son fosforilados por las Jaks 

activadas. Los STATs fosforilados forman homo y/o heterodímeros, lo que les permite 

mo PI3K en 

24] y varios receptores 

4, 75], CCR9 [75], CCR7 [125]. También se ha 

translocarse al núcleo donde regulan la expresión de varios genes [121] (Fig 3) entre los 

que se encuentran algunas quimiocinas y receptores de quimiocinas [52, 53]. Esta vía es 

importante porque garantiza una señalización rápida de la superficie celular hacia el 

núcleo. 

     Además de las STATs, las Jaks interaccionan con otras proteínas co

respuesta a estimulación con quimiocinas, y de esta interacción depende en parte, la 

fosforilación de algunas proteínas de adhesión focal como FAK, RAFTK (Pyk2), p130, 

Crk y paxilina, importantes para la adhesión celular y la migración [74]. 

     Se ha demostrado la asociación de Jak3 a la cadena ζ del TCR y su activación al 

estimularlo [122]. Además se ha reportado que las Jaks son activadas por una variedad 

de receptores estructuralmente diversos además de los receptores de citocinas, como 

receptores de muerte (CD40), receptores de cinasa de tirosina y receptores acoplados a 

proteínas G como el receptor de serotonina [123], angiotensina [1

de quimiocinas como CXCR4 [57, 7

descrito la fosforilación de miembros de la familia STAT en respuesta a estimulación 

con quimiocinas como CCL2 [55] y CCL5 [72]. 
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Figura 3. Las citocinas se unen a receptores homo o heterodiméricos, los cuales están asociados 

constitutivamente con las Jaks. Se cree que las Jaks se activan por un cambio conformacional en 

el receptor que les permite a las Jaks asociadas auto y/o transfosforilarse, una vez fosforiladas 

las Jaks fosforilan en residuos de tirosina al receptor de citocinas. Los STATs se unen a las 

cadenas fosforiladas del receptor, permitiendo a las Jaks fosforilar a los STATs. Los STATs 

fosforilados forman homo o heterodímeros y se translocan al núcleo donde reg

de varios genes. 

ulan la expresión 

nte la señalización de varias citocinas  

y se asocia a Jak2 y Tyk2 lo que cataliza la desactivación de las Jaks, así como la 

desfosforilación de los residuos de tirosina, que fosforilados permiten la asociación de 

las STATs [129]. También se ha demostrado asociación de Shp2 con Jak1 y Jak2. 

Existen además, varias familias de proteínas que regulan negativamente esta vía, ya sea 

 

1.4.5 Regulación negativa de la vía Jak/STAT 

     La degradación de las STATs es uno de los mecanismos por los cuales la vía Jak-

STAT puede ser regulada negativamente. Se ha demostrado que Stat1 es un blanco de 

degradación por ubiquitina/proteasoma [126]. Algunos STATs presentan varias formas 

por splicing alternativo y degradación. Stat 1 y Stat3 tienen formas trucadas que carecen 

de la región C-terminal que se cree que actúen como dominantes negativas [127, 128]. 
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actuando sobre el receptor o uniéndose directamente a las Jaks mediante sus dominios 

SH2 como: CIS [130], JAB, SSI e importantemente SOCS [131-133]. 
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1.5 LAS QUIMIOCINAS EN EL TRÁFICO DE LINFOCITOS 

       Los órganos linfoides son estructuras especializadas que permiten el desarrollo y la 

activación de los linfocitos T y B. El contacto entre las células linfoides y del estroma 

en médula ósea y timo es un prerrequisito para el correcto desarrollo de las células B y 

T. Las quimiocinas producidas constitutivamente en estos órganos, son requeridas para 

el posicionamiento correcto y la interacción de células linfoides y no linfoides, creando 

micro ambientes eficientes para el desarrollo. Mientras que los órganos linfoides 

secundarios, como el bazo y los ganglios linfáticos son los lugares donde las células B y 

T entran en contacto con células presentadoras de antígeno para iniciar una respuesta 

inmune. Las quimiocinas inducen la separación de los linfocitos T y B en micro-

ambientes físicamente distintos como las áreas T y B donde las quimocinas atrayentes 

de un subtipo específico son expresadas. 

1.5.1 Órganos linfoides primarios 

     El desarrollo de células B se da en la médula ósea, donde las células pre-pro B se 

desarrollan hacia pro, pre y células inmaduras que salen a flujo sanguíneo. CXCR4 

juega un papel central durante el desarrollo de las células B ya que la ausencia de este 

receptor o de su ligando, bloquea la linfopoyesis de células B [134-136]. Este receptor 

también está implicado en el desarrollo de células B en el hígado, durante la 

embriogénesis [137]. Los ratones deficientes en CXCR4 presentan un número 

incrementado de precursores en sangre [138], sugiriendo que las señales inducidas por 

CXCR4 funcionan como un factor de retención de los precursores, pero no en las 

células B inmaduras, ya que a pesar de tener una expresión similar de CXCR4 estas 

células no son retenidas en la médula ósea. Se ha demostrado que los precursores 

transducen las señales de CXCR4 de manera diferente que las células B inmaduras y las 

células B vírgenes [139]. Los precursores de células B se caracterizan por patrones 

definidos de expresión de receptores de quimiocinas. Las células pre-pro B migran 

únicamente en respuesta a estimulación de CCR9. La respuesta a la estimulación de 

CCR7 y CXCR5 se incrementa durante la maduración de pro a pre a células inmaduras 

[140]. Las células B inmaduras migran hacia el bazo, acumulándose en la frontera de la 

zona T – B, donde las células que reciben las señales adecuadas requeridas para la 

entrada a los folículos [141], incrementan la expresión de CXCR5, lo que les permite 

migrar hacia los folículos de células B que expresan CXCL13 [140]. 

     La colonización del timo ocurre al día 11.5 del desarrollo embrionario en ratón, 

previo a la vascularización del timo, los pre-timocitos llegan al primordio tímico vía 
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vesículas sanguíneas adyacentes a éste. Se ha demostrado el papel parcial pero 

tran al timo adulto vascularizado por la región 

o que esta colonización está regulado por la 

errequisito para el 

significativo de las quimiocinas CCL21 y CCL25 en este estadío temprano de 

colonización. Las quimiocinas CCL21 y CCL25 son expresadas por el primordio 

tímico, junto con otras quimiocinas [142]. En los ratones, mutantes naturales para 

CCL21 y CCL19 (plt/plt: paucity of lymph-node T cells), y en los ratones deficientes en 

CCR7, el número total de timocitos está reducido comparado con el normal hasta el día 

E14.5 [143]. Los ratones deficientes en CCR9, muestran una disminución de una tercera 

parte en la celularidad total del timo comparado con los ratones normales hasta el día 

E17.5 [144]. Tanto en ausencia de CCR7 como de CCR9, la celularidad del timo en 

estadíos más tardíos, del día E18.5 en adelante, se restaura, debido probablemente a una 

proliferación incrementada.  

     En ratones adultos, los pretimocitos en

cortico-medular. Se ha demostrad

interacción adhesiva entre la P-selectina expresada en el estroma tímico y la 

glicoproteína ligando 1 de la P-selectina (PSGL1) en los progenitores linfoides [145]. 

Los receptores de quimiocinas implicados en el reclutamiento de estos precursores, no 

están claramente establecidos, pero se sugiere que CCR9 podría estar implicado [146].  

      Después de la entrada al timo, los progenitores comienzan su desarrollo hacia 

células T. De la región cortico-medular los timocitos migran hacia la zona sub-cortical, 

CCR7 es requerido para la acumulación de estos progenitores en la zona sub-cortical. 

Los timocitos en el estadio DN 1-2 expresan altos niveles de CCR7, en los ratones 

deficientes para CCR7 o para sus ligandos (plt/plt), las células DN1-DN2 se acumulan 

en la región cortico-medular, mientras que la celularidad de los timocitos en los estadios 

DN3 y DN4 se reduce [147]. Los timocitos DP, reinducen la expresión de CCR7, que se 

requiere para la migración hacia la médula. La sobreexpresión de CCR7 induce la 

migración prematura de timocitos DP hacia la médula [148] y los ratones deficientes en 

CCR7 presentan timocitos SP en la corteza en lugar de en la médula [149].  

     En los ratones deficientes para CCR9, los timocitos inmaduros, no se acumulan en la 

zona sub-cortical sino que se distribuyen a través de la corteza [150], no obstante su 

localización errónea, la maduración de estos timocitos hacia SP no parece tener 

defectos, sugiriendo que la señalización de CCR9 funciona como una señal de 

atracción/retención a esta zona y que esta migración no es un pr

desarrollo tímico. 
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     Los timocitos SP seleccionados positivamente aumentan la expresión de CCR7 y 

salen del timo hacia la sangre para unirse al reservorio de células T vírgenes periféricas. 

Los receptores involucrados en la salida de los timocitos hacia la periferia reportados 

son CCR7 [149] y el receptor 1 de esfingosina-1-fosfato (S1P1), un receptor acoplado 

también a proteínas Gi [151].  

     Aunque las quimiocinas claramente regulan la localización de los timocitos y la 

arquitectura del timo, los efectos en los timocitos de la ausencia de señalización de un 

solo receptor de quimiocina son moderados, ya que la timopoyesis, podría depender del 

uso de  quimiocinas y receptores de quimiocinas que pudieran reemplazarse 

funcionalmente unos a otros, por lo que solo el estudio de ratones deficientes en varios 

receptores de quimiocinas en conjunto podría aclarar el papel de las quimiocinas en este 

 

proceso. 

 

1.5.2 Órganos linfoides secundarios. 

     El principal punto de entrada de los linfocitos de sangre periférica hacia los ganglios 

linfáticos periféricos, mesentéricos y placas de Peyer, pero no al bazo, son las HEVs. 

Para que un linfocito entre al ganglio vía HEVs debe ocurrir una cascada de cuando

menos cuatro eventos. Estas cascadas de adhesión son iniciadas por un paso de tethering 

(besamiento) que les permite a los linfocitos pegarse débilmente al endotelio vascular, 

las células que se han unido son empujadas hacia la pared por el torrente sanguíneo lo 

que resulta en un rodamiento lento por la pared vascular (etapa 1). Después, las células 

que van rodando encuentran estímulo en el endotelio que involucra receptores 

específicos (etapa 2). La activación de estas integrinas les permite a los linfocitos 

pegarse firmemente (etapa 3) y trasmigrar por el endotelio (etapa 4) [23] (Fig 4). 
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Fig 4. Los linfocitos ruedan a través del endotelio vascular a través de interacciones de 

selectinas. El lúmen del endotelio vascular presenta CCL21 y en menor grado CCL19 y 

CXCL12. La interacción de las quimiocinas con su receptor induce la activación de integrinas 

que le permiten a la célula adherirse firmemente al endotelio y finalmente transmigrar. 

 

     En general, el tethering y el rodamiento están mediados por la unión de L-selectina 

en linfocitos (CD62L) con PNAd (CD34 y GlyCAM-1) en el endotelio vascular de 

ganglios periféricos y con MadCAM-1 en mucosa [152]. Sin embargo algunos ganglios 

expresan otros ligandos para L-selectina que también son eficientes para este primer 

paso de adhesión [153]. El pegado firme de los linfocitos T rodantes en las HEVs es 

mediado principalmente por la unión de la integrina LFA-1 (CD11a/CD18) a ICAM-1 

(una molécula de la superfamilia de las inmunoglobulinas) en el endotelio vascular, y en 

algunas cepas, también mediado por la interacción de la integrina α4β7 con VCAM1 

pero en mucho menor grado, ya que las HEVs de los ganglios periféricos expresan muy 

poco VCAM1 [154]. Los linfocitos del ratón deficiente en LFA-1 son incapaces de 

migrar a los ganglios en una cepa mientras que en otra cepa se reporta una migración 

residual de linfocitos mediada por α4β7-VCAM1 [155]. Independientemente del tipo de 

integrinas involucradas, estas necesitan ser activadas para mediar el arresto firme, la 
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activación implica un cambio conformacional en el dominio extracelular de la integrina, 

que le permite pasar de un estado de baja afinidad por ligando a uno de alta afinidad. 

    Aunque la mayoría de los leucocitos expresan estas integrinas, no entran a los 

rganos linfoides, el tropismo de los linfocitos depende de las quimiocinas específicas 

resentadas por el endotelio vascular, que son las causantes de la activación de 

tegrinas [156] en los linfocitos pero no de otros leucocitos en las HEVs. El hecho de 

ue se deba suceder una vía molecular de varios pasos en las HEVs para que exista una 

ansmigración exitosa, explica por qué algunos leucocitos migran a los ganglios y otros 

o. Por ejemplo, las células polimorfonucleares expresan la L-selectina y LFA-1 pero 

o CCR7 o CXCR4, por lo que los PMNs efectúan el paso de tethering y rodamiento 

ero no pueden adherir firmemente al endotelio; o los linfocitos de memoria que sí 

xpresan el receptor de quimiocinas y LFA-1 pero bajan la expresión de L-selectina por 

 que son incapaces de efectuar el rodamiento [154, 157]. 

   Los ligandos de CCR7, CCL21 expresado en las HEVs [158], y CCL19 producido 

or células del estroma y exportado hacia las HEVs [159], son las principales fuentes de 

éricos y 

lacas de Peyer, mientras que la población de células T está enriquecida 

CCR7 y sus ligandos son requeridos no solamente para guiar a los linfocitos T vírgenes 
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n
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e
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p

activación de integrinas en los linfocitos T [160]. El ratón plt/plt muestra una adhesión 

deficiente de células T a las HEVs y por lo consiguiente migración deficiente hacia los 

ganglios linfáticos [140]. El ratón deficiente en CCR7 muestra una reducción de la 

población de células T del 60 al 70% en ganglios linfáticos periféricos y mesent

del 25% en las p

en sangre, la pulpa roja del bazo y la médula ósea [161]. CXCL12 también participa, 

aunque en menor grado, durante la adhesión de los linfocitos T a las HEVs [162]. La 

activación de integrinas en los linfocitos B para la entrada a los ganglios linfáticos 

periféricos, mesentéricos y placas de Peyer está mediada por CXCR5, CXCR4 y en 

menor grado por CCR7 [158, 162, 163]. 

     Los linfocitos pegados firmemente al endotelio vascular, transmigran hacia el tejido 

linfoide. Una vez adentro, los linfocitos T vírgenes migran en respuesta a las 

quimiocinas CCL21 y CCL19 expresadas en la zona T, mientras que los linfocitos B 

migran en respuesta a la quimiocina CXCL13 expresada en las áreas foliculares [19]. En 

los ratones plt/plt y los deficientes para CCR7 la migración de las células T no está 

afectada solamente al nivel de la entrada de las células vírgenes a través de las HEVs 

sino que también al nivel de localización de las células que han logrado entrar a los 

órganos linfoides, ya que no presentan zonas T definidas [161, 164]. Lo que indica que 
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a través de las HEVs sino también para dirigirlas a su microambiente correspondiente. 

El posicionamiento de las células T y B está determinado por una respuesta balanceada 

respuesta balanceada por la 

ntes de S1P [151].  

hacia CCL21 y CXCL13 [165]. 

     Cuando los linfocitos encuentran a su antígeno en el contexto adecuado, las células T 

se activan, expresan citocinas inflamatorias y se dividen, estas células también cambian 

la expresión de sus moléculas de superficie, por ejemplo, un subtipo de linfocitos T 

CD4 incrementan transitoriamente su expresión de CXCR5 mientras que disminuyen el 

nivel de expresión de CCR7 [166], lo que les permite migrar hacia la frontera de las 

zonas foliculares [167, 168], las células B activadas, a su vez incrementan 

transitoriamente el nivel de expresión de CCR7 así como el nivel de respuesta a este 

receptor. Esta regulación coordinada de los niveles de receptores de quimiocinas 

permite un encuentro eficiente de las células T y B en el borde de los folículos donde las 

células B reciben co-estimulación de las CD4 [169]. La 

modulación de la expresión de receptores de quimiocinas es un mecanismo importante 

para la migración intersticial, aunque la modulación de la respuesta es importante 

también, ya que aunque en algunos casos los niveles de expresión del receptor de 

quimiocinas correlaciona con la capacidad migratoria [165] en otros casos no lo hace 

[170]. 

      Mientras que algunos linfocitos T CD4 proveen ayuda a las células B, otros 

linfocitos T CD4 y CD8 activados salen de los ganglios a través de las vías eferentes de 

la linfa y llegan a los sitios de inflamación a través de la sangre. La expresión de altos 

niveles de ligandos de selectinas y de receptores de quimiocinas como CXCR3 

caracterizan a estas células efectoras [167]. En caso de no encontrar a su antígeno en el 

contexto adecuado, los linfocitos abandonan el ganglio a través de las vías eferentes 

hacia el flujo sanguíneo por vías dependie

     A diferencia de la entrada hacia los ganglios linfáticos por las HEVs, en la entrada al 

bazo, los linfocitos T y B son liberados pasivamente en las cavidades de la zona 

marginal y la pulpa roja. De allí, los linfocitos son atraídos por los ligandos de CCR7 y 

CXCR5 probablemente, hacia la pulpa blanca, usualmente, a la frontera entre las zonas 

B y T [168]. En experimentos de transferencia adoptiva, ambos subtipos se acumulan 

primero en la zona T (1 hora después de la inyección intravenosa) de donde los 

linfocitos B migran hacia los folículos (después de 2 a 4 horas) [161]. En ratones 

deficientes para CXCR5, las células B no forman folículos, sino que se acumulan 

alrededor de la zona T, probablemente atraídos con baja eficiencia por los ligandos de 
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CCR7 [171]. Y en ratones deficientes para CCR7, los linfocitos T se acumulan en la 

cavidad de la zona marginal y la pulpa roja, los bazos de estos ratones son de 2 a 3 

veces más grandes comparados con los de los ratones normales [161]. 

aciones de receptores de quimiocinas para descartar la posible redundancia en el 

     Las quimiocinas, y como consecuencia, los micro-ambientes linfoides ordenados son 

importantes para la iniciación de la respuesta inmune. Sin embargo, análogo a lo 

observado con el desarrollo de los timocitos, los receptores de quimiocinas no son 

siempre indispensables para la generación de las respuestas inmunes. Aunque la 

deficiencia de CCR7 reduce importantemente la reacción inmune, los animales a los que 

se les administra antígeno de manera sistémica montan reacciones inmunes 

comparables, aunque retardadas comparadas con los ratones normales [161], además de 

que presentan defectos en la regulación negativa de estas respuestas [172]. Así mismo, 

los ratones deficientes en CXCR5 muestran una producción de anticuerpos similar a la 

de los ratones normales cuando se les administra antígeno sistémicamente [171]. Las 

células participantes en estos procesos, al ser excluidas del sitio donde originalmente 

interaccionan, podrían establecer contacto en otros sitios, guiadas por quimiocinas a las 

que normalmente responden con menor eficiencia. Para evaluar la relevancia de las 

quimiocinas en este proceso, es necesario estudiar ratones deficientes en diferentes 

combin

uso de receptores de quimiocinas.  
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2. JUSTIFICACIÓN 

 
     A pesar de los recientes avances, el conocimiento de las señales intracelulares en el 

homing de linfocitos está incompleto, especialmente los eventos moleculares inducidos 

por CCR7, que llevan a la migración y a la activación de integrinas. El paradigma actual 

involucra la activación de las proteínas Gαi, seguida de la activación de PI3K y PLCβ, 

lo que lleva a la liberación de calcio intracelular y a la activación de varias moléculas 

como las cinasas de adhesión focal. Además, varias publicaciones han implicado 

demostrado la rápida fosforilación de los miembros de la famlia de las cinasas de Janus 

en líneas celulares, progenitores hematopoyéticos y timocitos [55, 57, 71, 75]. 

      Las señales inducidas por el receptor de quimiocinas CCR7, es una de las 

principales guías de los linfocitos T vírgenes para dejar el timo y salir hacia los ganglios 

linfáticos [140, 149, 158-160]. Los ratones deficientes en Jak3 presentan ganglios 

linfáticos periféricos muy pequeños. Los ratones deficientes en CCR7 o en sus ligandos 

(plt/plt) presentan ganglios linfáticos muy pequeños, y prácticamente sin linfocitos T 

vírgenes [161, 164].  

     Nosotros postulamos que la cinasa Jak3 podría participar en la señalización de 

CCR7, en la migración de linfocitos T vírgenes hacia los ganglios linfáticos periféricos, 

lo que explicaría en parte el fenotipo observado en la periferia del ratón deficiente en 

Jak3.  
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3. HIPÓTESIS 
     La ausencia de ganglios linfáticos en el ratón deficiente de Jak3 podría deberse a que 

la cinasa Jak3 participa en la señalización del receptor de quimiocinas CCR7, que media 

la migración hacia órganos linfoides secundarios 
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4. OBJETIVOS 

 

• Comparar la respuesta quimiotáctica de los timocitos del raton Jak3-/- con las 

del ratón de cepa silvestre en respuesta a la estimulación de CCL19 y CCL21. 

• Estudiar el nivel de expresión de los receptores de quimiocinas CCR7, CCR9 y 

CXCR4 en timocitos de ratones Jak3 -/- y Jak3 +/+. 

• Determinar si la estimulación de CCR7 por sus ligandos CCL19 y CCL21 

induce la activación de Jak3. 

• Comparar la respuesta quimiotáctica de células de ganglios linfáticos tratadas 

con el inhibidor específico de Jak3, WHI-P131 con la respuesta de las células no 

tratadas.  
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

5.1 MATERIALES 

 

5.1.1 Citocinas 

     La IL-7 recombinante murina y las quimiocinas CCL21, CCL19, CCL11 y CXCL12 

murinas fueron obtenidas de Peprotech (New Jersey, NJ, EUA). La quimiocina CCL25 

fue obtenida de R & D Systems (Minneapolis, MN, EUA). 

5.1.2 Anticuerpos 

     El anticuerpo monoclonal de ratón anti-fosfotirosina (4G10). El suero de conejo anti-

Jak3 888 fue donado por la Dra. Leslie J. Berg (University of Massachusetts Medical 

Center, Worcester, MA, EUA). El anticuerpo policlonal de cabra anti-Jak3 fue obtenido 

de Santa Cruz Biotechnologies (N15 Santa Cruz, CA, EUA). El anticuerpo de conejo 

anti-Jak3 fue obtenido de Upstate Biotechnologies (Lake Placid, NY, EUA). El 

anticuerpo de oveja anti-ratón acoplado a peroxidasa de rábano (HRP) y el anticuerpo 

de burro anti-conejo-HRP fueron obtenidos de Amersham Pharmacia Biothechnologies 

(Piscataway, NJ, EUA).  

 

5.1.3 Reactivos 

     La toxina pertussis (PTX) fue obtenida de Sigma (St. Louis, MO, EUA). El inhibidor 

específico de Jak3, WHI-P131, fue obtenido de Calbiochem (San Diego, CA, EUA). El 

fluoróforo calceína-AM fue obtenido de Molecular Probes (Eugene, Or, EUA). La 

fibronectina fue obtenida de Molecular Probes (Eugene, Or, EUA). Las membranas de 

policarbonato de 5 micras (PFD5) y las cámaras de Boyden utlizadas fueron obtenidas 

en Neuroprobe (Gaithersburg, MD, EUA). El kit RNA-STAT60  fue obtenido de Tel-

Test (Friendswood, TX, EUA). La DNAsaI y la transcriptasa reversa SUPERSCRIPT II 

fueron obtenidas de Invitrogen (Carlsbad, CA, EUA). El SYBRGreen Master Mix para 

el PCR tiempo real fue obtenido de Applied Biosystems (Foster City, CA, USA). La 

proteína G-agarosa fue obtenida de Invitrogen (Carlsbad, CA, EUA). Las membranas de 

PVDF (polyvinylidene fluoride) con poro de 0.45 µm Immobilon-P fueron obtenidas de 

Millipore (Bedford, Mass, EUA). El kit de quimioluminiscencia ECL fue obtenido de 

Amersham Pharmacia Biothechnologies (Piscataway, NJ, EUA). 
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5.1.4 Oligonucleótidos 

Los oligonucleótidos utilizados en los ensayos de la reacción en cadena de la polimerasa 

(PCR) fueron: 

CCR7 sentido 5’-ACAGCGGCCTCCAGAAGAACAGCGG-3’ 

CCR7 anti-sentido 5’-TGACGTCATAGGCAATGTTGAGCTG-3’ 

CCR9 sentido 5’-CACCATGATGCCCACAGAAC-3’ 

CCR9 anti-sentido 5’-GATGAGAAGCACACAGCTGTAG-3’ 

CXCR4 sentido 5’-AGAAGCTAAGGAGCATGACGGA-3’ 

CXCR4 anti-sentido 5’-ACTGCCTTTTCAGCCAGCAGTT-3’ 

HPRT sentido 5’-GACACAAACATGATTCAAATCCCTGA-3’ 

HPRT anti-sentido 5’-TATGGACAGGACTGAACGTCTTGC-3’ 

 

5.1.5 Ratones 

     Los ratones JAK3 –/- (C57/BL6-JAK3tm1Ljb) fueron obtenidos de Jackson 

Laboratories (Bar Harbor, ME, EUA). Se usaron ratones Jak3 -/- de 4 a 8 semanas de 

edad y como controles se utilizaron ratones de la misma edad C57/BL6 (de cepa 

silvestre) o ratones heterocigotos Jak3 +/- indistintamente, referidos como Jak3 +. 

 

5.2 MÉTODOS 

 

5.2.1 OBTENCIÓN DE CÉLULAS 

     Se extrajo quirúrgicamente el timo o los ganglios de los ratones C57BL/6 JAK3 -/-, 

o de los ratones C57BL/6 JAK3 + de 4 a 8 semanas. El tejido se disgregó 

mecánicamente utilizando dos membranas de nylon de 50 micrómetros sumergidas en 

RPMI (Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) con los suplementos estándar y 

adicionado con 10% de suero fetal bovino (SFB, Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, 

EUA). Las células obtenidas de la disgregación (timocitos) se lavaron 2 veces 

centrifugando a 1800 rpm por 7 minutos a 4°C. Se resuspendieron en el medio 

requerido para el ensayo a realizarse. Para ensayos de fosforilación y extracción de 

RNA en HBSS (Hanks Balanced Salt Solution buffer, Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, 

EUA), para la incubación con calceína previa a la quimotáxis en RPMI-10% de SFB. 

Para todos los experimentos utilizando timocitos Jak3 -/-, se hicieron pools de las 

células de 3-4 ratones. Los ganglios linfáticos axilares, maxilares e inguinales extraídos 
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de los ratones C57/BL6 (Jak3+/+) se mezclaron y se obtuvieron las células de la misma 

manera que las células del timo. 

 

5.2.2 TRATAMIENTO CON INHIBIDORES 

     Las células obtenidas de los ganglios, o los timocitos, a una concentración de 

8x106/ml en RPMI-10% SFB se mantuvieron por 1.5 horas en una incubadora a 37°C, 

5% CO2, con 200 ng/ml de PTX, con 30 µg/ml de WHI-P131 o con 3 µl/ml de DMSO 

como control. Se lavaron con tres veces el volumen de células con HBSS-BSA 0.05% 

dos veces, y se resuspendieron a una concentración de 5x106/ml en HBSS-BSA 0.05% 

con calcio y con magnesio, para ensayos de quimiotáxis, y a una concentración de 

45x106/ml para ensayos de fosforilación. La viabilidad no fue afectada bajo ninguna de 

estas condiciones como lo demostró el análisis de exclusión con el colorante azul de 

tripano. 

 

5.2.3 ENSAYOS DE QUIMIOTÁXIS 

     A las células a una concentración de  8x106/ml, se les adicionó el fluoróforo 

acetoximetil-ester de calceína a una concentración 0.5 µM por 15 minutos en una 

incubadora a 37°C y 5% de CO2. En caso de ser células tratadas con inhibidores o 

DMSO, en los últimos 15 minutos de la incubación con las drogas se añadió la calceína-

AM. Las células se lavaron y resuspendieron de la manera previamente descrita para 

ensayos de quimiotáxis. Previo al experimento, membranas de policarbonato con poro 

de tamaño de 5 µm (PFD5 Neuroprobe, Gaithersburg, MD, EUA) se cubrieron con una 

solución de fibronectina a 20 µg/ml en PBS, se incubaron 30 minutos de cada lado a 

37°C y se dejaron secar al aire. Las quimiocinas se prepararon a concentraciones de 10, 

50, 100, 500 y 1000 ng/ml en una solución de HBSS-BSA 0.05% y se incubaron 15 

minutos a 37°C como medida para desgasificarlas y evitar la formación de burbujas en 

la cámara. Los pozos de la parte inferior de la cámara de Boyden modificada (AP48 

Neuroprobe, Gaithersburg, MD, EUA) se cargaron con 29 µl de las diluciones de 

quimiocina. Posteriormente se colocó encima la membrana cubierta de fibronectina, 

después de esto se superpuso la parte de arriba de la cámara y se llenaron los pozos 

superiores con 50 µl de las células marcadas con calceína a una concentración de 

5x106/ml. Una vez cargada la cámara, se mantuvo en una incubadora por 2 horas a 37°C 

y 5% de CO2. Al final del tiempo de incubación, la cámara se desarmó y se raspó el lado 
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superior de la membrana (sobre el cual se colocó la suspensión celular) con una espátula 

de hule (P48AP, Neuroprobe, Gaithersburg, MD, EUA) 3 veces, lavando este mismo 

lado de la membrana entre cada raspado con solución de PBS. La membrana se dejó 

secar al aire. Posteriormente se cuantificó la fluorescencia de la membrana con el 

analizador de imágenes MultiImager FX (BioRad, Hércules, CA, EUA). Los niveles de 

fluorescencia de cada pozo correlacionan con el número de células presentes, 

corroborado en experimentos previos de tinción celular en el laboratorio. 

 

5.2.4 RT-PCR 

Extracción de RNA (ácido ribonucleíco) 

     Las células de timo de ratón Jak3 -/- y Jak3 + se obtuvieron como se describió 

anteriormente. Se colocaron de 5 a 10 millones de células por tubo y se centrifugaron, al 

botón de timocitos se les agregó 1 ml de RNA-STAT-60 y se agitó la mezcla hasta 

obtener una suspensión homogénea que se dejó 5 min a temperatura ambiente. Se 

añadieron 0.2 ml de cloroformo a cada tubo para luego agitarlos vigorosamente por 15 

seg, posteriormente se dejaron 2 min a temperatura ambiente y se centrifugaron por 15 

min a 13000 rpm a 4°C. La mezcla se separó en dos fases, la fase acuosa se transfirió a 

tubos a los que se le añadieron 0.5 ml de isopropanol y se agitaron por inversión y se 

dejaron reposar por 5 min a temperatura ambiente. Después, los tubos se centrifugaron a 

13000 rpm por 30 min a 4°C, y se desecha el sobrenadante, el botón de RNA que se 

lavó con 1 ml de etanol al 75% y se centrífugo a 7500 rpm por 5 min a 4°C, se descartó 

el sobrenadante y se dejó secar al aire el botón para evaporar el etanol, posteriormente el 

botón se resuspendió en 30 µl de agua bidestilada tratada con DEPC (dietil 

pirocarbonato). Posteriormente, el RNA fue tratado con DNAsaI. Una alícuota se utilizó 

para determinar la concentración por espectofotometría y otra para correr en un gel de 

agarosa al 1% (p/v) en TAE (Tris-Acetato 40 mM, EDTA 1 mM, pH 8.3) para 

determinar la integridad del RNA obtenido.  

Síntesis de cDNA 

     Se añadieron de 1 a 3 µg de RNA total y 500ng de oligo dT en un tubo que se incubó 

a 70°C por 10 min, enseguida esta mezcla se puso en hielo por un minuto y se le añadió 

el amortigüador de la transcriptasa reversa, 2.5 mM de MgCl2, 0.5 mM de dNTPs y 10 

mM de DTT. Los tubos se incubaron por 5 min a 42°C y se les añadieron 200 unidades 

de la enzima Superscript II a cada tubo. Estos se mantuvieron a 42°C por 50 minutos y 

posteriormente a 70°C por 15 min para detener la reacción. El cDNA (DNA 
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complementario) obtenido se usó como templado para las reacciones de PCR cualitativa 

y cuantitativa 

PCR no cuatitativa 

     Para la PCR cualitativa se usó el 10% del volumen total de la reacción de síntesis de 

cDNA. Se utilizó una concentración final de oligonucleotidos específicos para cada gen 

de 200 nM, 2 mM de MgCl2, 200 nM de dNTPs y 0.02 unidades de Taq Polimerasa por 

reacción. El protocolo de amplificación utilizado fue el siguiente: 10 minutos a 95°C; 

40 ciclos de: 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 60°C y 2 minutos a 72°C. Después de la 

reacción de PCR, 10 µl de cada muestra se corrieron en un gel de agarosa al 2.5% (p/v) 

en una solución de TBE (Tris Base 100 mM, Ácido Bórico 90 mM, EDTA 1 mM, pH 

8.3). Los geles se tiñeron con bromuro de etidio para su posterior captura. 

PCR Cuantitativa de Tiempo Real 

      Para la PCR cuantitativa se utilizó el 2% del volumen total de la reacción de síntesis 

de cDNA. Se usó una concentración final de oligonucleotidos específicos para cada gen 

de 200 nM y la mezcla de reacción SYBR Green Master Mix 1X. El protocolo de 

amplificación fue el siguiente: 10 mintutos a 95°C; 40 ciclos de: 45 seg a 94°C, 45 seg a 

60°C y 45 seg a 72°C. Seguidos de una curva de desnaturalización que va de los 60 a 

los 95°C  para probar la especificidad de la reacción (alineamiento de los primers, 

primer dimer, productos inespecíficos). 

      La PCR se analizó en un equipo para PCR en Tiempo Real 7000 SDS se utilizó 

HPRT como control endógeno y se normalizó con respecto al ratón Jak3 +. 

 

5.2.5 ENSAYOS DE FOSFORILACIÓN DE Jak3 

Estimulación y lisis de las células 

     Las células de timo y ganglios linfáticos obtenidas como se describe previamente, 

fueron resuspendidas a una concentración de 4.5x107/ml en HBSS-BSA 0.05% BSA 

con calcio y magnesio. Se colocó 1 ml de esta suspensión celular por tubo y fueron 

centrifugadas a 1800 rpm por 5 min. El botón de células se resuspendió en 300 µl de la 

solución estimulante: IL-7 a una concentración de 50 ng/ml o de las quimiocinas a una 

concentración de 100 ó 200 ng/ml en HBSS-BSA 0.05% BSA con calcio y magnesio. 

Para la estimulación con IL-7 o con HBSS-BSA 0.05% BSA con calcio y magnesio 

(como control), las células se incubaron 5 minutos a 37°C, para la estimulación con 

quimiocinas las células se incubaron 30 segundos a 37°C. Después del tiempo de 
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estimulación se añadieron 600 µl de solución inhibidora de fosfatasas. Las células se 

centrifugaron a 1800 rpm 5 min a 4°C y se le añadió 100 µl de solución de lisis al botón 

celular. Esta solución se dejó 10 min en hielo y posteriormente se centrífugo a 14000 

rpm por 10 min a 4°C. Posteriormente, se recuperó el sobrenadante y se separaron 10 µl 

del lisado para usarse como control y se guardó a -70°C. El resto del sobrenadante se 

utilizó para las inmunoprecipitaciones. 

Inmunoprecipitación de Jak3 

     Se añadieron 2µg de anti-Jak3 (N-15) sobre el lisado celular y se incubó en rotación 

por 1 hora a 4°C. Posteriormente se les añadió a los lisados 15 µl (volumen seco) de 

proteína G-agarosa por muestra en 200 µl  de buffer de lisis y se dejó incubar toda la 

noche en agitación a 4°C. Después de esta incubación, las muestras se centrifugaron por 

1 min a 8000 rpm a 4°C y se guardó el sobrenadante para determinar la eficiencia de la 

inmunoprecipitación. El complejo Jak3-anticuerpo-proteína G-agarosa se lavó tres 

veces con 800 µl de buffer de lisis a 4°C y las muestras se resuspedieron en 30 µl de 

buffer de lisis a las cuales se añadió un volúmen de buffer de carga para proteínas. 

Finalmente, las muestras se incubaron 5 minutos a 100°C. 

Electroforesis de proteínas 

     Se preparó un gel separador al 8% de acrilamida y un gel concentrador al 4% de 

acrilamida. Las muestras después de la inmunoprecipitación o los lisados totales, se 

cargaron en el gel con un marcador de proteínas de alto peso molecular preteñido (p-

77085 New England Biolabs, Boston MA, USA), los geles se corrieron en cámaras 

Hoeffer (SE600 Amersham Biosciences, NJ, USA) a 150 V hasta que el frente de 

corrida llegara al final del gel. Las electroforesis se realizaron en condiciones 

desnaturalizantes. 

Electrotransferencia de proteínas del gel a membranas de PVDF 

      Las proteínas del gel se transfirieron a membranas de PVDF previamente hidratadas 

(15 segundos en metanol, 2 min en agua y 5 min en buffer de transferencia) usando 

cámaras de  transferencia semiseca (HEP-1 Owl Separation Systems, Portsmouth, NH, 

USA) por 1 hora a 10 V. El gel se tiñó con azul de Coomasie para verificar la eficiencia 

de la transferencia.  

Inmunodetección de fosforilación en tirosina 

     Después de la transferencia, las membranas se lavaron con una solución de TBS y se 

sumergieron en la solución de bloqueo para el anticuerpo anti-fosfotirosina toda la 
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noche a 4°C en agitación. Posteriormente, las membranas se incubaron con el 

anticuerpo 4G10 (monoclonal anti-fosfotirosina) 1 µg/ml durante 1 hora a temperatura 

ambiente en agitación. Después, las membranas se enjuagaron una vez y se lavaron dos 

veces 10 min y 4 veces 5 min en agitación con TBS-Tween. Posteriormente se trató a 

las membranas con el anticuerpo secundario (policlonal de oveja anti-ratón acoplado a 

peroxidasa de rábano) diluido 1:3000 por 30 min a temperatura ambiente en agitación. 

Terminada la incubación, la membrana se lavó de la misma manera que después de la 

incubación con el anticuerpo primario con un lavado adicional de 5 min con TBS. Las 

proteínas fueron detectadas por quimioluminiscencia. Las membranas se incubaron por 

1 min con ECL y se pusieron en contacto con placas fotográficas (Kodak Biomax MR). 

Se realizó una exposición de 5 min, posteriormente las placas fueron sumergidas en 

solución reveladora (Kodak Dektol) por el tiempo necesario, se enjuagaron con agua y 

se sumergieron en la solución fijadora (Kodak Rapid Fixer with Hardener) por el tiempo 

necesario. Finalmente, las placas se enjuagaron con agua y se dejaron secar al aire. En 

algunos casos las membranas se expusieron 1 hora. La placa fotográfica se examinó con 

un analizador de imágenes MultiImager FluorS BioRad (Hercules, CA, USA) para 

cuantificar la intensidad de las bandas. Después del revelado, las membranas se 

enjuagaron con TBS. 

Lavado de la membrana e inmunodetección de Jak3 

      Para despegar los anticuerpos pegados a las proteínas de las membranas después de 

la primera inmunodetección, estas se sumergieron en la solución de lavado de la 

membrana y se dejó en agitación a 65°C durante 30 min. Las membranas se enjuagaron 

dos veces con TBS-Tween y se lavaron dos veces 10 min y 4 veces 5 min en agitación. 

Después de los lavados se bloquearon las membranas con la solución bloqueadora para 

anti-Jak3 888 durante toda la noche a 4°C en agitación. Posteriormente se incubaron las 

membranas con el anti-Jak3 a una dilución 1:2000 por 8 horas a 4°C después de lo cual 

se lavaron como se describió anteriormente. A continuación, se incubó con el anticuerpo 

secundario (policlonal de burro anti-conejo acoplado a peroxidasa de rábano) a una 

dilución de 1:4000 por 30 min a temperatura ambiente y se lavó. Las proteínas se 

detectaron por quimioluminscencia como se describió anteriormente. 

 

*Para reactivos y soluciones utilizados durante los ensayos de fosforilación, consultar el 

ApéndiceI.
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6. RESULTADOS 
 
6.1 MIGRACIÓN EN RESPUESTA A ESTIMULACIÓN DE CCR7 

     El receptor de quimiocinas CCR7 juega un papel crucial en la migración intersticial 

en el timo y en la salida de los linfocitos T hacia ganglios linfáticos periféricos. Se 

realizaron experimentos de quimiotaxis con CCL21 y CCL19, los ligandos naturales de 

CCR7, en timocitos de ratones Jak3 -/- y Jak3 +/- como control para analizar si existían 

defectos en la migración hacia esta quimiocina en ratones deficientes en Jak3. 

      La respuesta migratoria de los timocitos frente a CCL21 siguió un patrón 

dependiente de la concentración de la quimiocina, con un pico de migración entre los 50 

y 100 ng/ml (fig 6.1). Aunque ambos tipos celulares muestran una respuesta 

quimiotáctica, los timocitos del ratón Jak3 -/- presentan una migración 

significativamente disminuida comparada con la migración que se observa en los 

timocitos del ratón Jak3 +/- a las concentraciones de 50, 100 y 500 ng/ml de CCL21.  

      La respuesta migratoria obtenida de los timocitos Jak3 -/- frente a la quimiocina 

CCL19 se encuentra afectada comparada con la respuesta de los timocitos Jak3 +/-. 

Mientras que los timocitos  del ratón Jak3 +/- presentan actividad quimiotáctica con un 

pico de migración a la concentración de 50 ng/ml de CCL19, los timocitos del ratón 

Jak3 -/- tienen una respuesta muy baja o casi nula hacia las diferentes concentraciones 

de CCL19 analizadas en el experimento (fig 6.2). 

     Además se demostró en experimentos previos del laboratorio que existen defectos en 

la migración de timocitos de Jak3 -/- hacia CCL25 y CXCL12. Este defecto en la 

migración no es un efecto inespecífico, ya que en respuesta a otras quimiocinas como 

CCL4, CCL5 y CCL11, los timocitos de  los ratones Jak3 -/- no muestran diferencias en 

la migración comparados con los ratones Jak3 +/- [1]. 
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Figura 6.1 Migración de timocitos en respuesta a CCL21 por 2 horas. Se utlilizaron 3 

pozos por cada concentración. La gráfica muestra el promedio del triplicado con error 

estándar. * Diferencias estadísticamente significativa (p<0.05). Los datos se analizaron 

mediante una prueba de t de student no apareada. 
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Figura 6.2 Migración de timocitos en respuesta a CCL19 por 2 horas. Se utilizaron 3 

pozos por cada concentración. La gráfica muestra el promedio del triplicado con error 

estándar. * Diferencias estadísticamente significativas  (p<0.05). Los datos se 

analizaron mediante una prueba de t de student no apareada. 
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6.2 ANALISIS CUALITATIVO DE LA EXPRESIÓN mRNA DE RECEPTORES 

DE QUIMIOCINAS 

      Las diferencias en respuesta migratoria de los timocitos de ratones Jak3 -/- podrían 

deberse ya sea a defectos en la señalización de los receptores de quimiocina o a una 

disminución de los niveles de expresión de los receptores de quimiocina en el ratón 

deficiente de Jak3. 

     Para definir si había defectos de expresión de receptores de quimiocinas en los 

ratones Jak3 -/-, se caracterizó la expresión de varios receptores de quimiocinas: CCR1, 

CCR2, CCR3, CCR4, CCR5, CCR7, CCR9 y CXCR4 en timocitos totales de ratones 

Jak3 -/-, Jak3 +/- y Jak3 +/+ con la técnica de RT-PCR cualitativa. 

     Se extrajo RNA total de timocitos adultos de ratones Jak3 +/+, Jak3 +/- y Jak3 -/- y  

se sintetizó cDNA. El cDNA se probó en PCR para detectar los RNA mensajeros de los 

diferentes receptores. Se detectó RNA mensajero de todos los receptores de quimiocinas 

probados para el ratón (figura 6.3) demostrando que la falta de señales mediadas por 

citocinas que utilizan la γc no induce la inhibición de la transcripción de los genes de los 

receptores de quimiocinas ensayados y que las deficiencias en la quimiotaxis de 

timocitos de los ratones Jak3 -/- no se deben a la ausencia del mensajero del receptor de 

quimiocinas CCR7. 
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Figura 6.3 Comparación de la expresión RNA mensajero de receptores de quimiocinas 

en timocitos Jak3 +/- y Jak3 -/-. Carril (1) MPM, (2) CCR1, (3) CCR2, (4) CCR3, (5) 

CCR4, (6) CCR5, (7) CCR7, (8) CCR9 y (9) CXCR4. 
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6.3 ANÁLISIS CUANTITATIVO DE  mRNA DE RECEPTORES DE 

QUIMIOCINA 

     Dado que no existen diferencias cualitativas en la expresión de mRNA para 

receptores de quimiocinas entre los timocitos de ratones Jak3 -/-  y los timocitos de los 

ratones Jak3 +/-. Se investigó si existían diferencias cuantitativas en la expresión del 

receptor de quimiocinas CCR7 en timocitos de ratones Jak3 -/- y Jak3 +/-. 

     Utilizando la técnica de RT-PCR en tiempo real se cuantifico el mensajero de los 

receptores de quimiocina CCR7, CCR9, CXCR4. En este tipo de ensayos, la cantidad de 

mensajero del gen de interés se normaliza con respecto a la cantidad de mensajero de un 

gen de expresión constitutiva, para corregir diferencias en calidad y cantidad de RNA en 

las diferentes muestras que inevitablemente existen como resultado de diferencias en la 

cantidad de muestra y en extracción. El control endógeno utilizado fue  la hipoxantina-

fosforibosiltransferasa (HPRT). Se extrajo RNA total de timos adultos de ratones Jak3 

+/- y Jak3 -/- y se hizo un pool. El RNA total extraído se trató con DNAsaI, se sintetizó 

cDNA (DNA complementario) y se sometió a PCR en tiempo real.  

     Los resultados muestran que la expresión de los mensajeros para CCR9 y CXCR4 no 

muestra diferencias significativas entre los timocitos de ratones Jak3 +/- y Jak3 -/-. La 

expresión del mensajero de CCR7 muestra diferencias significativas entre los timocitos 

Jak3 +/+ y Jak3 -/-, ya que el análisis muestra que los timocitos del ratón Jak3 -/- 

presentan una expresión superior de CCR7 comparada con la de los timocitos Jak3 +/+. 

Demostrando así que las deficiencias en migración de los timocitos del ratón Jak3 -/- no 

se deben a niveles disminuidos en expresión de RNA mensajero de estos receptores de 

quimiocinas lo que apoyaría que el defecto se encuentra a nivel de señalización. Estos 

experimentos se repitieron usando 6 extracciones distintas de RNA con datos muy 

reproducibles (figura 6.4). 

      Para comparar la expresión de mensajero entre las diferentes muestras se obtuvo el 

número de ciclos requeridos para que la fluorescencia del SYBR Green (se intercala en 

la doble cadena y fluoresce marcando así la aparición de doble cadena) alcanzara un 

cambio en el nivel de fluorescencia significativo sobre el umbral (Ct = Ciclo umbral). 

Los datos de PCR en tiempo real se presentan como la expresión relativa con respecto a 

los timocitos del ratón Jak3 +/+ (normalizador) utilizando el método de ∆∆Ct en el cual 

la expresión relativa es igual a 2-∆∆Ct donde: 
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∆∆Ct = (Ct del gen de interés – Ct del gen endógeno HPRT de la muestra) - ∆∆Ct de la 

muestra normalizadora. 

 

     Cada muestra se corrió por triplicado y los valores de Ct fueron promediados en cada 

tipo de reacción. Estos resultados se usaron para calcular la expresión relativa del 

mensajero de cada receptor de quimiocina en los timocitos del ratón Jak3 -/- comparado 

con la cantidad de mensajero de cada receptor en los timocitos del ratón Jak3 +/+. El 

análisis de significancia fue realizado usando el programa qgene con la ecuación 3 de 

acuerdo a la referencia. El cálculo de la expresión normalizada se soporta en los valores 

de eficiencia de amplificación calculados a partir de las curvas de eficiencia de 

amplificación de cada gen. Se utilizó una prueba de t de Student no apareada de dos 

colas. Valores de p menores a 0.05 fueron considerados significativos. 
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Figura 6.4 Expresión de CCR9, CCR7 y CXCR4 en timocitos de ratones Jak3 -/- y 

Jak3 +/+. Se graficó el promedio de los triplicados con desviación estándar de la 

expresión, corregidos con el mensajero de HPRT y normalizados con respecto a la 

expresión de cada receptor en el ratón Jak3 +/+. Se muestran 2 experimentos 

representativos. 
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6.4 QUIMIOTAXIS EN PRESENCIA DEL INHIBIDOR ESPECÍFICO DE Jak3 

(WHI-P131) 

     Se demostró que en los timocitos de los ratones Jak3 -/- no presentan deficiencias de 

expresión de RNA mensajero para los receptores de quimiocinas estudiados, lo que 

sugiere que los defectos de migración observados en los timocitos de ratones Jak3 -/- no 

se deben a defectos en la expresión de receptores de quimiocinas. Para descartar la 

posibilidad de que los defectos en migración en el ratón Jak3 -/- se deban a deficiencias 

en el desarrollo de los timocitos en ausencia de Jak3 se midió la respuesta quimiotáctica 

de timocitos y linfocitos de ganglio de ratones silvestres, en presencia de un inhibidor 

específico de Jak3: WHI-P131. 

      Los timocitos de ratón tratados fueron probados con las quimiocinas CCL25, 

CXCL12 y CCL11 para probar la relevancia de Jak3 en la señalización de quimiocinas 

durante la migración intersticial en timo. Como control de inhibición se utilizó la toxina 

pertussis (PTX), que bloquea la función de las proteínas Gαi asociadas a los receptores 

de quimiocina. 

      Como se esperaba, la PTX bloqueó completamente la respuesta quimiotáctica hacia 

CCL25, CXCL12, y CCL11 (figuras 6.5, 6.6 y 6.7 respectivamente) a todas las 

concentraciones de quimiocina. La inhibición farmacológica de Jak3 mostró que la 

migración en respuesta a CCL25 y CXCL12 se afecta seriamente en ausencia de Jak3 

pero la respuesta de los timocitos a CCL11 no se afecta (figuras 6.5, 6.6 y 6.7, 

respectivamente), sugiriendo que en timocitos Jak3 está involucrado en la señalización 

de los receptores de quimiocina CCR9 y CXCR4 pero no es necesario para la 

señalización del receptor CCR3 . Estos resultados reproducen el fenotipo de migración 

observado en el ratón Jak3 -/-, los cuales presentan una migración deficiente hacia las 

quimiocinas CCL25 y CXCL12 pero no hacia la quimiocina CCL11. 

 

 

 

 

 

 45



RESULTADOS 
 

 

 

igura 6.5 Quimiotaxis de timocitos de ratón de cepa sillvestre sin tratamiento (control) 
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y tratados con las drogas WHI-P131 (inhibidor de Jak3) y PTX (inhibidor de proteínas 

Gαi). Las células tratadas se prueban contra diferentes concentraciones que van de 0 a 

1000 ng/ml de la quimiocina CCL25 que es ligando natural para el receptor de 

quimiocinas CCR9. Se grafica el promedio de los duplicados con desviación, se muestra 

un experimento representativo de un total de tres. 
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Figura 6.6 iento (control) 
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Gαi). Las células tratadas se prueban contra diferentes concentraciones que van de 0 a 

1000 ng/ml de la quimiocina CXCL12 que es ligando natural para el receptor de 

quimiocinas CXCR4. Se grafica el promedio de los duplicados con desviación, se 

muestra un experimento representativo de un total de tres. 
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Figura 6.7

αi). Las células tratadas se prueban contra diferentes concentraciones que van de 0 a 

1000 ng/ml de la quimiocina CCL11 que es el ligando para el receptor de quimiocinas 

experimento representativo de un total de tres. 

lización de CCR7 en periferia. Se midió 

 respuesta quimiotáctica hacia CCL21 de las células inhibidas famacológicamente 

para Jak3 comparada con las células no inhibidas. Como control de inhibición se utilizó 

 deficiencias en la respuesta quimiotáctica en respuesta a CCL21 en todas las 

concentraciones ensayadas con las células sin tratamientos con  (figura 6.8). 
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      Además se probó el efecto de tratar con la droga linfocitos de ganglios periféricos 

para evalular la participación de Jak3 en la seña

la

PTX.  

     El bloqueo de las Gαi por PTX inhibió casi completamente la migración de los 

linfocitos de ganglio en respuesta a CCL21, además la inhibición de Jak3 también 

muestra
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Figura 6.8 Qum pa sillvestre sin 

tratam X 

inhibidor de proteínas Gαi). Las células tratadas se prueban contra diferentes 

concentraciones que van de 0 a 1000 ng/ml de la quimiocina CCL21 que es ligando 

natural para el receptor de quimiocinas CCR7. Se grafica el promedio de los duplicados 
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5.4 FOSFORILACIÓN DE JAK3 EN RESPUESTA A ESTIMULACIÓN DEL 

RECEPTOR DE QUIMIOCINAS CCR7 

      Dado que se demostró que no existe una disminución en la expresión del RNA 

mensajero para el receptor de quimocinas CCR7 en los timocitos de ratones Jak3 -/-; se 

sugirió que los defectos en la migración de los timocitos del ratón deficiente en Jak3 en 

respuesta a la estimulación de CCR7 con sus ligandos CCL19 y CCL21 podían deberse 

a una deficiencia en la señalización de este receptor en las  células deficientes en Jak3, 

ya que la cinasa Jak3 podría encontrarse en la vía de señalización de CCR7. Esta 

hipótesis apoyada en los experimentos de migración de células del ratón de cepa 

silvestre tratados con el inhibidor específico de Jak3, WHI-P131 en donde se observó 

una migración disminuida con respecto a las células no tratadas en respuesta a la 

estimulación de las células con CCL21. 

     Se hicieron experimentos de fosforilación para medir la activación de la cinasa Jak3 

en respuesta a la estimulación de CCR7 con sus ligandos. 

     Para estos experimentos se inmunoprecipitó Jak3 con el anticuerpo policlonal anti-

Jak3, se reveló con un anticuerpo anti-fosfotirosina (4G10) y posteriormente la misma 

membrana se reveló con un anticuerpo contra Jak3 total en la membrana para 

normalizar la fosforilación de Jak3 y descartar la posibilidad de que el aumento se deba 

a mayor cantidad de proteína total. En un trabajo previo del grupo de trabajo [73] se 

había demostrado que esta inmunoprecipitación es específica al encontrarse una banda 

entre el rango de los 110 y los 120 kDa de acuerdo al peso esperado para Jak3 de 116 

kDa, sin embargo, la eficiencia de inmunoprecipitación es baja, solo se reportó un 

índice de inmunoprecipitación de entre el 10 y 15% del total de Jak3 en la muestra, por 

lo que para los experimentos de fosforilación de Jak3 en respuesta a estimulación de 

CCR7 se decidió usar células de ganglios periféricos que se sabe tienen una expresión 

de CCR7 mayor que los timocitos. 

      Como control positivo se utilizó IL-7 murina recombinante (rmIL-7), ya que está 

reportada la fosforilación de la cinasa Jak3 en respuesta a la estimulación  con IL-7. En 

experimentos previos del laboratorio se determinó que la concentración óptima para la 

estimulación de las células con IL-7 es de 50 ng/ml. El tiempo que se utilizó fue el 

reportado en la literatura como el pico de fosforilación para Jak3 con el estímulo de IL-

7, 5 minutos a 37°C. Como control negativo se utlizó medio de estimulación sin 

quimiocina ni rIL-7 por 5 min  o 15 seg a 37°C. 
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     Para medir la fosforilación de Jak3 en respuesta a estimulación con quimiocinas se 

utilizaron dos concentraciones que estuvieran cerca del pico de quimiotaxis 100 y 200 

ng/ml. Se probaron las quimiocinas CCL19 y CCL21 por 15 segundos a 37°C debido a 

que con otras quimiocinas probadas en el laboratorio y las reportadas en la literatura se 

observa el pico de fosforilación de las cinasas de Janus de los 10 a los 60 segundos. 

     Se demostró una fosforilación de Jak3 en respuesta a estimulación con CCL21 y 

CCL19 (figura 6.9) a los 15 segundos con 100 y 200 ng/ml de quimiocina aunque la 

concentración más eficiente para estímulo parece ser la de 100 ng/ml lo cual 

corresponde al pico de quimiotaxis. Esta fosforilación rápida muestra que la cinasas 

Jak3 está involucrada en la señalización de CCR7 y sugiere que los defectos en la 

migración de los timocitos del ratón Jak3 -/- se deben a deficiencias en la señalización 

del receptor. 
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Figura 6.9 Análisis de la fosforilación de Jak3 en respuesta a estimulación con CCL21 

y CCL19 por 15 segundos. Carril (1) IL-7, (2) Medio, (3) SLC100 ng/ml, (4) CCL19 

100 ng/ml, (5) CCL21 200 ng/ml.  
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7. DISCUSIÓN 

     Una vez que los linfocitos T han terminado su maduración, estos salen del timo hacia 

la periferia para migrar a los órganos linfoides secundarios en busca de su antígeno. Los 

ratones deficientes en Jak3 presentan ganglios linfáticos periféricos muy pequeños, 

fenotipo muy parecido al de los ratones deficientes en IL-7Rα y en γc [1-3]. Estos 

ratones son capaces de formar el rudimento de los ganglios linfáticos [3], sin embargo 

presentan serias deficiencias para poblarlos. Las señales inducidas por el receptor de 

quimiocinas CCR7, es una de las principales guías de los linfocitos T vírgenes para 

dejar el timo y salir hacia los ganglios linfáticos [4-8]. Los ratones deficientes en CCR7 

o en sus ligandos (plt/plt) presentan ganglios linfáticos muy pequeños, y prácticamente 

sin linfocitos T vírgenes [9, 10]. Existe evidencia creciente de la participación de las 

cinasas Jak en la señalización de receptores de quimiocinas en diferentes tipos celulares 

[11-19]. Por lo que se propone que la cinasa Jak3 podría participar en la señalización de 

CCR7, en la migración de linfocitos T vírgenes hacia los ganglios linfáticos periféricos, 

lo que explicaría en parte el fenotipo observado en la periferia del ratón deficiente en 

Jak3. 

     Los timocitos SP (positivos sencillos) seleccionados positivamente aumentan la 

expresión de CCR7 y salen del timo hacia el torrente sanguíneo para unirse al reservorio 

de células T vírgenes periféricas. Para analizar la respuesta migratoria de los linfocitos 

T vírgenes a la estimulación de CCR7 en ausencia de la cinasa Jak3, se hicieron 

experimentos de quimiotaxis con timocitos de los ratones Jak3 -/-. Se demostró que los 

timocitos del ratón deficiente en Jak3, no responden a la estimulación con CCL19 y 

CCL21 a ninguna de las concentraciones ensayadas, en contraste, los timocitos de 

ratones heterocigotos (Jak3 +/-) sí presentaron respuestas quimiotácticas a estas 

concentraciones. Estos experimentos sugieren que la migración mediada por CCR7 en 

linfocitos T vírgenes, requiere de la participación de Jak3.  

     Sin embargo, esta migración deficiente de los timocitos Jak3 -/- podía deberse a 

niveles de expresión de CCR7 menores en los timocitos de los ratones deficientes en 

Jak3, ya que se ha demostrado que algunos de los receptores de citocinas que señalizan 

a través de la cadena gamma común, y que por lo tanto utilizan Jak3, pueden regular la 

expresión de receptores de quimiocinas. Se ha demostrado que IL-2 aumenta la 

expresión de CXCR4 en linfocitos T humanos [20]. En progenitores tímicos, IL-7 

aumenta la expresión de CXCR4 [21]. En linfocitos T, IL-15 induce la expresión de 
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mensajero para receptores de quimiocinas tipo CC pero no CXC [22]. Las IL-2, IL-4, 

IL-7 e IL-15 aumentan la expresión de CXCR4 en células de memoria [23].  Entonces, 

la ausencia de la señalización de estas citocinas, podría modificar la expresión de los 

receptores de quimiocinas en los ratones Jak3 -/-. 

     Por lo tanto, mediante la técnica de RT-PCR cualitativa, se examinó la presencia del 

mensajero de varios receptores de quimiocinas en los timocitos de los ratones Jak3 -/-. 

Estos experimentos demostraron que estos ratones sí expresan todos los receptores de 

quimiocinas estudiados, entre los cuales se encuentra CCR7. 

     Para descartar la posibilidad de que, los defectos en la migración de estos en 

respuesta a la estimulación con CCL19 y CCL21, se debieran a diferencias en el nivel 

de expresión de CCR7 en los ratones Jak3 -/-, comparado con la expresión en los 

ratones Jak3 +. Se hicieron experimentos de RT-PCR cuantitativa utilizando la técnica 

de tiempo real. Como control endógeno se utilizó el gen de la hipoxantina-

fosforibosiltransferasa (HPRT), ya que se ha demostrado que posee una expresión 

constante que es independiente de estímulos extracelulares [24].  

     Se estudió el nivel de expresión del receptor de quimiocinas CCR7 en timocitos de 

los ratones Jak3 -/- y Jak3 +. Además se estudió la expresión de CCR9 y CXCR4, ya 

que en experimentos previos del laboratorio se demostró que los timocitos de los 

ratones Jak3 -/- presentan defectos en la migración en respuesta a la estimulación con 

CCL25 y CXCL12, los ligandos respectivos de estos receptores [14]. Estos 

experimentos mostraron que el nivel de expresión de CCR9 y CXCR4 no es 

significativamente distinto en los timocitos de los ratones Jak3 -/- y Jak3 +, lo que 

indicó que los defectos en la migración de los timocitos Jak3-/- en respuesta a la 

estimulación de CCR9 y CXCR4 no se deben a niveles disminuidos de expresión en 

estas células sino a defectos de señalización. 

      Inesperadamente, el nivel de expresión del receptor de quimiocinas CCR7 se 

encuentra aumentado más de cuatro veces en los timocitos de los ratones Jak3 -/-, estos 

resultados se reprodujeron en 6 extracciones independientes de pools de 3 a 4 ratones, 

confirmando el resultado. Se pueden considerar varias hipótesis para este resultado, la 

primera, que los niveles de CCR7 sean regulados negativamente por la activación de 

Jak3, así, en la ausencia de Jak3, los niveles de CCR7 aumentan; la segunda, CCR7 

transduce señales independientemente de Jak3, entonces, las células que expresan altos 

niveles de CCR7 tienen una ventaja, incluso en la ausencia de Jak3; tercero, que la 
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ausencia de señalización mediada por CCR7 indujera una sobre-expresión del receptor 

como un intento de mecanismo compensatorio. 

     La abundancia del RNA mensajero no necesariamente correlaciona con la expresión 

de la proteína, sin embargo existen reportes de receptores de quimiocinas donde sí lo 

hace [23]. Sin embargo, esta cuestión solo puede ser aclarada por la cuantificación del 

receptor en superficie. La expresión aumentada de CCR7 en los timocitos del ratón Jak3 

-/- fue confirmada en experimentos posteriores del grupo de trabajo, utilizando una 

proteína quimérica CCL19-Ig, que ha demostrado ser un marcador confiable de los 

niveles de expresión de CCR7 en células linfoides [15]. 

     Estos resultados demuestran que las deficiencias en la migración de los timocitos del 

ratón Jak3 -/- no se deben a una menor expresión del receptor de quimiocinas CCR7. 

Entonces se procedió a investigar si Jak3 se activa en respuesta a la estimulación de 

CCR7 con sus ligandos CCL19 y CCL21. La activación de Jak3 puede ser medida por 

la fosforilación en tirosinas de esta cinasa [25, 26]. 

     Este análisis reveló la fosforilación de  Jak3 en tirosinas en respuesta a la 

estimulación con sus ligandos CCL19 y CCL21. Esta fosforliación es rápida, 

alcanzando un pico de fosforilación entre los 30-60 segundos, y decayendo a los niveles 

basales al cabo de 3 minutos (datos no mostrados). Estos resultados son consistentes 

con los resultados previos que demuestran la fosforilación de cinasas Jak en respuesta a 

la estimulación con quimiocinas [11, 14, 16, 19]. Recientemente, un reporte demostró 

que en células de ganglios de ratón Balb/c, la cinasa Jak2 se fosforila en respuesta a la 

estimulación con CCL21, con un pico de fosforilación a los 60 segundos [15]. En este 

reporte se utiliza un inhibidor de Jak2 y Jak3, Tyr AG490. El tratamiento de las células 

con esta droga abate la fosforilación de Jak2, y la migración y activación de integrinas 

en respuesta a la estimulación con CCL21. En este reporte no se midió la fosforilación 

de Jak3 [15]. Estos resultados no son contradictorios con los nuestros, ya que en la 

señalización de citocinas, estas se unen a receptores heterodímericos cuyas cadenas 

están asociadas constitutivamente a distintos tipos de jaks, que en respuesta a la unión 

del ligando, se transfosforilan para la transducción de señales. Por ejemplo, en la 

transducción de señales de IL-2 e IL-7, Jak1 y Jak3 están involucradas, ya que cada 

cinasa se asocia constitutivamente a un tipo de cadena del receptor. Así, en la 

señalización de CCR7, Jak2 y Jak3 podrían estar involucradas. El mecanismo por el 

cual las Jaks transmiten las señales de los receptores de quimiocinas no está establecido. 

Se ha propuesto un modelo de dimerizacion, basado en resultados que demuestran la 
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coprecipitación de los receptores en dimeros u oligomeros en respuesta a la 

estimulación con quimiocina [12, 16, 27], de acuerdo al cual, en respuesta a la 

estimulación con quimiocina, los receptores de quimiocina se dimerizan y unen Jaks, 

los cuales fosforilan al receptor de quimiocinas [28]. La actividad de las cinasas Jak, en 

estos trabajos, parece no solo ser independiente de proteínas Gαi, sino necesaria para su 

asociación con el receptor [11]. Apoyando esta hipótesis, se ha demostrado que la 

dimerizacion de receptores acoplados a proteínas G, como los opioides [29-31], 

muscarínicos [31] y adrenérgicos [30], y la dimerizacion de otros receptores de siete 

dominios transmembranales, como el receptor de GABA [32, 33], tiene un papel 

importante en la señalización. Actualmente no hay evidencia directa de que CCR7 se 

dimerice en respuesta a la estimulación con sus ligandos, son necesarios experimentos 

en el futuro que determinen el mecanismo de acción de la Jak3 y Jak2 en la 

transducción de señales de CCR7. 

      Aunque se había demostrado que Jak3 se activa en respuesta a la estimulación con 

CCL19 y CCL21, y que esto podía explicar los defectos en la migración de los 

timocitos de los ratones Jak3 -/-, existía la posibilidad de que los defectos en la 

migración de estos ratones fueran una consecuencia de defectos en la maduración de 

estas células, debido al importante papel en la señalización de IL-7 en el desarrollo de 

los linfocitos T [34, 35]. Para resolver esta cuestión, se hicieron experimentos de 

quimiotaxis frente a la quimiocina CCL21, usando células de ganglio linfático de 

ratones de cepa silvestre tratadas con un inhibidor específico de Jak3, WHI-P31. Este 

inhibidor funciona uniéndose al sitio activo de la cinasa Jak3, impidiéndole así la 

interacción con sus sustratos. 

      Anteriormente se había demostrado que los timocitos del ratón deficiente en Jak3 

también presenta deficiencias en la respuesta migratoria frente a las quimiocinas CCL25 

y CXCL12 pero no frente a la quimiocina CCL11 [14]. Aquí demostramos que la 

inhibición farmacológica de Jak3 con WHI-P131 reproduce los resultados observados 

con el ratón Jak3 -/-. 

      El tratamiento de las células de ganglios linfáticos con WHI-P131 bloquea su 

respuesta a la estimulación de CCR7 con su ligando CCL21. Lo cual confirma el papel 

de la cinasa Jak3 en la señalización de CCR7.  

     La demostración definitiva de que Jak3 es necesario para transducir las señales del 

receptor de quimiocinas, explica, en parte, la ausencia de ganglios linfáticos en el ratón 

Jak3 -/-, ya que la señalización por CCR7 es indispensable para que los linfocitos T 
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vírgenes migren hacia estos órganos. Aunque cabe la posibilidad de que este defecto 

tenga un origen más temprano, en defectos en la organogénesis de los ganglios por una 

ausencia de señalización del receptor de IL-7,que está involucrado en el desarrollo, es 

decir, que no existiera el lugar hacia donde migrar. Esta cuestión se resuelve 

parcialmente con la observación de los ratones deficientes en IL-7Rα y γc si poseen 

rudimentos de ganglios en los sitios donde el ganglio debió desarrollarse. Sin embargo, 

para la demostración clara de que parte de los defectos en la periferia del ratón Jak3 -/- 

se deben a deficiencias de señalización de CCR7 por la ausencia de Jak3, son necesarios 

experimentos de transferencia de células del ratón Jak3 -/- a ratones de cepa silvestre. 

Estos experimentos fueron desarrollados por el grupo de trabajo y demostraron que las 

células del ratón deficiente de Jak3, presenta defectos en la migración hacia los 

ganglios. Estos resultados confirman que Jak3 es necesario para la transducción de 

señales de CCR7, y que el fenotipo del ratón Jak3 con respecto a los ganglios se explica 

en parte, a los defectos en la señalización de CCR7 por la ausencia de la cinasa Jak3.  
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6. RESULTADOS 
 
6.1 MIGRACIÓN EN RESPUESTA A ESTIMULACIÓN DE CCR7 

     El receptor de quimiocinas CCR7 juega un papel crucial en la migración intersticial 

en el timo y en la salida de los linfocitos T hacia ganglios linfáticos periféricos. Se 

realizaron experimentos de quimiotaxis con CCL21 y CCL19, los ligandos naturales de 

CCR7, en timocitos de ratones Jak3 -/- y Jak3 +/- como control para analizar si existían 

defectos en la migración hacia esta quimiocina en ratones deficientes en Jak3. 

      La respuesta migratoria de los timocitos frente a CCL21 siguió un patrón 

dependiente de la concentración de la quimiocina, con un pico de migración entre los 50 

y 100 ng/ml (fig 6.1). Aunque ambos tipos celulares muestran una respuesta 

quimiotáctica, los timocitos del ratón Jak3 -/- presentan una migración 

significativamente disminuida comparada con la migración que se observa en los 

timocitos del ratón Jak3 +/- a las concentraciones de 50, 100 y 500 ng/ml de CCL21.  

      La respuesta migratoria obtenida de los timocitos Jak3 -/- frente a la quimiocina 

CCL19 se encuentra afectada comparada con la respuesta de los timocitos Jak3 +/-. 

Mientras que los timocitos  del ratón Jak3 +/- presentan actividad quimiotáctica con un 

pico de migración a la concentración de 50 ng/ml de CCL19, los timocitos del ratón 

Jak3 -/- tienen una respuesta muy baja o casi nula hacia las diferentes concentraciones 

de CCL19 analizadas en el experimento (fig 6.2). 

     Además se demostró en experimentos previos del laboratorio que existen defectos en 

la migración de timocitos de Jak3 -/- hacia CCL25 y CXCL12. Este defecto en la 

migración no es un efecto inespecífico, ya que en respuesta a otras quimiocinas como 

CCL4, CCL5 y CCL11, los timocitos de  los ratones Jak3 -/- no muestran diferencias en 

la migración comparados con los ratones Jak3 +/- [1]. 
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Figura 6.1 Migración de timocitos en respuesta a CCL21 por 2 horas. Se utlilizaron 3 

pozos por cada concentración. La gráfica muestra el promedio del triplicado con error 

estándar. * Diferencias estadísticamente significativa (p<0.05). Los datos se analizaron 

mediante una prueba de t de student no apareada. 

0
20000
40000
60000
80000

100000
120000
140000
160000

0 10 50 100 500 1000

CCL19 ng/ml

Jak3+/-

Jak3-/-

C
N

T/
m

m
2

* *

*
*

0
20000
40000
60000
80000

100000
120000
140000
160000

0 10 50 100 500 1000

CCL19 ng/ml

Jak3+/-

Jak3-/-

C
N

T/
m

m
2

* *

*
*

Figura 6.2 Migración de timocitos en respuesta a CCL19 por 2 horas. Se utilizaron 3 

pozos por cada concentración. La gráfica muestra el promedio del triplicado con error 

estándar. * Diferencias estadísticamente significativas  (p<0.05). Los datos se 

analizaron mediante una prueba de t de student no apareada. 
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6.2 ANALISIS CUALITATIVO DE LA EXPRESIÓN mRNA DE RECEPTORES 

DE QUIMIOCINAS 

      Las diferencias en respuesta migratoria de los timocitos de ratones Jak3 -/- podrían 

deberse ya sea a defectos en la señalización de los receptores de quimiocina o a una 

disminución de los niveles de expresión de los receptores de quimiocina en el ratón 

deficiente de Jak3. 

     Para definir si había defectos de expresión de receptores de quimiocinas en los 

ratones Jak3 -/-, se caracterizó la expresión de varios receptores de quimiocinas: CCR1, 

CCR2, CCR3, CCR4, CCR5, CCR7, CCR9 y CXCR4 en timocitos totales de ratones 

Jak3 -/-, Jak3 +/- y Jak3 +/+ con la técnica de RT-PCR cualitativa. 

     Se extrajo RNA total de timocitos adultos de ratones Jak3 +/+, Jak3 +/- y Jak3 -/- y  

se sintetizó cDNA. El cDNA se probó en PCR para detectar los RNA mensajeros de los 

diferentes receptores. Se detectó RNA mensajero de todos los receptores de quimiocinas 

probados para el ratón (figura 6.3) demostrando que la falta de señales mediadas por 

citocinas que utilizan la γc no induce la inhibición de la transcripción de los genes de los 

receptores de quimiocinas ensayados y que las deficiencias en la quimiotaxis de 

timocitos de los ratones Jak3 -/- no se deben a la ausencia del mensajero del receptor de 

quimiocinas CCR7. 
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Figura 6.3 Comparación de la expresión RNA mensajero de receptores de quimiocinas 

en timocitos Jak3 +/- y Jak3 -/-. Carril (1) MPM, (2) CCR1, (3) CCR2, (4) CCR3, (5) 

CCR4, (6) CCR5, (7) CCR7, (8) CCR9 y (9) CXCR4. 
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6.3 ANÁLISIS CUANTITATIVO DE  mRNA DE RECEPTORES DE 

QUIMIOCINA 

     Dado que no existen diferencias cualitativas en la expresión de mRNA para 

receptores de quimiocinas entre los timocitos de ratones Jak3 -/-  y los timocitos de los 

ratones Jak3 +/-. Se investigó si existían diferencias cuantitativas en la expresión del 

receptor de quimiocinas CCR7 en timocitos de ratones Jak3 -/- y Jak3 +/-. 

     Utilizando la técnica de RT-PCR en tiempo real se cuantifico el mensajero de los 

receptores de quimiocina CCR7, CCR9, CXCR4. En este tipo de ensayos, la cantidad de 

mensajero del gen de interés se normaliza con respecto a la cantidad de mensajero de un 

gen de expresión constitutiva, para corregir diferencias en calidad y cantidad de RNA en 

las diferentes muestras que inevitablemente existen como resultado de diferencias en la 

cantidad de muestra y en extracción. El control endógeno utilizado fue  la hipoxantina-

fosforibosiltransferasa (HPRT). Se extrajo RNA total de timos adultos de ratones Jak3 

+/- y Jak3 -/- y se hizo un pool. El RNA total extraído se trató con DNAsaI, se sintetizó 

cDNA (DNA complementario) y se sometió a PCR en tiempo real.  

     Los resultados muestran que la expresión de los mensajeros para CCR9 y CXCR4 no 

muestra diferencias significativas entre los timocitos de ratones Jak3 +/- y Jak3 -/-. La 

expresión del mensajero de CCR7 muestra diferencias significativas entre los timocitos 

Jak3 +/+ y Jak3 -/-, ya que el análisis muestra que los timocitos del ratón Jak3 -/- 

presentan una expresión superior de CCR7 comparada con la de los timocitos Jak3 +/+. 

Demostrando así que las deficiencias en migración de los timocitos del ratón Jak3 -/- no 

se deben a niveles disminuidos en expresión de RNA mensajero de estos receptores de 

quimiocinas lo que apoyaría que el defecto se encuentra a nivel de señalización. Estos 

experimentos se repitieron usando 6 extracciones distintas de RNA con datos muy 

reproducibles (figura 6.4). 

      Para comparar la expresión de mensajero entre las diferentes muestras se obtuvo el 

número de ciclos requeridos para que la fluorescencia del SYBR Green (se intercala en 

la doble cadena y fluoresce marcando así la aparición de doble cadena) alcanzara un 

cambio en el nivel de fluorescencia significativo sobre el umbral (Ct = Ciclo umbral). 

Los datos de PCR en tiempo real se presentan como la expresión relativa con respecto a 

los timocitos del ratón Jak3 +/+ (normalizador) utilizando el método de ∆∆Ct en el cual 

la expresión relativa es igual a 2-∆∆Ct donde: 
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∆∆Ct = (Ct del gen de interés – Ct del gen endógeno HPRT de la muestra) - ∆∆Ct de la 

muestra normalizadora. 

 

     Cada muestra se corrió por triplicado y los valores de Ct fueron promediados en cada 

tipo de reacción. Estos resultados se usaron para calcular la expresión relativa del 

mensajero de cada receptor de quimiocina en los timocitos del ratón Jak3 -/- comparado 

con la cantidad de mensajero de cada receptor en los timocitos del ratón Jak3 +/+. El 

análisis de significancia fue realizado usando el programa qgene con la ecuación 3 de 

acuerdo a la referencia. El cálculo de la expresión normalizada se soporta en los valores 

de eficiencia de amplificación calculados a partir de las curvas de eficiencia de 

amplificación de cada gen. Se utilizó una prueba de t de Student no apareada de dos 

colas. Valores de p menores a 0.05 fueron considerados significativos. 
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Figura 6.4 Expresión de CCR9, CCR7 y CXCR4 en timocitos de ratones Jak3 -/- y 

Jak3 +/+. Se graficó el promedio de los triplicados con desviación estándar de la 

expresión, corregidos con el mensajero de HPRT y normalizados con respecto a la 

expresión de cada receptor en el ratón Jak3 +/+. Se muestran 2 experimentos 

representativos. 
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6.4 QUIMIOTAXIS EN PRESENCIA DEL INHIBIDOR ESPECÍFICO DE Jak3 

(WHI-P131) 

     Se demostró que en los timocitos de los ratones Jak3 -/- no presentan deficiencias de 

expresión de RNA mensajero para los receptores de quimiocinas estudiados, lo que 

sugiere que los defectos de migración observados en los timocitos de ratones Jak3 -/- no 

se deben a defectos en la expresión de receptores de quimiocinas. Para descartar la 

posibilidad de que los defectos en migración en el ratón Jak3 -/- se deban a deficiencias 

en el desarrollo de los timocitos en ausencia de Jak3 se midió la respuesta quimiotáctica 

de timocitos y linfocitos de ganglio de ratones silvestres, en presencia de un inhibidor 

específico de Jak3: WHI-P131. 

      Los timocitos de ratón tratados fueron probados con las quimiocinas CCL25, 

CXCL12 y CCL11 para probar la relevancia de Jak3 en la señalización de quimiocinas 

durante la migración intersticial en timo. Como control de inhibición se utilizó la toxina 

pertussis (PTX), que bloquea la función de las proteínas Gαi asociadas a los receptores 

de quimiocina. 

      Como se esperaba, la PTX bloqueó completamente la respuesta quimiotáctica hacia 

CCL25, CXCL12, y CCL11 (figuras 6.5, 6.6 y 6.7 respectivamente) a todas las 

concentraciones de quimiocina. La inhibición farmacológica de Jak3 mostró que la 

migración en respuesta a CCL25 y CXCL12 se afecta seriamente en ausencia de Jak3 

pero la respuesta de los timocitos a CCL11 no se afecta (figuras 6.5, 6.6 y 6.7, 

respectivamente), sugiriendo que en timocitos Jak3 está involucrado en la señalización 

de los receptores de quimiocina CCR9 y CXCR4 pero no es necesario para la 

señalización del receptor CCR3 . Estos resultados reproducen el fenotipo de migración 

observado en el ratón Jak3 -/-, los cuales presentan una migración deficiente hacia las 

quimiocinas CCL25 y CXCL12 pero no hacia la quimiocina CCL11. 
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igura 6.5 Quimiotaxis de timocitos de ratón de cepa sillvestre sin tratamiento (control) 
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y tratados con las drogas WHI-P131 (inhibidor de Jak3) y PTX (inhibidor de proteínas 

Gαi). Las células tratadas se prueban contra diferentes concentraciones que van de 0 a 

1000 ng/ml de la quimiocina CCL25 que es ligando natural para el receptor de 

quimiocinas CCR9. Se grafica el promedio de los duplicados con desviación, se muestra 

un experimento representativo de un total de tres. 
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Figura 6.6 iento (control) 
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Gαi). Las células tratadas se prueban contra diferentes concentraciones que van de 0 a 

1000 ng/ml de la quimiocina CXCL12 que es ligando natural para el receptor de 

quimiocinas CXCR4. Se grafica el promedio de los duplicados con desviación, se 

muestra un experimento representativo de un total de tres. 
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Figura 6.7

αi). Las células tratadas se prueban contra diferentes concentraciones que van de 0 a 

1000 ng/ml de la quimiocina CCL11 que es el ligando para el receptor de quimiocinas 

experimento representativo de un total de tres. 

lización de CCR7 en periferia. Se midió 

 respuesta quimiotáctica hacia CCL21 de las células inhibidas famacológicamente 

para Jak3 comparada con las células no inhibidas. Como control de inhibición se utilizó 

 deficiencias en la respuesta quimiotáctica en respuesta a CCL21 en todas las 

concentraciones ensayadas con las células sin tratamientos con  (figura 6.8). 
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      Además se probó el efecto de tratar con la droga linfocitos de ganglios periféricos 

para evalular la participación de Jak3 en la seña

la

PTX.  

     El bloqueo de las Gαi por PTX inhibió casi completamente la migración de los 

linfocitos de ganglio en respuesta a CCL21, además la inhibición de Jak3 también 

muestra
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Figura 6.8 Qum pa sillvestre sin 

tratam X 

inhibidor de proteínas Gαi). Las células tratadas se prueban contra diferentes 

concentraciones que van de 0 a 1000 ng/ml de la quimiocina CCL21 que es ligando 

natural para el receptor de quimiocinas CCR7. Se grafica el promedio de los duplicados 
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5.4 FOSFORILACIÓN DE JAK3 EN RESPUESTA A ESTIMULACIÓN DEL 

RECEPTOR DE QUIMIOCINAS CCR7 

      Dado que se demostró que no existe una disminución en la expresión del RNA 

mensajero para el receptor de quimocinas CCR7 en los timocitos de ratones Jak3 -/-; se 

sugirió que los defectos en la migración de los timocitos del ratón deficiente en Jak3 en 

respuesta a la estimulación de CCR7 con sus ligandos CCL19 y CCL21 podían deberse 

a una deficiencia en la señalización de este receptor en las  células deficientes en Jak3, 

ya que la cinasa Jak3 podría encontrarse en la vía de señalización de CCR7. Esta 

hipótesis apoyada en los experimentos de migración de células del ratón de cepa 

silvestre tratados con el inhibidor específico de Jak3, WHI-P131 en donde se observó 

una migración disminuida con respecto a las células no tratadas en respuesta a la 

estimulación de las células con CCL21. 

     Se hicieron experimentos de fosforilación para medir la activación de la cinasa Jak3 

en respuesta a la estimulación de CCR7 con sus ligandos. 

     Para estos experimentos se inmunoprecipitó Jak3 con el anticuerpo policlonal anti-

Jak3, se reveló con un anticuerpo anti-fosfotirosina (4G10) y posteriormente la misma 

membrana se reveló con un anticuerpo contra Jak3 total en la membrana para 

normalizar la fosforilación de Jak3 y descartar la posibilidad de que el aumento se deba 

a mayor cantidad de proteína total. En un trabajo previo del grupo de trabajo [73] se 

había demostrado que esta inmunoprecipitación es específica al encontrarse una banda 

entre el rango de los 110 y los 120 kDa de acuerdo al peso esperado para Jak3 de 116 

kDa, sin embargo, la eficiencia de inmunoprecipitación es baja, solo se reportó un 

índice de inmunoprecipitación de entre el 10 y 15% del total de Jak3 en la muestra, por 

lo que para los experimentos de fosforilación de Jak3 en respuesta a estimulación de 

CCR7 se decidió usar células de ganglios periféricos que se sabe tienen una expresión 

de CCR7 mayor que los timocitos. 

      Como control positivo se utilizó IL-7 murina recombinante (rmIL-7), ya que está 

reportada la fosforilación de la cinasa Jak3 en respuesta a la estimulación  con IL-7. En 

experimentos previos del laboratorio se determinó que la concentración óptima para la 

estimulación de las células con IL-7 es de 50 ng/ml. El tiempo que se utilizó fue el 

reportado en la literatura como el pico de fosforilación para Jak3 con el estímulo de IL-

7, 5 minutos a 37°C. Como control negativo se utlizó medio de estimulación sin 

quimiocina ni rIL-7 por 5 min  o 15 seg a 37°C. 
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     Para medir la fosforilación de Jak3 en respuesta a estimulación con quimiocinas se 

utilizaron dos concentraciones que estuvieran cerca del pico de quimiotaxis 100 y 200 

ng/ml. Se probaron las quimiocinas CCL19 y CCL21 por 15 segundos a 37°C debido a 

que con otras quimiocinas probadas en el laboratorio y las reportadas en la literatura se 

observa el pico de fosforilación de las cinasas de Janus de los 10 a los 60 segundos. 

     Se demostró una fosforilación de Jak3 en respuesta a estimulación con CCL21 y 

CCL19 (figura 6.9) a los 15 segundos con 100 y 200 ng/ml de quimiocina aunque la 

concentración más eficiente para estímulo parece ser la de 100 ng/ml lo cual 

corresponde al pico de quimiotaxis. Esta fosforilación rápida muestra que la cinasas 

Jak3 está involucrada en la señalización de CCR7 y sugiere que los defectos en la 

migración de los timocitos del ratón Jak3 -/- se deben a deficiencias en la señalización 

del receptor. 
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Figura 6.9 Análisis de la fosforilación de Jak3 en respuesta a estimulación con CCL21 

y CCL19 por 15 segundos. Carril (1) IL-7, (2) Medio, (3) SLC100 ng/ml, (4) CCL19 

100 ng/ml, (5) CCL21 200 ng/ml.  
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7. DISCUSIÓN 

     Una vez que los linfocitos T han terminado su maduración, estos salen del timo hacia 

la periferia para migrar a los órganos linfoides secundarios en busca de su antígeno. Los 

ratones deficientes en Jak3 presentan ganglios linfáticos periféricos muy pequeños, 

fenotipo muy parecido al de los ratones deficientes en IL-7Rα y en γc [1-3]. Estos 

ratones son capaces de formar el rudimento de los ganglios linfáticos [3], sin embargo 

presentan serias deficiencias para poblarlos. Las señales inducidas por el receptor de 

quimiocinas CCR7, es una de las principales guías de los linfocitos T vírgenes para 

dejar el timo y salir hacia los ganglios linfáticos [4-8]. Los ratones deficientes en CCR7 

o en sus ligandos (plt/plt) presentan ganglios linfáticos muy pequeños, y prácticamente 

sin linfocitos T vírgenes [9, 10]. Existe evidencia creciente de la participación de las 

cinasas Jak en la señalización de receptores de quimiocinas en diferentes tipos celulares 

[11-19]. Por lo que se propone que la cinasa Jak3 podría participar en la señalización de 

CCR7, en la migración de linfocitos T vírgenes hacia los ganglios linfáticos periféricos, 

lo que explicaría en parte el fenotipo observado en la periferia del ratón deficiente en 

Jak3. 

     Los timocitos SP (positivos sencillos) seleccionados positivamente aumentan la 

expresión de CCR7 y salen del timo hacia el torrente sanguíneo para unirse al reservorio 

de células T vírgenes periféricas. Para analizar la respuesta migratoria de los linfocitos 

T vírgenes a la estimulación de CCR7 en ausencia de la cinasa Jak3, se hicieron 

experimentos de quimiotaxis con timocitos de los ratones Jak3 -/-. Se demostró que los 

timocitos del ratón deficiente en Jak3, no responden a la estimulación con CCL19 y 

CCL21 a ninguna de las concentraciones ensayadas, en contraste, los timocitos de 

ratones heterocigotos (Jak3 +/-) sí presentaron respuestas quimiotácticas a estas 

concentraciones. Estos experimentos sugieren que la migración mediada por CCR7 en 

linfocitos T vírgenes, requiere de la participación de Jak3.  

     Sin embargo, esta migración deficiente de los timocitos Jak3 -/- podía deberse a 

niveles de expresión de CCR7 menores en los timocitos de los ratones deficientes en 

Jak3, ya que se ha demostrado que algunos de los receptores de citocinas que señalizan 

a través de la cadena gamma común, y que por lo tanto utilizan Jak3, pueden regular la 

expresión de receptores de quimiocinas. Se ha demostrado que IL-2 aumenta la 

expresión de CXCR4 en linfocitos T humanos [20]. En progenitores tímicos, IL-7 

aumenta la expresión de CXCR4 [21]. En linfocitos T, IL-15 induce la expresión de 
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mensajero para receptores de quimiocinas tipo CC pero no CXC [22]. Las IL-2, IL-4, 

IL-7 e IL-15 aumentan la expresión de CXCR4 en células de memoria [23].  Entonces, 

la ausencia de la señalización de estas citocinas, podría modificar la expresión de los 

receptores de quimiocinas en los ratones Jak3 -/-. 

     Por lo tanto, mediante la técnica de RT-PCR cualitativa, se examinó la presencia del 

mensajero de varios receptores de quimiocinas en los timocitos de los ratones Jak3 -/-. 

Estos experimentos demostraron que estos ratones sí expresan todos los receptores de 

quimiocinas estudiados, entre los cuales se encuentra CCR7. 

     Para descartar la posibilidad de que, los defectos en la migración de estos en 

respuesta a la estimulación con CCL19 y CCL21, se debieran a diferencias en el nivel 

de expresión de CCR7 en los ratones Jak3 -/-, comparado con la expresión en los 

ratones Jak3 +. Se hicieron experimentos de RT-PCR cuantitativa utilizando la técnica 

de tiempo real. Como control endógeno se utilizó el gen de la hipoxantina-

fosforibosiltransferasa (HPRT), ya que se ha demostrado que posee una expresión 

constante que es independiente de estímulos extracelulares [24].  

     Se estudió el nivel de expresión del receptor de quimiocinas CCR7 en timocitos de 

los ratones Jak3 -/- y Jak3 +. Además se estudió la expresión de CCR9 y CXCR4, ya 

que en experimentos previos del laboratorio se demostró que los timocitos de los 

ratones Jak3 -/- presentan defectos en la migración en respuesta a la estimulación con 

CCL25 y CXCL12, los ligandos respectivos de estos receptores [14]. Estos 

experimentos mostraron que el nivel de expresión de CCR9 y CXCR4 no es 

significativamente distinto en los timocitos de los ratones Jak3 -/- y Jak3 +, lo que 

indicó que los defectos en la migración de los timocitos Jak3-/- en respuesta a la 

estimulación de CCR9 y CXCR4 no se deben a niveles disminuidos de expresión en 

estas células sino a defectos de señalización. 

      Inesperadamente, el nivel de expresión del receptor de quimiocinas CCR7 se 

encuentra aumentado más de cuatro veces en los timocitos de los ratones Jak3 -/-, estos 

resultados se reprodujeron en 6 extracciones independientes de pools de 3 a 4 ratones, 

confirmando el resultado. Se pueden considerar varias hipótesis para este resultado, la 

primera, que los niveles de CCR7 sean regulados negativamente por la activación de 

Jak3, así, en la ausencia de Jak3, los niveles de CCR7 aumentan; la segunda, CCR7 

transduce señales independientemente de Jak3, entonces, las células que expresan altos 

niveles de CCR7 tienen una ventaja, incluso en la ausencia de Jak3; tercero, que la 
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ausencia de señalización mediada por CCR7 indujera una sobre-expresión del receptor 

como un intento de mecanismo compensatorio. 

     La abundancia del RNA mensajero no necesariamente correlaciona con la expresión 

de la proteína, sin embargo existen reportes de receptores de quimiocinas donde sí lo 

hace [23]. Sin embargo, esta cuestión solo puede ser aclarada por la cuantificación del 

receptor en superficie. La expresión aumentada de CCR7 en los timocitos del ratón Jak3 

-/- fue confirmada en experimentos posteriores del grupo de trabajo, utilizando una 

proteína quimérica CCL19-Ig, que ha demostrado ser un marcador confiable de los 

niveles de expresión de CCR7 en células linfoides [15]. 

     Estos resultados demuestran que las deficiencias en la migración de los timocitos del 

ratón Jak3 -/- no se deben a una menor expresión del receptor de quimiocinas CCR7. 

Entonces se procedió a investigar si Jak3 se activa en respuesta a la estimulación de 

CCR7 con sus ligandos CCL19 y CCL21. La activación de Jak3 puede ser medida por 

la fosforilación en tirosinas de esta cinasa [25, 26]. 

     Este análisis reveló la fosforilación de  Jak3 en tirosinas en respuesta a la 

estimulación con sus ligandos CCL19 y CCL21. Esta fosforliación es rápida, 

alcanzando un pico de fosforilación entre los 30-60 segundos, y decayendo a los niveles 

basales al cabo de 3 minutos (datos no mostrados). Estos resultados son consistentes 

con los resultados previos que demuestran la fosforilación de cinasas Jak en respuesta a 

la estimulación con quimiocinas [11, 14, 16, 19]. Recientemente, un reporte demostró 

que en células de ganglios de ratón Balb/c, la cinasa Jak2 se fosforila en respuesta a la 

estimulación con CCL21, con un pico de fosforilación a los 60 segundos [15]. En este 

reporte se utiliza un inhibidor de Jak2 y Jak3, Tyr AG490. El tratamiento de las células 

con esta droga abate la fosforilación de Jak2, y la migración y activación de integrinas 

en respuesta a la estimulación con CCL21. En este reporte no se midió la fosforilación 

de Jak3 [15]. Estos resultados no son contradictorios con los nuestros, ya que en la 

señalización de citocinas, estas se unen a receptores heterodímericos cuyas cadenas 

están asociadas constitutivamente a distintos tipos de jaks, que en respuesta a la unión 

del ligando, se transfosforilan para la transducción de señales. Por ejemplo, en la 

transducción de señales de IL-2 e IL-7, Jak1 y Jak3 están involucradas, ya que cada 

cinasa se asocia constitutivamente a un tipo de cadena del receptor. Así, en la 

señalización de CCR7, Jak2 y Jak3 podrían estar involucradas. El mecanismo por el 

cual las Jaks transmiten las señales de los receptores de quimiocinas no está establecido. 

Se ha propuesto un modelo de dimerizacion, basado en resultados que demuestran la 
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coprecipitación de los receptores en dimeros u oligomeros en respuesta a la 

estimulación con quimiocina [12, 16, 27], de acuerdo al cual, en respuesta a la 

estimulación con quimiocina, los receptores de quimiocina se dimerizan y unen Jaks, 

los cuales fosforilan al receptor de quimiocinas [28]. La actividad de las cinasas Jak, en 

estos trabajos, parece no solo ser independiente de proteínas Gαi, sino necesaria para su 

asociación con el receptor [11]. Apoyando esta hipótesis, se ha demostrado que la 

dimerizacion de receptores acoplados a proteínas G, como los opioides [29-31], 

muscarínicos [31] y adrenérgicos [30], y la dimerizacion de otros receptores de siete 

dominios transmembranales, como el receptor de GABA [32, 33], tiene un papel 

importante en la señalización. Actualmente no hay evidencia directa de que CCR7 se 

dimerice en respuesta a la estimulación con sus ligandos, son necesarios experimentos 

en el futuro que determinen el mecanismo de acción de la Jak3 y Jak2 en la 

transducción de señales de CCR7. 

      Aunque se había demostrado que Jak3 se activa en respuesta a la estimulación con 

CCL19 y CCL21, y que esto podía explicar los defectos en la migración de los 

timocitos de los ratones Jak3 -/-, existía la posibilidad de que los defectos en la 

migración de estos ratones fueran una consecuencia de defectos en la maduración de 

estas células, debido al importante papel en la señalización de IL-7 en el desarrollo de 

los linfocitos T [34, 35]. Para resolver esta cuestión, se hicieron experimentos de 

quimiotaxis frente a la quimiocina CCL21, usando células de ganglio linfático de 

ratones de cepa silvestre tratadas con un inhibidor específico de Jak3, WHI-P31. Este 

inhibidor funciona uniéndose al sitio activo de la cinasa Jak3, impidiéndole así la 

interacción con sus sustratos. 

      Anteriormente se había demostrado que los timocitos del ratón deficiente en Jak3 

también presenta deficiencias en la respuesta migratoria frente a las quimiocinas CCL25 

y CXCL12 pero no frente a la quimiocina CCL11 [14]. Aquí demostramos que la 

inhibición farmacológica de Jak3 con WHI-P131 reproduce los resultados observados 

con el ratón Jak3 -/-. 

      El tratamiento de las células de ganglios linfáticos con WHI-P131 bloquea su 

respuesta a la estimulación de CCR7 con su ligando CCL21. Lo cual confirma el papel 

de la cinasa Jak3 en la señalización de CCR7.  

     La demostración definitiva de que Jak3 es necesario para transducir las señales del 

receptor de quimiocinas, explica, en parte, la ausencia de ganglios linfáticos en el ratón 

Jak3 -/-, ya que la señalización por CCR7 es indispensable para que los linfocitos T 
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vírgenes migren hacia estos órganos. Aunque cabe la posibilidad de que este defecto 

tenga un origen más temprano, en defectos en la organogénesis de los ganglios por una 

ausencia de señalización del receptor de IL-7,que está involucrado en el desarrollo, es 

decir, que no existiera el lugar hacia donde migrar. Esta cuestión se resuelve 

parcialmente con la observación de los ratones deficientes en IL-7Rα y γc si poseen 

rudimentos de ganglios en los sitios donde el ganglio debió desarrollarse. Sin embargo, 

para la demostración clara de que parte de los defectos en la periferia del ratón Jak3 -/- 

se deben a deficiencias de señalización de CCR7 por la ausencia de Jak3, son necesarios 

experimentos de transferencia de células del ratón Jak3 -/- a ratones de cepa silvestre. 

Estos experimentos fueron desarrollados por el grupo de trabajo y demostraron que las 

células del ratón deficiente de Jak3, presenta defectos en la migración hacia los 

ganglios. Estos resultados confirman que Jak3 es necesario para la transducción de 

señales de CCR7, y que el fenotipo del ratón Jak3 con respecto a los ganglios se explica 

en parte, a los defectos en la señalización de CCR7 por la ausencia de la cinasa Jak3.  
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8. CONCLUSIONES 

1. Los timocitos de los ratones Jak3 -/- presentan una migración deficiente en 

respuesta a la estimulación de CCR7 con sus ligandos CCL19 y CCL21. 

2. Los receptores de quimiocinas CCR9, CCR7 y CXCR4 se encuentran presentes 

en los timocitos de los ratones Jak3 -/-. 

3. Los timocitos de los ratones Jak3 -/- no presentan diferencias cuantitativas en la 

expresión de los receptores de quimiocinas CCR9 y CXCR4 con respecto a la 

expresión en los timocitos de los ratones Jak3 +/- o Jak3 +/+. 

4. La expresión del receptor de quimiocinas CCR7 se encuentra aumentada cuatro 

veces en los timocitos de los ratones Jak3 -/- con respecto a la expresión en los 

timocitos de los ratones Jak3 +/- o Jak3 +/+. 

5. La cinasa Jak3 se fosforila rápidamente en respuesta a la estimulación de CCR7 

con sus ligandos CCL19 y CCL21 en células de ganglios linfáticos. 

6. Las células de ganglios de ratones Jak3 +/+ tratadas con el inhibidor específico 

de Jak3 WHI-P131, presentan deficiencias en la migración en respuesta a la 

estimulación de CCR7 con CCL21 comparadas con células sin tratamiento 

WHI-P131.  
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APÉNDICE I 
 
REACTIVOS UTLIZADOS DURANTE LA ESTIMULACIÓN DE CÉLULAS 

 

Solución inhibidora de fosfatasas 

PBS      1X 

NaF      20 mM  

Na3VO4     1 mM 

 

Solución de lisis con inhibidores de proteasas 

Tritón X-100     1% 

Tris pH 8.0     20 mM 

NaCl      100 mM 

EDTA      1 mM 

NaF      20 mM 

Na3VO4     2 mM 

Na4P2O7     20 mM 

PMSF      0.3 mM 

DTT      1 mM 

Aprotinina     1 µg/ml 

Leupeptina     1 µg/ml 

Pepstatina     1 µg/ml 

 

REACTIVOS UTLIZADOS EN LA ELECTROFORESIS DE PROTEÍNAS EN 

CONDICIONES DESNATURALIZANTES 

 

Gel concentrador 

Mezcla acrilamida-bisacrilamida 30% 4% (v/v) 

Tris pH 6.8     125 mM 

SDS      0.1% (p/v) 

Persulfato de amonio    0.1% (p/v) 

TEMED     0.1% (v/v) 
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Gel separador 

Mezcla acrilamida-bisacrilamida 30% 10% (v/v) 

Tris pH 8.8     375 mM 

SDS      0.1% (p/v) 

Persulfato de amonio    0.1% (p/v) 

TEMED     0.1% (v/v) 

 

Amortigüador de electroforesis 

Tris base     25 mM 

Glicina      200 mM 

SDS      0.1% (p/v) 

 

Amortigüador para cargar proteínas 4X 

Tris pH 6.8     150 mM 

Glicerol     30% (v/v) 

SDS      6% (p/v) 

β-mercaptoetanol    25% (v/v) 

 

Solución de tinción de geles de acrilamida 

Metanol     45% (v/v) 

Ácido acético glacial    10% (v/v) 

Azul de coomasie    0.1% (p/v) 

 

Solución desteñidora de geles de acrilamida 

Metanol     10% (v/v) 

Ácido acético glacial    10% (v/v) 

 

REACTIVOS UTILIZADOS EN EL WESTERN BLOT 

 

TBS 

Tris pH 7.6     50 mM 

NaCl      15 mM 
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TBS-Tween 

TBS      1X 

Tween 20     0.1% (v/v) 

 

Solución bloqueadora para el anticuerpo anti-fosfotirosina 

TBS-Tween     1X 

BSA      5% (p/v) 

 

Solución de anticuerpo anti-fosfotirosina 

TBS-Tween     1X 

BSA      1% (p/v) 

Anticuerpo 4G10    0.5 µg/ml 

Azida de Sodio    0.02% (p/v) 

 

Solución de anticuerpo secundario anti-ratón 

TBS-Tween     1X 

BSA      1% (p/v) 

Anticuerpo de oveja anti-ratón  1:3000 

acoplado a peroxidasa de rábano (HRP) 

 

Solución de limpieza de membranas 

Glicina      200 mM 

Ajustar a pH 2.5 con HCl 

Tween 20     0.05% (v/v) 

 

Solución de bloqueo para el anticuerpo anti-Jak3 

TBS-Tween     1X 

BSA      5% (p/v) 

Leche en polvo    2% (p/v) 
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Solución de anticuerpo anti-Jak3 

TBS-Tween     1X 

BSA      1% (p/v) 

Leche en polvo    0.4% (p/v) 

Suero de conejo 888    1:2000 

Azida de Sodio    0.02% (p/v) 

 

Solución de anticuerpo secundario anti-conejo 

TBS-Tween     1X 

BSA      1% (p/v) 

Leche en polvo    0.4% (p/v) 

Anticuerpo de burro anti-conejo  1:4000 

acoplado a HRP. 
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