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RESUMEN 

La molécula accesoria CD43, abundante en la superficie de linfocitos T, genera 
señales intracelulares a través de su dominio intracelular de manera 
independiente a la vez que modula las del TCR.  Se ha demostrado que la 
temporalidad con la que participa CD43 con respecto al TCR genera 
diferencias evidentes en la calidad y tipo de respuesta y que esto depende del 
establecimiento de un circuito de retroalimentación en el que participan la 
MAPK ERK y la fosfatasa de tirosinas SHP-1 (Fierro et al. 2006)  
En este trabajo, a partir de los datos experimentales reportados por Fierro et al. 
2006, y con herramientas bioinformáticas, se elaboró un esbozo de las posibles 
redes de regulación activadas y sujetas a las señales de CD43.  Mediante un 
análisis in sílico, se definió el conjunto de factores de transcripción que podrían 
ser reclutados de manera específica en respuesta a las señales generadas por 
el estímulo aislado de CD43 así como cuando anteceden o se combinan con 
las del TCR. 
Los resultados mas importantes  de este análisis fueron los siguientes: 
1) Los universos de factores de transcripción predichos cuando las células son 
estimuladas solo a través de CD43, CD43 previo o al mismo tiempo que el TCR 
son los mas amplios, y muy redundantes entre ellos, resaltando sin embargo 
algunos factores de transcripción específicos de cada estimulo. 
2) El análisis del conjunto de los factores de transcripción predichos en cada 
condición experimental permite inferir los que podrían reclutarse por el efecto 
final de las señales dependientes de CD43. 
3) Las funciones en las que participan los factores de transcripción son muy 
diversas y cubren básicamente todas las facetas de la vida celular ya que 
intervienen en desarrollo y diferenciación, respuesta inmunológica, supresión 
de apoptosis y rearreglos de la cromatina. 
4) Entre los factores de transcripción predichos, aquéllos involucrados en 
modificaciones que favorecen el remodelamiento de la cromatina, sugieren que 
el papel de las señales de CD43, como el de las señales de CD28, es el de 
regular la transcripción mediante el remodelamiento de la cromatina. 
Estos resultados sientan las bases para estudiar con mayor detalle la 
participación de CD43 en la regulación de activación celular en distintas 
condiciones experimentales.   así mismo, será importante definir cuales de los 
factores de transcripción son críticos y cuáles permisivos; cuales funcionan 
como activadores y cuales de ellos son al contrario, represores; cual es la 
cinética de reclutamiento, lo mismo que la de sus genes blanco expresados. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

FUNCIÓN DE LAS MOLÉCULAS ACCESORIAS: DEFINICIÓN DE LA CALIDAD E 

INTENSIDAD DE LA RESPUESTA. 

El sistema inmune genera mecanismos de defensa frente a agentes patógenos 

involucrando las respuestas inmune innata y adaptativa. Una vez que los 

patógenos han traspasado el primer nivel de vigilancia constituido por las 

barreras epiteliales como piel, mucosas, lágrimas y saliva, el segundo nivel de 

vigilancia, la respuesta innata, entra en acción, con la participación de células 

cebadas, neutrófilos, macrófagos y células NK. Las acciones concertadas de 

estas células y de sus productos permiten eliminar parcialmente a los agentes 

extraños y generar señales que indiquen la presencia de estos últimos, 

activando la inmunidad adaptativa. En este tercer nivel de vigilancia, se 

movilizan células especializadas como las células dendríticas, linfocitos T y B. 

Esta respuesta, a diferencia de la innata, desarrolla especificidad, diversidad y 

memoria. 

Entre las células que forman el enlace entre la respuesta inmune innata y 

adaptativa se encuentran las células presentadoras de antígeno (CPA) entre 

las cuales figuran células dendríticas, macrófagos y linfocitos B; y las células 

responsables del reconocimiento específico del antígeno: los linfocitos B y T.  

La fase inicial de reconocimiento involucra la internalización del agente 

patógeno, procesamiento y presentación de los péptidos antigénicos que serán 

expuestos como complejos [MHC-péptido] para ser reconocidos por linfocitos 

T.  Las células T y B vírgenes circulantes, cuyos receptores no han tenido 

contacto previo con tales antígenos, son activadas una vez que su receptor, 

TCR, reconoce el complejo [MHC-péptido] presentado por las CPA (Janeway et 

al., 2001). 

En los linfocitos T, el receptor para el antígeno (TCR) es un complejo 

multimolecular que consta de una unidad de reconocimiento (cadenas α y β) 

asociada a un complejo de señalización CD3 formado por dos cadenas 

ε, una δ, dos γ y dos ζ . En conjunto el complejo CD3 tiene 10 motivos de 
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activación de tirosinas asociado al inmuno-receptor (ITAM). Una vez que la 

unidad de reconocimiento ha establecido contacto con el complejo [MHC-

péptido] expuesto en la CPA, el complejo CD3 genera una serie de señales en 

el interior de la célula. 

A pesar de que el reconocimiento del antígeno es el detonador, las señales 

intracelulares generadas por el receptor para el antígeno resultan insuficientes 

para la activación adecuada de los linfocitos T requieréndose además la 

participación de moléculas co-receptoras, accesorias, y de adhesión cuyas 

señales en conjunto modulan positiva o negativamente las del receptor para el 

antígeno. La ausencia del estímulo proporcionado por las moléculas 

coestimuladoras, conduce a un estado de anergia. En este estado, la célula, a 

pesar de haber reconocido específicamente al antígeno, y de haber generado 

ciertas señales intracelulares, no es capaz de rebasar el umbral necesario para 

una activación completa y productiva, la cua requiere de diferenciación, 

proliferación, y adquisición de funciones efectoras. Incluso, estas señales 

incompletas pueden llevar a la anergia y muerte por apoptosis (Dure and 

Macian, 2008). 

La interacción de las moléculas co-estimuladoras con sus contra-receptores en 

la superficie de la misma célula en la que el receptor para el antígeno reconoce 

a su antígeno, estabiliza la unión entre linfocitos T y CPA y genera señales 

intracelulares que regulan positiva o negativamente las del receptor para el 

antígeno (Figura 1). De esta manera, la activación y diferenciación de la célula 

se ven influenciadas por el microambiente generado por las señales del 

receptor del antígeno, de las moléculas de adhesión (LFA-1-ICAM), de los 

coestimuladores (CD28, CD43), señales adicionales como las generadas por 

CD2, y por las citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento, factores 

solubles producidos por el conjunto de células participantes (Kaiko et al., 2008). 
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FIGURA 1. MOLÉCULAS DE ADHESIÓN, ACCESORIAS, COESTIMULADORAS Y CO-
RECEPTORES EXPRESADOS EN LA SUPERFICIE DE LOS LINFOCITOS. Su 
interacción con los contra-receptores presentes en la célula presentadora 
de antígeno (CPA). 

 

La combinación de las señales del receptor para el antígeno y las del conjunto 

de moléculas accesorias define el nivel y la calidad de la activación que se 

llevará a cabo en la célula. Son múltiples los eventos resultantes de estas 

señales, y abarcan desde cambios en el citoesqueleto que regulan funciones 

como migración, adhesión, liberación de gránulos citotóxicos, hasta la 

regulación de la expresión génica a través de la activación controlada de 

factores de transcripción que se unen de manera específica a los elementos cis 

del ADN.  

Las solas señales del TCR no bastan para que se produzca suficiente IL-2, la 

cual funciona de manera autócrina y parácrina como factor de crecimiento y 

como inductor de la proliferación. Cuando las señales proporcionadas por 

moléculas accesorias como CD28 (Diehn et al., 2002; Fierro et al., 2006; 

Murayama et al., 2006; Northrop et al., 2006; Santana et al., 2000; Thomas et 

al., 2005), CD4 (Bierer et al., 1989; Sleckman et al., 1988), CD2 (Hahn et al., 

1992), CD8 (Rosenstein et al., 1989) y CD43 (Rosenstein et al., 1991) se 

suman a las del TCR, se produce IL-2 y los linfocitos proliferan y se diferencian. 
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Las señales activadas por CD28, inducen un estado transcripcionalmente 

activo de la cromatina en la región promotora del gen de IL-2, el cual se 

caracteriza por la acetilación de histonas y la desmetilación de elementos 

reguladores específicos, (Murayama et al., 2006; Northrop et al., 2006; Thomas 

et al., 2005). Así, dependiendo de la combinación particular de las moléculas 

accesorias en un momento y en un compartimiento dados, las moléculas 

accesorias preparan a la célula a responder de una manera específica, en un 

contexto celular y ambiental extracelular. Una vez activados, los linfocitos se 

convierten en células efectoras capaces de proliferar, con expansión de las 

clonas, cada una específica para un epítopo en particular. 

La agrupación de genes de citocinas en loci específicos favorece una pronta y 

eficiente respuesta celular a un estímulo. Al estar contiguos en el mismo 

cromosoma, constituyendo un locus definido, los genes se comportan de 

manera semejante ante un mismo estímulo. Ejemplo de ello es el "locus de 

citocinas Th2". Este locus, conformado por  los genes de las interleucinas IL-5, 

IL-4 e IL-13, está organizado en una región de 140 kb en el cromosoma 5q en 

el humano, conservándose esta disposición en el ratón, en el cromosoma 11. 

Entre otros loci descritos para citocinas, se encuentra el de la interleucina 2 (IL-

2), ubicado en el cromosoma 4; interferon gamma (IFN-γ), en el cromosoma 12; 

y TNF (LT-β, TNF-α y LT-α), en el cromosoma 6 (Fields et al., 2004; Kaneko et 

al., 2007; Kim et al., 2007; Lee et al., 2006; Santangelo et al., 2002; Spilianakis 

and Flavell, 2004, 2007; Tsytsykova et al., 2007).  Cada uno de estos loci está 

coordinado por los diferentes elementos reguladores en el ADN, tales como los 

promotores proximales de cada uno de los genes incluidos en el locus, así 

como también los enhancers y las regiones controladoras de locus (LCR). El 

LCR del locus Th2 se ubica en la región intrónica 3' del gen constitutivo 

RAD50, río arriba de los genes de IL-4 e IL-13, y en dirección contraria a IL-5. 

Las señales de activación generadas a través de CD28, así como por factores 

de crecimiento expresados tempranamente y con efecto autócrino, como ocurre 

con IL-2, promueven un estado activo de la cromatina de este LCR. 

Consecuentemente, esto induce el establecimiento de interacciones 
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intracromosomales entre los genes de este locus, promoviendo la respuesta 

Th2 (Lee et al., 2006; Spilianakis and Flavell, 2004). 

Un linfocito T activado, no diferenciado aún (Th0), es capaz de responder 

rápidamente expresando citocinas características tanto tipo Th1 (IFN-γ) como 

Th2 (IL-4).  Esta capacidad de respuesta rápida se explica a través de las 

interacciones intercromosomales establecidas entre el gen del IFN-γ y la región 

controladora del locus de citocinas tipo Th2 en el núcleo de linfocitos T vírgenes 

lo que les permite responder rápidamente a las señales de activación, 

expresando las proteínas codificadas por ambos loci, pero solo en niveles bajos 

(Spilianakis et al., 2005). 

La presencia de ciertos factores solubles polarizantes en el microambiente 

controla el encendido de loci específicos (Kaiko et al., 2008; Macian, 2005), 

contribuyendo al direccionamiento de la diferenciación de los linfocitos T 

efectores hacia los tipos principales Th1, Th2, Th17 y Treg, cada uno de los 

cuales tiene un fenotipo, una firma de citocinas y funciones específicos. Como 

se describe en la figura 2, las células Th1 secretan principalmente IFN-γ y 

factor de necrósis tumoral beta (TNF-β ó linfotoxina alfa), protegiendo contra 

infecciones intracelulares causadas por bacterias, virus y microorganismos que 

crecen en macrófagos, así como en la eliminación de células cancerosas y TNF 

alfa  (TNF-α) (Spilianakis and Flavell, 2007). Las células Th2 secretan IL-4, IL-

5, IL-10 y IL-13, teniendo como blanco la eliminación de parásitos 

extracelulares así como la producción de IgE. Mediante la IL-4, los linfocitos 

Th2 activan a los linfocitos B para producir IgE. La IL-5 induce eosinofilia, en 

tanto que la IL-13 e IL-4 estimulan la proliferación de células cebadas y su 

degranulación. Las células Th17, las cuales secretan IL-17, IL-17F, IL-6, IL-22 y 

factor de necrosis TNF–α con un papel integral tanto en la inflamación como en 

la activación de neutrófilos, combaten bacterias extracelulares. Por otro lado, 

las células T reguladoras (Treg) producen IL-10 y factor de crecimiento 

trasformante beta (TGF-β), los cuales modulan la actividad de las células 

regulando negativamente algunas de sus funciones, inducen la tolerancia. 
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FIGURA 2. DIFERENCIACIÓN DE LINFOCITOS T. La respuesta Th1, se ve 
favorecida con la interleucina 12 (IL-12) e interferones de tipo 1 (IFN- α y β) 
expresados a partir de macrófagos y células dendríticas tras su activación 
por patógenos intracelulares. En linfocitos T, la señalización de la 
interleucina 12 (IL-12) a través de su receptor (IL-12R) activará el factor de 
transcripción STAT4, que junto con el factor de transcripción NFAT, 
inducido por las señales del TCR y coestimuladores, cooperarán en la 
producción de interferon gamma (IFN-γ). Posteriormente, la señalización 
del IFN- γ a través de su receptor (IFN-γR) induce la activación del factor 
de transcripción STAT1 vía JAK1 y 2. La traslocación de STAT1 al núcleo 
induce la expresión del factor de transcripción T-bet. T-bet induce el 
remodelamiento del locus del gen de IFN-γ y su expresión, y la expresión 
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del receptor de IL-12. Este último, refuerza la diferenciación Th1, ya que su 
señalización activa los factores de transcripción STAT3, STAT4 y 
NFkappaB para producir las citocinas comprometidas con el fenotipo Th1 y 
remodelamiento de la cromatina. Más tarde, la activación y acceso de 
NFAT a sus blancos amplifica la respuesta. 
En el caso de la respuesta Th2, esta se ve favorecida por los factores de 
transcripción MAF y NFAT, los cuales inducen la expresión de interleucina 
4 (IL-4). La señalización generada por la asociación de IL-4 con su 
receptor (IL-4R) genera la activación de STAT6, el cual promueve la 
expresión del factor de transcripción GATA-binding protein 3 (GATA3). 
GATA3 produce el remodelamiento del locus Th2, y es el principal factor 
controlador de la diferenciación TH2, que resulta en la producción de las 
citocinas IL-4, IL-5, IL-13, IL-9 y IL-10. En el segundo paso, las proteínas 
NFAT cooperan con T-bet en las células Th1, y GATA3 en las Th2 para 
mantener la diferenciación a través de la inducción de IFN-γ e IL-4, 
respectivamente. De esta forma, un loop de autorregulación positiva 
asegura la expresión de T-bet y GATA3. T-bet y GATA3 son factores de 
transcripción antagonistas. T-bet es reprimido cuando GATA3 está 
incrementado así como la IL-4. En contraparte, GATA3 es inhibido cuando 
T-bet está incrementado, junto con IFN-γ e IL12. Otro factor de 
transcripción Th2 linaje-específico, es c-Maf, el cual regula la activación del 
promotor de IL-4. Como resultado de estas señales, la participación de los 
factores de transcripción no linaje específicos, AP1 y  NFAT, induce una 
aguda transcripción de IL-4. Así mismo, en etapas tempranas, la alta 
producción de IL-4 induce la síntesis de IL-6 a través de la inhibición de 
STAT1 previniéndose la producción de IFN- γ, modificado de (Kaiko et al., 
2008; Macian, 2005). 

 

Además de las citocinas, las quimiocinas, proteínas pequeñas que secretadas, 

actúan principalmente como quimioatractantes, regulan la angiogénesis y la 

fibrosis, la proliferación y la susceptibilidad a la apoptosis (Colobran et al., 

2007).  En el cuadro 1 se señalan las quimiocinas clasificadas de acuerdo con 

la condición en la que se producen: en verde, las homeostáticas, en rojo, las 

inflamatorias y en amarillo, aquellas con doble función, también se muestran 

sus blancos principales. 
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CUADRO 1. QUIMIOCINAS HUMANAS. CLASIFICACIÓN Y BLANCOS PRINCIPALES. 

Tomado de (Mantovani et al., 2006). 
Nomenclatura  

anterior 
Nomenclatura 

 reciente 
Receptor                                                                               Blanco  

                                                                              principal 

 
De acuerdo al número y posición de residuos de cisteínas, como 
características estructurales, a las quimiocinas se les clasifica en dos 
subfamilias mayores (CXC y CC) y dos menores (C y CXC3). Aunque 
también pueden clasificarse de acuerdo a las condiciones en las que se 
producen, como homeostáticas, debido a su expresión constitutiva y como 
inflamatorias, dada su producción por un estímulo inmune (Colobran et al., 
2007; Mantovani et al., 2006; Nomiyama et al., 2001). 

 

De acuerdo a su localización genómica, se reconoce la agrupación de las 

quimiocinas en dos clusters principales: el cluster CXC (GROα, GROβ, GROγ, 

ENA-78, IL-8, Mig, SDF-1), localizado en el cromosoma 4q12–21, y el cluster 

CC (MCP-1, -2, -3 y -4) en el cromosoma 17q11.2 (Colobran et al., 2007) 

(Figura 3). 
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a) 

 
b) 

 
 

FIGURA 3. ORGANIZACIÓN GENÓMICA DE QUIMIOCINAS: a) CXC, cromosoma 4 
y b) CC, cromosoma 17 tomado de (Colobran et al., 2007). 

 
 

CD43: UNA MOLÉCULA ACCESORIA QUE PARTICIPA EN LA PERCEPCIÓN 

DEL ENTORNO CELULAR 

ESTRUCTURA 
CD43, también conocida como sialoforina, leucosialina o gp115, es una 

proteína transmembranal expresada de manera abundante (1.5 x 105 

moléculas/célula) en las células hematopoyéticas de la serie linfoide y mieloide 

(exceptuando los eritrocitos) (Mentzer et al., 1987; Pallant et al., 1989; Remold-

O'Donnell et al., 1984; Remold-O'Donnell et al., 1987). La expresión de CD43, 

inicialmente descrita para el sistema inmune, ocurre de manera normal en otros 

tejidos como el cerebro (Losy et al., 1989), en enterocitos diferenciados in vitro 

(Amano et al., 2001), así como durante la implantación del blastocisto, junto 

con otras moléculas (CD44, ICAM-1 e ICAM-2) (Matsumoto et al., 2004).  

Adicionalmente, se ha reportado su expresión en tumores no hematopoyéticos 

como adenomas y carcinomas de colon (Amano et al., 2001; Baeckstrom et al., 
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1995; Chorvath et al., 1992; Fernandez-Rodriguez et al., 2002; Sikut et al., 

1999). CD43 es una proteína a la que se han atribuido múltiples funciones, 

antagonistas en algunos casos tales como: la adhesión/antiadhesión, la 

locomoción, la diferenciación, la proliferación/apoptosis y la activación celular 

(revisado en Aguilar-Delfin et al., 2006).  

Su dominio extracelular está constituido por 235 aminoácidos, el 

transmembranal por 23 y el dominio intracitoplásmico de 123 aminoácidos. El 

dominio extracelular contiene un 39 % de residuos de serina y treonina, 

muchos de los cuales se encuentran O-glicosilados por ácido siálico, galactosa, 

N-acetil-glucosamina y N-acetil-galactosamina principalmente (Fukuda et al., 

1986). Este dominio extracelular se extiende, sin plegamiento, hasta 45 nm de 

la superficie celular, caracterizando a CD43 como una de las glicoproteínas de 

membrana más largas (Cyster et al., 1991). Las diferencias en el patrón 

postranscripcional de O-glicosilación (Piller et al., 1988) originan dos 

glicoisoformas de 115 y 130 kDa de masa relativa (Mr), encontrándose la 

primera mayormente en timocitos, linfocitos T CD4+ y monocitos; y la segunda 

en linfocitos T CD4+ activados, linfocitos T CD8+ activados y no activados, 

neutrófilos, plaquetas y células B maduras (Carlsson et al., 1986; Remold-

O'Donnell et al., 1987). Por sus características de glicosilacion, estructura 

alargada y rigida y presencia de varios repetidos en la region extracelular, hoy 

dia se considera que CD43 pertenece a la familia de la mucinas (Varki et al. 

2008). 

El dominio citoplásmico está altamente conservado entre especies (70%) es 

extremadamente elongado y permanece como monómero (Takai et al., 2008). 

Posee una región rica en prolinas, dos dominios de unión a proteínas ERM 

(ezrina, radixina, moesina), y múltiples residuos de serinas y treoninas 

potencialmente fosforilables, que en conjunto, son necesarios para la activación 

de señales intracelulares (Pedraza-Alva et al., 1996; Serrador et al., 1998; 

Wong et al., 1990; Yonemura et al., 1998). La asociación entre el dominio 

FERM de las ERM permite que CD43 interactúe con la pequeña GTPasa Rho 

(Takai et al., 2008), lo cual favorece la redistribución de CD43 fuera de la 
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sinapsis inmunológica  (Allenspach et al., 2001; Delon et al., 2001; Savage et 

al., 2002), formando agregados (Takai et al., 2008). 

En una línea de carcinoma de colón se ha descrito que el dominio 

yuxtamembranal de CD43 que reconoce al dominio FERM (N-terminal) de la 

proteínas ERM se traslapa con una secuencia de reconocimiento nuclear 

(NLS). La proteólisis de la región citoplásmica favorece la traslocación a núcleo 

de la NLS, y su interacción con β-catenina, lo cual resulta en la activación de 

los genes c-Myc y Cyclin D1 (Andersson et al., 2004). 

LIGANDOS 
CD43 es una molécula muy promiscua, con múltiples ligandos: ICAM-1 

(Rosenstein et al., 1991), MHC-I (Stockl et al., 1996), galectina-1 (Perillo et al., 

1995), seroalbumina (Nathan et al., 1993), Siglec-1 (van den Berg et al., 2001), 

E-selectina (Fuhlbrigge et al., 2006; Matsumoto et al., 2005) y nucleolina 

(Hirano et al., 2005). 

La información acerca de las funciones reguladas a través de la interacción de 

CD43 con cada uno de sus ligandos es muy escasa o nula. Se piensa que la 

interacción de ICAM-1 con CD43 puede regular la adhesión entre la célula T y 

la CPA a través de integrinas. Galectina-1 es abundante en la superficie de 

células tímicas, y a partir de esta interacción se ha propuesto la participación 

de CD43 en la selección negativa de timocitos (Brown et al., 1996). A través del 

análisis de adhesión espontánea entre células T y CPA, se encontró que CD43 

es capaz de interactuar también con moléculas de MHC-I (Stockl et al., 1996). 

En neutrófilos, se ha reportado que CD43 es capaz de interaccionar con 

albúmina sérica humana (HSA). Es importante resaltar que todos estos 

ligandos, son también ligandos de otras moléculas de la superficie de células 

linfoides. Así, tenemos por ejemplo que CD8 interacciona también con MHC-I 

(Blue et al., 1988; Parnes, 1989; Rosenstein et al., 1989), LFA-1 con ICAM-1 

(Dustin and Springer, 1988), galectina con CD45 (Baum et al., 1995). Esto 

sugiere que CD43 podría regular las funciones de otras moléculas accesorias. 

Además, no se sabe si cada una de estas moléculas interacciona con las 

diferentes isoformas de CD43, independientemente del tipo celular. 
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Por otra parte, CD43 participa de manera aún poco entendida en diversas 

patologías. Se ha demostrado que, Mycobacterium tuberculosis (Fratazzi et al., 

2000) así como la transialidasa de Trypanosoma cruzi (Todeschini et al., 2002) 

y la hemaglutinina A del virus de la influenza  (Abramson and Hudnor, 1995; 

Hartshorn et al., 1995) interactúan con CD43. Asi mismo, pacientes infectados 

con VIH presentan anticuerpos circulantes contra una forma hiposialilada de 

CD43 (Ardman et al., 1990), y las señales de CD43 incrementan la 

transcripción de los genes VIH y la producción del virus en linfocitos T CD4 

(Barat and Tremblay, 2002).  Se desconoce si estos anticuerpos anti-CD43 

circulantes puedan actuar como ligandos de CD43. 

En conjunto, la multiplicidad y variedad de proteínas con las que CD43 

interacciona sugieren que esta glicoproteína participa en diversas facetas de la 

vida de una célula. La falta de información de las funciones que pudiera 

desempeñar al interaccionar con cada uno de sus contrarreceptores es 

provocativa e incita a adentrarnos en este complejo mundo. 

FUNCIONES 
Las funciones de CD43 parecen ser múltiples e incluso opuestas. Debido al 

hecho que esta molécula ha sido estudiada principalmente en células 

linfoides, la información que se conoce acerca de sus funciones se refiere 

esencialmente en estas células. En células no linfoides, normales o tumorales 

poco se ha dicho acerca de las funciones de esta molécula. 

Siendo una mucina, CD43 regula las interacciones célula-célula, tanto positiva 

como negativamente.  Los resultados obtenidos con células transfectadas con 

el gen humano de CD43 o células deficientes en la expresión de CD43 

(CD43-/-) indican que la carga negativa conferida por el alto contenido en 

ácido siálico contribuye a interferir con la adhesión de linfocitos T con células 

blanco o células presentadoras de antígeno (Manjunath et al., 1995; 

Manjunath et al., 1993).  Sin embargo, el alto contenido de carbohidratos de 

CD43 además de conferir una carga negativa, anti-adhesiva, favorece la 

interacción con ligandos diversos y constituye un factor decisivo en la 

especificidad de las señales generadas a través de esta molécula así como 

Neevia docConverter 5.1



 21 

en la comunicación célula-célula.  Los experimentos realizados en ratones 

CD43-/- sugieren que CD43 modula la migración de los linfocitos a los órganos 

linfoides secundarios y a los tejidos (Stockton et al., 1998; Woodman et al., 

1998). Estos animales desarrollan infiltrados leucocitarios de menor tamaño 

en las lesiones ateroscleroticas.  De hecho, recientemente se reportó que 

CD43, en colaboración con PSGL-1, modula la migración de linfocitos T hacia 

la piel inflamada, un proceso que depende de P-y E-selectina (Matsumoto et 

al., 2007). En neutrófilos, CD43 puede funcionar como una molécula 

antiadhesiva que atenúa las interacciones neutrófilo-endotelio, pero que 

puede funcionar como una molécula pro-adhesiva, cuando las células 

endoteliales expresan E-selectina, la cual es un ligando de CD43 (Matsumoto 

et al., 2008). 

Numerosos reportes asocian a CD43 a distintas patologías.  La carencia de 

CD43 conduce a un retraso de la contracción de la población de linfocitos 

CD8+ citotóxicos específicos después de un reto viral (Onami et al., 2002), lo 

cual altera la homeostasis de la respuesta inmune y podría conducir a 

padecimientos autoinmunes.  En este sentido, se ha reportado que un 

anticuerpo monoclonal (mAb) anti-CD43 retarda significativamente el 

establecimiento de diabetes e inhibe específicamente el reclutamiento de 

linfocitos T a los islotes del páncreas, así como a las glándulas salivales y 

lacrimales, bloqueando los procesos inflamatorios (Johnson et al., 1999).  

Datos preliminares de nuestro laboratorio, sugieren que en el suero de 

pacientes con artritis reumatoide hay niveles aumentados de CD43 soluble 

comparando con individuos sanos (Montiel JL, sometido).  En la fase 

asintomática, todos los pacientes con SIDA tienen autoanticuerpos que 

reconocen una forma hiposialilada de CD43 (Ardman et al., 1990; 

Giordanengo et al., 1995), y las señales de CD43 asociadas con las del TCR  

potencian la transcripción y replicación de HIV, por una vía de señalización 

independiente de CD28 (Barat and Tremblay, 2002).  Recientemente se ha 

reportado que CD43, junto con CD11b, CD45 y CD50 no sólo sirven de 

ligandos para las adhesinas de Streptococcus gordinii, (el principal agente 

etiológico de endocarditis infecciosa (Urano-Tashiro et al., 2008) sino que 
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probablemente participan en la generación de las primeras señales de 

activación de los polimorfonucleares (PMN) en respuesta a estas bacterias 

(Ruhl et al., 2000).  En las mismas células, CD43 es también un ligando del 

virus de la influenza A; interesantemente, las señales intracelulares que se 

producen cuando los PMN son expuestos al virus inactivan a las células 

(Abramson and Hudnor, 1995).  CD43 es también un ligando de la trans-

sialidasa de Trypanosoma Cruzi; aún en ausencia de actividad catalítica, esta 

enzima es capaz de activar linfocitos CD4+, aparentemente a través de  

CD43, semejando la activación por lectinas (Todeschini et al., 2002). 

En linfocitos B, la expresión de CD43 es muy regulada, y parece participar en 

el desarrollo y/o activación de estas células.  En un modelo murino, la sobre-

expresión de CD43 en linfocitos B induce una inmunodeficiencia humoral y 

prolonga la sobrevida de linfocitos B (Misawa et al., 1996; Ostberg et al., 

1996).  La expresión anormal de CD43 podría desencadenar una reacción de 

autoinmunidad así como favorecer la progresión de células B pre-malignas 

hacia un estado totalmente transformado. De hecho, la expresión de CD43 se 

considera como un marcador de tumores derivados de células linfoides, 

particularmente de linfomas. Esta molécula considerada como restringida a 

células del sistema linfoide, también se expresa en otros tejidos, 

particularmente en el epitelio intestinal, así como en diversos tumores de 

origen epitelial (mama, estómago, colon, pulmón, tiroides) (Santamaria et al., 

1996). 

Esta información en conjunto sugiere que CD43 representa un blanco 

terapéutico, sin embargo, las funciones que desempeña CD43 deben de ser 

estudiadas con mayor detalle. 
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SEÑALES INTRACELULARES GENERADAS EN LINFOCITOS T A TRAVÉS DE 
CD43 
Para desempeñar sus funciones, CD43 requiere de la región citoplásmica. Más 

aún, las señales de CD43 parecen ser capaces de suplir las de CD28 en el 

ratón CD28-/- (Sperling et al., 1995). Como ya se mencionó anteriormente la 

multiplicidad de ligandos de CD43 lleva a proponer, que al interactuar con cada 

uno de ellos, esta molécula genera señales distintas que se traducen en 

diferentes funciones efectoras a nivel de la célula. Esta posibilidad se ve 

fortalecida por el hecho de que distintos anticuerpos anti-CD43 que reconocen 

diferentes epítopes de la molécula de CD43 inducen señales intracelulares 

ligeramente distintas que podrían conducir a distintas funciones efectoras 

(Rosenstein Y, datos no publicados). 

El solo entrecruzamiento de CD43 en la superficie de linfocitos T, sin la 

participación de moléculas adicionales, genera múltiples señales intracelulares. 

Uno de los eventos más tempranos en respuesta a esta estimulación, es la 

activación de las PTK de la familia Src: Lck y Fyn, probablemente originada 

mediante la asociación de un dominio rico en prolinas presente en la región 

carboxiterminal de CD43 con el dominio SH3 de cada PTK. Activadas Lck y 

Fyn, pueden fosforilar las tirosinas de los ITAM de las cadenas ξ , las cuales 

sirven de anclaje para los dominios SH2 de la PTK ZAP70. ZAP70 activada, 

fosforila entre otros a LAT, una proteína citoplásmica que funciona como 

adaptadora y promotora de un gran complejo de proteínas necesario para la 

propagación de la señal río abajo (Cruz-Munoz et al., 2003; del Rio et al., 2004; 

Pedraza-Alva et al., 1996, 1998; Pedraza-Alva et al., 2001). 

Los residuos de tirosina fosforilados de LAT sirven de punto de anclaje para 

diversas moléculas: la molécula adaptadora Grb2, las fosfolipasas C-γ1/2, así 

como para la subunidad p85 de la fosfatidil-inositol-3-cinasa (PI3K). La proteína 

Grb2 atrae este complejo macromolecular a la molécula SLP-76 una molécula 

adaptadora que se asocia con Vav (un intercambiador de nucleótidos de 

guanina, que activa a la proteína GTPasa Rac, la cual participa en rearreglos 

de citoesqueleto. La formación de este complejo macromolecular conlleva a la 

activación de tres vías de señalización principales: la vía de PI3K, de PLC-γ1, y 
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de las Ras-MAPK (mitogen-activated protein kinases) (Pedraza-Alva et al., 

1998; Pedraza-Alva et al., 2001). 

La vía de PI3K, está asociada a cambios en citoesqueleto en respuesta a las 

señales de CD43 (Layseca-Espinosa et al., 2003), e importantemente en la 

activación de la cinasa de serina/treonina PKB o AKT que participa en la 

regulación de señales de sobrevida/entrada a ciclo celular (). 

La activación de PLC-γ a través de las PTKs reclutadas y activadas por CD43, 

genera la hidrólisis del fosfolípido de membrana fosfatidil-inositol-bi-fosfato 

(PIP2), produciendo inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG) (Layseca-

Espinosa et al., 2003). El IP3 induce la liberación de calcio de los depósitos 

intracelulares y con ello el aumento de Ca2+ intracelular, mientras que DAG 

favorece la traslocación del citoplasma a membrana plasmática a la proteína 

cinasa C θ (PKC θ), que fosforila residuos de serina de diversas proteínas 

intracelulares.  Por un lado, la calmodulina, que interacciona con el Ca2+ 

intracelular liberado activa a calcineurina, una fosfatasa de tirosinas. A su vez, 

calcineurina descubre un sitio de localización nuclear en NF-AT al defosforilar 

una tirosina, permitiendo la traslocación de este factor de transcripción al 

núcleo, y su unión a secuencias específicas en la región promotora del gen de 

IL-2 (del Rio et al., 2004; Santana et al., 2000). 

Por otra parte, las señales de CD43 activan, en linfocitos T, las vías de las 

MAPK cinasas ERK como JNK y p38, probablemente a través de VAV, 

incidiendo directamente en la activación de diversos factores transcripcionales. 

(Pedraza-Alva et al., 1996, 1998; Santana et al., 2000). El factor de 

transcripción AP-1 engloba a una familia de moléculas de union a ADN que 

funcionan como dímeros constituidos por proteínas que se unen entre sí a 

través de una estructura de “cierre de leucina”. Los miembros mejor 

caracterizados de esta familia son las proteínas Fos y Jun. La activación de 

AP-1 requiere de la síntesis de novo de Fos y de la activación de Jun en el 

núcleo. La transcripción de Fos depende de la vía de ERK (extracellular signal-

regulated kinase) y de PKC, en tanto que la activación de Jun depende de JNK. 

La formación del dímero AP-1 constituye entonces un punto de convergencia 

de varias vías de señalización. 
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A su vez, la cinasa PKC, activada por el entrecruzamiento con CD43, conduce 

a la activación de la cinasa de IkB, que posteriormente fosforila a IkB en 

residuos en serina, señalándolo para ser ubiquitinado, y degradado. Lo anterior 

permite la liberación de NFkB y su traslocación a núcleo, para unirse así a 

regiones reguladoras específicas para la síntesis de citocinas (del Rio et al., 

2004). 

En resumen, estos tres factores de transcripción NF-AT, AP-1 y NFkB, 

activados en respuesta a las señales generadas a través del entrecruzamiento 

de CD43, así como por el receptor para el antígeno (Figura 4), están 

involucrados en la regulación de la transcripción de numerosas citocinas, 

quimiocinas y factores de crecimiento. 

 

 
FIGURA 4. SEÑALES INTRACELULARES DE CD43. 
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ANTECEDENTES 

 
EFECTO DE LA TEMPORALIDAD DE LAS SEÑALES DE CD43 RESPECTO A 

LAS DEL TCR  

Además de su capacidad para generar señales intracelulares de manera 

aislada, CD43 actúa como coestimuladora a la acción del TCR. 

De manera importante, la temporalidad de la participación de CD43, respecto a 

la del TCR, genera diferencias evidentes en la amplitud y calidad de la 

respuesta. En particula, la intensidad y duración de la fosforilación de la MAPK 

ERK es un evento calro en la regulación de los mecanismos moleculares 

responsables de calibrar la respuesta generada por los estímulos TCR y CD43 

(Fierro et al., 2006). Cuando las señales de CD43 son previas o simultáneas a 

las del TCR, la fosforilación de ERK es más intensa y prolongada que cuando 

cada uno de los estímulos se aplica por separado. Esta activación derivada de 

ERK favorece que ERK fosforile en la serina 59 a Lck, lo cual funciona como 

una palanca que "prolonga" la actividad de Lck así como de las moléculas río 

abajo. Como sistema de reforzamiento de este mecanismo, cabe mencionar 

que la fosforilación en la serina 59 a Lck es antagónica a la actividad de la 

fosfatasa de tirosinas SHP-1 (Fierro et al., 2006). 

Asi mismo, las señales dependientes de CD43, a diferencia de las de TCR, y a 

través de PKC θ, fosforilan en serinas y no en tirosinas a la molécula Cbl, 

bloqueando su actividad de ubicuitin ligasa, y por ende prolongando la duración 

de la señal (Pedraza-Alva, datos no publicados).  

Se han descrito más de 160 sustratos para ERK, desde citosólicos y nucleares, 

hasta aquéllos localizados en otros organelos. Entre estos se incluyen factores 

de transcripción, cinasas, fosfatasas, elementos del citoesqueleto, reguladores 

de la apoptosis y otras proteínas (Yoong and Senger, 2006). Definir cuáles de 

estos son activados por efecto de CD43, y más importante y ambicioso aún, 

cuál es el universo de factores de transcripción y las vías de señalización 

activados por efecto de CD43, es el punto de partida del presente estudio. 
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2.  HIPÓTESIS 
 

Si las señales de CD43 y el TCR, aisladas o en distintas combinaciones, 

inducen diferentes universos de citocinas, quimiocinas, factores de crecimiento, 

entonces, la identificación de los diferentes factores de transcripción que 

regulan la expresión de estos, permitirá visualizar vías de señalización 

dependientes de CD43 aún no identificadas. 

 

 
3.  OBJETIVOS 
 
3.1  OBJETIVO GENERAL 

 
Usando herramientas bioinformáticas, realizar un análisis de los factores 

transcripcionales que regulan la expresión de las diferentes citocinas, 

quimiocinas y factores de crecimiento que se inducen a través de las 

señales de CD43 para profundizar nuestro conocimiento de la vía de 

señalización de CD43. 

 

 

3.2  OBJETIVOS PARTICULARES 

 

1. Hacer un análisis cuantitativo de las citocinas-quimiocinas-factores de 

crecimiento expresados en linfocitos T humanos activados a través de 

CD43, el TCR, o CD43 y el TCR variando el orden de los estímulos. 

 

2. Realizar un análisis computacional de los promotores de las diferentes 

quimiocinas/citocinas/factores de crecimiento para hacer una predicción de 

los factores de transcripción que regulan la expresión de estos genes. 
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4. METODOLOGÍA 

Siendo esta tesis esencialmente un proyecto de predicción basado en el 

análisis bioinformático, en esta sección hemos incluido gran parte de la 

estrategia de análisis que desarrollamos, para concentrarnos en la sección de 

resultados en el análisis de la información arrojada por el análisis 

bioinformático. 

 

4.1 ACTIVACIÓN DE LINFOCITOS T 

Los linfocitos T humanos, aislados de concentrados leucocitarios de donadores 

de banco de sangre fueron tratados conforme a las normas de bioseguridad y 

bioética vigentes en el IBT, UNAM.  El aislamiento y la activación los linfocitos 

T aislados de sangre periférica de donadores sanos de banco de sangre han 

sido descritos en Fierro et al (2006), fueron tratadas con el primer estímulo dos 

horas antes de agregar el segundo estímulo. Los estímulos se realizaron a 

través de: 

- cada una de las moléculas independientemente: CD43 ó TCR  

- CD43 y el TCR simultáneamente: CD43+TCR 

- CD43 (2 hr) antes de aplicar el estímulo a través del TCR: CD43-TCR 

- TCR (2 hr) antes de aplicar el estímulo a través de CD43: TCR-CD43 

En todos los casos las células se incubaron a 37C con 5% CO2 por 48 horas, 

después de lo cual se colectó el sobrenadante y se evalúo la presencia de 

diferentes proteínas por inmunoblot, con un macroarreglo. 

 

4.2 MACROARREGLOS: INCUBACIÓN-REVELADO  

Los macroarreglos que se emplearon para este estudio son membranas 

constituidas por un arreglo de anticuerpos que permiten identificar 42 citocinas, 

quimiocinas y factores de crecimiento humano. Las membranas fueron 

incubadas con el sobrenadante de cultivo obtenido después de estimular las 

células con los distintos estímulos por 48 horas y tratadas siguiendo el 

protocolo establecido por el fabricante (RayBiotech, APÉNDICE 4.2). La 

Neevia docConverter 5.1



 29 

presencia o ausencia de las citocinas en los sobrenadantes se reveló por 

quimioluminiscencia en placas fotográficas. Todas las membranas de un mismo 

experimento fueron tratadas simultáneamente durante todo el proceso.  

 

4.3 INTERPRETACIÓN DE LOS RESULTADOS DETECTADOS POR EL MACROARREGLO: 
BÚSQUEDA DE CO-REGULACIÓN A TRAVÉS DE LA BICLUSTERIZACIÓN 

Los estudios centrados en la expresión de genes a través de macroarreglos 

(detección de proteínas) y microarreglos (RNA mensajero), tienen como 

objetivo registrar la respuesta de la célula ante estímulos específicos, con el fin 

de visualizar el panorama particular y global de la respuesta celular en un 

momento dado. Para ello es necesaria reducir la dimensión de los datos de 

expresión. Esta se logra mediante la agrupación de genes co-regulados 

putativamente. La agrupación de los datos es determinada por semejanzas 

entre éstos y se genera a través de diversos algoritmos y métricas. Lo que se 

persigue finalmente, es la creación de redes globales de regulación de genes 
(Bar-Joseph et al., 2003; Dozmorov et al., 2008; Reiss et al., 2006; Tanay et al., 

2002), que permiten identificar los elementos reguladores tanto de las 

respuestas particulares como aquellos importantes en un panorama global. 

Desde esta perspectiva, una red de regulación constituye un marco teórico 

inicial a través del cual estudiar y/o inferir sobre el efecto experimental que 

tendría la eliminación/adición/modificación de elementos reguladores. 

La reducción de la dimensión de los datos de expresión y el reconocimiento de 

co-regulación de genes se logra a través de la biclusterización, considerada 

como la mejor estrategia de agrupamiento. Esta estrategia de agrupamiento 

toma en cuenta la asociación de dos conjuntos de información de forma 

simultánea, siendo el primer conjunto, aquel correspondiente a las diferentes 

condiciones de estímulo y el segundo las proteínas o el RNA mensajero 

expresadas/detectado. A través de la biclusterización se puede analizar el 

comportamiento de genes bajo diferentes condiciones, revelando la co-

regulación que estos tienen solo bajo estímulos o condiciones específicas. 
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Para nuestro estudio partimos de los datos experimentales obtenidos a través 

de un macroarreglo con linfocitos T estimulados a través de dos moléculas 

(CD43 y TCR). 

 

4.3.1 BÚSQUEDA DE PATRONES DE EXPRESIÓN: BICLUSTERIZACIÓN DE LA 
INFORMACIÓN EXPERIMENTAL 
Para poder comparar del efecto inducido por cada estímulo es necesaria la 

normalización de los datos. Esto permite generar valores absolutos y eliminar la 

variación generada por artefactos experimentales. 

4.3.1.1 PROCESAMIENTO DE LOS DATOS: OBTENCIÓN DE LECTURAS 
DENSITOMÉTRICAS, PREPROCESAMIENTO, NORMALIZACIÓN 

A) OBTENCIÓN DE LECTURAS DENSITOMÉTRICAS 
Cada membrana incluye, además de seis puntos como control positivo y seis 

como negativo, anticuerpos para la captura por duplicado de 42 proteínas. 

El análisis densitométrico del arreglo de puntos revelado para cada membrana 

se realizó con el programa FluorChem del sistema de imagen Alpha-Innotech, 

substrayendo el ruido de fondo de cada membrana.  Las lecturas 

densitométricas de cada membrana se obtuvieron generando una plantilla de 

96 círculos de área idéntica posicionada sobre el arreglo de puntos revelado. 

La sustracción del ruido de fondo en cada membrana se realizó restando a 

cada uno de las 96 puntos la lectura obtenida por una área circular adicional 

ubicada en un lugar cualquiera de la membrana excenta de puntos y alejada de 

la zona de los controles positivos (APÉNDICE 4.3.1.1). Siendo la dispersión de 

los datos pequeña ≤10%. 

B) PREPROCESAMIENTO 
Los datos del análisis densitométrico requieren de un preprocesamiento que 

permita obtener valores absolutos una vez eliminada la variación causada por 

artefactos experimentales, para poder así comparar el efecto generado por 

cada estímulo (Pevsner J. 2003). 

Debido a que los controles positivos y negativos son contiguos en la 

membrana, la intensidad de la señal producida por los controles positivos es tal 
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que, en algunos casos, genera ruido de fondo en los negativos. Para eliminar 

este artefacto, se calculó la lectura promedio de los controles negativos en el 

conjunto de las membranas analizadas, estableciéndose esta lectura como el 

valor numérico mínimo que se podría asignar a cualquier punto (APÉNDICES 

4.3.1.1 a-e). 

Una vez establecida la escala de lecturas para cada proteína, se procedió a 

calcular el promedio de las densidades numéricas, generándose una matriz de 

promedios, ya que cada proteína identificada en estas membranas viene por 

duplicado (APÉNDICES 4.3.1.1 f y g). 

C) NORMALIZACIÓN 
Para evaluar el efecto de los estímulos estudiados en relación con la condición 

basal o la ausencia de estímulo, se normalizaron los promedios calculados, 

dividiendo los valores obtenidos para cada proteína con cada estímulo entre el 

valor obtenido para la misma proteína en condiciones basales en células 

sometidas a los mismos pasos experimentales, pero sin estimuladar 

(APÉNDICE 4.3.1.1 a). Debido a que una escala decimal revela mas 

semejanzas que diferencias entre condiciones experimentales, se realizó la 

transformación de los valores a escala logarítmica base 2 (Pevsner J. 2003). 

Esta transformación genera una distribución central que permite disitinguir con 

mayor facilidad el incremento o la disminución de la expresión. En esta escala, 

valores cercanos a cero reflejan la falta de cambio de expresión, en tanto que 

los mayores a cero el incremento, y los menores, la disminución respecto a la 

expresión basal. 

Hasta aquí, la normalización de los datos nos ha llevado a la generación de 

una matriz logarítmica bidimensional constituida por 7 estímulos y 42 proteínas 

más dos controles (APÉNDICE 4.3.1.1 g). 
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4.3.1.2 BICLUSTERIZACIÓN DE DATOS EXPERIMENTALES: GENERACIÓN DE 
AGRUPAMIENTOS JERÁRQUICOS MEDIANTE CLUSTER 3.0 
Una vez normalizados y convertidos a escala logarítmica, los datos de la matriz 

se agrupan a través del programa CLUSTER 3.0, haciendo uso de diferentes 

algoritmos y métricas. La representación gráfica de la "biclusterización" 

generada, denominada dendrograma, permitirá identificar posibles patrones de 

expresión de proteínas resultantes de los diferentes estímulos. 

Para el análisis de los datos experimentales se seleccionó la "agrupación 

jerárquica", ya que, como se menciona en los fundamentos teóricos del 

APÉNDICE 4.3.1.2, no se requiere establecer un número predeterminado de 

grupos. Las métricas utilizadas fueron: la "distancia euclidiana" y "la correlación 

centrada. Los métodos de agrupamiento seleccionados fueron del vecino más 

cercano (“single linkage”), lejano (“complete linkage”) y por promedio (“average 

linkage”).  

Condiciones de agrupamiento 

Métrica Métodos de agrupamiento 

Distancia Euclidiana “single linkage” (Nearest neighbor) 

Correlación centrada (coeficiente 

de correlación de Pearson) 

“complete linkage” (Furthest neighbor) 

 “average linkage” 

 

Especificaciones de agrupamiento 

I)   “single linkage” usando distancia euclidiana 

II)  “single linkage” usando correlación centrada 

III) “complete linkage” usando distancia euclidiana 

IV) “complete linkage” usando correlación centrada                    

V)  “average linkage” usando distancia euclidiana 

VI) “average linkage” usando correlación centrada 
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4.3.2 BICLUSTERIZACIÓN DE UN SEGUNDO CONJUNTO DE DATOS BIOLÓGICOS: 
FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN PREDICHOS. 
El proceso de biclusterización, mediante el cual se asume una co-regulación 

putativa entre grupos de genes y estímulos, requiere de la integración de un 

conjunto de información biológica que restrinja y defina si la co-expresión es 

reflejo de co-regulación. Además, la integración de dicha información biológica 

adicional restringiría los falsos positivos y tendencias que el ruido experimental 

podría generar en la agrupación experimental. 

Entre los eventos involucrados en la co-regulación de la expresión de genes, 

cabe mencionar; entre otros, la presencia de motivos cis reguladores, la unión 

a reguladores comúnes, la proximidad en el genoma así como la localización 

subcelular. Puede considerarse que cada uno de estos elementos proporciona 

información biológica adicional que complementa la biclusterización de los 

datos experimentales y contribuye a precisar si el fenómeno de co-expresión 

putativa observado está sustentado en co-regulación.  

Considerando que la expresión de genes es regulada por factores de 

transcripción, que al unirse a los elementos reguladores de los genes, activan o 

inhiben la transcripción, para este estudio se consideró el universo de factores 

de transcripción como el conjunto de información adicional que restringiría y 

tendría una implicación directa en la co-regulación (Dozmorov et al., 2008; 

Reiss et al., 2006; Stormo, 2000). 

 

4.3.2.1 ANÁLISIS IN SÍLICO: IDENTIFICACIÓN  DE FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN 
POSIBLEMENTE RECLUTADOS A LOS PROMOTORES DE LAS 42 PROTEÍNAS DEL 
ARREGLO 
Partiendo del hecho que los diferentes estímulos a los que se sometieron las 

células resultan en patrones claramente distintos de citocinas, quimiocinas y 

factores de crecimiento, se elaboró un conjunto adicional de datos biológicos. 

El reconocimiento de una secuencia consenso específica para un factor de 

transcripción aunada a las asociaciones resutantes de la biclusterización de los 

datos experimentales proporcionará un elemento adicional para asociar 

citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento detectados experimentalmente. 
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Mediante un análisis in sílico de los promotores de cada una de las moléculas 

detectadas en el macroarreglo, se predijeron los posibles factores de 

transcripción que se reclutarían al promotor de cada una de ellas. La predicción 

de los factores de transcripción potencialmente reclutados se realizó con base 

en la secuencia consenso de reconocimiento que los factores de transcripción 

presentan en el ADN. 

 

A) OBTENCIÓN DE SECUENCIAS PROMOTORAS DE LAS 42 CITOCINAS-QUIMIOCINAS-
FACTORES DE CRECIMIENTO CONTENIDAS EN EL MACROARREGLO 
Las secuencias promotoras se obtuvieron de la base de datos Ensembl, bajo 

una longitud uniforme de 1000 pb río arriba y 200 río abajo del sitio ATG para 

cada una de las 42 citocinas. Ver APÉNDICE 4.3.2.1 a 

B) ANÁLISIS IN SÍLICO DE FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN CON PATCH-TRANSFAC 
La identificación de sitios de unión de factores de trancripción sobre la región 

promotora se realizó a través de Patch, una herramienta integrada en la base 

de datos TRANSFAC, la cual contiene información de organismos eucariontes-

vertebrados, y entre estos, el humano. A partir de la amplia compilación de 

sitios de unión para factores de transcripción comprobados experimentalmente 

en la regulación de genes contenida en matrices, se pueden generar 

predicciones en promotores aún no estudiados. 

La identificación/predicción in sílico se genera a partir del emparejamiento de 

secuencias de reconocimiento (pattern matching). La puntuación o el valor 

asignado a la predicción corresponde al grado de emparejamiento 

/apareamiento hacia cualquier secuencia de longitud definida, esto a través de 

matrices de peso (position weight matrix, PWM). 

Entre las especificaciones para restringir la búsqueda, se considera la longitud 

de la secuencia consenso a buscar; el número máximo de nucleótidos no 

emparejados (mismatching nucleotides) así como la penalización. Por otro 

lado, la información de la predicción incluye: posición y sentido de los sitios, 

número de nucleótidos no emparejados, puntuación del emparejamiento 
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(matching site) donde 100 significa 100% de identidad y finalmente, los factores 

que potencialmente se pueden unir y la secuencia de reconocimiento. 

Las predicciones obtenidas de los factores de transcripción sobre las 

secuencias promotoras de las 42 citocinas se incluyen en el APÉNDICE 4.3.2.1 
b 

C) GENERACIÓN DE TABLA-MATRIZ: FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN PREDICHOS Y 
CITOCINAS- QUIMIOCINAS - FACTORES DE CRECIMIENTO 
Las predicciones se restringieron a la búsqueda del emparejamiento de 

secuencias consenso sobre la región promotora a partir de matrices de 

vertebrados, y el análisis se realizó sobre el conjunto de factores de 

transcripción con matrices de mamíferos: hombre, rata y ratón (APÉNDICE 

4.3.2.1.xls). Se eliminaron aquellos factores de transcripción, cuya predicción 

se obtuvo para el 100% de los factores solubles estudiados. Esta nueva base 

de datos de factores de transcripción se combinó para generar una tabla – 

matriz adicional en la que las citocinas-quimiocinas-factores de crecimiento 

están dispuestos en columnas y los factores de transcripción predichos, en filas 

y codificada en un sistema binario, donde la ausencia es 0 y presencia 

(predicción) de un factor de transcripción es 1 (APÉNDICE 4.3.2.1 c). 

 

4.3.2.2 BICLUSTERIZACIÓN DE LOS FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN PREDICHOS: 
ESTRATEGIAS DE ANÁLISIS 

A) IDENTIFICACIÓN DE LOS FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN PARA LOS DOS ESTÍMULOS 
PRINCIPALES: DE ACUERDO A LAS DOS AGRUPACIONES PRINCIPALES DE GENES 
Se establecieron diferentes estrategias para el análisis de los datos. 

Como primera estrategia se analizó la agrupación de los factores de 

transcripción, conservando, para el conjunto de genes (citocinas-quimiocinas-

factores de crecimiento) el orden de agrupación obtenido a partir de la primera 

biclusterización, ya que a partir de ésta se supuso un fenómeno de co-

expresión, para cuyo sustento es esta segunda biclusterización. Con la base de 

datos de los factores de transcripción se generaron dos tablas matrices, cada 

una de las cuales incluye todos los factores de transcripción constituyendo las 
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filas, y en columnas, sólo los genes incluidos en cada una de las dos grandes 

agrupaciones de citocinas-quimiocinas-factores de crecimiento originadas por 

los dos estímulos principales CD43-TCR y CD43+TCR. 

En formato de texto, las tablas matrices se sometieron a biclusterización a 

través del programa CLUSTER, utilizando también la combinación de 

algorítmos y métricas mencionadas en el punto 4.3.1.2.  Esta segunda 

biclusterización generada a partir de estas dos tablas-matrices nos permitió 

evaluar, si la agrupación del conjunto de genes se aproximó a la agrupación 

generada por la biclusterización de los datos experimentales (APÉNDICE 

4.3.2.2 inciso I), y definir cuáles serían los factores de transcripción específicos 

de cada estímulo, y que podrían considerarse como probables responsables de 

las diferencias entre los estímulos que se compararon. 

 

B) RECONOCIMIENTO DE LOS FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN ESPECÍFICOS PARA CADA 
ESTÍMULO: SEGREGACIÓN DEL CONJUNTO DE GENES DE CITOCINAS, QUIMIOCINAS Y 
FACTORES DE CRECIMIENTO 
La identificación de los factores de transcripción específicos para cada estímulo 

condujo a la segregación del conjunto de genes de citocinas, quimiocinas y 

factores de crecimiento inducidos por cada estímulo. En total se subgeneraron 

tres tablas-matrices para cada tratamiento CD43-TCR, CD43+TCR, CD43, TCR 

y TCR-CD43. Las diferentes biclusterizaciones desarrolladas siguiendo las 

combinaciones de algoritmos y métricas anteriormente citados se muestran en 

el inciso II del APÉNDICE 4.3.2.2. 

C) RECONOCIMIENTO DE LOS FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN ESPECÍFICOS DE CADA 
ESTÍMULO A PARTIR DEL TOTAL DE GENES DE CITOCINAS, QUIMIOCINAS Y FACTORES 
DE CRECIMIENTO INDUCIDOS 
Al considerar todas las proteínas expresadas a través de cada tratamiento, se 

lograron identificar los factores de transcripción predichos de manera específica 

por cada tratamiento. De igual forma se generaron diferentes biclusterizaciones 

con las combinaciones de algoritmos y métricas anteriormente citados y estos 

se muestran en  el APÉNDICE 4.3.2.2 inciso III. 
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5. RESULTADOS 

1. DINÁMICA DE EXPRESIÓN DE GENES DE CITOCINAS, QUIMIOCINAS Y FACTORES DE 
CRECIMIENTO EN LINFOCITOS T ACTIVADOS A TRAVÉS DE CD43 Ó CD43 Y EL 
TCR VARIANDO EL ORDEN DE LOS ESTÍMULOS. 

Los datos experimentales generados previamente en el laboratorio (Figura 5.1) 

muestran que las señales de CD43 regulan positivamente las del TCR e 

inducen a las células a transcribir los genes de un variado abanico de 

quimiocinas, citocinas y factores de crecimiento (Fierro et al., 2006). 

APÉNDICES Tablas A4.2, A5.1 y cuadro A5.1. 

 

FIGURA 5.1: EL PATRÓN DE CITOCINAS INDUCIDAS EN RESPUESTA A LAS 
SEÑALES DE CD43 Y EL TCR, VARÍA EN FUNCIÓN DEL ORDEN DE LOS 
ESTÍMULOS. Linfocitos T aislados de sangre periférica de donadores sanos 
fueron estimulados con el primer estímulo dos horas antes de agregar el 
segundo estímulo, después de lo cual las células se incubaron a 37C con 
5% CO2 por 48 horas.  Las células estimuladas con CD43 o el TCR 
individualmente fueron sometidas a las mismas manipulaciones, 
aplicándose el estímulo al inicio del experimento. Las citocinas producidas 
fueron identificadas por inmunoblot a partir del sobrenadante de cultivo. 
Los estímulos empleados fueron: CD43 ó TCR independientemente; CD43 
y el TCR simultáneamente [CD43+TCR]; CD43 (2 hr) antes de aplicar el 
estímulo a través del TCR [CD43-TCR]; TCR (2 hr) antes de aplicar el 
estímulo a través de CD43 [TCR-CD43]; y TPA.

Neevia docConverter 5.1



 38 

2.  BÚSQUEDA DE CO-REGULACIÓN A TRAVÉS DE LA BICLUSTERIZACIÓN: 
BÚSQUEDA DE PATRONES DE EXPRESIÓN 

Este análisis de expresión fue realizado a través de la "biclusterización" o bi-

agrupación de dos conjuntos de datos: el de los resultados experimentales 

(valores densitométricos normalizadas de los datos mostrados en la figura 5.1 

y que corresponden a los niveles de expresión de los distintos factores 

solubles cuantificados a partir del macroarreglo empleado) para cada una de 

las diferentes condiciones de estímulo y el de los factores solubles 

expresados. 

Mediante diferentes combinaciones de algoritmos y métricas, se generaron 

varias agrupaciones, las cuales están incluidas en el APÉNDICE 5. La 

biclusterización mostrada en la figura 5.2 fue seleccionada por ser aquella 

que mostraba mas claramente una segregación de los productos celulares en 

función de dos tratamientos. Los estímulos: CD43 previo al del TCR [CD43-

TCR], así como el estímulo simultáneo de CD43 y el TCR [CD43+TCR], 

sobresalen como los inductores de un número mayor de proteínas y en 

mayores proporciones. La agrupación de las proteínas (factores solubles), 

resultante por estos estímulos, permite identificar dos grandes grupos, 

señalados como I y II. 

Además, el estímulo [CD43-TCR] sobresalió entre estos dos estímulos 

principales como el único que indujo la expresión de los 42 factores solubles 

detectables en el arreglo proteico. El estímulo [CD43+TCR], solamente indujo 

alrededor del 50% de las proteínas, todas del subgrupo II, que incluye desde 

IL-2 hasta EGF. A través de este estímulo se observa también que la 

expresión de TNF-β/LT-α, graficado en azul, disminuye respecto a los niveles 

basales. 

Resulta interesante que las señales del estímulo solo de CD43, generen, 

aunque en menor nivel que las señales del tratamiento [CD43+TCR], la 

expresión de citocinas. En cambio, los estímulos de TCR previo a CD43 

[TCR-CD43] y del TCR solo, inducen la expresión de un número menor de 

citocinas y quimiocinas, entre las cuales IL-6, IL-8, GROβ y RANTES se 

inducen en mayores niveles.  El tratamiento con TPA, control de activación en 

el experimento, indujo la expresión de 39 de las 42 proteínas. 
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FIGURA 5.2. PATRONES DE EXPRESIÓN: BICLUSTERIZACIÓN DE LA 
INFORMACIÓN EXPERIMENTAL. La biclusterización de los datos 
experimentales generada con el algoritmo “average linkage” y la métrica 
de correlación centrada, muestra en el margen superior, la asociación 
entre los seis estímulos estudiados: TPA, TCR, TCR-CD43, CD43, 
CD43-TCR y CD43+TCR; en tanto que en el margen lateral izquierdo, la 
asociación de las 42 citocinas, quimiocinas o factores de crecimiento 
producidos en los linfocitos T totales después de 48 horas de estímulo 
detectados por el arreglo proteico en los sobrenadantes de cultivo. En el 
dendrograma, visualizado en escala de tres colores, el color azul se 
asocia a valores negativos-disminución, el amarillo a positivos-
incremento y el negro, que representa el cero en la escala logarítmica, 
indica la ausencia de cambio de expresión, respecto de la condición sin 
estímulo en las células. Los tonos del obscuro al brillante indican valores 
mínimos y máximos respectivamente. 
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3. BÚSQUEDA DE CO-REGULACIÓN A TRAVÉS DE LA BICLUSTERIZACIÓN DE UN 

SEGUNDO CONJUNTO DE DATOS BIOLÓGICOS: LOS FACTORES DE 

TRANSCRIPCIÓN PREDICHOS. 

La semejanza en los patrones de expresión observados en función de los 

diferentes estímulos, podría reflejar la activación de elementos que participen 

simultáneamente o no, haciendo posible la co-expresión de los factores 

solubles identificados experimentalmente. Continuando con esta estrategia 

de biclusterización, la matriz en la que se agruparon los factores solubles de 

acuerdo al estímulo, se asoció un nuevo conjunto de datos biológicos, el de 

factores de transcripción que se asociarían potencialmente a los promotores 

de factores solubles del macroarreglo.  

 El análisis predictivo, basado en el reconocimiento de secuencias consenso 

en el ADN en las regiones promotoras de los genes de estos factores 

solubles generó el conjunto de factores de transcripción probablemente 

implicado en la regulación de la expresión de las proteínas identificadas. La 

base de datos que se generó se depuró, eliminando aquellos factores de 

transcripción predichos para todos los factores solubles estudiados, dando 

lugar a una base de datos que contiene los factores de transcripción únicos 

de cada factor soluble.  Esta última se combinó con la matriz que contiene el 

conjunto de proteínas expresadas agrupadas en función del tratamiento 

experimental.  La nueva matriz que se generó se analizó con base en tres 

estrategias. 

La primera estrategia tuvo como objetivo identificar los factores de 

transcripción específicos para los dos estímulos principales, CD43-TCR y 

CD43+TCR, de acuerdo a las dos agrupaciones principales de genes 

obtenidas con la primera biclusterización.  Las agrupaciones de estos 

estímulos, se muestran en la figura 5.3. Los resultados indican que la 

agrupación de los genes basada en los factores de transcripción se aproximó 

a la generada por los estímulos en la agrupación de los datos experimentales 

(APÉNDICE 4.3.2.2) y sugieren que la co-expresión de ciertos factores 

solubles refleja una co-regulación de las señales intracelulares necesarias 

para su producción. Esta agrupación nos permitió también identificar factores 

de transcripción específicos, además de los comúnes, propios de cada 
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I: CD43-TCR 

estímulo, y que se podrían considerar como probables responsables de las 

diferencias entre tratamientos celulares.  

a)  
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b)  

 

II: CD43-TCR, CD43+TCR 
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FIGURA 5.3. BICLUSTERIZACIÓN DE CITOCINAS, QUIMIOCINAS Y FACTORES 
DE CRECIMIENTO GENERADOS BAJO LA INFLUENCIA DE LOS DOS ESTÍMULOS 
PRINCIPALES CD43-TCR Y CD43+TCR Y DE LOS FACTORES DE 
TRANSCRIPCIÓN PREDICHOS. En el margen superior se visualiza la 
asociación entre las citocinas, quimiocinas o factores de crecimiento 
inducidos por los estímulos a) CD43-TCR y b) CD43-TCR y CD43+TCR 
y, en el margen lateral izquierdo, la asociación de las factores de 
transcripción predichos in sílico a través de PATCH-TRANSFAC. 
Biclusterización obtenida con el algorítmo “average linkage” y la métrica 
correlación centrada. 
En el dendrograma, el color rojo indica la positividad de la predicción y el 
negro la ausencia de predicción de cada factor de transcripción para 
cada gen. 

 

Los factores comúnes y específicos predichos para los diferentes estímulos 

se muestran en la figura 5.4.  Entre los factores de transcripción comúnes 

identificados en respuesta a los dos estímulos más fuertes [CD43+TCR] y 

[CD43-TCR] se encuentran factores con funciones tanto como activadoras 

como inhibitorias de la respuesta inmune, como lo son CREB (Butscher et al., 

2001; De Cesare et al., 1999; Hai and Hartman, 2001; Haus-Seuffert and 

Meisterernst, 2000), RBP-Jkappa (Amsen et al., 2007), GATA3 (Kim et al., 

2007). Otros como HIF-1, activado en condiciones de hipoxia (Dery et al., 

2005) y con un efecto inductor de VEGF y otros factores de crecimiento 

(Cascio et al., 2008). Hay un mayor número de factores en el caso del 

estímulo [CD43-TCR] asociados con funciones diversas, como ocurre para 

IRF-3, involucrado en la señalización del IFN-γ; los factores GATA 5 y 6 

asociados con etapas tempranas del desarrollo de tejidos meso- y 

endodérmicos (Viger et al., 2008); Egr-1, un factor de pronta respuesta en 

células inmunes (Cheadle et al., 2005); HiNF-C, con función en la 

transcripción de histonas (van Wijnen et al., 1989), y cuya predicción fue 

específica para el caso de TNF-β/LT-α, cuya expresión se indujo a través de 

[CD43-TCR] y se redujo, por el contrario, por efecto de [CD43+TCR]; hasta 

ZFX, involucrado en la supresión de la apoptosis (Saatcioglu et al., 1990) o 

interesantemente p53, predicho específicamente para el caso de IL-13 y, que 

participa en la activación/supresión de blancos relacionados en la inducción 

de apoptosis (Riley et al., 2008; Vrba et al., 2008).  En el caso específico de 

[CD43+TCR], se distinguen dos factores de transcripción TCF-3, y el receptor 
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nuclear HNF-6, asociados con morfogénesis en el desarrollo (Widelitz, 2004) 

y el metabolismo hepático (Kim and Ren, 2006). 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

FIGURA 5.4. PARTICIPACIÓN DIFERENCIAL DE LOS FACTORES DE 
TRANSCRIPCIÓN PREDICHOS EN LOS ESTÍMULOS CD43-TCR Y CD43+TCR. 
Asociados en diagramas de Venn, se muestran los factores de 
transcripción cuya participación es diferencial para las dos agrupaciones 
principales de citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento obtenidas 
con la biclusterización experimental inicial inducida por los estímulos: I) 
sólo CD43-TCR, II) CD43-TCR y CD43+TCR. 
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 La segunda estrategia consistió en comparar el conjunto de factores de 

transcripción predicho para las citocinas, quimiocinas o factores de 

crecimiento identificados para cada uno de los estímulos analizados. De las 

tres tablas-matrices subgeneradas para cada tratamiento CD43-TCR, 

CD43+TCR, CD43, TCR y TCR-CD43, se muestran en diagramas de Venn, 

(Figura 5.5), los factores específicos y comúnes predichos. 

En el caso de las citocinas, se distinguen como estímulos inductores 

mayoritarios aquellos en los que la participación de CD43 ocurre sola, o bien, 

previa o simultánea a la del TCR. Específicamente, el estímulo CD43-TCR 

reclutaría mayoritariamente, factores de transcripción asociados con la 

activación de la respuesta inmune (SMAD3, GATA 5, 6) (Li et al., 2006); la 

pronta respuesta en células inmunes (Egr1) (Cheadle et al., 2005); otras 

funciones tejido específicas como la neurogenesis y diferenciación (ARIX, 

COE1, 2, 3) (Dubois and Vincent, 2001; Hsieh et al., 2005); hematopoyesis 

(CBF, CP2, PEBP2α); organogénesis, HOXD8, -9, -10, -SRF, MCM1) 

(Remenyi et al., 2004; Rossetti et al., 2007); inducción por hipóxia (HIF-1); 

supresión de apoptosis (ZFX, FOR1, 2) (Cellot and Sauvageau, 2007); así 

como con eventos de remodelación de la cromatina (ASH1) (Tanaka et al., 

2007), regulando del inicio de la transcripción al favorecer el acercamiento de 

factores cis y trans reguladores al sitio de inicio de la transcripción "formación 

del enhanceosoma" (SRY, MBF) (Lefebvre et al., 2007). De una manera más 

particular, la producción de IL-12 a través del estímulo de CD43, previo o 

simultáneo al del TCR estaría asociada al factor MEF2, y en el caso de IL-13, 

únicamente producida por las señales previas de CD43 a las del TCR, lo 

estaría a través de p53.  Por el contrario, el estímulo sólo del TCR o del TCR 

previo a CD43, con los cuales se producen IL-6 y TNF-β, no se predice el 

reclutamiento de los factores de transcripción anteriormente mencionados. 

En el caso de las quimiocinas, como en el de las citocinas, la participación 

previa, simultánea y sola de CD43, que lleva a la producción de I-309, ENA-

78, SDF1a, SCF y TARC, ocurriría a través de factores de transcripción, 

específicamente IRF3, -7 y MafG, asociados con actividad antibacteriana y 

antiviral mediante la inducción de IFN- α y β (Hiscott, 2007; Honda and 

Taniguchi, 2006). Otros factores de transcripción (H1TF1, HiNF-B), con 
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asociación a histonas, (van Wijnen et al., 1996); y factores como NFGMa, 

TCF-3, estan relacionados con crecimiento y división. Señalando que ninguno 

de los anteriores se predice con el estímulo solo de TCR o del TCR previo a 

CD43. El promotor de GROα, producido por CD43 solo o previo al TCR y, 

MIG detectado solo a través de este último estímulo, podría reclutar de 

manera específica los factores SRF y MCM1 los cuales están asociados con 

organogénesis (Huber and Bulyk, 2006). En contraparte, las señales del TCR 

solo inducirían el factor WT1 con implicación en modificaciones a la 

cromatina (Roberts, 2005). Resulta importante también mencionar que la 

quimiocina IL-8 se produce en respuesta a todos los estímulos estudiados. 

En el caso de los factores de crecimiento, al igual que en los casos 

anteriores, las señales activadas por la participación previa, simultánea o sola 

de CD43 respecto a las del TCR, son inductores de la mayor respuesta. Las 

señales de CD43 inducen la síntesis de EGF, IGF1, THPO, VEGF, OSM a 

través de factores de transcripción comúnes, que, como en el caso de las 

citocinas, estan asociados con la activación de la respuesta inmunológica, 

neurogénesis y diferenciación, hematopoyesis, organogénesis, supresión de 

apoptosis, así como con eventos de remodelación de la cromatina. A este 

conjunto de factores de transcripción habría que agregar el elemento de 

respuesta de CD28 e IL-6; los factores MafG y K que podrían dimerizar con 

fos (Moran et al., 2002); los factores FOXO3a, F1 y J1 (Coffer and Burgering, 

2004); así como los receptores nucleares CAR, HNF-6alpha, Otx1 y PXR 

(Eloranta et al., 2005).  En el caso particular de PDGFβ, producido solo a 

través del estímulo previo y simultáneo de CD43 es específica la predicción 

del factor HIF-1. De manera importante, angiogenina y leptina son producidas 

solamente por las señales previas de CD43, y el receptor nuclear XF1 y 2 

reportado con actividad en el metabolismo de xenobióticos (Saatcioglu et al., 

1990). 
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I. Citocinas 
 
a) 

 
 
 
b) 
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II. Quimiocinas 
 
a) 

 
 

 
 
b) 
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III. Factores de crecimiento 
 
a) 
 

 
 

 

b) 
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FIGURA 5.5 FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN PREDICHOS ESPECÍFICOS PARA 
CADA ESTÍMULO EN LAS SUBCLASIFICACIONES DE CITOCINAS, QUIMIOCINAS Y 
FACTORES DE CRECIMIENTO. Los diagramas de Venn muestran para I) 
Citocinas, II) Quimiocinas, III) Factores de crecimiento, los factores de 
transcripción predichos específicos de cada estímulo. En a) los factores 
solubles producidos y en b) los factores de transcripción predichos por 
los estímulos CD43-TCR, CD43+TCR, CD43, TCR, TCR-CD43. 

 
 

Por último, el reconocimiento de los factores de transcripción específicos de 

cada estímulo, obtenido a través de una tercera estrategia partiendo del 

conjunto de genes de citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento 

inducidos en cada caso (Figura 5.6.). Los resultados obtenidos a través de 

este análisis reproducen los hallazgos obtenidos con las estrategias 

anteriores. 

De este análisis global también sobresale que la participación de CD43, 

previa a la del TCR induce la síntesis del universo total de factores solubles 

estudiados, englobando el efecto que de manera individual o colectiva ocurre 

con cada uno de los otros estímulos. De manera importante, los factores de 

transcripción p53 y XF1 y -2 destacan como factores que no serían 

reclutados por ninguno de los otros tratamientos a los que fueron sometidas 

las células y podrían entonces ser responsables de la diferencia del efecto 

específico observado. 

También se distingue que por efecto del estímulo de CD43 simultáneo al del 

TCR no se reclutarían los factores HiNFC y TFE3, necesarios para la 

transcripción de TNF-β/LT-α, recordando que TNF-β/LT-α es justamente la 

citocina cuya expresión se vio inhibida en respuesta a este estímulo. 

Se muestra también que los factores de transcripción RBP-Jkappa, SMAD3, 

TFE3, IRF-3 y 7, MafK, asociados con la respuesta inflamatoria (Amsen et al., 

2007); Bach2, con neurogénesis; MCM1, GATA5 y 6, con organogénesis 

(Huber and Bulyk, 2006; Viger et al., 2008); HNF6, metabolismo hepático 

(Widelitz, 2004), podrían ser reclutados por los estímulos en los que CD43 

participa de manera previa, simultánea o solo, y no así por la sola 

participación del TCR solo o en coestímulo previo a CD43. 

Este análisis hace evidente que la especificidad de las señales así como la 

temporalidad en la que estas son recibidas por las células, tiene efecto en las 
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vías activadas, y la amplitud de éstas culmina con la activación específica de 

factores de transcripción que controlarán la transcripción/expresión de 

factores solubles, también específicos. 
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a) 

 
 

b) 
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FIGURA 5.6 FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN ESPECÍFICOS: IDENTIFICACIÓN A 
PARTIR DEL TOTAL DE GENES DE CITOCINAS, QUIMIOCINAS Y FACTORES DE 
CRECIMIENTO INDUCIDOS A TRAVÉS DE CADA ESTÍMULO. Los diagramas de 
Venn muestran a) los factores solubles producidos y b) los factores de 
transcripción predichos específicos de los estímulos CD43-TCR, 
CD43+TCR, CD43, TCR, TCR-CD43. 
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6. DISCUSIÓN 
 

La eficiencia de la respuesta inmune depende de los mecanismos activados y 

regulados por las interacciones específicas entre moléculas de la superficie 

de las células participantes. En conjunto, las señales percibidas por estas 

moléculas le permitirán a la célula obtener información acerca de procesos 

tan diversos como el estado nutricional, energético y el reconocimiento de lo 

propio y lo no propio. 

A través de las interacciones moleculares que establecen con las diferentes 

células con las que interaccionan y microambientes por los que circulan, las 

moléculas coestimuladoras/accesorias preparan a los linfocitos para una 

respuesta eficiente. Ejemplo de ello son las señales generadas por la 

molécula CD28 que, al reconocer a sus receptores en la misma CPA que el 

TCR reconoce a su antígeno, favorece la activación de las células, llevándola 

a la producción de citocinas tales como IL-2, IL-4, e IFN-γ.  La transcripción 

de los genes de estos factores solubles depende del remodelamiento que 

experimenta la cromatina en los loci correspondientes (Diehn et al., 2002; 

Kaneko et al., 2007; Murayama et al., 2006; Northrop et al., 2006; Santangelo 

et al., 2002; Spilianakis et al., 2005). 

Nosotros estamos interesados en las funciones de la molécula accesoria 

CD43.  Esta molécula, a través de su dominio intracelular genera señales 

intracelulares de manera autónoma, a la vez que modula las del TCR (Park et 

al., 1991; Pedraza-Alva et al., 1996, 1998; Pedraza-Alva et al., 2001; Santana 

et al., 2000).  Recientemente, el trabajo de nuestro laboratorio mostró que la 

temporalidad con la que participa CD43 con respecto al TCR, genera 

diferencias evidentes en la calidad y tipo de respuesta y que esto depende 

del establecimiento de un circuito de retroalimentación en el que participan la 

MAPK ERK y la fosfatasa de tirosinas SHP-1 (Fierro et al., 2006). 

En este trabajo se analizaron de manera sistemática los datos 

experimentales reportados por Fierro et al. 2006, para elaborar una primera 

hipótesis de las posibles redes de regulación activadas y sujetas a las 

señales de CD43. Las redes de regulación contienen información a diferentes 

niveles.  En un primer nivel, el del señalosoma activado, se englobarían todas 
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las moléculas activadas, desde la superficie celular, continuando con las 

citosólicas hasta sus blancos nucleares (factores de transcripción).  El 

siguiente nivel de regulación consistiría en una red tejida por los factores de 

transcripción con todos sus genes blanco bajo control.  Finalmente, la 

información de ambas redes permitiría visualizar de manera global y 

particular las condiciones y los participantes que generarían cada respuesta 

celular. Desde esta perspectiva constituirían el marco teórico inicial a través 

del cual estudiar y/o inferir sobre el efecto experimental que tendría la 

eliminación/adición/modificación de elementos reguladores. 

Si bien, el objetivo final es la creación de estas redes de regulación para 

entender mejor las funciones de la molécula CD43, la aportación del presente 

estudio consistió en definir, mediante un análisis in sílico, el conjunto de 

factores de transcripción que podrían ser reclutados de manera específica en 

respuesta a las señales generadas por los tratamientos experimentales 

evaluados.  El análisis, partió de los datos experimentales y se complementó 

con el conjunto de factores de transcripción predichos, para el  conjunto de 

proteínas del macroarreglo, muy probablemente no representa el total de los 

posibles factores de transcripción que podrían ser reclutados en respuesta a 

los distintos estímulos a los que se sometieron las células.  Asi mismo la base 

de datos que se construyó para el análisis se basa únicamente en que el 

promotor de la proteina X tuviera la secuencia consenso para un factor de 

transcripción Y, sin considerar si el factor de transcripción regula positiva o 

negativamente la transcripción de la proteina X. 

El análisis de los datos experimentales corroboró que los estímulos [CD43-

TCR] y [CD43+TCR], en los cuales el estímulo de CD43 es previo o 

simúltaneo al del TCR, inducen una respuesta muy semejante cualitativa y 

cuantitativamente; que el estímulo sólo a través de CD43 induce 

cualitativamente aunque no cuantitativamente un patrón muy semejante a 

estos dos estímulos y que la respuesta aislada a las señales del TCR, es 

pobre. El análsis de los datos experimentales mostró que, la amplia 

respuesta no se vio polarizada hacia los linajes Th1 ó Th2 transcurridas 48 

horas después del estímulo.  Las señales generadas por la participación 

previa de CD43 a la del TCR indujeron la producción de citocinas tanto del 
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linaje Th1: IFN-γ, IL12, TNF-α y TNF-β/LT-α; como del linaje Th2: IL-4, IL-13, 

IL-5, IL-10, IL-6.  Cuando la participación de CD43 fue simultánea a la del 

TCR, tampoco se polarizó la respuesta, aunque fue menor el número de 

citocinas producidas. El tiempo de estímulo de 48 horas no es suficiente para 

inducir la polarización de la respuesta, debido a que los eventos como lo la 

acetilación y desmetilación, que favorecen/establecen la transcripción de 

genes de linajes específicos, ocurren en una ventana de tiempo mayor. 

Esta respuesta de tipo Th0 era de esperarse pues los experimentos se 

realizaron en linfocitos T aislados de sangre periferica de individuos sanos.  

En efecto, en linfocitos T virgen (naïve), el locus del IFN-γ (cromosoma 12) 

interactúa con el locus Th2 (cromosoma 5) y esta interacción 

intercromosómica habilita al linfocito T virgen para expresar simultáneamente 

citocinas de ambos linajes en bajos niveles de forma inmediata tras la 

activación celular. Esto ocurre mediante la región controladora a distancia 

(LCR) ubicado en el locus Th2 y sitios hipersensibles del gen de IFN-γ.  El 

desvanecimiento de las asociaciones intercromosómicas entre los loci Th2 e 

IFN-γ, seguidos del aumento de las asociaciones intracromosómicas para 

cada locus, beneficia la diferenciación tras la activación (Spilianakis et al., 

2005).  Así, la polarización celular, auto-regulable por las citocinas 

polarizantes respectivas, se establece a través de interacciones 

intracromosómicas entre LCRs y promotores, generando modificaciones 

epigenéticas que permiten el reclutamiento de complejos multiprotéicos y de 

factores de transcripción, para activar simultáneamente los genes del locus 

Th1 y reprimir los del Th2 en la diferenciación Th1 y viceversa para Th2. 

De manera muy particular, cuando las señales de CD43 son simultáneas a 

las del TCR, la producción de TNF-β/LT-α disminuye de manera significativa.  

De hecho este es el único factor para el que se observa este 

comportamiento. Se discutirá más adelante algunas de las posibilidades para 

explicar este evento. 

El análisis de agrupamientos permitió a su vez, identificar dos grupos de 

citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento.  Esta segregación parece 

depender directamente de las señales percibidas por las células en respuesta 

a los estimulos [CD43-TCR] y [CD43+TCR].  El primero, [CD43-TCR], en el 
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cual las señales de CD43 anteceden a las del TCR, produjo grandes 

cantidades de todos estos factores solubles, y el segundo, [CD43+TCR], en 

el cual ambas moléculas señalizan simultáneamente, produjo 

mayoritariamente aquellos comprendidos en el grupo II de la figura 5.2.  Esta 

agrupación refleja diferencias a nivel de las señales biológicas generadas en 

función del momento en que las señales de CD43 son percibidas con 

respecto a las del TCR y sugiere que existe co-expresión de las citocinas, 

quimiocinas y factores de crecimiento incluidos dentro de cada grupo. 

Para sustentar la co-expresión de los factores solubles identificados en 

respuesta a estos dos estímulos, se generó un segundo conjunto de datos, 

prediciendo los factores de transcripción que se podrían asociar al promotor 

de cada uno de los factores solubles del macroarreglo.  La regulación de la 

transcripción es un evento muy dinámico y se regula a varios niveles.  Los 

elementos cis pueden generar una regulación a pequeña escala cuando su 

localización y participación está asociada sólo a promotores proximales, o 

una escala más amplia (Poyatos and Hurst, 2006), cuando se localizan en 

elementos enhancers o en regiones controladoras distantes, a través de su 

participación sola o en clusters, observándose su efecto a nivel de 

remodelación de la cromatina y promoviendo el acercamiento de genes junto 

con la formación de "looping out" (Dean, 2006; Fraser and Bickmore, 2007).  

Si bien, nuestro análisis predictivo se realizó sólo sobre la región promotora 

de cada gen, identificando un conjunto de factores de transcripción que 

estarían actuando sobre elementos cis proximales, y que estarían regulando 

la transcripción, previa remodelación de la cromatina, debe considerarse 

también que la co-regulación de genes que se co-expresan ocurre a través 

de elementos cis distales.  El análsis de regiones distales y en ellas, el de los 

elementos cis reguladores implicados se ha reportado solo para pocos loci. 

El análisis de los factores de transcripción predichos en función de los 

distintos factores solubles identificados, generó un patrón de agrupamiento 

similar al de los factores solubles y las condiciones experimentales (Figura 

5.2, APÉNDICE 4.3.2.2, y Figura 5.4.  El hecho que los factores de 

transcripción y estímulos generen una agrupación similar a la observada a 

partir de las proteínas expresadas, sugiere que un conjunto de datos influye 
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en el otro.  El que los factores de transcripción influyan en la transcripción de 

esos genes y que esto sea estímulo- dependiente, permite pensar que hay 

una coexpresión de las citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento, y 

que esta refleje una co-regulación de los genes involucrados.  Así, ambos 

fenómenos, co-expresión y co-regulación estarían asociados. 

Las señales resultantes de la estimulación a través de CD43 previa o 

simultánea respecto al reconocimiento específico del antígeno por parte del 

TCR, podrían reclutar un conjunto de factores de transcripción comunes, 

asociados con funciones activadoras o inhibitorias de la respuesta inmune, 

así como de otras respuestas biológicas tales como la percepción de estrés o 

de hipóxia. 

La lista de los factores de transcripción y su asociación con diferentes 

factores solubles y/o estímulos se encuentra en la figura 5.3 y el APÉNDICE 

4.3.2.2. Si bien todos estos factores de transcripción predichos por el mejor 

emparejamiento de las secuencia de reconocimiento consenso sobre el ADN, 

sólo son una aproximación del fenómeno de regulación que pudiera estar 

ocurriendo in vivo, dirigen la búsqueda experimental posterior hacia blancos 

definidos.  Dada la amplitud de ésta lista, concentramos nuestro análisis en 

solo algunos de los factores de transcripción identificados, considerando su 

importancia en la toma de decisión de las células y el hecho que abren 

perspectivas muy novedosas acerca de las funciones de la molécula CD43 

en células linfoides y no-linfoides. 

Entre los factores importantes para la respuesta inmune se encuentra el 

factor CREB, miembro de la familia de factores de transcripción ATF/CREB.  

Estos factores pueden formar homo- y hetero-dímeros que se unen a la 

secuencia palindrómica TGACGTCA en el ADN conocida como CRE.  CREB 

puede hetero-dimerizar con AP1 e interactuar también con el coactivador 

p300, activando la transcripción de la interleucina 2 (Butscher et al., 2001; De 

Cesare et al., 1999; Hai and Hartman, 2001; Haus-Seuffert and Meisterernst, 

2000). 

En relación al factor RBP-Jkappa, del cual se piensa se encuentra pre-unido 

al ADN de genes blanco, pasaría de ser un represor transcripcional a un 

transactivador a través de la vía canónica de señalización de Notch, al 
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interactuar con el dominio intracelular escindido de Noth.  Se ha reportado su 

participación en la polarización hacia una respuesta Th2, al ser GATA3 uno 

de sus genes blanco a la vez que un factor central en la polarización de la 

respuesta Th2 (Amsen et al., 2007). 

En lo que respecta a GATA3 y su participación en el establecimiento de una 

respuesta Th2, se ha descrito que favorece el remodelamiento de la 

estructura del gen de la interleucina 4 (IL-4). Por el contrario, su asociación 

directa sobre el LCR del locus Th2 no ha sido detectada, y sin embargo se 

especula una acción importante en el mantenimiento de la desmetilación de 

dicha región, más aún que su inicio (Kim et al., 2007). 

Por otro lado, el factor HIF-1, activado en condiciones de hipoxia, promueve 

la transcripción de genes involucrados en diferentes funciones celulares 

como sobrevida, proliferación, apoptosis, metabolismo de glucosa y 

angiogénesis (Dery et al., 2005), regulando genes como VEGF, leptina 

(Cascio et al., 2008) y otros como IL-8 (Kim et al., 2006). 

Entre los factores de transcripción predichos de manera específica para cada 

estímulo, y en el caso particular de las señales con la participación previa de 

CD43 a la del TCR, mencionaremos a los factores HiNF-C, XF1 y 2 y p53. 

El factor HiNF-C se ha relacionado con la transcripción de la histona 4 al 

presentar afinidad por sitios consenso del factor Sp1, y se le ha atribuido una 

función auxiliar con los otros factores HiNF-A y HiNF-D, el último de éstos 

con un papel crucial en la transcripción de dicho gen (van Wijnen et al., 

1989). Su predicción fue específica para TNF-β/LT-α y a través del estímulo 

solo o previo de CD43 al del TCR. 

Los factores XF1 y 2 han sido relacionados con el metabolismo hepático de 

xenobióticos. Su especificidad por los elementos de respuesta XFE presentes 

en el promotor del gen del citocromo P450, CYP1A1, los clasifica como 

competidores del factor de transcripción Ah, activador de la transcripción de 

dicho gen (Saatcioglu et al., 1990). La predicción de este factor fue específica 

para leptina. 

En respuesta a las señales de CD43 previas a las del TCR, encontramos el 

factor de transcripción p53 para el promotor de la interleucina 13 (IL-13).  
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Esta molécula ejerce sus funciones interactuando con otras proteínas y como 

factor de transcripción, presentando especificidad por múltiples blancos una 

vez que es fosforilado, acetilado o metilado. Este factor, que puede ser 

activado por diferentes señales de estrés como la vía de ERK (Yoon and 

Seger, 2006), actúa como activador o represor de una amplia variedad de 

blancos, los cuales participan principalmente en apoptosis, senecencia y 

arresto del ciclo celular (Riley et al., 2008; Vrba et al., 2008).  Los elementos 

de respuesta a p53 se localizan esencialmente en la región río arriba del sitio 

de inicio de la transcripción, así como en regiones no codificantes.  La 

presencia de un solo elemento de respuesta para p53 en la región promotora 

puede tener efecto en la transcripción, aunque su participación en clusters 

ocurre y en una configuración cabeza-cabeza, separada por una región 

espaciadora. Además, mediante interacciones proteína-proteína, puede 

unirse a regiones TATA y reclutar factores de la maquinaria basal, así como 

reclutar/activar a coactivadores como las histona acetil transferasas p300, 

CBP, incrementando la tasa de transcripción de los genes blanco. 

Además de estos factores de transcripción, se identificaron factores de 

transcripción asociados con la generación de marcas epigenéticas de 

activación, las cuales favorecen la transcripción en respuesta a las señales 

de CD43 solas o cuando estas son simultáneas o anteceden las del TCR.  

Por mencionar un caso específico, la histona metil transferasa ASH1, 

miembro del grupo de proteínas tritorax, la cual mono- o di-metila 

específicamente a la lisina K36 de la histona 3 (H3) en mamíferos, favorece 

la remodelación de la cromatina (Tanaka et al., 2007).  

 

En el locus TNF/LT, que codifica para TNF-α, TNF-β/LT-α y LT-β, la 

regulación intracromosómica de la transcripción ocurre a través de dos 

elementos enhancers distales conocidos como sitios hipersensibles (HS), de 

secuencia conservada no codificante entre humano y ratón, y que son 

susceptibles a remodelación de la cromatina tras el estímulo activador del 

TCR y de CD28. Las asas  formadas entre estos sitios, permiten el control de 

la transcripción específica del gen TNF sin afectar la transcripción de los 

genes vecinos, induciendo además de marcas de activación sobre la 

Neevia docConverter 5.1



 61 

cromatina, y el reclutamiento específico del factor de trascripción NFATp 

(Tsytsykova et al., 2007). Nuestros resultados muestran que TNF α y TNF-β 

(LT- α) fueron inducidos por las señales dependientes de CD43 cuando estas 

se perciben de manera aislada o cuando las señales de CD43 anteceden a 

las del TCR. Pensar en una regulación por elementos distales a través de las 

señales de CD43 considerando la búsqueda sobre los sitios hipersensibles 

descritos queda como perspectiva. 

Como se mencionó anteriormente, algunas de las citocinas se asocian en loci 

específicos y de acuerdo con el tipo de respuesta se han descrito algunos 

elementos reguladores. En lo que respecta a las quimiocinas, aunque existe 

el conocimiento de que éstas también se distribuyen en clusters, los dos 

principales localizados en los cromosomas 4 y 17, para las quimiocinas CXC 

y CC en el humano, aún no se han descrito elementos reguladores a 

distancia que controlen el establecimiento de interacciones 

intracromosomales beneficiando la expresión de uno u otro cluster. De 

manera similar esto ocurre para los factores de crecimiento en cuanto a que 

no existe la descripción de elementos reguladores a distancia, junto con el 

escaso conocimiento tanto de los factores cis y trans proximales en la 

regulación. Además de ello, no se ha descrito que estos se encuentren 

asociados en clusters.  Aunque el conocimiento sobre elementos reguladores 

para quimiocinas y factores de crecimiento es escaso, especular en la 

existencia de elementos cis reguladores constituyendo o incluidos en 

regiones controladoras a distancia, dispuestos o favorecidos por una 

organización nuclear específica podría acercarnos al entendimiento de la 

pronta expresión de estas proteínas por efecto de las señales del estímulo de 

una molécula coestímuladora como CD43 a través de sus solas señales o del 

señalosoma activado por su co-participación con el TCR para el cual la 

temporalidad genera un claro efecto. 
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7. CONCLUSIONES 
CD28 es considerada como la molécula accesoria cuyas señales son 

esenciales para complementar las señales generadas por las del TCR y 

favorecer la activación completa, diferenciación y proliferación de los 

linfocitos T, en respuesta a un antígeno dado. 

Considerando el abanico de factores secretados y el vasto universo de 

factores transcripcionales y remodeladores de la cromatina predichos que las 

señales de CD43 generan de manera independiente o cuando anteceden o 

se combinan con las del TCR, nuestros resultados sugieren que el papel de 

CD43, como el de CD28, es el de regular la transcripción mediante el 

remodelamiento de la cromatina.  Definir si cada una de estas moléculas 

recluta factores de transcripción específicos constituye el siguiente paso, 

tanto a través de un análisis predictivo basado en la respuesta de CD28, y 

mejor aún, comprobando el reclutamiento de dichos factores de transcripción 

in vivo.  Esto adquiere aun mas relevancia si se considera que en el ratón 

deficiente de CD28, no se observa un fenotipo y que la explicación para ello 

reside en el hecho que, en esos animales, CD43 suple las funciones de CD28 

(Sperling et al., 1995). 

El análisis predictivo con el que se identificaron factores de transcripción 

asociados con el remodelamiento de la cromatina nos hace considerar que si 

las señales de CD43 permiten regular la transcripción mediante el 

remodelamiento de la cromatina, se explicaría por lo menos parcialmente el 

amplio efecto de expresión observado en linfocitos T.  El panorama de los 

factores de transcripción predichos muestra el conjunto de elementos trans 

que podrían reclutarse por el efecto final de las señales inducidas por CD43 

en cada estímulo; sin embargo, la experimentación será la que nos permitirá 

resolver cuáles de éstos son críticos y cuáles permisivos, su efecto como 

activadores o represores así como la cinética de reclutamiento, lo mismo que 

la de sus genes blanco expresados.  Asi mismo, se podría incluso pensar, 

que además de su probable efecto sobre los promotores proximales de los 

genes inducidos, CD43 tenga efecto sobre elementos reguladores distales 

presentes en regiones LCR, o más aún, sobre elementos reguladores aún no 

descritos.  
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APÉNDICE 4.2 PROTOCOLO DE RAYBIOTECH PARA EL RECONOCIMIENTO DE 
CITOCINAS, QUIMIOCINAS Y FACTORES DE CRECIMIENTO. 

  
 

 
 

TABLA A4.2 DISTRIBUCIÓN DEL ARREGLO DE DETECCIÓN DE CITOCINAS/ 
QUIMIOCINAS/ FACTORES DE CRECIMIENTO HUMANOS. 
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