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DC: célula dendrítica 
DN : timocitos doble negativos 
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Resumen	  

 

 

CCL19 y CCL21 son quimiocinas necesarias para el “homing” a linfocitos. 

Aunque ambas tiene tienen igual afinidad por su receptor (CCR7), se sabe que 

existen diferencias: una concentración mayor en ganglios de CCL21 que de 

CCL19; unión a glicosaminglicanos por parte de CCL21; internalización del 

receptor y rápida extensión de dendritas por CCL19. 

 Por otra parte, en trabajos anteriores se había demostrado que la 

estimulación con CCL19, CCL21 y CXCL12 es dependiente de Jak3, provocando 

la activación de cascadas de señalización que permiten la activación de 

GTPasas como Rac-1, Rho-A y cofilina, además de polimerización de actina. 

Sin embargo se desconoce si dicha activación es igual para CCL19 y CCL21 en 

linfocitos T. 

En el presente trabajo se estudiaron las diferencias en la activación de las 

GTPasas Rac-1, Cdc42 y Rho-A,  así como en cofilina y la cinética de 

polimerización de actina.  

Se encontraron cinéticas similares de F-actina, la cual en un primer momento 

depende de Cdc42 y en el caso de la estimulación con CCL21 da un “loop” de 

activación rápido a Rac-1, lo que permite la formación del frente de migración; 

mientras que cuando los linfocitos se estimulan con CCL19 la activación 

sostenida de Cdc42 genera filopodios.  

Existe un retraso en la formación del fenotipo migratorio en los linfocitos T  

estimulados con CCL19, lo cual coincide con la lenta activación de Rho-A.  
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Introducción	   	  

	  Sistema	  inmune	  
	  
El sistema inmune es un conjunto de órganos (compuesto a su vez de moléculas, células, 

tejidos)  que se encargan de la respuesta colectiva y coordinada frente a patógenos, además 

de mantener tolerancia a lo propio [1]. Se clasifica como inmunidad innata aquella que da una 

primera defensa contra lo extraño y depende del reconocimiento de características comunes 

de los patógenos (no es antígeno específica); se compone de barreras fisicoquímicas, 

moléculas secretadas y células fagocíticas. Posterior a la respuesta innata, se manifiesta la 

respuesta inmune adaptativa, caracterizada por ser antígeno-específica. Además, la respuesta 

adaptativa no es inmediata, toma días para desarrollarse, ya que los linfocitos T y B deben 

encontrar primero a su antígeno especifico, proliferar y diferenciarse hacia células efectoras. 

Otra característica de esta respuesta inmunológica  es la capacidad para responder de forma 

más rápida ante de la presencia de un antígeno previamente presentado, es decir se tiene una 

memoria inmunológica [2]. 

Los órganos linfoides son tejidos donde los linfocitos tienen interacciones con las células no 

linfoides que son importantes para su desarrollo o en el inicio de las respuestas inmunes 

adaptativas. Los órganos linfoides primarios son la médula ósea y el timo; es importante 

señalar que tanto los linfocitos T como los B se originan en la médula ósea, pero sólo los 

linfocitos B maduran en ella mientras que 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.  

Los antígenos de periferia son adquiridos por las células presentadoras de antígenos (APC) y 

luego presentados en los órganos linfoides secundarios (SLO) y además los linfocitos que 

nunca ha sido estimulados por su antígeno (naïve) recirculan a través de los órganos linfoides 

secundarios presentado en el contexto de estimulación adecuado, con ello la respuesta 

inmune adaptativa no es iniciada en el sitio donde el patógeno establece el foco de infección,  

sino en los órganos linfoides secundarios como los ganglios, el bazo, los tejidos linfoides 

asociados a la mucosa como placas de Peyer, las amígdalas, los adenoides y el apéndice [1]. 

Quimiocinas	  y	  sus	  receptores	  
	  
Las quimiocinas constituyen una gran familia (tabla 1) de proteínas de bajo peso molecular 

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

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

como factores de organización del sistema inmune ya que coordinan la arquitectura 

microambiental de los órganos linfoides primarios y secundarios tanto en condiciones 
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homeostáticas como en patológicas. Las quimiocinas también participan en la angiogénesis, 

organogénesis de los órganos linfoides primarios y secundarios, curación de heridas, 

metástasis en la activación de las integrinas, y poseen actividad microbiana y antiviral [3].  

 

Tabla1.  Clasificación de quimiocinas y sus receptores. Tomado de [4] 

 

 

La familia de las quimiocinas consta de 50 miembros con secuencias altamente conservadas, 

por lo cual se pueden clasificar en 4 subfamilias (figura 1). Las quimiocinas de tipo CXC, se 

caracterizan por tener dos cisteínas separadas por un aminoácido, mientras que en la 

subfamilia CC se encuentran contiguas. La subfamilia XC que carecen de dos de las cuatro 

cisteínas conservadas y CX3CL1 en la cual tres aminoácidos separan las cisteínas [5]. 
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Figura 1.-Representación esquemática de los cuatro grupos de quimiocinas.  Las quimiocinas son pequeñas 
proteínas con una homología entre el 20 y 90% en sus secuencias. Su peso molecular es entre 8 y 14 kDa. Se subdividen en 4 
familias, basados en el número y espaciamiento entre los residuos de cisteína conservados en su extremo amino. Estas familias 
son CXC, CC, C y CX3C. En el caso de CXC (a), un aa separa los primeros dos residuos de cisteína (cisteína-X aa-cisteína, o CXC). En 
CC (b), los dos residuos de cisteína estan adyacentes uno del otro. En la subfamilia C (c) se distingue estructuralmente por tener 
solo dos de las 4 residuos de cisteína conservadas que se encuentran en las otras subfamilias. La subfamilia CX3C, está 
representada por un solo miembro llamado fractalcina (CX3CL1), se caracteriza por presentar tres aa entre las primeras dos 
cisternas, así como un domínio de tipo mucina (d) [6]. 
 
Las quimiocinas tienen una estructura terciaria conservada, con un asa en el extremo amino 

terminal, seguido de tres hojas beta plegadas anti-paralelas interconectadas por asas, y una 

hélice alfa en el extremo carboxilo-terminal. Las quimiocinas forman dímeros y tetrámeros a 

concentraciones fisiológicas, lo que les permite interaccionar con glicosaminoglicanos (GAGs) 

altamente sulfatados,  como  heparán sulfato [7]. 

Las quimiocinas ejercen sus efectos mediante la interacción con receptores celulares de siete 

dominios transmembranales acoplados a proteínas G. Se han reportado 18 receptores de 

quimiocinas, hay algunos que unen más de un ligando. Estos receptores se conforman de 

aproximadamente 350 aminoácidos con un peso molecular de cerca de 40 kDa. El dominio 

extracelular consiste del 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 carboxi-

terminal.  Los receptores de quimiocinas pertenecen a la familia de receptores tipo rodopsina 

de clase A. Tienen una secuencia conservada DRYLAIV en la segunda asa intracelular y una 
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cisteína conservada en el extremo amino-terminal y otra en la tercer asa extracelular. Usando 

receptores quiméricos se ha determinado que el dominio amino-terminal es el responsable de 

la selectividad por el ligando [2,6,8]. 

Interesantemente, el estado de activación de las células puede regular la expresión de 

receptores de quimiocinas a nivel transcripcional, y que en esta modulación también 

participan factores solubles presentes en el ambiente como citocinas [3]. 

Señalización	  de	  receptores	  de	  quimiocinas	  
	  
El modelo clásico  de señalización de quimiocinas (figura 2) indica que cuando ésta se une a 

su receptor, la proteína Gi heterotrimétrico (subunidades α, β, γ) es activada y el complejo se 

disocia en α y βγ, posterior a la unión de la quimiocinas a su receptor dimérico, lo cual se  

debe a que activación del receptor provoca un intercambio de GDP unido a la subunidad Gα 

[3]. Las subunidades β  llevan a la activación de  fosfolipasa C que genera dos segundos 

mensajeros: inositol(1,4,5)-trifosfato y diacilglicerol. Por su lado la fosfatidilinositol-3-OH 

cinasa (PI3K) genera fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato e inicia la activación de cascadas que 

tienen como fin la proteína cinasa B y la proteína cinasa de activada por mitógeno (MAPK) [9]. 

La subunidad Gαi unida a GTP se une al receptor mediante su interacción con una o varias 

asas intracelulares. El IP3 se une a su receptor en el retículo endoplásmico provocando la 

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 andamiaje que facilita la 

interacción del receptor con otras vías, como la de cinasas de receptores acoplados a 

proteínas G (GRK) que están involucrados en la desensibilización del receptor [10]. 

 

La subunidad Gα es una GTPasa, así que cuando el GTP se encuentra unido a ella es 

hidrolizado, se induce la disociación de Gα de sus efectores y la reasociación de ésta con las 

subunidades Gβγ da un apagado de la vía,  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 [2,11] . 

 

La actividad de PI3K 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 [5]. La activación de FAK induce la fosforilación de proteína del 

citoesqueleto paxilina y la asociación con su receptor. La inhibición de la activación de PI3K 

impide la polarización de moléculas de adhesión  de varias proteínas de citoesqueleto como 

ezrina/radixina/moesina, otros efectores de PI3K incluyen GTPasas como Rho, Rac y Cdc42  
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que participan en la regulación del rearreglo del citoesqueleto de actina y adhesión celular 

[12,13]. 

 

Se sabe que  receptores de quimiocinas como CCR2, CCR5 y CXCR4 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 cinasas de Janus y de los factores de transcripción STAT (Signal Tranducers and Activator 

Transcription Factors) [14,15]. 

 

 

Figura 2.  Señalización de quimiocinas. La unión de las quimiocinas a su receptor provocan la dimerización del receptor y 
la activación de cascadas de señalización como Jak/Stat, así como la activación de la proteína G.  Las funciones inducidas son 
diferenciación, proliferación y migración [3]. 

Familia	  de	  las	  cinasas	  	  de	  	  Janus	  	  
	  
La familia de las cinasas de Janus (Jaks) son cinasas de tirosina que en mamíferos están 

compuestas por cuatro miembros Jak1, Jak2, Jak3 y Tyk2. En ratones Jak1 se localiza en el 

cromosoma 4; Jak2 en el 19;  Jak3 y Tyk2 en el cromosoma 8; se sugiere que estos últimos 

podían haber sido generados por duplicación debido a la cercanía [16]. Las Jaks tiene 

aproximadamente 20 exones, se han descrito formas alternativas del rearreglo de los exones 

sin embargo se desconoce sus significado [17-19]. 
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Son proteínas relativamente grandes de más de 1100 aminoácidos, que pesan de 120 a 140 

kDa. Tienen siete dominios putativos estructurales que están conservados entre las Jaks de 

mamíferos, aves, peces e insectos; a estos dominios se les nombra dominios Jak de 

homología (JH) y se enumeran del extremo carboxilotermin al aminoterminal (figura 3). El 

dominio JH1 corresponde al que propiamente tiene la función de tirosin-cinasa. El dominio JH2 

que es una pseudocinasa cuya función se ha asociado a la regulación del dominio cinasa y una 

fosforilación basal que daría la inactividad. Esta arquitectura en tándem de los dominios cinasa 

es la característica distintiva de las cinasas de Janus. El extremo amino terminal de las Jaks 

contiene un dominio tipo SH2 que corresponde a los JH3 Y JH4 y un dominio  de homología 

de la Banda 4.1, tipo ezrina, radixina, moesina (FERM) que corresponde a JH6 y JH7). Este 

último dominio interacciona con proteínas transmembranles como los receptores de citocinas 

y algunos casos regula la expresión de superficie de estos receptores [20,21]. 

 
Figura 3.  Dominios característ icos de la  famil ia  de cinasas  Janus.  El dominio cinasa tiene la actividad catalítica, 
mientras que el dominio pseudocinasa tiene una actividad reguladora. El dominio SH2 no tiene actividad relacionada aún [20]. 
 

Esta también asociado con las cinasas de citoesqueleto, como la asociación de Jak2 con Fak, y 

de Jak3 con Pyk2. Además el dominio FERM se une al dominio de cinasa de Jak y regula 

positivamente su actividad catalítica [22]. 

En mamíferos Jak1, Jak2 y Tyk 2 se expresan de manera ubicua, en contraste , la expresión 

de Jak3 está restringida a células hematopoyéticas (tanto en humanos como en ratones) y 

está regulada con el desarrollo y la activación. A nivel celular las Jaks se encuentran en citosol 

cuando se expresan en ausencia de receptores de citocinas, pero debido a su asociación con 

los receptores de citocinas  se localizan en membrana y en endosomas junto a los receptores 

[23]. 

Existen receptores de citocinas dependientes de Jak3, ya que está constitutivamente asociada 

a la gamma común (γc), del receptor de IL-2, por lo cual se encuentra también relacionado a 

otros receptores como los de IL-2, IL-4, IL-7, IL-15 e IL-21 [24-26]. La familia de receptores 

de citocinas que usa la subunidad gp130 es dependiente de Jak1. Jak2 es esencial para la 

señalización de citocinas tipo hormona del crecimiento (GH), prolactina (PRL), eritropoyetina 

(EPO), trambopoietina (TPO) y la familia de citocinas que señalizan a través del receptor de 

IL-3; también es importante para la señalización de citocinas que usan el receptor gp 130 y 

para algunos interferones. Tyk2 es esencial para la señalización de IL-2 y se ha implicado con 

la señalización de los receptores tipo Toll  [23,27]. 

 

Los ratones deficientes de Jak1 tienen mortalidad perinatal por lo cual tiene defectos en el 

desarrollo y la función linfoide. Los ratones deficientes de Jak2 presentan letalidad al día 12.5 
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embrionario debida a defectos en la eritropoyesis. Los ratones deficientes de Tyk2 son viables 

y fértiles, pero presentan susceptibilidad a las infecciones parasitarias y presentan una 

respuesta defectuosa a LPS. La deficiencia de Jak3 se identificó por primera vez en humanos 

con Inmunodeficiencia Combinada Severa (SCID, por sus siglas en inglés) [24].  Dado que la 

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 defectuoso. Las 

mutaciones en el receptor para IL-7, γc y Jak3 en conjunto son las responsables de 70% de 

los casos de SCID. Posteriormente se generaron ratones deficientes de Jak3 (Jak3 -/- ) que 

exhiben el fenotipo SCID [17,25,28]. 

Activación	  de	  la	  vía	  Jak-‐Stat	  
Las Jaks están asociadas constitutivamente a regiones ricas en prolina en la región próxima 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 receptor [29]. El modelo de 

activación clásico de la vía  de las Jaks propone que con la unión 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 auto o transfosforilación de residuos de 

tirosina en el “loop” de activación del dominio de cinasas. La autofosforilación de éste, regula 

positivamente la actividad de cinasa, sin embargo en Jak3 la fosfoforilación en esta región 

puede aumentar (tirosina 980) o inhibir (tirosina 981) la actividad catalítica. Otros sitios de 

autofosforilación que se han identificado, como el domino conservado entre los dominios JH1 

y JH2 en Jak2 (tirosina 813) y  Jak3 tirosina 785, que sirve para reclutar la proteína 

adaptadora SH2B2, 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 (figura 4) 

[30]. 

Figura 4. Jak3 tiene diferentes tirosinas fosforilables (tomado de [30]).  

 

Una vez activadas las Jaks 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 translocarse al núcleo donde 

regulan la expresión de varios genes, entre los que se encuentran algunas quimiocinas y 

receptores de quimiocinas. Esta vía es importante porque garantiza una señalización rápida de 

la superficie celular hacia núcleo [14]. 
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Además de las STATs, las Jaks interaccionan con otras proteínas como PI3K en respuesta a 

estimulación con quimiocinas y de esta interacción depende en parte la fosforilación de 

algunas proteínas de adhesión focal como  FAK, RAFT, p130, Crk y paxilina, importantes para 

la adhesión celular y la migración.  

 

Existe evidencia de la participación de la vía de las Jaks con otras vías de señalización del 

linfocito T [31]. Por ejemplo, se ha mostrado la asociación de Jak3 a la cadena ζ del TCR y su 

activación al estimularlo. Además se ha reportado que las Jaks  son activadas por una 

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

como los receptores de muerte de la familia de CD40, de cinasa de tirosina y receptores 

acoplados a proteínas G como el receptor de serotonina, angiotensina y varios receptores  de 

quimiocinas como CXCR4, CCR9, CCR7. También se ha descrito la fosforilación de miembros 

de la familia STAT en respuesta a estimulación con quimiocinas como CCL2 y CCL5 [3,20].  

La regulación de esta vía se da por diferentes mecanismos. 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 la degradación por ubiquitina/proteasoma. 

Algunos STATs presentan varias formas por “splicing” alternativo y degradación . STAT1 y 

STAT3 tiene formas truncadas que carecen de la región C terminal que se cree que actúan 

como dominantes negativas [15,20]. 

La fosfatasa de tirosina Shp-1 regula negativamente 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 cuando están fosforilados permiten la asociación de las STATs. 

También se ha demostrado asociación de Shp-2 con Jak1 y Jak2.   

 
Figura 5. Regulación negativa de la vía Jak/Stat. [27] 
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Fenotipo	  de	  los	  ratones	  Jak3	  -‐/-‐	  
	  
Los ratones deficientes de Jak3 o γc presentan severos defectos en el desarrollo de linfocitos T, 

B y NK, indicando que las citocinas IL2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 que señalizan a través de esa 

cinasa son importantes para el desarrollo normal de estos tipos celulares [32,33]. Presentan 

una celularidad normal en comparación a los ratones normales pero con un bloqueo en el 

desarrollo de células B en médula ósea, en el estadio pro-B a pre-B, dado 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 [34]. 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 [35]. El desarrollo de las células NK es 

dependiente de IL-15 por lo que estos ratones carecen de células NK [36]. El timo de los 

ratones Jak3-/- contiene entre el 0.1 y el 10% del número normal de células. A pesar de este 

número reducido de timocitos el patrón de tinción con CD4 /CD8 es relativamente normal. 

Existe una disminución  en los timocitos en el estadio DN1 al día 14 de  gestación debido a un 

defecto en la llegada de progenitores de la médula ósea hacia el timo. Además presenta un 

bloqueo en el paso de DN a DP al día 16 de gestación [37]. El fenotipo del ratón Jak3-/- es 

similar a los ratones deficientes e IL-7, IL-7R y γc por lo que parte del fenotipo observado se 

debe a la falta de señalización medida por IL-7, que actúa como un factor de supervivencia y 

proliferación en la etapa de DN y, en parte, la falta de señalización de receptores de 

quimiocinas importantes en estos estadios y que señalizan a través de Jak3 [38,39]. 

 

En contraste, la diferenciación del linaje T en timo aparentemente es normal basado en el 

análisis de CD4/CD8, sin embargo el timo presenta hipoplasia. Comparado con un ratón 

silvestre el ratón KO presenta  una celularidad reducida de 10 a 100 veces, sin embargo y 

sorprendentemente esto da un número normal de células T en periferia. Las células T 

periféricas expresan altos niveles de CD44 y CD69, pero bajos niveles de CD62L, lo que se 

puede deber a la interrupción de la señalización de IL-2.  

Este fenotipo es similar al observado en los ratones IL-7Rα-/- y γc -/-, que son las cadenas que 

forman el receptor heterodimérico para la transducción de señales de IL-7 [39]. Esta 

activación parece depender de una activación por antígeno ya que ratones deficientes en Jak3 

que expresan un TCR transgénico, presentan un fenotipo virgen, por lo cual parece que la 

activación policlonal de estos linfocitos depende de interacción con lo propio  o con antígenos 

del ambiente. Los linfocitos de los ratones Jak3-/- son anérgicos, puesto que tienen una 

deficiencia severa en la producción de IL-2, no responden a estímulos mitogénicos y además, 

son más susceptibles a la apoptosis [26,40-42]. 

 

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

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

severa [43,44]. Estos ratones además presentan defectos en mielopoiesis conforme los 
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ratones envejecen, como un aumento significativo de células mieloides/premonociticas en 

sangre periférica, médula ósea y bazo.  

 

Las células T y los timocitos de los ratones deficientes de Jak3 generalmente tienen una 

disminución de la producción de IL-2. Los defectos encontrados en la periferia de los ratones 

deficientes en Jak3 no son el resultado de una maduración defectuosa en el timo [26,41]. 

Tanto los ratones Jak3 -/- como los γζ  carecen de NK, Tγδ y placas de Peyer [26,41]. 

 

La reconstitución de Jak3 utilizando el promotor proximal de Lck, no fue capaz de corregir el 

defecto de los linfocitos  T de periferia. 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 presentan los mismos defectos funcionales que el ratón deficiente de Jak3 [45]. 

Inhibidor	  especifico	  de	  Jak3:	  WHI-‐P131	  
	  
Se han desarrollado varios inibidores para Jak3, ya que un humanos la alteración en dicha 

cinasa forma parte de las causas de la inmunodeficiencia combinada severa. Los inhibidores 

de Jak3 han sido desarrollados para actuar como inmunosupresores en trasplante de órganos 

o como inmunomoduladores en trastornos autoinmune [46]. Algunos de los inhibidores 

desarrollados son:  

 

 
Figura 6.  Inhibidores desarrollados para Jak3.   

En el caso específico de WHI-P131 ha demostrado tener especificidad, es un homólogo de 

dimetoxiquinazol ([4-(4*-hydroxyphenyl)-amino-6,7-dimethoxyquinazoline]). Su IC50 es de 

9µM, permitiéndole solamente actuar sobre el dominio cinasa de Jak3, pero no sobre Jak1 ni 

Jak2, u otras cinasas [47,48]. 
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Tráfico	  linfocitario.	  	  
	  
Órganos	  linfoides	  primarios:	  desarrollo	  de	  linfocitos	  T	  en	  el	  timo	  
El desarrollo de los linfocitos T en el timo involucra una estrecha interacción entre los 

timocitos y las células estromales tímicas. Durante el proceso de diferenciación de los 

timocitos se requiere la acción coordinada de procesos de selección dirigidos por las señales 

del TCR, que reconoce complejos péptido/MHC en células presentadoras de antígeno, así 

como la simultánea migración de los timocitos por distintos compartimentos anatómicos del 

timo [49].  

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

vascularización del timo, los precursores de los timocitos llegan al primordio tímido vía  vasos 

sanguíneos adyacentes a éste. Se ha demostrado el papel parcial pero significativo  de las 

quimiocinas CCL21 y CCL25 en este estadio temprano de colonización [50,51]. 

En ratones adultos, los pre-timocitos entran al timo adulto vascularizado por la región cortico-

medular. Se ha demostrado que esta colonización está regulada por la 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. Los receptores de quimiocinas implicados en el 

reclutamiento de estos precursores no están claramente establecidos, pero se sugiere que 

CCR9 podría estar implicado. Recientemente, se ha demostrado que los receptores CXCR4, 

CCR7 y CCR9 participan redundantemente en el reclutamiento de progenitores linfoides al 

timo durante la etapa embrionarias [52]. 

Después de la entrada al timo, los timocitos migran hacia la zona subcortical donde  CCR7 es 

requerido. En los ratones deficientes de CCR7 o para sus ligandos, las células DN1-DN2 se 

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

estadios DN3 y DN4 se reducen.  En los timocitos DP, disminuye la expresión de CCR7 lo cual 

induce la migración prematura de timocitos DP hacia la médula [51].  

 Por otro lado, en los ratones deficientes de CCR9, los timocitos inmaduros no se acumulan en 

la zona subcortical, sino que se distribuyen a través de la corteza; 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. 

Interesantemente, esta migración no es un prerrequisito para el  desarrollo tímico [53,54]. 

 
Órganos	  linfoides	  secundarios:	  activación	  de	  linfocitos	  T	  
	  
Los linfocitos recirculan en sangre hacia órganos linfoides secundarios. Para ello, al inicio las 

células  que se mueven por el flujo del torrente sanguíneo disminuyen la velocidad dando un 

rodamiento lento por la pared vascular (mediado por selectinas), hasta encontrar un estímulo 

en el endotelio, lo que involucra a  receptores específicos (figura 7). Estos estímulos pueden 

ser las quimiocinas CCL19 o CCL21, esta última se encuentra inmovilizada por la unión de 

glicosaminoglicanos en la superficie de las HEV [55].  La señalización mediada por  CCR7   

induce cambios conformacionales de las integrinas α1β2 en los linfocitos que se unen a 
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moléculas de adhesión celular adresina de mucosa 1(MAdCAM) expresada en las HEVs que 

conducen a los ganglios linfáticos mesentéricos y placas de Peyer. Posterior a ello se da una 

locomoción celular lateral y una migración transendotelial que permite la entrada por 

completo de la célula [54,56]. 

LFA-1 activado se une molécula de adhesión intercelular 1 ( ICAM-1 ) y eso genera una fuerte 

adhesión que permite el arresto de células T en las HEV, seguido de su migración a la zona de 

células T (también referido como la paracorteza) de los ganglios linfáticos. Por lo tanto, 

CD62L , CCR7 y LFA-1 juegan un papel importante en  los procesos de adhesión y 

transmigración de linfocitos T vírgenes o “naïve”. Las células T entran selectivamente los 

ganglios linfáticos debido a la diferencia de receptores en cada célula, así como una compleja 

combinación de selectinas, quimiocinas e integrinas. Cabe señalar que el requisito de CD62L y 

CCR7 para la entrada a órganos linfoides secundarios  no es absoluto. La α4β7 integrina  que 

se expresa en niveles bajos entre las células T “naïve” puede mediar el rodamiento o “rolling” 

y por lo tanto la adhesión en intestino.  Por otra parte, una pequeña fracción de las células T 

de memoria se puede utilizar el receptor de quimiocina CXC-4 ( CXCR4 ) en lugar de CCR7 al 

tráfico en los ganglios linfáticos  aunque no se conoce por completo la repercusión de esta 

observación [54]. 

Después de la entrada a ganglios linfáticos las células reciben señales de las quimiocinas 

CCL19 y CCL21 solubles, lo cual aumenta la motilidad facilitando encontrar una célula 

dendrítica, ya que se estima que un solo linfocito T se puede tener contacto con 500 DC en 

una hora.  

Finalmente, la esfingosina-1-fosfato (S1P) induce la quimiotaxis de las células T, que expresan 

su receptor (S1P1R), y se expresa abundantemente en la sangre y la linfa, pero está ausente 

de la zona de células T de los ganglios linfáticos y pulpa blanca esplénica, por lo cual es 

importante para la salida de las células T de ganglio [53]. 

	  
Figura 7.   Llegada de l infocitos T a ganglios l infaticos. La entrada de las células T se da en las HEVs, las cuales expresan 
CCL21 constitutivamente, por lo cual el proceso es mediado por CCR7. La localización en la zona T también es mediada por 
CCL21 y CCL19 (tomado de [53]). 
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Antecedentes	  

Remodelación	  del	  citoesqueleto	  durante	  la	  migración	  	  
La migración celular es mediada por quimiocinas que son percibidas  en diferentes 

concentraciones, lo que da  como resultado  el establecimiento de polaridad en las células y 

una migración direccional generada por el rearreglo del citoesqueleto  e interacciones [57] de 

adhesión  con la matriz extracelular.  Un ejemplo es CCL21, quimiocina que tiene un rol 

importante en la migración transendotelial de células T a órganos linfoides secundarios 

[53,58,59]. Se conoce que las células para el movimiento tipo ameboideo siguen una 

secuencia de tres pasos: el primero es la extensión de frente de migración, el segundo 

contracción en la región central y por último retracción del urópodo. Un linfocito T en 

migración se caracteriza por tener un frente de migración (“leading edge”)  rico en actina, una 

región contráctil en el centro y un urópodo adhesivo (figura 8) [60]. 

 

La extraordinaria plasticidad morfológica de los linfocitos [53] T  les permite moverse 

rápidamente a través de tejidos sin requerir degradación de la matriz, haciendo uso del 

entorno tisular [61,62]. 

Además de las propiedades adhesivas de la ambiente, los linfocitos T se perciben quimiocinas 

como moléculas difusibles a reclutar selectivamente a las células a ubicaciones específicas de 

tejido, esto significa que son dependientes del tejido y la etapa de mismo, así como de su 

función. El encontrar una APC que presente un péptido que sea reconocido por su TCR se da 

una señal  para detener el movimiento migratorio [63-65]. 

 

Las pequeñas GTPasas de la familia Rho actúan  como integradores clave de los estímulos 

recibidos por receptores de membrana, modulando la formación del frente de migración y el 

úropodo [13,62,66]. Los filamentos de actina que se producen continuamente en la 

proximidad a la membrana plasmática, mientras que la parte trasera del lamelipodio es 

degradada para liberar monómeros de actina que serán reciclados [67], produciendo un flujo 

retrógrado de actina, este flujo genera una fuerza de tracción que permite a la célula la 

extensión y cruzar a través de pequeños huecos de la matriz extracelular. El frente de 

migración se enriquece con receptores de quimiocinas como CCR2, CCR5 y CXCR4 que 

permiten percibir en entorno para dirigir su migración. La integrina LFA-1 también se ha 

demostrado que se enriquece en el frente de migración y que su interacción con ICAM-1 

permite la formación del lamelipodio [68-70]. 
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Figura 8.  Polarización del linfocito T provocan cambios y reordenamiento del TCR, así como del receptor de quimiocinas 
(tomado de [70]). 
 

La función del urópodo en la migración no está completamente entendida, pero se ha 

mostrado que tiene ciclo continuos entre adhesión, retracción y de “deadhesion” (que puede 

ser definido como un proceso que involucra la transición de un fuerte estado de adhesión  

caracterizado por puntos de adhesión focal, fibras de estrés hacia un estado de adherencia 

intermedia  representado por la célula extendida).  Moléculas como CD43, CD44 e ICAM-1, 2 y 

3 se ven enriquecidas en el urópodo. Además la miosina permite la disociación de LFA-ICAM-1 

y consecuentemente la extensión celular por “deadhesion” [64,65]. EL urópodo tiene como 

características una rápida extensión (outgrowth), la capacidad  de recobrar su forma normal, 

puede alcanzar un tamaño enorme hasta seis veces el cuerpo celular, además de  presencia 

“ruffles”  transitorios y la capacidad para tener movimientos para escanear el ambiente 

circulante y las células circunvecinas, estas características fueron descritas en  cubreobjetos 

tratados con poli-L-lisina, en condiciones típicas a  las de cultivo de linfocitos T humanos 

[9,71]. 

 

Proteínas como Ezrin, radixin, y moesin (ERM) tienen un papel importante relacionado el 

citoesqeleto de actina y las moléculas de superficie celular participando con ello en la 

polarización y la motilidad de los leucocitos a través de otras proteínas como vinculina, alfa 

actina, palidina,  talina [65].  

 

Por otra parte, la polarización del citoesqueleto está involucrada con la adhesión, extensión, 

fusión y  migración transedotelial y presentación de antígenos [72]. In vivo,  cuando  los 

linfocitos T circulantes entran a órganos linfoides periféricos a través de las HEV, al inicio el 

“rolling” es controlado por CD62L que permite que las células puedan entrar en contacto con 

quimiocinas como CCL21. CCR7 induce la activación de LFA-1 por modificaciones 

conformacionales que dan una adhesión firme necesaria para la diapédesis [68,73]. Una vez 

dentro de  órganos linfoides secundarios las células T explorar el microambiente en busca de  
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APC con antígenos afines,  aunque al mismo tiempo necesita evitar la posible unión con 

células con antígenos no específicos que reconozca su TCR. La activación de las células T 

vírgenes en los órganos linfoides secundarios se produce en tres fases distintas de la 

motilidad: en primer lugar, los linfocitos T vírgenes establecer contactos breves sucesivos con 

dendrítica por medio de sus dendritas;  en una segunda fase los linfocitos disminuyen su 

velocidad media permitiendo un contacto de larga duración de la dendrítica, y por último las 

células T se separan y recuperan su velocidad.  El reconocimiento del  TCR con el complejo 

péptido-MHC de APC es el evento crítico  para la reorganización del citoesqueleto de actina 

necesario para la sinapsis  inmunológica [13,66,74]. 

Proteínas	  que	  controlan	  la	  remodelación	  del	  citoesqueleto	  de	  actina	  
El citoesqueleto de actina siempre se encuentra en cambio, ya que el linfocito T siempre se 

encuentra monitoreando el exterior. Los monómeros de actina se encuentran unidos a β-4 

timiosina o a profilina y la  remodelación del citoesqueleto es en parte basada en un ensamble 

y desensamble de estos monómeros. En un lado denominado (+), llamado en inglés  “barbed 

end”  de los filamentos de actina se tiene un ensamble de los monómeros de actina 

(polimerización o nucleación) mientras que el lado (-) o también llamado “less pointed end”  

se tiene un desensamble que da la liberación de monómeros de actina, por hidrólisis de ATP 

(figura 9) [75-77]. 

Los filamentos de actina pueden ser desensamblados y remodelados por distintas familias de 

proteínas como: moléculas de asociación a actina, nucleadores, proteínas de agrupación y de 

“capping” [78-81]. 

 

	  
Figura 9.  Dinámicas de actina mediadas por cofi l ina y  Arp 2/3.  Los filamentos de actina son polímetros de actina 
enlazados formando una doble hélice levógira. Cada monómero de actina tiene polaridad, lo que le confiere al filamento 
también la misma característica Tomado de 41. 
 
Los nucleadores de actina (tabla 2), como el complejo  Arp2/3, elongan y nuclean filamentos 

lineales de actina, mientras que  cofilina corta filamentos de actina y los deja libres para 

unirse al “barbed end”, esto puede generar nuevos filamentos de actina o preexistentes 

filamentos con un ángulo de 70º (figura 10). Esta activación es dirigida por dos familias de 

proteínas: WASP (Wiskott Aldrich síndrome protein) y  WAVE.  Que contiene un dominio 

homologo a verprolina y cofilina (dominio VCA)  en un extremo carboxilo terminal, que 

permite que se unan a monómeros de actina e interactuar con Arp2/3 [57,77,82-84]. 
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Figura 10.-  El  modelo de 
nucleación y 
polimerización de actina al  
frente de migración de 
células móti les.  La actina 
(círculos azules) al frente de 
migración de células migrantes 
se organiza en redes, con rápido 
crecimiento, llamados extremos 
barbados, proyectados hacia la 
membrana celular. La 
polimerización ocurre en los 
extremos barbados libres, 
generándose una fuerza 
anterógrada por el crecimiento 
rápido de los filamentos de 
actina, permitiendo la protrusión 
de la membrana. La iniciación de 
un nuevo filamento recae en el 
complejo Arp2/3 (circulos rojos), 
activado por las proteínas WASP, 
WAVE o SCAR (rectángulos 
verdes), que responden a una 
variedad de señales (forma amarilla a la izquierda). Las ramificaciones se generan por la unión del complejo Arp2/3 al lado de los 
filamentos preexistentes. Otras moléculas también participan en la generación de estructuras dependientes de actina, las cuales 
dependerán del contexto celular y del estímulo de que se trate [85]. 

 

Otras proteínas como coronina-1A están relacionadas con la inhibición de Arp2/3, mientras 

que  L-plastina está involucrada en la polaridad y migración celular.  Las proteínas de “capping” 

como gelsolina estabilizan los filamentos de actina  y evitan la unión de monómeros y la 

disociación en el lado (-) [70,78,86]. 

 
Tabla 2.  Proteínas que regulan el citoesqueleto de actina. 

	  

GTPasas	  pequeñas	  	  
	  
La polimerización y la reorganización de actina está modulada por miembros de la familia de 

las GTPasas pequeñas de Rho. Las GTPasas de Rho (homologas a Ras) pertenecen a una 

familia de pequeñas proteínas reguladas por la unión a guanosina trifosfato (GTP); cuando 

están unidas a GTP se encuentran en un estado activo, mientras que cuando están unidas a 

GDP se encuentran en estado inactivo.  En mamíferos se han encontrado 22 miembros que se 
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pueden subdividir en las familias: Rac (Rac1, Rac2, Rac3 y RhoG); Cdc42 (Cdc42, TC10 y 

TCL); CHP y WRCH1; RhoH; Rho BTB (RhoBTB1, RhoBTB2); Rho (RhoA, RhoB y RhoC); RND 

(RND1, RND2 y RND3); y Rif (Rif and RhoD). Los miembros de las cuatro subfamilias Rac, 

Cdc42, Rho y Rif pertenecen las GTPasas clásicas de Rho, mientras que las otras son atípicas 

(figura 11)[87]. 

 
Figura 11. Las GTPasas de Rho participan en diferentes funciones como tráfico vesicular, transformación celular, invadopodia y 
metástasis. Cdc42 regula el tráfico vesicular, invadopidiaartaves de N-WASP(Wiskott-Aldrich síndrome protein), atraves de Arp 2/3. 
Rac1 es un efector de la endocitosis y exocitosis . RhoA activa ROCK (coiled coil containing protein kinases)  modulando la 
endocitosis y la formación de invadopodios [66]. 
 
 
Existen tres formas de regular la activación de GTPasas Rho (Figura 12). La primera por 

conversión de GDP a GTP, lo cual es catalizado GEFs (factores intercambiadores de 

nucleótidos de guanina); el segundo es la modulación de GAPs que genera la hidrólisis de GTP, 

aumentando la activación de GTPasa y haciendo que regrese a un estado inactivo;  y la 

tercera es la interacción con inhibidores de la disociación de nucleótidos de guanina, el cual se 

encuentra unido para evitar la activación espontánea, pueden unirse al grupo prenil del 

carboxilo terminal de algunas proteínas para conservar el estado inactivo [87-89]. 

 

 
Figura 12.  Ciclos de GTPasas, intercambios de GTP a GDP. Tomado de [88]. 
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Las GTPasas de Rho interactúan con más de 50 proteínas efectoras como cinasas de 

serina/treonina, cinasas de tirosina, lipasas, oxidasas, proteínas de andamiaje y regulan una 

variedad de procesos como el rearreglo del citoesqueleto de actina, dinámicas de 

microtubulos, adhesión celular, endocitosis, tráfico vesicular, entre muchos otros procesos 

[71,90]. 

 

Rho-‐A	  
La interacción de factores de crecimiento, moléculas de adhesión de la matriz extracelular con 

receptores celulares, seguida por la activación de Rho, Rac y Cdc42, pueden generar el 

rearreglo de sistemas de actina y microfilamentos resultando en la formación de complejos 

acto-miosina (fibras de estrés) lamelipodios y proyecciones  llamadas filopodios. 

 

Rho-A GTP actúa con su cinasa de treonina serina llamada ROCK, la cual a su vez fosforila la 

cadena ligera de la miosina fosfatasa (MLCP), la cual conduce a la inactivación de MLCP y el 

incremento de p-MLC dentro de la célula. ROCK también puede fosforilar a JK y activar a la 

cinasa de MLC, que incrementa los niveles de pMLC. PMLC es  un regulador positivo de los 

complejos actina-miosina, por lo que se induce la formación de más fibras de estrés 

[60,66,91]. 

Rho se asocia con las adhesiones, adhesiones focales y la formación de fibras de estrés [92]. 

Se ha observado que a pesar de RhoA tenga mayor importancia en el urópodo (retracción) 

también se activa en el frente de migración para protruir. Aunado a ello, se ha encontrado 

que ROCK está fuertemente activo en el urópodo. El rol mejor descrito es el de Rho/ROCK 

durante la migración de leucocitos donde se aumenta pMLC y es estimulada la contracción de 

actomiosina en el urópodo [91]. 

 

Rac	  y	  Cdc42	  
	  
Rac promueve la migración mediante la estimulación de la extensión inicial de la proyección 

frente de migración y la inducción de adhesiones en esta región. Rac y Cdc42 generan 

lamelipodios y filopodios respectivamente [93,94]. Hablando en temporalidad, en linfocitos T 

la GTPasa Cdc42 es la primera activada en respuesta a quimiocinas y es uno de los pasos 

iniciales que permiten una pérdida de simetría, conduciendo a la adquisición de una forma de 

mayor eficiencia para la migración [93]. Su activación se polariza al sitio donde la célula recibe 

el estímulo quimiotáctico, que en conjunto con WASP (Wiskott-Aldrich syndrome protein) y su 

asociación con el complejo Arp2/3, conlleva la polimerización de actina para la formación de 

los filopodios, estructuras conformadas de filamentos de actina dispuestos paralelamente que 

generan protrusiones finas de la membrana celular [74,94]. 
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Figura 13.- Protrusión de la membrana 
celular por Cdc42. La GTPasa Cdc42 
permite la polarización celular con o 
sin ayuda de otras moléculas que den 
puntos de referencia para la polaridad, 
y se asocia con proteínas de 
andamiaje, GEFs, GAPs y proteínas 
efectoras, para formar un complejo 
multiproteico y dinámico mediado por 
el ciclo de intercambio de GTP/GDP 
[95]. 
 
 
  
Posterior a la activación de 

Cdc42, se da la activación 

de Rac, la cual se asocia a 

WAVE (Wiskott-Aldrich syndrome protein-family verprolin homologous protein) y Arp2/3 para 

permitir la polimerización de actina en forma de redes, generando ramificaciones dispuestas a 

70 º con respecto al filamento de origen [96]. Estas redes permiten que la protrusión de la 

membrana sea más extensa, plana y alargada, a la que se denomina lamela. El lamelipodio es 

la estructura lamelar polarizada y orientada hacia el gradiente quimiotáctico.    

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

moleculares dan el “switch” de activación a la GTPasa RhoA, que es responsable de la 

activación de la cascada de señalización que conduce a la formación del urópodo, una 

estructura migratoria fundamental para el desplazamiento de la célula y con una capacidad de 

contracción y retracción que le confiere a la célula una fuerza mecánica de empuje, mediada 

por la formación de focos de adhesión inmaduros. 

 

 
Figura 14.  Cascadas de señalización que inducen la formación de puntos de adhesión focales, lamelipodios y filopodios [97] . 
 

Rac y Cdc42 también regulan la activación de PAK necesaria para la formación de filamentos 

de actina ramificados [98]. Se sabe también que Cdc42 puede regular la formación y el 

establecimiento de la polaridad celular necesaria para la migración dirigida [92,99]. 

Por otra parte, se conoce que existe un potencial de comunicación entre Rho y Rac, ya que se 

ha encontrado que en diferentes tipos celulares (como fibroblastos) el estado de activación de 

Rac es inversamente proporcional al de Rho activo (figura 15) [71]. Esto puede deberse a 
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señalización a través de PAK1, ya que PAK inhibe la contractilidad acto-miosina por su efecto 

sobre la fosforilación de la cadena pesada de miosina II y la ligera de la cinasa de miosina. La 

sobre-expresión de Rac en fibroblastos, da una disminución de Rho activo [86,100]. 

	  
Figura 15. Antagonismo de las funciones de Rac y Rho. La activación de Rac se asocia a las protusiones en la membrana. En 
contraste la activacion de Rho está involucrada con  la contracción por el complejo actin-miosina, formación de fibras de estrés, 
retracción [100].  

LIMK1/2	  
	  
Existen dos isoformas de LIMK, ambas son reguladas de manera diferencial por las GTPasas 

Rho (figura16). LIMK1 es activada de manera específica por PAK en la treonina 508, efector 

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

505 por ROCK, efector de RhoA, y por el PAK efector de Cdc24 

[98]. 

 Las tres GTPasas activan a la molécula LIMK, que a su vez 

fosforila a cofilina, molécula reguladora de las dinámicas de 

actina [101]. 

 

 
Figura 16. Estados de cofilina. La cofilina es activada al desfosforilarse por medio de SSH; cuando es fosforilada por LIMK regresa 
a su estado inactivo [98]. 

ADF/cofilina	  
	  
ADF/cofilina son proteínas expresadas en eucariontes que constan  de tres formas en 

mamíferos: ADF, cofilina-1 (de tejido no muscular), y cofilina 2 (muscular).  

 
Figura 17.-  Sit ios de regulación de cofi l ina.  Cofilina es una molécula que presenta diversos sitos de regulación. En la 
representación esquemática de cofilina se muestran sitios regulados por fosforilación (Ser3, Tyr68), de oxido-reducción 
(residuos de cisteína), y por fosfolípidos vía unión a PIP2 [102,103].  
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Cofilina es un modulador de las dinámicas de actina, ya que puede despolimerizar los 

filamentos de actina separando los monómeros; por otra parte al cortar los filamentos genera 

nuevos sitios de elongación de los filamentos preexistentes. Además, puede ceder la G-actina 

secuestrada y también puede incrementar la flexibilidad de los filamentos al unirse a ellos 

[82,104,105]. Cofilina puede directamente competir con el complejo Arp 2/3 reduciendo la 

afinidad por los filamentos, lo cual se observa drásticamente en  los lamelipodios. El complejo 

Arp 2/3 consiste en dos proteínas relacionadas con actina y otras 5, que son nucleadoras, 

generando filamentos con un ángulo de 70 º con relación a filamentos preexistentes [82,101].  

ADF/cofilina es esencial para la polimerización y despolimerización de actina durante el 

proceso de movimiento celular, su unión a filamentos de actina, promueve la separación y 

formación de nuevos  “barbed ends” que permiten la nucleación de nuevos filamentos de 

actina por el complejo Arp 2/3. Durante la migración celular  por una lado F-actina se 

ensambla en el borde más delantero de la célula y por otro, la parte trasera o (-)  se 

desensambla [73,86]. 

 

La actividad y función de cofilina está mediada por cinasas y fosfatasas de las que se 

destacan: LIMK1 y LIMK2 como fosforiladoras en serina 3 de cofilina (figura 17), interfiriendo 

en su unión con actina y así presentando su estado inactivo; las fosfatasas PP1/PP2A, 

calcineurina (PP2B), Slingshot (SSH1L, -2L y -3L) y cronofina, que desfosforilan la serina 3 y 

con ello activando a cofilina. La fosforilación y desfosforilación de su amino terminal en serina 

3 es esencial para la regulación de la actividad de la activación [83,106]. 

 

 

 
Figura 18. Regulación de las dinámicas de actina 
dependientes de ADF/Cofilina en cooperación con otras 
proteínas. Coordinación de la fosforilación y desfosforilación 
de ADF/cofilina que compite con proteínas como profilina o 
CAP. En contraste algunas proteínas de unión a F-actina, 
como tropomiosina, compiten con ADF/cofilina para la 
unión a actina, lo cual resulta en la estabilización de los 
filamentos de actina [107]. 

	  
En leucocitos y otras células cofilina se 

mantiene una mayor proporción de su 

estado inactivo (se tiene entre el 80-90% 

de cofilina inactiva y el 10-20% de cofilina 

activa) ya que el citoesqueleto de actina 

también está en movimiento y participando en diversos procesos celulares.  [68]. El 

desensamblaje o ensamblaje mediado por cofilina depende de la concentración de la misma. 

[83]. 
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CCR7	  y	  sus	  ligandos	  	  en	  la	  migración	  a	  ganglios	  linfáticos	  
	  
El receptor CCR7 es un receptor acoplado a proteínas G con siete dominios transmembranales, 

el cual  se expresa en células dendríticas,  timocitos durante su desarrollo, células T naïve y T 

de memoria central. Se sabe que participa en la migración, ya que en ratones deficientes de 

CCR7  la migración de linfocitos T hacia nódulos linfáticos es deficiente [108]. CCR7 media las 

señales que controlan la migración de células del sistema inmune a órganos linfoides 

secundarios y el posicionamiento dentro de ellos, y muestra una expresión en las células T 

cuando migran a los folículos de las células B para ayudar a la producción de anticuerpos. De 

esta manera, CCR7 representa un importante receptor de homing (figura 19) y participa en  

localización de las subpoblaciones de linfocito T junto con CXCR5 determinado la posición de 

células inmunes en el microambiente de los órganos linfoides secundarios. Es importante decir 

que cuando CCR7 se expone a altas concentraciones del ligando se desensibiliza in vivo  [4], 

además en un ratón normal los linfocitos T se adhieren in vivo en los sitios donde se presenta 

CCL21, lo cual indica que ayuda a la adhesión rápida [54,108]. 

 

 
Figura 19. Pasos de la migración celular y transmigración. En las HEVs, los linfocitos T pueden interactuar con adresinas 
periféricas de ganglios (PNAd) como son CD34 o GlyCAM-1 asociadas a carbohidratos. El rodamiento de la célula a lo largo del 
endotelio permite mayor interacciones con las moléculas para permitir una adhesión firme que conducirá al anclaje de la célula. 
LFA-1 e ICAM-1 expresadas en los linfocitos T y endotelio, respectivamente, son los dos receptores claves para el arresto de la 
célula, pero en una célula en reposo la avidez de LFA-1 por su ligando es débil, por lo que la célula requiere otras señales para 
permitir la transmigración al nivel de las HEVs. Estas señales son activadas por las quimiocinas presentes en las células 
endoteliales (como CCL21 o CCL19) que interactuan con CCR7 en las células T [5]. 
 

Las quimiocinas  CCL19 y CCL21 son constitutivamente expresadas y controlan el movimiento 

de las células durante la homeostasis (Figura 20). CCL21 tiene una cola amino-terminal con 32 

aminoácidos, de los cuales 12 son residuos básicos que permiten la unión a 

glicosaminoglicanos y otras moléculas. CCL19 sólo es producida y presentada en la zona de 

las células T en humanos,  en ratones también en nódulos linfáticos, mientras que CCL21 es 

producida en zona de células T en el nódulo linfático y puede ser translocada a las vénulas del 

endotelio alto en humanos, mientras que en ratones es producida y presentada en ambos 

lugares [59,109]. Además, la producción de CCL19  es mayor aproximadamente 100 veces 

que  CCL21 en órganos linfoides secundarios [110]. 
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Como resultado de una duplicación génica  en ratón se tiene dos variables CCL21-leu, la cual 

contiene una leucina en la posición 65 y es expresada en vasos linfáticos de órganos no 

linfoides como pulmón, colon corazón, piel; mientras que la CCL21 ser es expresada  en 

órganos linfoides como el timo, nódulos linfáticos y bazo [54].  

Antecedentes indican que en células dendríticas solamente es necesaria CCL21, pero no 

CCL19, para la migración a órganos linfoides secundarios.  CCL19 posiblemente activa DC par 

el reclutamiento  dentro de los nódulos linfáticos en condiciones inflamatorias. Es por ello que 

algunos modelos matemáticos comprobados in vitro sugieren que estas dos quimiocinas se 

encuentran en diferentes combinaciones en el mismo entorno [59].  

Los ligandos CCL19 y CCL21 tienen una afinidad similar por el receptor CCR7, sin embargo se 

conoce que pueden inducir diferentes señales. CCL19 estimula CCR7 dando también una 

internalización del receptor, seguida por una desensibilización, lo cual implica CCL19 tiene un 

corto tiempo de respuesta en comparación con CCL21. La endocitosis del receptor con CCL19  

es mediada por arrestina 3 mientras que para CCL21 es independiente de arrestina 2 y 3 

[111,112]. Es importante mencionar que los niveles de CCL19 y CCL21 en ratones deficientes 

en Jak3 no son significativamente diferentes a los de un ratón silvestre [113,114]. 

Existen varias diferencias que se resumen en la siguiente tabla, que indican que CCL19 y 

CCL21 no tienen funciones redundantes [53], a continuación se resumen: 

 

Tabla 3. Respuestas diferenciales entre quimiocinas CCL19 y CCL21. 

CCL19 CCL21 

CCL19 se expresa por las células 
endoteliales  y en células intersticiales del 
ganglio linfático pero puede ser transportada 
hacia la superficie luminal de las  HEV. [115] 
Concentraciones fisiológicas se tiene 5nM 
[59] 

CCL21 es expresado en las vénulas del 
endotelio alto y participa en la inducción  de 
integrinas que se unen a ICAM1 y 
MADCAM1. [7,115]  
En concentraciones fisiológicas se tiene 
100nM 
[59] 

Desensibilización del receptor No hay desensibilización del receptor [111] 

Se puede encontrar soluble [7,116] Se encuentra soluble y unida a 
glicosaminoglicanos [7,53] 

Arrestina 3 media la endocitosis de CCR7 
(degradación)[111] 
En DCs induce rápida extensión de 
dendritasdependiente de Rac/Cdc42[99] 
En DCs, activa Stat, 1, 3, y 5( Datos sin 
publicar) 

Se recicla después de su internalización 
[111,117]  
En DCs no induce una rápida extensión de 
dendritas[113] 
Activa Stat 1 y 5  
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Figura 20. Los ganglios linfáticos son órganos linfoides encapsulados en forma de frijol que se encuentran subdivididos en tres 
regiones principales: La corteza, la paracorteza y la médula. Los linfocitos vírgenes entran a los ganglios linfáticos vía HEVs  o 
vasos linfáticos aferentes, y salen por los senos corticales, senos medulares y los vasos aferentes linfáticos en la médula. Existe 
una zona en la paracorteza, denominada zona de células T, donde los linfocitos T se acumulan [53]. 

JAK3	  y	  citoesqueleto	  
	  
Existen estudios donde se vincula las cinasas de Janus con el rearreglo del citoesqueleto.   

Jak2, por ejemplo,  mostró que es requerido para la activación de PI3K, FAK (focal adhesion 

kinase) y paxilina en células progenitoras hematopoyéticas en respuesta de CXCL12. [118] 

También, Jak2 puede inducir la formación del complejo de CCR2/Lyn/Paxillin/Stat3 en 

macrófagos peritoneales estimulados con CCL2 [119]. Así mismo, Tyk2 y Jak1 se mostró que 

interactúan con Jamip-1, componentes del citoesqueleto de tubulina, en células T Jurkat, 

siendo esto sugerente de la participación de los Jaks en la polarización celular y migración 

inducida por quimiocinas [120].  

 

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

Jak3 para la redistribución de F-actina. Pero también en ese mismo estudio los autores 

mostraron el requerimiento de Jak3 para la fosforilación de vilina. [121]. Otro estudio reciente 

muestra que las proteínas de unión a actina vilina y gelsolina tienen interacción directa con 

Jak3 en células epiteliales intestinales [122,123].  En el mismo año se mostró que la actividad 

de Jak3 repercute en la función de la fosfolipasa D2 (PDL2) sobre la modulación de Rac2/GEF 

durante la quimiotaxis de los neutrófilos hacia IL-8 [122]. 
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Estudios de nuestro laboratorio donde fueron utilizados  linfocitos de ratones C57BL/6 se 

estimularon con las dos diferentes quimiocinas y por medio de inmunoprecipitación se 

determinó que la fosforilación de Jak3 se induce desde 15 segundos de estimulación [114]. 

Recientemente, nuestro grupo ha reportado la participación de Jak3 en la reorganización del 

citoesqueleto en linfocitos T. El análisis de polimeración de actina por citometría de flujo 

demostró que existe un incremento relativo máximo de F actina a los 10 segundos al 

estimular con la quimiocina CCL21, regresando a su estado basal a los 300 segundos; 

mientras que al usar el modelo murino deficiente en Jak3 se observó que la polimerización de 

actina se encuentra abatida (Figura 21) [124].  Además, se demostró que la migración hacia 

CCL21 y CCL19 era inhibida parcialmente tras el pre-tratamiento con el fármaco WHIP-131 

(80 µg/ml) que es específico para Jak3.  

 

 

 
Figura 21.  Polimerización de actina en células deficientes en Jak3. (a) Histogramas representativos de las células de bazo de 
ratones Jak3+/+  o Jak3-/-  estimuladas con las quimiocinas. (b,c) Células de ratones Jak3+/+  (línea azul), o Jak3-/-  (línea roja) 
estimuladas con 300ng/mL de las quimiocinas CCL19 (b) o CCL21 [124]. 

 
Al utilizar una dosis de  30 µg/ml de WHI-P131 se observaron diferencias en la sensibilidad a 

la inhibición farmacológica de Jak3, ya que  al medir la polimerización de actina en respuesta 

a CCL21 versus CCL19, que sugerían que la señalización inducida por CCL19 era menos 

dependiente de la vía de Jak 3 (Figura 22). 
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a)WHIP-131 30ug/ml  

 

       
b) WHIP-131 80ug/ml 

 
Figura 22. Polimerización de actina de linfocitos de ratones silvestres estimuladas con CCL19 y CCL121 con tratamientos previos de 
DMSO (azul), toxina Pertusiss (rojo) y a) WHI-P131 30µg/mL y b) 80 µg/mL [124]. 

 

 

Por otra parte la inhibición farmacológica de Jak3 da una deficiente adquisición del fenotipo 

migratorio en respuesta a CCL21, además que dichas células muestran una deficiencia en la 

polimerización de actina. En este reporte también se demostró que en linficitos  al inhibir Jak3  

la fosforilación de cofilina en serina 3 y estimular con CCL21 disminuye sin mostrar un 

incremento posterior a los 30 segundos (el cual es mostrado por la dinámica control y la 

tratada con PTX) lo cual  indica que Jak3 podría participar en la inactivación de cofilina 

directamente. En análisis mostró que e la activación de Rac1 dependiente de CCL21 se 

disminuye con la inhibición de Jak3 [124], mientras que la activación de RhoA, se ve inhibida 

tanto por PTX, como con el inhibidor específico de Jak3.  Estos datos generaron un modelo 

donde la proteína G heterotrimérica y las vías de señalización de Jak3 juegan papeles 

complementarios e independientes. Cuando se da una estimulación de con CCL21, CCL19 o 

CXCL12 se activan ambas vías, dando como resultado la activación de Rac-1 en una manera 

complementaria. Posteriormente, se da una polimerización de actina temprana la cual es 

independiente de Jak3 y requiere la activación de Cdc42. La formación completa del frente de 

migración proviene de ambas vías. Por otra parte, existe la posibilidad de que cofilina sea 

regulada directamente por Jak3. En el caso de la formación del urópodo se da por la 

activación de RhoA y efectores de ROCK favoreciendo la formación y función de complejo de 

actinomiosina y de LIMK2 [124]. 
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Justificación	  

La migración es un proceso crucial para la respuesta inmune, defectos en ella provocan una 

pobre respuesta ante procesos infecciosos así como una homeostasis alterada. Uno de los 

eventos fundamentales para el proceso de migración es la reorganización del  citoesqueleto, 

por lo cual es de vital importancia estudiar las vías de señalización involucradas en este 

proceso. Debido a que existen antecedentes que indican que las quimiocinas CCL19 y CCL21 

pueden ejercer efectos diferenciales tanto en linfocitos T como en células dendríticas 

(activación de proteínas, localización y respuestas estructurales), es importante evaluar si 

éstas pueden inducir vías de señalización distintas. Se sabe que Jak3 media la migración y 

rearreglo del citoesqueleto en linfocitos T cuando las quimiocinas CCL19 y CCL21 se unen a su 

receptor (CCR7). Sin embargo, se desconoce si existen diferencias en los mecanismos 

específicos que participan durante la reorganización del citoesqueleto (actina,  GTPasas  y 

cofilina) en linfocitos T  en respuesta a estas dos quimiocinas. 

 

 

Hipótesis	  

Existen diferencias en las vías de señalización mediadas por CCR7 río abajo de Jak3 que 

participan en el rearreglo del citoesqueleto en respuesta a las quimiocinas CCL19 y CCL21 en 

linfocitos T.  

 

 

 

Objetivo	  general	  
	  

Estudiar las vías de señalización que llevan al rearreglo  del citoesqueleto (F-actina, y  GTP-

Rac 1, GTP-Rho A, cofilina)  iniciadas con el receptor CCR7 dependientes de  Jak3 en 

respuesta a sus dos ligados (CCL19 y CCL21).  
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Objetivos	  particulares	  
	  
 

• Determinar la fosforilación de Jak3 después de la estimulación con CCL19 y CCL21.  

• Analizar la polimerización de actina después de la activación de CCR7 en respuesta a 

CCL21 y CCL19 y la participación de Jak3 en dicho proceso.  

• Determinar las diferencias en activación de las GTPasas RhoA, Rac-1 y Cdc42 en 

respuesta a las quimiocinas ligando de CCR7 

• Determinar cinética de fosfo-cofilina en respuesta a CCL19 y CCL21. 

	  

Metodología	  	  

Anticuerpos	  
Determinación fosfo-Jak3. Anticuerpo primario pJak3 policlonal (Santa Cruz Biotechnology 

Inc, Santa Cruz, CA). Anticuerpo pJak3 tirosina 980 D44E3 (Cell signaling). Anticuerpo 

secundario anti-rabbit HRP (santa cruz Biotechnology, Inc, Santa Cruz, CA).  Secundario anti-

rabbit FITC (Cell signaling).  

 

Inmunofluorescencia. Se usaron anticuerpos RhoA-GTP,  Rac-1 GTP y Cdc42-GTP (New 

East, Biosciences, Whitewoods Lane, Malvern, PA), fosfo-cofilina (Ser-3) y rodamina-faloidina 

(Invitrogen Inc., Carlsbad, CA). Fue usado como anticuerpo secuandario Alexa Fluor 488 anti-

mouse IgG (Molecular Probes, Invitrogen, Inc). Medio de montaje fue obtenido de Dako 

(Denmarks, A/S) . 

Reactivos	  
• Quimiocinas. Se utilizaron quimiocinas murinas recombinantes CCL21 y CCL19 

compradas a PeproTech (Rhocky Hill, NJ).  

• Inhibidor. El inhibidor WHI-P131 en concentraciones de 30 µg y 80 µg/mL 

(Calbiochem, San Diego, CA).  

• La toxina pertussis (PTX) 200 ng/mL fue obtenida de Sigma (St Loouis, MO, EUA).  

• DMSO (Dimetil sulfóxido, Sigma Chemicals). Fue usado como control  en linfocitos 

obtenidos de ratones silvestres.  

Animales	  
Los ratones Jak3-/- (B6129S4-Jak3tm1Ljb, o también llamados C57BL/6 –JAK3tm1Ljb) fueron 

obtenidos de Jackson Laboratories (Bar Harbor, ME, EUA). Se usaron ratones  Jak3-/- de 3 a 6 

semanas de edad y como controles se usaron ratones de la misma edad C57BL/6 (de cepa 
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silvestre) o ratones heterocigotos . Los ratones estuvieron en condiciones libres de patógenos 

en el bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM  y bajo los lineamientos 

del Comité de Ética de la misma entidad.  

Obtención	  de	  linfocitos	  
	  
De ganglio. Se obtuvieron ganglios (axilares, inguinales y mesentéricos) de ratones WT. 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 2 % ó 10 % de suero fetal bovino (SFB, Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). 

Las células obtenidas se lavaron 2 veces centrifugando a 2000 rpm por 5 minutos a 4 ºC. Se 

resuspendieron en el volumen de RPMI requerido para el ensayo a realizarse.  

De bazo. Se obtuvo por medio de una operación post-mortem obtenidos de ratones Jak3+/+ o 

ratones Jak3-/- (determinación de genotipo por PCR, anexo1). Los bazos fueron disgregados 

mecánicamente y posterior a ello se lisaron los eritrocitos con ACT (Anexo 2). De igual forma 

se resuspendieron y contaron las células utilizando RPMI, utilizando azul tripano para 

determinar viabilidad. 

Determinación	  de	  fosforilación	  de	  Jak3	  
Las células de bazo de ratones heterocigotos y knock out fueron estimuladas con pervanadato 

100 ng/mL en RPMI con  10 % de suero fetal bovino. Previamente se lisaron los eritrocitos y 

las células obtenidas fueron lisadas usando buffer de lisis (ver anexo 2). Se colocaron 28.6 

x106 células de ratones heterocitos y KO en cada carril.  Las células lisadas se  calentaron a  

95 ºC por 10 min. y se separaron con SDS-PAGE usando gel de acrilamida al 10 %. 

Posteriormente las membranas fueron bloqueadas con TBS con 5 % de albumina sérica 

bovina (Research Organics, Cleveland, OH). La determinación de anticuerpo primario fue 

usando los dos anticuerpos anti fosfo –Jak3, seguido de un anticuerpo secundario con HRP. La 

señal fue detectada usando peroxidasa del kit Western Blotting substrate (Pierce, Rockford, 

IL).  

Tratamiento	  con	  inhibidores	  
Las células obtenidas de los ganglios, a una concentración de 8x106 en RPMI 10 % de SFB se 

mantuvieron 2 horas en la incubadora a 37 ºC, 5 % CO2, con 200 ng/mL de PTX, con 30 

µg/mL u 80 µg/mL de WHI-P121, 0.6 o 1.6 µl/mL DE DMSO respectivamente como control. 

Las células se lavaron tres veces con RPMI y se resuspendieron para posteriormente hacer 

ensayos de polimerización de actina.  
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Ensayos	  de	  polimerización	  de	  actina	  por	  citometría	  de	  flujo	  
	  
Las células fueron estabilizadas colocándolas en hielo 10 min y posteriormente  estimuladas 

con  CCL19 y CCL21 (24.6 nM) a los tiempos de  0, 10, 20 30, 60 y 300 segundos.  La 

estimulación se detiene formaldehido al 3.7 % 1:1 del volumen de células tomado durante la 

estimulación. Las células se incuban 1 hora a 10-18 ºC. Posterior a ello se tiñen con un buffer 

A (Anexo2) que contiene  0.78 unidades de NBD-falacidina FITC (Molecular Probes, Invitrogen 

Inc.)  lisofosfatidilcolina (0.25 mg/mL), formaldehido 7.4 % en PBS (1X)  incubándose una 

hora. Las células se analizan el mismo día mediante citometría de flujo (FACScan. B&D). A 

partir de una región de células vivas, basados en tamaño y granularidad (FSC Vs. SSC) se 

calculó el incremento  relativo de F-actina (canal Fl1), midiendo la intensidad media de 

fluorescencia de las células estimuladas entre las no estimuladas.  

Ensayos	  	  de	  microscopía	  confocal	  	  
	  
Las células de ratones B6 obtenidas de ganglios fueron maceradas. Antes de la estimulación 

las células fueron puestas en igualdad de condiciones dejándolas 10 minutos en hielo y 5 

minutos a 37 º C. Las células fueron estimuladas para diferentes tiempo (0, 10, 30, 300, 600, 

900 segundos) dependiendo el ensayo. El volumen tomado para cada tiempo fue de 150 mL 

que corresponden a 1x106 células. La estimulación se detiene con PFA 7.4 % 1:1. Las células 

se colocan 12 horas en cubreobjetos pre-tratados con poli-L lisina al 0.05 %. 

Tinción	  para	  microscopía	  confocal	  	  
	  
Las células adheridas a cada cubreobjeto fueron permebilizadas usando Tritón X-100 al 0.1 % 

en PBS por 6 minutos. Posterior a ello se colocó solución de bloqueo (ver anexo) 1 hora. El 

anticuerpo primario (Rac-1, Rho-A GTP, Cdc42-GTP o fosfo-cofilina) se colocaron en la 

dilución obtenida de la estandarización 1 hora. Posterior a ello se lavaron 4 veces usando  

PBS/Tween-20 al 0.1 % en y se utilizó como anticuerpo secundario Alexa 488, se lavaron 3 

veces con PBS tween al 0.1 %. Posterior a ello y dependiendo del ensayo se utilizó CD4 APC 

1:750. Al final de 3 lavados con PBS/Tween al 0.1 % se colocó Faloidina rodaminada 1:150 y 

se lavó su exceso con PBS. Las muestras fueron montadas utilizando como medio DAKO. Se 

obtuvieron entre 8-15 fotografías  por tiempo de estimulación usando el microscopio confocal 

Zeiss.  

Separación	  de	  células	  CD4+	  por	  perlas	  magnéticas	  	  	  
	  
Previo a la estimulación de linfocitos heterocigotos y KO (para microscopia confocal) se realizó 

separación por perlas magnéticas.  
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Análisis	  estadístico	  	  
	  
Los datos se representan el promedio  +/- SEM. Fue usada una T de Student  pareada de 2 

colas la cual fue determinada con el software  GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software Inc., 

San Diego, CA).  

	  

Resultados	  

1.-‐	  Determinación	  de	  fosforilación	  de	  Jak3	  por	  citometría	  de	  flujo	  	  
	  
Para determinar si existan diferencias entre las respuestas de las quimiocinas CCL19 y CCL21 

posterior a la activación de  CCR7, se trató identificar en linfocitos T la fosforilación de Jak3 en 

su tirosina 980. Primero se trató de estandarizar el protocolo para la detección de la 

fosforilación de Jak3 por citometría de flujo utilizando linfocitos obtenidos de bazo. La figura 

24 muestra la cinética realizada con la quimiocina CCL21 (300 ng/mL) usando el anticuerpo 

generado por compañía Santa Cruz (tirosinas 980/981), donde se observó un incremento del 

2.4 veces con respecto al basal en la fosforilación, desde los 30 segundos y una disminución 

de la misma a los 5 minutos. Utilizando el modelo de ratón knock out para Jak3 (genotipo 

determinado por PCR, ver anexo 1), se observó que su fosforilación basal era mayor que la 

obtenida para los ratones silvestres en un 100% (figura 23). Dicha observación es  

discordante, ya que el modelo Jak3 no contienen el dominio cinasa, en su lugar contienen una 

inserción para el gen de resistencia a neomicina.  La alta intensidad en la media de 

fluorescencia para el ratón deficiente de Jak3 indicaba un pegado inespecífico del anticuerpo 

pJak3. 

	  

 
Figura 23.  Histogramas de la cinética de fosforilación de Jak3 (tirosina 980/981 Santa Cruz) posterior a la estimulación con CCL21 
(300ng/mL). El basal  del ratón silvestre  se muestra en gris, y el incremento en la fosforilación se observa desde los 20 y 30 
segundos (línea rosa y naranja). La línea negra muestra la tinción basal para un ratón Jak3 -/-. Los histogramas  provienen de dot 
plot  de linfocitos TCD4+.  
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Figura 24. Cinética de fosforilación de Jak3. Se muestra los incrementos relativos con respecto al basal del ratón Jak3 +/- para la 
fosforilación en respuesta de 300ng/mL de CCL21. La línea azul muestra la cinética para el raton Jak3+/-. La línea roja muestra el 
basal para el ratón Jak3 -/-.   
 

Para detectar si dicho pegado inespecífico se debía al anticuerpo secundario se realizaron 

comparaciones de la tinción doble positiva para CD8 y CD4,  y el anticuerpo secundario, tanto 

en ratón heterocigoto, como en ratón Jak3 -/-. Este experimento mostró que la inespecificidad 

del anticuerpo secundario es poca (Figura 25)  y similar tanto en los ratones silvestres como 

en los deficientes de Jak3. 

 

a       b 

 

	   	  
Figura 25. Histogramas de anticuerpo secundario y tinción superficial para CD4 o CD8. A) Tinción en ratón Jak3 +/-  b)Ratón 
deficiente de Jak3. Los histogramas provienen de la región linfoide de células vivas.  
 

Con la idea de conocer si la concentración del anticuerpo es correcta, se realizó una curva de 

titulación usando con pervanadato (inhibidor de tirosina fosfatasas), tanto en ratones 

silvestres como en los deficientes de la molécula Jak3. Los resultados mostrados en la figura 
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26 indican que la fosforilación posterior a la estimulación con pervanadato, tanto en ratones 

Jak3+/+ como en ratones deficientes de Jak3 es semejante. Con ello se muestra que el 

anticuerpo pJak3 de la compañía  Santa Cruz no es el ideal para medir la fosforilación de la 

molécula Jak3 por citometria de flujo, ya que tiene un pegado inespecífico.  

 

 

a       b   

	   	  
	  

c	   	   	   	   	   	   	   d	  

	   	  
Figura 26. Titulación del anticuerpo pjak3 de Santa Cruz, la curva gris indica el basal para un ratón silvestre, la rosa el basal para 
un ratón Jak3 -/-; la línea negra indica la estimulación con pervanadato para el ratón silvestre y la línea verde indica la 
estimulación con pervanadato para Jak3 -/- . a) indica una concentración 1:30, (b) 1:90, (c) 1:270 y (d) 1:810.  
 

Ante los resultados, se determinó probar otro anticuerpo que reconoce la misma fosforilación 

en la tirosina 980, producido por la compañía Cell Signaling.  Se comparó la estimulación con 

pervanadato entre ratón silvestre y el Jak3 -/-. En la figura 27 se muestra que con este 

anticuerpo se tienen basales con menor intensidad media de fluorescencia, sin embargo  se 

sigue teniendo un basal para el ratón Jak3 -/- mayor al  silvestre, lo cual resulta incongruente a 

los esperado.  
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a      b 

	  

	  
Figura 27.  Histogramas para la fosforilación de Jak3 usando el anticuerpo producido por Cell signanling. (a) muestra el pegado 
inespecífico de anticuerpo secundario (línea naranja). (b) muestra la fosforilación de ratón Jak +/+ ( línea negra)  y la del ratón Jak3 
-/- (línea verde) comparado contra el basal del ratón Jak3 +/+ (gris) y el ratón Jak3 -/-  (rosa).   
 

2.	  Fosforilación	  de	  Jak3	  por	  Western	  Blot	  
	  
Con el objetivo de intentar determinar la fosforilación por medio de Western Blot, se colocaron  

28.5 x106 células obtenidas de bazo de ratones knock out (posterior a la lisis de eritrocitos ) 

con y sin estimulo de pervanadado. Los anticuerpos usados para la detección de la 

fosforilación fueron p-Jak3 (tirosina 980/98) Santa Cruz en una concentración 1:250 y Cell 

signaling pJak3 (tirosina 980) en una concentración 1:1000. En la figura 28 se muestra las 

bandas obtenidas en el western blot. Los carriles A y C corresponden a las células sin 

estimulación, en las cuales se tiene pocas bandas, mientras que los carriles B y D que 

corresponden a las células estimuladas y donde ambos anticuerpos reconocen diferentes 

proteínas de diversos pesos moleculares; el número de bandas reconocidas hace difícil 

identificar si existe o no una banda del peso molecular correspondiente a pJak3 (106 kD). 

Considerando que  ratones Jak3-/- deficientes para la molécula y que los anticuerpos son 

específicos, no deberían reconocer ninguna otra proteína.  
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Figura 28. Determinación  la fosforilación de Jak3 por Western Blot. Células obtenidas de  bazo de  ratón Jak3-/- 28.5 x106   células 
por carril.  Carril A. células sin estimulación, anticuerpo p-Jak3 Santa Cruz; carril B. células con estimulo de pervanadato, 
anticuerpo p-Jak3 Santa Cruz; carril C. células sin estimulación anticuerpo Cell signaling ; carril D. células con estimulación, 
anticuerpo p-Jak3 Cell signaling (#5031).  

3.-‐	  Polimerización	  de	  actina.	  
	  
Para determinar si existen diferencias entre la polimerización de actina  se realizaron 

estimulaciones con las dos quimiocinas a concentraciones equimolares (24.6 nM) (figura 29). 

  
Figura 29. Cinética de polimerización de actina. Linfocitos primarios de ratones C57BL/6 se pre-trataron con DMSO  para CCL19 
y CCL21  en concentraciones equimolares. Tiene una diferencia estadística a los 10 segundos.  (n=4) . **p<0.01. Las gráficas 
representan el promedio de 4 experimentos independientes ± SEM.  
 

Se encontró que los incrementos relativos de la polimerización de actina eran 

significativamente diferentes entre ambas quimiocinas a los 10 segundos (p< 0.01), sin 

embargo ambas inducen cinéticas similares en los linfocitos T.  

Para saber si la respuesta era dependiente de Jak3 se pre-trataron a los linfocitos con WHI-

p131 (inhibidor especifico para Jak3) DMSO  vehículo del inhibidor y PTX (inhibidor de la 



	   37	  

activación de proteína G). El inhibidor se uso en dos diferentes concentraciones con base a los 

antecedentes del laboratorio que indicaban diferencias en la inhibición entre quimiocinas.  

	  
Figura 30. Cinética de polimerización de actina para diferentes tratamientos para CCL19 en concentración de 24.6nM. Linfocitos 
primarios de ratones C57BL/6 se pre-trataron con DMSO (línea azul), WHI-P131 (línea roja) o PTX (línea verde), estimuladas con la 
quimiocina CCL19 en tiempos (0-300 segundos). Las gráficas representan el promedio de 4 experimentos independientes ± SEM. 
 
	  

	  
Figura 31. Cinética de polimerización de actina para diferentes tratamientos para CCL21 en concentración de 24.6nM. Linfocitos 
primarios de ratones C57BL/6 se pretrataron con DMSO (línea azul), WHI-P131 (línea roja) o PTX (línea verde), estimuladas con 
la quimiocina CCL21 en tiempos (0-300 segundos).4 experimentos independientes ± SEM. 
 

Se compararon también los incrementos relativos para F-actina  usando tratamientos con el 

inhibidor de Jak3 (WHI-P131) a dos concentraciones 30 y 80 µg/mL: la respuesta es 

igualmente inhibida en ambas quimiocinas (figura 30 y 31). Por lo tanto, podemos concluir 

que lo reportado con anterioridad (falta de inhibición con CCL19 al usar 30 µg/mL) era debido 

a la concentración usada. Es importante recordar, que al igual que todos los fármacos, la 

actividad inhibitoria no es total y depende de una concentración media, la cual evita afectar a 

otras cinasas.  

Por otra parte, al pre-incubar las células con PTX, la cual inhibe la activación de la proteína G 

heterotrimérica, afectó de manera similar la respuesta hacia CCL21 Y CCL19,  puesto que la 

polimerización de actina se ve totalmente abatida.  
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4.-‐	  Activación	  de	  Rac-‐1	  	  
	  
Por medio de microscopia confocal se realizó la medición de la cinética de activación de Rac-1 

GTP de linfocitos T obtenidos de ganglios de ratones silvestres, posterior a estimulación con 

las dos quimiocinas en concentraciones equimolares.  

 
Figura 32. Gráfica que muestra los incrementos relativos para la activación de Rac-1GTP. En rojo se muestra la activación 
obtenida para CCL21 y en azul para CCL19. La grafica corresponde a 5 experimentos  independientes ± SEM.*** P<0.005, **p<0.01, 
*p<0.05  para los tiempos de  0-600 segundos y un experimento para 900 segundos.  
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F igura 33.  Retraso en la activación de Rac-1GTP para CCL19.  Muestra las microscopías representativas de 5 ensayos 
independientes. En el canal rojo se muestra actina y en el verde Rac-1 GTP.  

 

La figura 32 se muestra que para CCL21 la estimulación activa rápidamente Rac-1 a los 30 

segundos, y disminuye a los 300 segundos, en cambio para CCL19 a la misma concentración 

molar la estimulación se ve incrementada hasta los 300 segundos. La comparación estadística 

resulta significativa a los 30 segundos con una p < 0.01 

En la figura 33 se muestran las microscopías representativas de una n de 5 se puede observar 

que la activación de Rac-1 concuerda con la formación del frente de migración.  Para CCL21, 

la formación del polarización de la célula	   comienza a los 30 segundos, mientras que para 

CCL19 es evidente hasta los 600 segundos cuando se tiene un fenotipo migratorio completo.  

Se realizó un ensayo a los 900 segundos, donde se observó una tendencia a la reactivación de 

Rac-1 por parte de CCL21, eso concordaría con la propuesta que estas GTPasas siguen ciclos 

de activación debido al intercambio de GTP por GDP.  
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Activación	  de	  GTPasas	  en	  ratones	  Jak3	  -‐/-‐	  

Para determinar diferencias  entre las quimiocinas y su dependencia con Jak3 se intento 

determinar ratones heterocigotos (Jak3 +/- ) y  deficientes (Jak3-/-). Para ello se separaron 

células por medio de  perlas magnéticas. A continuación se muestran las microscopías 

obtenidas (figura 34).  

 
Figura 34. Muestra las microscopias confocales para Rac.1 en ratones Jak3 +/+ y Jak3 -/- . La separación de 
célula CDC4+ se realizó por perlas magnéticas.   
 

El experimento no fue concluyente ya que los ratones ratones Jak3-/- tienen un aumento en la 

apoptosis celular, lo que da como consecuencia un bajo número de células posterior a la 

estimulación, que hace imposible tener un resultado cuantitativo representativo. Para 

determinar si la técnica de separación influyó en los resultados se hizo una tinción triple con 

CD4 APC . Sin embargo, la dificultad en este caso radica en encontrar células CD4+ (triple 

positivas para la tinción) en bazo de los ratones Jak3-/- (figura 35), ya que como se sabe su 

fenotipo es anérgico activado.  
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Figura 35. Muestra las microscopias confocales para RhoA en ratones Jak3 +/- y Jak3 -/- . Se utilizó una triple tinción  con CD4APC . A. 
Cinética temporal de activación de RhoA. B. Panorámica.  

5.-‐	  Activación	  de	  Cdc42	  GTP	  
Se sabe que Cdc42 genera un “loop” de activación hacia Rac-1, además promover la 

formación de filopodios. Conociendo la cinética de Rac-1 y el retraso migratorio generado 

posterior a la estimulación de CCL19 en linfocitos, se determinó hacer la cinética para Cdc42 

GTP con las mismas quimiocinas, usando también un tiempo más corto (10 segundos), en el 

cual se había previamente observado que existían diferencias en la polimerización de actina. 

Como se muestra en la figura 36, la cinética de activación para Cdc42 mostró una relación con 

la de Rac-1; Cdcd42 se activó desde los 10 segundos para ambas quimiocinas, sin embargo, 

su activación fue más sostenida en la estimulación con CCL19.  

 
Figura 36. Grafica que muestra los incrementos relativos para la activación de Cdc42 -1GTP. En rojo se muestra la activación 
obtenida para CCL21 y en azul para CCL19. La gráfica corresponde a 5 experimentos  independientes ± SEM.*** P<0.005, **p<0.01, 
*p<0.05 
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Figura 37.  Activación temprana pero poco sostenida de Cdc42 inducida por la estimulación de CCL21. Muestra las microscopías 
representativas de 4 ensayos independientes. En el canal rojo se muestra actina y en el verde Cdc42-1 GTP.  

6.-‐	  Activación	  de	  Rho-‐A	  
Se determinó la intensidad de fluorescencia para la GTPasa Rho-A, la cual se relocaliza en el 

urópodo. En el caso de CCL21 se muestra (n=5) a una mayor activación en comparación con 

CCL19.  

	  
Figura 38. Gráfica que muestra los incrementos relativos para la activación de Rho-AGTP. En rojo se muestra la activación 
obtenida para CCL21 y en azul para CCL19. La grafica corresponde a 5 experimentos independientes ± SEM.  *** P<0.005, **p<0.01, 
*p<0.05 
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En la miscroscopía confocal se muestra que la activación  y relocalización de Rho-A es más 

rápida e intensa para CCL21.  

 
Figura 39. Microscopías representativas para Rho-GTP de 5 experimentos.  

7.-‐	  Fosforilación	  de	  cofilina	  (serina	  3)	  
Se determinó  la cinética de cofilina fosforilada en serina 3, es decir su estado inactivo de la 

cofilina. Se encontró que la cinética de cofilina para CCL21 es igual a lo descrito por Ambriz-

Peña por medio de Western Blot, donde se tenían altos basales para pCoflina al inicio y estos 

disminuían a los 30 segundos para luego recuperar su basal a los 300 segundos. Para CCL19 

se encuentra a los 30 segundos mayor cantidad de cofilina fosforilada (inactiva).  
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Figura 40. Grafica que muestra la diferencia de activación de cofilina a los 30 segundos después de la estimulación con CCL21 y 
CCL19. .Representa 4 experimentos independientes ± SEM *** P<0.005, *p<0.05 
	  

En las micrografías de confocal se puede observar de igual forma que para RhoA y Rac-1 que 

el fenotipo migratorio no se forma con CCL19 a los 300 segundos pero sí para CCL21.  

	  

	  

 

Figura 41. Microscopías representativas de 4 experimentos  para fosfo cofilina.  
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Discusión	  

Las quimiocinas son controladores de muchas respuestas inmunes incluyendo  la 

migración de linfocitos a ganglios linfáticos. Se ha descrito que varias quimiocinas 

pueden tener un mismo receptor, tal es el caso de CCL19 y CCL21, cuyo receptor es 

CCR7 [61]; ambas quimiocinas tiene igual afinidad por su ligando, sin embargo se ha 

descrito diferencias tanto en sus concentraciones fisiológicas (100 veces mayor CCL21 

que CCL19 dentro de ganglio), como en sus efectos (extensión de dendritas, 

desensibilización del receptor,  unión a glicosaminoglicanos) [53]. Por otra parte se 

ha demostrado que  el receptor CCR7 tiene una relación estrecha con la activación de 

la cinasa Jak3 y esta a su vez  con la reorganización del citoesqueleto necesaria para 

la formación del fenotipo migratorio durante la  migración celular [124]. 

Considerando lo anterior, se determinó analizar la existencia de diferencias de entre 

ambas quimiocinas (CCL19 y CCL21) rio debajo de la activación del receptor y su 

dependencia de Jak3 en linfocitos T [124]. Es importante mencionar que se decidió 

igualar las concentraciones molares de las quimiocinas CCL19 y CCL21, debido a la 

diferencia entre sus pesos moleculares (8.8 y 12.2 kDa, respectivamente), por lo que 

se tomó como referencia el dato donde se tiene mayor migración para CCL21 (300 

ng/mL) en linfocitos T descrito con anterioridad en otros trabajos de nuestro 

laboratorio, el cual corresponde a 24.6 nM.  

Estudios anteriores mostraron por medio de inmunoprecipitación que Jak3 se fosforila 

desde los 15 segundos bajo estimulo de CCL19 y CCl21 (100 ng/mL) [114].  Para 

conocer si la acción de  las quimiocinas tiene la misma dependencia de Jak3 se 

realizaron pruebas para determinar su fosforilación (activación). Se trató de 

estandarizar un protocolo para su determinación por citometría de flujo, sin embargo 

se observó que la media de fluorescencia era mayor para aquellas células 

provenientes de los ratones deficientes de la molécula Jak3 en comparación con  

heterocigotos (fig. 23). El análisis dio como resultado que este aumento no era 

originado por el anticuerpo secundario (no hay diferencias significativas entre la 

intensidad de fluorescencia con y sin el anticuerpo secundario).  

Posterior a ello,  realizó un Western Blot para ver si era posible determinar la banda 

de 106 kDa específica de Jak3 fosforilado y así poder discriminar otras moléculas que 

dieran este aumento en la intensidad media de fluoresencia. Para eso de se usaron 

dos anticuerpos de casas comerciales diferentes (los dos existentes en el mercado), 

ambos fueron generados con el objetivo de detectar la fosforilación en la tirosina 980 

y indican que son específicos usando como control a la línea celular Hep G2 (carente 



	   46	  

de Jak3). La figura 28 muestra el Western Blot resultado de la lisis de células de bazo 

posteriores a la eliminación de eritotrocitos,  tanto basalmente como posterior a una 

estimulación con pervanadato. El pervanadato al ser un inhibidor de fosfatasas evita 

que las células se desfosforilen, por lo tanto puede ser usado como control para 

determinación de proteínas en su forma fosforilada. Inesperadamente se observó que 

anticuerpos no hacen posible la identificación correcta de la banda con el peso 

correspondiente a la fosforilación de Jak3 (106 kDa) debido a la gran cantidad de 

bandas que son detectadas, lo cual indica que hay gran “crossreactividad” del 

anticuerpo en el reconocimiento de otras proteínas, sobre todo de pesos moleculares 

menores a las cinasas Jak. Interesantemente el numero de bandas es mayor 

posterior a la estimulación con pervanadato, por lo cual se puede suponer que el 

anticuerpo sí detecta formas fosforiladas de tirosinas, aunque no sea especifico. Se 

sabe que existe una alta homología entre cinasas Janus, y que Jak2 [12] la se ha 

sugerido que también tiene relación con CCR7 , por lo cual con seguridad sería una 

de las bandas reconocidas [27].  Inhibir las otras cinasas podría ser una opción para 

mejorar la discriminación de bandas inespecíficas.  

Otro de los inconvenientes para de este ensayo es  el número de células usadas para 

cada carril; esto se debe a que para comparar es necesario evitar las diferencias 

entre fondo genético (“background”) por lo cual se requiere usar ratones de la misma 

camada. Cabe mencionar que en el caso de ratones Jak3-/- las células al tener un 

fenotipo anérgico activado dan un menor número de células viables posteriores a la 

estimulación [34]. 

Ante estas dificultades se estableció estudiar las diferencias de las dos quimiocinas 

basándose en sus efectos posteriores a la fosforilación  de Jak3 [124].  

Uno de los efectos que ha manifiesto una dependencia de Jak3 es la polimerización 

de actina, la cual puede ser definida como la formación de filamentos a partir de 

actina G. Como muestra la figura 29,  la cinética de polimerización de actina resulta 

similar para las dos quimiocinas: se tiene un punto máximo a los 20 segundos y 

regresa a su basal a los 5 minutos. Empero, entre ambas quimiocinas se encuentra a 

los 10 segundos una diferencia estadísticamente significativa, donde la polimerización 

de actina inducida por  CCL21 es más alta que para CCL19; dicha diferencia podría 

reflejar la rapidez de la formación del frente de migración, ya que es en este donde 

se necesita la mayor generación de filamentos [125]. A pesar de encontrar una sola 

diferencia se continuo con el estudio ya que el ensayo únicamente identifica en 

potencia relativa para la inducción de polimerización de actina, sin embargo no da 

información sobre qué tipo de estructuras que forman los filamentos de actina, lo 
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cual es importante porque da una idea como interacciona con otras células 

[68,113,126]. 

En datos no publicados del laboratorio usando concentración de 300 ng/mL, tanto 

para CCL19 como CCL21,  indicaron que la polimerización de actina inducida por 

CCL19 solamente era inhibida usando la concentración de WHIP-131 80µg/mL 

(corresponde a la CI50), mientras que para CCL21 desde los 30µg/mL se podía 

observar la inhibición, lo cual sugería mayor dependencia de CCL19 con Jak3. En el 

presente estudio se determinó que a concentraciones equimolares las dos 

quimiocinas se ven inhibidas desde 30 µg/mL, lo que indica que ambas son  

dependientes de igual forma de Jak3, y que la observación antes descrita era un 

efecto de la concentración usada, recordando que los inhibidores tienen 

concentraciones en las que pueden actuar sin inhibir a otras cinasas [47,127]. 

Un modulador de las dinámicas de actina es cofilina, se determinó su activación 

(desfosforilación) utilizando microscopia confocal. Se detectaron diferencias entre las 

quimiocinas a los 30 segundos al tener mayor intensidad de fluorescencia bajo la 

inducción con CCL19 que para CCL21, lo cual es un reflejo de diferencias en las 

dinámicas de cofilina, de forma interesante eso corresponde a la formación de 

filopodios y protrusiones que cambian rápidamente de lugar y grosor. El basal alto de 

cofilina inactiva corresponde a las descripciones donde se indica que es necesario 

tener al inicio cofilina inactiva para poder controlar la liberación de monómeros de 

actina y tener lugares para generar filamentos a partir de los existentes. Por lo tanto, 

sería importante analizar en futuros trabajos si existen también diferencias en la 

activación de proteínas que son requeridas para la  activación de cofilina 

(desfosforilación) como SSH1L o LIMK1/2 (inactivada) [101].  

Estudios anteriores indicaban que la activación de cofilina temprana (30 segundos) 

podría estar relacionada con SSH1L  como resultado de la  F actina generada dentro 

del mismo tiempo, ya que se sabe que esta funciona como una  fosfatasa y  es 

activada tras la polimerización de actina, permitido con ello la activación de cofilina 

de una manera espacio-temporal para la formación del lamelipodio y la migración 

dirigida en respuesta a  quimiocinas.  

Las GTPasas RhoA, Rac y Cdc42 definen que estructuras de actina forma la célula, es 

decir dependiendo de la GTPasa que participe es el tipo de remodelación y 

disposición de la F-actina, así como efectores moleculares activados. La investigación 

mostró diferencias de activación de Rac-1 y RhoA, en frente de migración y urópodo 

respectivamente, donde en ambos casos la quimiocina CCL21 promueve una mayor 

activación (más interesa y rápida). Esta diferencia está relacionada con las 
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observaciones descritas por otros grupos donde se determinó que CCL21 ayudaba a 

la migración y activación de ICAM-1, mientras que CCL19 está relacionada con la 

relocalización dentro de la zona T, ya que es producida por las células dendríticas 

para favorecer el encuentro con los linfocitos T [7,99,113]. 

La activación temprana de Cdc42 coincide con lo visto en otros estudios donde se 

supone que la polimerización temprana de actina, es dependiente de esta GTPasa 

que en conjunto con WASP y Arp 2/3 permite la formación de protrusiones de la 

membrada para la formación de filopodios [93], además de otras funciones 

relacionadas con los focos de adhesión. Se sabe además que la formación del 

urópodo y la activación de RhoA dependen de Jak3, ya que su inhibición provoca la 

deficiencia en la formación [124].  

Por otra parte, la estimulación de CCL19 induce una activación más lenta del linfocito 

y con mayor protrusiones con mayor dependencia de Cdc42, lo cual podría ayudar al 

contacto con diferentes APC hasta encontrar la adecuada para correcta presentación 

antigénica (péptido-MHC) [65,116]. 

Con anterioridad se había descrito un “loop” de activación entre Cdc42 y Rac-1, o 

cual coincide con los efectos inducidos por CCL21, sin embargo aun no se sabe que 

molécula podría funcionar como un freno en el caso de CCL19 y que permite la 

estabilidad de los  filopodios, sin el rápido cambio al frente de migración.  

La correcta generación de un fenotipo migratorio no sólo es necesario para una 

correcta migración, también tiene como objetivo movilizar la maquinaria celular para 

lograr percibir su entorno y para la correcta presentación antigénica. Los resultados 

de este trabajo muestran que existe un retraso en la formación del fenotipo 

migratorio bajo el estimulo de CCL19, y que en cambio genera filopodios con gran 

estabilidad que dependen de Cdc42.  

Finalmente considerando que la migración celular es necesaria para una correcta 

respuesta inmune y homeostasis, los datos de este trabajo sugieren que los efectos 

de CCL19 y CCL21 generados sobre linfocitos T no son redundantes, cada una de las 

quimicinas tiene una función fuera y dentro del ganglio.  Ello también podría sugerir 

diferencias entre proteínas relacionadas con el contacto con la matriz extracelular 

(como proteínas de adhesión) y con las células presentadoras de antígeno (como 

moléculas coestimuladoras durante la presentación antigénica). Se ha descrito 

recientemente que CCRL1 generan un gradiente fisiológicamente funcional de ambas 

quimiocinas [128].  En un contexto inflamatorio esta diferencia también es de 

importancia pues explicaría y daría idea de por qué en enfermedades autoinmunes 

que existen diferencias en la sobre expresión CCL21 y CCL19 [129,130]. En 
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conclusión, parecería que CCL19 induce una respuesta para encontrar a las 

dendríticas y generar estabilidad dentro del ganglio, mientras que CCL21 genera una 

migración y entrada al ganglio.  

	  
	  
	  
Conclusiones	  

	  
• Las cinéticas de polimerización de actina sólo muestran diferencia significativa 

a los 10 segundos, siendo mayor la polimerización para CCL21.  

• La activación de Rac-1 es más rápida e intensa con la estimulación de CCL21 

que con CCL19 en linfocitos T. 

• La activación de Cdc42 es más rápida pero menos sostenida con la 

estimulación de CCL21.  

• La activación de RhoA muestra una tendencia a ser más intensa par CCL21 

con linfocitos T. 

• La activación de cofilina debida a su desfosforilación es mayor a los 30 

segundos con CCL21 que con CCL19. 

• Los ensayos con ratones Jak3-/- no fueron terminados debido dificultades con 

la viabilidad de las células T.  

 

	  

	  
Perspectivas	  

• Identificar si existen diferencias entre la cinética LIMK para la estimulación 
con CCL19 y CCL21 

• Generar un modelo in vitro donde coexistan CCL19 y CCL21.  
• Estudiar diferencias entre las moléculas de  adhesión en linfocitos T posterior 

a una estimulación con CCL91 y CCL21	  
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Anexo	  1	  

Extracción de ADN 

Se cortan 0.5 cm de las colas de los ratones de la cepa Jak3, se colocan en tubos eppendorff 

de 1.5mL. Se añade 600uL de la solución de NaOH 50mM  y se les mantiene en calentamiento 

de 90-100 ºC durante 1 a 2 horas. Después se incuban a 4ºC  durante 10 minutos y se añade 

50uL de una solución de Tris pH 8. Los tubos se centrifugan a 13000rpm durante 10 minutos. 

Se recuperon 300uL del sobrenadante para realizar dos extracciones fenol-cloroformo (1:1) y 

dos de cloroformo. Entre cada una y para separar la fase acuosa se centrifufa a 13000 rpm. 

Finalmente la fase acuosa se almacena a -20ºC. 

PCR 

Mezcla de reacción de PCR NEO 

MgCl2  1 µL 

Buffer  10x  2.5 µL 

dNTPs 2.5mM 0.25 µL 

Oligonucleótidos hebra sentido(100ng/mL) 0.35 µL 

Oligonucleótidos hebra antisentido(100ng/mL) 0.35 µL 

H2O inyectable  20.25 µL 

Taq polimerasa 1.0 µL 

DNA obtenido de la extracción  2 µL 

 

Neo1 (casett de neomicina) hebra sentido5´ GAGGCTATTCGGCTATGACTG-3´´ 

antisentido 3-GTACGTGCTCGCTCGATGCG-5 

 

Mezcla de reacción de PCR JAK3 

MgCl2  1 µL 

Buffer  10x  2.5 µL 

dNTPs 2.5mM 0.25 µL 

Oligonucleótidos hebra sentido y antisentido 

(100ng/mL) 

0.35 µL 

H2O inyectable  20.25 µL 

Taq polimerasa 1.0 µL 

DNA obtenido de la extracción  2 µL 

Jak3 hebra sentido  3´GGCAACTTTGGCAGCGTGGAGCTGTGCCGC-3 

Jak3 hebra antisentido  3´-CTGGCCCATAGCTGACTCCCCGGTACTTGA-5 
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Anexo	  2:	  Soluciones	  utilizadas	  

 Buffer de FACS 

SFB 2%  
NaN3 0.02% 
EDTA 5nM 
Paraformaldehído 4% (0.1L)  
PF 4 g 
Diluir en BSA 1x pH 7.3  
 
Buffer de transferencia 

Tris base 3g 
Glicina 14.4 g 
Metanol 200mL 
 

Loadin buffer 4x (0.1L) 

SDS 20% 40mL 
Tris 1M pH 6.8 20 uL 
Glicerol 40mL 
Azul de bromofenol 
Dilución 1mL 
Loadin buffer 250uL 
Beta mercapto 310 uL 
H20 440 uL 
 

PBS 10x 

NaH2PO4-4H20  1.28g 
Na2HPO4 -7H20 11.24g 
Ajustar pH 7.3  
NaCl 43.88 g 
Aforar a 500mL 
 
 

• ACT 

Solución A  
NH4Cl  8.3 g 
H20 1L 
 

Soluciónn B 

Tris base 2.06g 
H20 90mL 
Aforar a pH a 7.7 con HCl 
Aforar a 100mL 
 

• RPMI sin SFB 

RPMI 1 sobre 

Antibiotic- antimycotic (100x)  10mL 

L-glutamina 200mM 10mL 

Bicarbonato de sodio 2g 

HEPES buffer solution (1M)  12.5mL 

H2O  1000mL 

Para prepar el RPMI 10% SFB (v/v) se 

añaden 100mL de SDB por cada 1000mL 

de RPMI 

 

 

• Polimerización de actina por 

citometría de flujo 

Buffer A 

 Diluir formaldehido a partir del stor a 37%  

1:5 en PBS 1x  

Buffer B 

NBD-phallacidin en metanol 1.5 mL 

Formaldehido 37% 

 

	  
	  
Anexo	  3:	  concentraciones	  
de	  quimiocinas	  

 

A continuación se muestra el calculo de la 

concentración de cada una de las 

quimiocinas  

 

300ng/mL CCL 21 = 24.6 nM ( 12.2kDa) 

300ng/mL  CCL19=  34. 1nM( 8.8 kDa) 

 

 

 

24.6 nM para las dos quimiocinas
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