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“En la vida, lo esencial es formular juicios a priori sobre todas
las cosas. En efecto, parece ser que las masas estan equivocadas
y que los individuos tienen siempre razén. Es menester
guardarse de deducir de esto normas de conducta: no tienen por
gué ser formuladas para ser observadas. En realidad, s6lo existen
dos cosas importantes: el amor, en todas sus formas, con
mujeres hermosas, y la musica de Nueva Orlenas o Duke
Ellington. Todo lo demés deberia desaparecer porque lo demas
es feo, y toda la fuerza de las paginas de demostracién que
siguen proceden del hecho de que la historia es enteramente
verdadera, ya que me la he inventado yo de cabo a rabo. Su
realizacion material propiamente dicha consiste, en esencia, en
una proyeccion de la realidad, en una atmésfera oblicua y
recalentada, sobre un plano de referencia irregularmente
ondulado y que presenta una distorsion. Como puede verse, es

un procedimiento confesable donde los haya.”

Nueva Orleans,
10 de Marzo de 1946

Boris Vian
La espuma de los dias
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Introduccion

1. MACROFAGOS

Los macrofagos son células fagociticas mononucleares involucradas en un gran
numero de funciones dentro del sistema inmunitario. Son criticas tanto para el
mantenimiento de la homeostasis en el organismo (reparacion tisular, angiogénesis,
eliminacion de células apoptoticas, etc.) como en la lucha y establecimiento de
defensas contra agentes patdgenos (Mantovani, Sozzani et al. 2002).

En presencia de un estimulo mitogénico los macrofagos son capaces de
proliferar pero, a diferencia de otras células del sistema inmunitario, los estimulos
como las citocinas, los microbios o los agentes proinflamatorios detienen dicha
proliferacion e inducen la activacion del macréfago que ahora pasara a desarrollar
sus actividades funcionales especificas (Frantz, Vincent et al. 2005). Por el contrario,
en ausencia de estimulos el macrofago entra inicialmente en un estado de
quiescencia en el que es capaz de mantenerse durante un corto periodo de tiempo
antes de inducir su muerte por apoptosis contribuyendo asi a la homeostasis de las
células efectoras en el organismo (Celada and Nathan 1994; Xaus, Comalada et al.
2001).

1.1. Origen de los macrofagos

Todas las células del torrente sanguineo proceden de un precursor comdn
presente en la médula ésea a partir del cual se diferencian y maduran siguiendo un
proceso conocido como hematopoyesis (Ogawa 1993). Dicho proceso parte de las
capacidades autoregeneradora y diferenciadora de estas células precursoras
pluripotentes gracias a la cual se consigue un recambio celular adecuado. Todos
estos procesos se coordinan a través de la interaccion con otras células y con
componentes de la matriz extracelular del entorno, asi como con factores solubles ya
sean secretados localmente o provenientes del torrente sanguineo (Compston 2002).

En una primera fase del desarrollo de una célula sanguinea, el precursor
hematopoyético permanece en la médula désea en estado de quiescencia. En
respuesta a factores de crecimiento especificos, interleucinas y hormonas, estas
células experimentan un primer proceso de diferenciacion consistente en un
direccionamiento por el cual la célula madre pierde su capacidad autoregeneradora y
se diferencia a otra célula un poco mas especializada que su predecesora pero que

aun mantiene su capacidad de diferenciacion. A continuacion este precursor sufre un
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proceso de maduracion gracias al cual acabara de diferenciarse en un linaje celular
especifico.

Existen diferentes factores de crecimiento, hormonas y citocinas solubles en el
capaces de actuar sobre estas células madre hematopoyéticas, aunque los factores
estimuladores de colonias (CSF, colony-stimulating factor) son sin duda los mas
importantes en el desarrollo de los diferentes linajes de las células sanguineas
(Watowich, Wu et al. 1996).

En una primera etapa en la médula 6sea las interleucinas 1, 3y 6 (IL-1, IL-3, IL-
6) inducen una division desigual en la célula progenitora hematopoyética que dara
lugar a una nueva célula madre y una célula pluripotente mieloide llamada GEMM-
CFU (granulocyte-erythrocyte-megakaryocyte-macrophage colony-forming unit). Este
precursor genérico, en presencia de IL-1 e IL-3, adquirira un nuevo nivel de
especializacion como precursor comun de los macrofagos y los granulocitos conocido
como GM-CFU (granulocyte-macrophage colony-forming unit) el cual, a su vez, se
especializara en un precursor M-CFU (macrophage colony-forming unit) en presencia
de IL-3, GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) y M-CSF
(macrophage colony-stimulating factor) (Figura 1). A partir de este precursor M-CFU
pueden derivarse tres vias distintas de diferenciacion: osteoclastos, células
dendriticas mieloides o macrofagos. Para diferenciarse en la linea de macrofagos
este precursor debe encontrarse en presencia de M-CSF gracias al cual la unidad M-
CFU se diferenciara primero en monoblasto, después en promonocito y por ultimo en
monocito.

Ya diferenciados, los monocitos circulan por el torrente sanguineo y son
capaces de alcanzar cualquier parte del organismo a través del sistema periférico
capilar, donde gracias a la interaccion entre moléculas de adhesion como las
integrinas y las selectinas podran entrar en los tejidos (Penna, Vulcano et al. 2002).
Una vez alli, el monocito entra en una Ultima etapa de diferenciacion mediante la
cual adquirira ya la morfologia y bioquimica propias de un macroéfago, tales como un
aumento del contenido lisosomal, de la cantidad de encimas hidroliticas y del
numero y tamano de las mitocondrias, asi como de su metabolismo energético y su
capacidad fagocitica (Valledor, Borras et al. 1998; Furukawa 2002). A pesar de que
estos macrofagos tisulares mantienen cierta capacidad proliferativa, la médula osea
de un individuo adulto produce aproximadamente 5x10° macrofagos al dia. Si a esto
sumamos el hecho de que la vida media de un macrofago tisular puede llegar a ser de

varios anos, es crucial para el mantenimiento de la homeostasis que estas células
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sean capaces de entrar en apoptosis sin necesidad de recibir ningln tipo de estimulo
(Xaus, Comalada et al. 2001).

Lymphoid Platelets anﬁll MEDULA

Mysloid Related
I| neage Bmdmic Cell

_p
@ L @ / i CSF M- csr
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IL- b GM-CSF

-
Blurdpotent '~ Myelold Stem Cell CFU-GEMM cruam CFU'“KN "2 Monoblast

Prommotrle
Stem Cell

SANGRE

CELULAS DE LANGERHANS (PIEL)  TEJIDOS
MACROFAGOS ALVEOLARES

CELULAS DE KUPFFER (HIGADO)

OSTEOCLASTOS

MICROGLIA

Figura 1. Diferenciacién del macréfago. El crecimiento y diferenciacion del macrofago depende
de citocinas y factores de crecimiento especificos de linaje. Después de ser distribuidos a través del
torrente sanguineo, los monocitos entran en todos los compartimentos tisulares del cuerpo donde dejan
de proliferar y se diferencian. M-CSF, macrophage colony-stimulating factor; GM-CSF, granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor; IL, interleucina; GEMM-CFU, granulocyte-erythrocyte-
megakaryocyte-macrophage colony-forming unit; GM-CFU, granulocyte-macrophage colony-forming unit

and M-CFU, macrophage colony-forming unit.

La funcion de un macrofago tisular asi como su morfologia depende
directamente del tejido en el que se halle. De esta manera encontramos microglia en
el sistema nervioso central, osteoclastos en el hueso, células de Kupffer en el higado,
macrofagos alveolares en los pulmones o células de Langerhans en la dermis. En este
aspecto existen diversos factores de transcripcion directamente involucrados en la
expresion de genes de diferenciacion especificos de linaje (Valledor, Borras et al.
1998). Asi, encontramos genes clasicamente asociados al fenotipo de macrofago
como el receptor para el M-CSF, la lisozima, las moléculas de adhesion como el

CD11b o el CD18, los receptores para el lipopolisacarido (LPS), el interferon gamma
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(IFN-y), los receptores scavenger, o aquellos para las fracciones constantes de las
IgG.

1.2. Funciones biolégicas del macrofago

Los macrofagos juegan un papel critico tanto en la respuesta inmunitaria innata
como en la adaptativa reconociendo, fagocitando y limpiando el organismo de
agentes patdgenos y cuerpos apoptoticos. Participan modulando la respuesta
inmunitaria a través de la produccion de citocinas y quimiocinas, la presentacion
antigénica y la activacion y diferenciacion de los linfocitos T. Por otro lado también
estan involucrados en la resolucidn de la inflamacién, promoviendo directamente la
reparacion de los tejidos danados. En este contexto son capaces de inducir la sintesis
de proteinas de la matriz extracelular, la angiogénesis, la proliferacion de
fibroblastos circundantes y de fagocitar restos y/o fragmentos celulares (Stout and
Suttles 2004).

La diferenciacion terminal del macrofago incluye una elevada expresion de
receptores de membrana para la fraccion constante de las IgG. Esto permite a la
célula reconocer y unir aquellos patégenos que han sido previamente opsonizados y
asi poder fagocitarlos. El macrofago/monocito juega un papel importante en la
produccion de citocinas, radicales libres de oxigeno, proteasas y factores del
complemento que, juntamente con los anticuerpos producidos por las linfocitos B
podran opsonizar a dichos patogenos para luego ser reconocidos por los receptores de
membrana del macrofago (Frantz, Vincent et al. 2005).

Asi, siguiendo una secuencia temporal, en una primera fase de la infeccion,
estas células son determinantes para el reconocimiento y eliminacion de los
patdgenos, actuando principalmente como células fagociticas y/o microbicidas
(respuesta innata), mientras que, en una segunda fase actuarian tanto como células
efectoras, produciendo citocinas y quimiocinas proinflamatorias, como presentando
antigenos, y activando asi, a los linfocitos T (respuesta adaptativa).

Una gran parte de moléculas presentes en la superficie de los patogenos
(patrones moleculares asociados a patégenos) son capaces de inducir en el macrofago
una activacién conocida como “activacion clasica”. El mejor ejemplo de ello lo
encontramos con el LPS, molécula presente en la pared de bacterias Gram-negativas,
0 en un ambiente de citocinas tipo Th1 (aquellas secretadas por linfocitos activados

con IFN-y o IL-12) como el que da el IFN-y o la IL-2. Estos macrofagos activados



Introduccion

clasicamente produciran ahora citocinas proinflamatorias como el factor de necrosis
tumoral (TNF-a), la IL-1, la IL-6, asi como agentes antiproliferativos y microbicidas
como la lisozima o el oxido nitrico (NO). Paralelamente, las citocinas tipo Th1
aumentan los niveles de expresion del complejo de histocompatibilidad (MHC) de
clase Il y del CD86, potenciando asi su capacidad presentadora de antigenos a los
linfocitos T. Sin embargo, un proceso inflamatorio persistente suele ser
contraproducente ya que tiende a danar los tejidos y en estos casos el sistema
inmunitario debe desarrollar mecanismos antiinflamatorios (Gordon 2003).

En presencia de citocinas tipo Th2 (secretadas por linfociots activados por la IL-
4) como la IL-4 o la IL-13, se induce en el macrofago una activacion conocida como
“alternativa”. A diferencia de los macréfagos activados clasicamente, éstos no son
capaces de producir NO a partir de L-Arginina y tampoco consiguen controlar el
crecimiento de patdégenos intracelulares (Kropf, Fuentes et al. 2005). En
contrapartida, son capaces de producir una elevada cantidad de Arginasa 1, enzima
que también metaboliza la L-arginina obteniendo esta vez como producto final
prolina, glutamato y poliaminas. Conjuntamente, estos metabolitos de la L-arginina
favorecen la reparacion tisular, asi, la prolina actia como precursora del colageno
(Hesse, Modolell et al. 2001) y las poliaminas han sido ampliamente relacionadas con
procesos de proliferacion y diferenciacion (Kramer, Chang et al. 2001), e incluso con
la inhibicion de la produccion de NO por macrofagos activados con LPS (Southan,
Szabo et al. 1994). Ademas, estos macréfagos muestran una elevada capacidad
endocitica y fagocitica. Asi, estos macrofagos alternativamente activados son
capaces de proteger los tejidos circundantes de procesos inflamatorios prolongados o
de respuestas inmunes agresivas induciendo la reparacion y/o remodelacion del
tejido.

En una vision global de la respuesta inmunitaria, vemos que el macréfago, como
célula efectora y fagocitica, es capaz de llevar a cabo la eliminacion de los agentes
patogenos, ya sea de manera directa mediante fagocitosis como indirecta a través de
la activacion de los linfocitos T. Posteriormente, el propio macrofago es responsable
de inducir la reparacion de los dafos causados durante la respuesta inflamatoria
completando asi la remodelacion del tejido afectado y eliminando ademas cualquier
residuo celular producido durante el desarrollo de la respuesta inmunitaria (Figura
2).
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Figura 2. Funciones bioldgicas del macréfago tisular. Dependiendo del estimulo recibido, los
macrofagos pueden proliferar, activarse o morir por apoptosis. IL, interleucina; TGF-pB, transforming
growth factor-g; IFN-y, interferén-y; TNF-a, factor de necrosis tumoral-a;; NO, Oxido nitrico; TLR, Toll-
like receptor; M-CSFR, macrophage colony stimulating factor receptor; GM-CSFR, granulocyte-

macrophage colony stimulating factor receptor, IL-3R, receptor de la interleucina-3.

Por Ultimo, el macrofago esta también implicado en procesos de eliminacién de
restos celulares y células apoptoticas. Este proceso esta directamente relacionado
con la homeostasis y metabolismo del hierro en el cuerpo, ya que, por un lado, el
macrofago es el encargado de fagocitar a los eritrocitos envejecidos que van a morir
al bazo, y a su vez, es también la célula responsable de transferir hierro a los
eritroblastos en los centros eritroblasticos de la médula 6sea, completando asi su
ciclo de reciclaje. Ademas, gracias al receptor scavenger A, encargado de unir
proteinas modificadas quimicamente en los lugares de inflamacion, esta célula
reconoce gran variedad de lipidos y lipoproteinas favoreciendo finalmente la
absorcion de lipoproteinas acetiladas de baja densidad (LDL) y contribuyendo asi al

metabolismo del colesterol en el cuerpo.
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2. PROLIFERACION DE LOS MACROFAGOS

Llamamos proliferacion celular al conjunto de mecanismos que llevan a una
célula a dividirse en dos células hijas cada una de las cuales contiene toda la
informacion genética de su predecesora. El M-CSF es un factor de crecimiento
necesario para la proliferacion y diferenciacion del macrofago, el monocito y sus
precursores mas inmediatos. Asi, los procesos de division celular estan finamente
regulados por una serie de factores tanto extrinsecos (factores de crecimiento,

sefales mitogénicas, etc.) como intrinsecos (reguladores del ciclo celular).

2.1. M-CSF (Macrophage colony stimulating factor)
2.1.1. Caracteristicas bioquimicas

El M-CSF, también llamado CSF-1, es el principal factor de crecimiento,
diferenciacion y supervivencia del macréfago y sus precursores. Es una
sialoglicoproteina homodimérica sintetizada por varios tipos celulares como las
células endoteliales, los fibroblastos, las células del estroma de la médula osea, etc.
(Fixe and Praloran 1997), e incluso por los propios macrofagos, monocitos y linfocitos
T y B, que son capaces de sintetizarlo una vez activados.

A pesar de que el M-CSF esta codificado en un solo gen tanto en humanos como
en ratones, se han descrito varias formas distintas de procesamiento de su RNA
mensajero (splicing) que dan lugar tanto a transcritos con distinta estabilidad como a
diferentes procesamientos posttraduccionales de la proteina obtenida. Asi,
encontramos tres posibles formas finales de la molécula de M-CSF en funcién de las
modificaciones que sufran y su posterior protedlisis. Dos de ellas (glicoproteina y
proteoglicano) seran secretadas al medio para actuar de forma autocrina y/o
paracrina, pudiendo el proteoglicano ser almacenado en la matriz extracelular del
tejido como reservorio para un futuro uso. Existe también una tercera forma no
proteolizada (glicoproteina) que permanecera anclada en la membrana lipidica de la
célula productora. Esta forma del M-CSF de membrana podria tener un papel
importante en las interacciones célula-célula o bien podria ser liberada de forma
local mediante una posterior protedlisis mediante la proteina quinasa C (PKC) (Stein
and Rettenmier 1991; Stanley, Berg et al. 1997).

A nivel funcional, el M-CSF desarrolla la principal de sus funciones de manera

local, y se ha descrito que una ausencia prolongada de este estimulo provoca la
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muerte del macrofago por apoptosis. También se ha demostrado la implicacion del M-
CSF en el desarrollo del linaje monocitico con ratones Op/Op que, debido a una
mutacion en la region codificante del gen del M-CSF, carecen de una forma activa de
la proteina. Estos ratones sufren una grave deficiencia en la produccion de
osteoclastos y macrofagos y, en consecuencia, muestran un fenotipo de
osteopetrosis, ausencia de dientes, remodelacion o6sea anormal, menor masa
corporal, fertilidad reducida y una menor esperanza de vida, algunos de los cuales
pueden ser revertidos mediante la inyeccion de M-CSF recombinante (Wiktor-
Jedrzejczak and Gordon 1996). Sin embargo, la osteopetrosis y las anomalias
hematologicas de las sangre periférica, la médula 6sea y el bazo no lograron ser
revertidas, demostrando la importancia de este factor en el desarrollo del linaje

hematopoyético (Dai, Zong et al. 2004).

2.1.2.El receptor del M-CSF

Los efectos bioldgicos del M-CSF estan mediados por un Unico receptor de alta
afinidad llamado M-CSFR o CD115 y que esta codificado por el protooncogén c-fms
(Stanley, Berg et al. 1997). EL M-CSFR, que pertenece a los receptores tirosina
quinasa de clase lll (RTK), es una glicoproteina transmembrana con una fraccion
extracelular N-terminal glicosilada que contiene 5 dominios inmunoglobulina (Ig)
repetidos y que es la que propiamente interaccionara con el factor de crecimiento.
También lo forman un pequeio dominio transmembrana, un dominio
yuxtamembrana, dos dominios quinasa intracelulares divididos por un inserto
quinasa, y un dominio C-terminal (Wang, Myles et al. 1993; Reilly 2002) (Figura 3).

La activacion del receptor viene dada por la union del M-CSF con su dominio
extracelular, lo cual induce la dimerizacion del receptor de forma no covalente.
Ahora, estos dos receptores son capaces de fosforilarse en sus residuos tirosina de
forma cruzada, lo que llevara a la estabilizacion del propio receptor en su forma
activa y a la creacion de residuos fosfotirosina. Estos residuos conforman lugares de
union para otras proteinas que iniciaran la transducciéon de la sefal al interior de la
célula. Finalmente el complejo ligando-receptor sera internalizado y degradado en

los lisosomas (Hamilton 1997).
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Dominio extracelular

Dominio transmembrana

Dominio Inserto quinasa (KI) QY YQ
citoplasmatico @ Q

Quinasa 2

C-terminal QY

Figura 3. Receptor del M-CSF. M-CSF, macrophage colony-stimulating factor; PI3K,
fosfatidilinositol 3-quinasa; Y, residuo tirosina y P, grupo fosfato.

2.1.3.La transduccion de la sefial a través del M-CSFR

El receptor del M-CSF presenta varias regiones susceptibles de fosforilacion
tanto en su dominio yuxtamembrana como en el citoplasmatico. La tirosina Y559 se
ha visto asociada con miembros de la familia Src a través de dominios de interaccion
proteina-proteina homélogos de Src (SH2 y SH3). La tirosina Y697, en el inserto
quinasa (Kl), interacciona con las proteinas adaptadoras Grb2 y Shc quienes a través
de su dominio SH2 lo haran con la subunidad reguladora (p85) de la fosfatidilinositol
3-quinasa (PI3K). p85 a su vez interacciona con el residuo Y721 de la cola
citoplasmatica del receptor y con p110, subunidad catalitica de PI3K. Otras
moléculas asociadas con la transduccion de sefal por M-CSFR son la fosfolipasa Cy
(Y706) y las proteinas transductoras de la sefal y activadoras de la transcripcion 1y 3
(STAT1 y STAT3) (Bourgin, Bourette et al. 2000; Pixley and Stanley 2004) (Figura 4).

Al igual que el resto de actividades bioldgicas, la proliferacion y la

supervivencia requieren también de mecanismos precisos y bien regulados capaces de
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controlarlas o inhibirlas. Esta descrito que el M-CSF tiene una vida media corta, y
ademas de la internalizacion del complejo ligando-receptor, el M-CSFR presenta
también mecanismos de regulacion por defosforilacion. Asi, fosfatasas como SHP-1
(Src-Homology-domain-containing Protein tyrosine phophatase), SHIP (SH2-
containing Inositol Phosphatase) o PTPase (Phosphotyrosine Protein Phosphatase)
parecen estar relacionadas con la defosforilacion de la cola citoplasmatica del
receptor del M-CSF en sus residuos tirosina (Suzu and Motoyoshi 2002). Otro
mecanismo existente para impedir la union de un factor de crecimiento a su receptor
correspondiente es la secrecion de receptores solubles que pueden unir al ligando,
impidiendo asi su asociacion con el receptor celular unido a membrana (lwasaki,
Shimoda et al. 1999).

Visto esto, existen dos vias principales de accion a través del recetor del M-CSF
en los macrofagos, la via de proliferacion mediada por la MAPK ERK y la de

supervivencia a través de la PI3K.

~~— AKT p70S6K
o

Mdm2

oaqwers || GSK3
p27Kip-1
Caspase ) | yaPKAPK2 pOORSK

Figura 4. Sefializacién por el receptor del M-CSF. La sefalizacion por el M-CSF induce la
cascada de fosforilacion de la MAPK ERK, Raf-1/MEK/ERK-1,2, asi como de las MAPK JNK y p38, que

también son activadas por MEKK. La hidrolisis de los fosfolipidos por la PLC genera un aumento del

(=
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=

N

calcio y los niveles de DAG, activando a las PKC responsables del incremento de los niveles de NF-xB a
través de la fosforilacion de IKK. MEK, mitogen extracellular signal-related kinase; ERK, extracellular
regulated kinase; JNK, c-jun NH2-terminal kinase; MEKK, MEK kinase; MAPKAPK2, MAPK-activated
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protein kinase 2; PLC, phospholipase C; DAG, 1,2-diacylglycerol; PKC, protein kinase C; NF-kB, nuclear
factor immunoglobulin kappa chain enhancer B cell transcription; IKK, I-kappa-b kinase; STAT-1, signal
transducer and activator of transcription-1; PDK, phosphoinositide-dependent kinase; PI3K,
phosphoinositide-3 kinase; GSK, glycogen synthase kinase; PIP2, phosphatidylinositol-2-trisphosphate
and IP3, inositol-3-phosphate.

2.1.3.1. Via de supervivencia, PI3K/Akt(PKB)

Una vez que el M-CSF se une a su receptor y éste fosforila los residuos tirosina
de su cola citoplasmatica se produce un rapido incremento en los niveles de
actividad de la PI3K. La via de sefalizacion de la PI3K/Akt rige diversos procesos
celulares como la proliferacion y la tasa de supervivencia o la remodelacion del
citoesqueleto y el trafico de organulos intracelulares (Koyasu 2003). Las quinasas
asociadas a esta via contienen dominios de homologia con la plecstrina (PH) que son
capaces de unir lipidos fosfoinositol producidos en la membrana.

La PI3K es un quinasa de lipidos que consta de una subunidad reguladora (p85)
con dominios SH2 y SH3 y una subunidad catalitica (p110). La fosforilacion de la
subunidad p85 lleva a la activacién de la unidad catalitica p110, responsable de
fosforilar grupos 3’-OH (anillos inositol) de fosfolipidos inositol (Fruman, Meyers et
al. 1998). Hasta la fecha se han descrito nueve isozimas distintas de la PI3K
dependiendo de la isoforma de cada subunidad que se use para formar el enzima.
Estas 9 isozimas se clasifican en tres grandes grupos. Los grupos | y Il se encuentran
solo en metazoos mientras que el grupo Il también esta presente en eucariotas
unicelulares (Wymann and Pirola 1998).

Las PI3K del grupo I se caracterizan por producir
fosfatidilinositol(3,4,5)trifosfato (PIP;) y por tener dos dominios SH2 en su subunidad
reguladora para interaccionar con residuos tirosina fosforilados de receptores de
factores de crecimiento y moléculas adaptadoras (Arcaro, Volinia et al. 1998).
También son capaces de producir PI-3-P y PI-3,4-P, a partir de fosfatidilinositol (PI) y
PI(4)P respectivamente. Las del grupo Il tienen un dominio Ct C2 capaz de unir
fosfolipidos de manera dependiente de Ca** (Arcaro, Zvelebil et al. 2000). Este grupo
se ha visto asociado a procesos de trafico de membrana (Zhang, Hogan et al. 1998).
La biosintesis de PI(4,5)P, (PIP;) también cataliza la formacion de PIP3 por la
fosfolipasa C (PLC), quien a su vez inicia el flujo de Ca®*" y del 1,2-diacilglicerol
(DAG) activando asi la PKC (Rhee and Bae 1997).
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Existen diversas moléculas de senalizacion con un dominio homoélogo de la
plecstrina (PH) reguladas por la via de la PI3K. La proteina quinasa B (PKB), también
llamada Akt, es el principal y mas directo sustrato de la PI3K ya que sus dominios PH
unen PI(3,4)P, y PI(3,4,5)P; (Alessi, Andjelkovic et al. 1996).

La PKB/Akt es un serina-treonina quinasa activada por la fosforilacion de la
treonina 308 de su dominio catalitico y la serina 473 en su extremo C-terminal
(Alessi, Andjelkovic et al. 1996). Akt se ha asociado con la regulacion de la
supervivencia celular, el transporte y metabolismo de la glucosa. Ademas, interviene
en la inhibicion de la apoptosis de varios tipos celulares y en distintas situaciones de
induccion de muerte celular incluyendo la ausencia de factores de sefalizacion
externos, el estrés osmotico y oxidativo, la radiacion ultravioleta o el uso de drogas
quimioterapéuticas.

Uno de los primeros sustratos de Akt relacionados directamente en procesos de
supervivencia celular fue Bad, gen proapoptoético miembro de la familia de genes Bcl-
2, que es activado por fosforilacion. Ademas, Akt también inhibe numerosos sustratos
como la glicdgeno sintasa 3 (GSK3) impidiendo asi la inactivacion y la degradacion de
c-myc y de la ciclina D; el Foxo-3 (forkhead transcription factor -3) que esta
implicado en la expresion de los ligandos de Fas (Kops and Burgering 1999); la 1B,
permitiendo asi a NF-«xB inducir la expresion de proteinas antiapoptoticas (Kane,
Shapiro et al. 1999); y, en humanos, a la caspasa 9, implicada en la induccién de
apoptosis mediada por factores mitocondriales (Blume-Jensen and Hunter 2001). Por
otro lado, Akt puede también fosforilar a Mdm2 quien entrara al ndcleo induciendo
un descenso en los niveles de p53. Esto provoca que el complejo Mdm2-p53 salga del
nucleo y p53 sea degradado via proteasoma en el citoplasma (Zhou, Liao et al. 2001).

Akt también también es capaz de translocarse al nucleo y fosforilar alli a
diferentes factores de transcripcion, modulando asi la progresion a través del ciclo
celular, la supervivencia y el crecimiento celular (Testa and Bellacosa 2001). De esta
manera, Akt puede regular negativamente a inhibidores de cdk como p21""! o p27%*
' fosforilandolos e induciendo asi su translocacion al citoplasma (Shin, Yakes et al.
2002).

La via PI3K puede ser regulada negativamente por el cAMP (Kim, Park et al.
2001) y por el supresor de tumores PTEN (phosphatase and tensin homologue)
(Leslie, Gray et al. 2000). PTEN es una fosfatasa dual de lipidos y proteinas que actua
directamente sobre PI3K alterando su estado de fosforilacion e inhibiendo asi su

actividad.

14



Introduccion

2.1.3.2. Via de proliferacion, Raf-1/MEK/ERK

Una de las principales vias inducidas por la accion del M-CSF es la de las MAPK
(Mitogen-Activated Protein Kinase) Raf>MEK->ERK-1/2 a la que clasicamente se le
ha otorgado un papel crucial en procesos de proliferacion celular. De este tema, sin

embargo, se hablara mas extensamente en el punto 4 de esta introduccion.

2.2. El ciclo celular

El ciclo celular es un proceso universal gracias al cual las células se dividen en
presencia de estimulos mitogénicos manteniendo su integridad genémica. En los
mamiferos consiste de 4 fases consecutivas: G;, donde la célula prepara su
maquinaria para la posterior replicacion del DNA; S, en la que se produce la
replicacidn de la informacion gendmica; G,, que es una interfase de preparacion para
la mitosis; y M, fase en la que se produce propiamente la division nuclear y celular.
Esta fase M a su vez se divide en otras 4, llamadas profase, metafase, anafase y
telofase en las que los cromosomas se compactan y agrupan por parejas, para,
posteriormente, acabar repartiéndose equitativamente en las dos células resultantes.
Una vez completada la citocinesis (separacion fisica de las dos células hijas), cada
una de ellas podra ahora entrar en un nuevo ciclo o bien, en ausencia de estimulo
mitogénico, permanecer en un estado de quiescencia llamado fase Go.

Los macréfagos necesitan el M-CSF durante casi la totalidad de la fase G4, pero
una vez han entrado en S son capaces de completar el resto del ciclo en ausencia de
estimulo mitogénico. La duracion de las fases Gy, S, G, y M es, respectivamente, 12,
6, 4y 2h en los macrdfagos (Rock, Cleveland et al. 1992). La transicion de una fase a
otra es un proceso ordenado y bien regulado que cuenta con diferentes puntos de
control. Dichos puntos de control o checkpoints se definen como cascadas de
sefalizacion capaces de retrasar o incluso detener la progresion del ciclo en
respuesta a un posible dano genético o a un error ocurrido durante alguna de las
fases. De esta manera, la célula dispone de un mayor lapso de tiempo para solventar
el problema o, en caso de que éste fuese irreparable, no continuar con el ciclo y

evitar asi una division anormal (Lukas and Bartek 2004) (Figura 5).
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Figura 5. Puntos de control del ciclo celular. El ciclo celular esta finamente regulado de
manera que se asegure una division celular completa con una reparticion equitativa del contenido
genético en las dos células hijas. ATM, ataxia telangiectasia mutated; ATR, ataxia telangiectasia and
RAD3-related; MNR, complejo NBS1-MRE11-RAD50; ATRIP, ATR-interacting protein; RPA, complejo
RAD17-RFC2-5; 9-1-1, complejo AD9-HUS1-RAD1; MDC1, mediator of DNA damage checkpoint protein 1;
P53BP1, p53 Binding protein 1; BRCA1, breast-cancer susceptibility gene 1; Chk1 and Chk2, checkpoint
kinase 1 and 2; CDC25, Cell division cycle 25; Cdk, cyclin-dependent kinase; yH2AX, gamma-histone
2AX.

El punto de control previo a la transicion G4/S es el responsable de comprobar
el estado del material genético de la célula, de manera que, si existiese un posible
dano en el DNA, la cascada de senalizacion iniciada en este punto permitiria a la
célula disponer de tiempo para repararlo. Una rotura en el material genético provoca
un arresto de p53 lo que favorece su fosforilacion por Chk2 y consecuente
estabilizacion. p53 inducira ahora la transcripcion de multiples factores, entre los
que destacan p21Y2"" y Mdm2. p21**"" es un inhibidor de los complejos Cdk-ciclina de
G4, imprescindibles para la progresion a S, mientras que Mdm2 actia como molécula
autoreguladora de la via de sefalizacion de p53 inhibiendo su transcripcion vy

uniéndose directamente a ella para favorecer su ubiquitinizacion (Levine 1997;
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Agarwal, Mathur et al. 1999). Conjuntamente, el acimulo de p21%

y la
fosforilacion por Chk2 de la fosfatasa Cdc25 encargada de defosforilar a Cdk2,
activandola, inhibiran al complejo Ciclina E-Cdk2, impidiendo asi la progresion a S
(Lobrich and Jeggo 2007).

A diferencia de los de la fase G1, los mecanismos de control de S no estan tan
bien descritos. Se cree, sin embargo, que existen tres factores que dispararian
mecanismos de restriccion en esta fase del ciclo, (1) defectos en la horquilla de
replicacion o en alguno de sus componentes; (2) roturas de doble cadena en el DNA
independientes de la horquilla de replicacion; (3) ya en el umbral de transicion entre
Sy G/M existe otro mecanismo encargado de evitar que la célula empiece a dividirse
antes de que su material genético se haya duplicado por completo.

El punto de control de G;/M es el responsable de evitar la entrada en mitosis de
aquellas células que, habiendo sufrido algin dano durante las fases previas del ciclo,
no hayan sido capaces de repararlo. De una manera similar a como ocurre en la
transicion G;/S y en los puntos de control internos de S, en G,/M es el complejo
Ciclina B-Cdk1 quien regula esta progresion. A su vez, tanto Chk1 como Chk2 se cree
que son las encargadas de fosforilar a Cdc25, inhibiéndolo, e impidiendo asi la
defosforilacion de la Cdk1, esencial para la entrada en mitosis (Lobrich and Jeggo
2007).

Existen diferentes métodos y drogas para sincronizar una poblacion celular en
cualquiera de las diferentes fases del ciclo. El mas habitual por su sencillez,
reversibilidad y poca agresividad es el de privar a las células de estimulo mitogénico
durante un periodo de entre 16 y 24h, obligandolas asi a permanecer en Gy. Después
de anadirles de nuevo el estimulo, las células volveran a entrar en el ciclo, pero esta
vez de manera sincronica. Ademas, existen drogas que sincronizan las células en fase
G1 (Mimosine), S (OH-urea) o G,/M (Nocodazole) algunas de ellas también de manera

reversible.

2.2.1.Complejos Ciclina-Cdk
La progresion a través del ciclo celular esta regulada por una serie de proteinas
incluyendo las ciclinas (Cic) y las quinasas dependientes de ciclina (cdk), la cuales,
en Ultima instancia son las que determinaran la progresion entre cada una de sus
fases. Las Cdk existen como monomeros con actividad serina/treonina quinasa que se

activan al unirse a una ciclina especifica. A diferencia de las levaduras en las que una
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sola Cdk (cdc2 o cdc28) controla todo el ciclo celular, los mamiferos han
evolucionado hasta disponer de varias Cdk especificas para cada fase del ciclo.
Mientras los niveles de Cdk se mantienen constantes durante todo el ciclo, la
expresion de las ciclinas esta regulada por factores tanto transcripcionales como
posttranscripcionales y depende estrictamente del momento del ciclo en el que se
encuentre la célula. Asi, cada ciclina tiene un patron de expresion Unico durante el
ciclo que determinara cuando se activa cada una de las Cdk (Sanchez and Dynlacht
2005) (Figura 6).

‘ p15, p16, p21,
~ p27, p18, pl19
Cic B/Cdk1 g
Cic D/Cdk4
Cic D/Cdk6

: S E2F
Cic E/Cdk2 /

e

Cic A/Cdk2 p27, p21

S

. <
~ G2
Cic A/Cdk1

e

Figura 6. El ciclo celular. El ciclo celular consiste en 4 fases llamadas Gy, S, G, y M, reguladas
por complejos Cic/Cdk. S, replicacion del DNA; M, mitosis; Gy y G,, fases de preparacion para la
replicacion del DNA y la mitosis respectivamente; R, punto restriccion; Go, estado de quiescencia; Cdk,
quinasa dependiente de ciclina; cic, ciclina; Rb, retinoblastoma; y E2F, familia de factores de

transcripcion.

Las ciclinas de tipo D son las primeras en sintetizarse al salir la célula de Go y
son también necesarias para la progresion inicial a través de G;. Estas ciclinas unen
principalmente a la Cdk4 y la Cdké6. Estos complejos se encargan de hiperfosforilar a

la proteina del retinoblastoma (pRb), inactivandola, y evitando asi su union a
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miembros de la familia de factores de transcripcion E2F, quienes podran ahora iniciar
la transcripcion de una variedad de genes importantes en la progresion del ciclo
celular, entre ellos, las ciclinas necesarias para posteriores fases del ciclo
(DeGregori, Kowalik et al. 1995; Muller 1995). Posteriormente, durante la fase G1
tardia, se forman los complejos Cic E/Cdk2 que permiten la transicion a S (Payton
and Coats 2002). En este momento, las ciclinas A y B seran reclutadas por las Cdk2 y
la Cdk1 (Cdc2) para continuar la progresion a través de Sy G,/M respectivamente
(Arellano and Moreno 1997).

La actividad de las Cdk puede ser regulada de tres maneras distintas: por la
union a su ciclina correspondiente, por fosforilacion/defosforilacion y mediante la
union de un inhibidor de Cdk (CDKI) (Grana and Reddy 1995). La subunidad Cdk es
inactiva como mondémero y como heterodimero defosforilado. Sélo la unién con la
ciclina especifica induce en la Cdk un cambio conformacional que deja su centro
activo expuesto de manera que pueda ser fosforilado por la CAK (Cell cycle-Activated
Kinase), completando asi la activacion del complejo Cic-Cdk.

Existen también otros posibles lugares de fosforilacion conservados en las Cdk
que hacen que cambie su estado de conformacion de manera que las ciclinas no
pueden unirse a ellas (Donzelli and Draetta 2003). Estos residuos son fosforilados por
quinasas como Wee1, Mik1 o Myt1. A su vez, la fosfatasa Cdc25 es la responsable de
la defosforilacion de estos residuos y la consecuente activacion del complejo Cic-
Cdk. La fosfatasa Cdc25 es fosforilada por las quinasas de los puntos de control Chk1
y Chk2 haciendo que ésta salga del nlcleo y sea ubiquitinizada y degradada por el
proteasoma en el citoplasma. Cdc25 esta bien regulada a nivel de expresion siendo
rapidamente sintetizada o degradada segun la fase del ciclo en la que se encuentre
la célula. Asi, en la fase G, tardia, Cdc25 defosforila a Cdk2 activando el complejo
Cic E-Cdk2 para la correcta progresion a S (Ross, Tienhaara et al. 2002) mientras que

en el umbral G;/M hace lo propio con Cdk1 (Lobrich and Jeggo 2007).

2.2.2.Inhibidores de las Cdk (CDKI)

La actividad de las Cdk durante las diferentes fases del ciclo celular puede ser
inhibida por una serie de proteinas llamadas inhibidores de las Cdk (CDKI) que se
unen a los complejos Cic-Cdk o directamente a las Cdk regulando asi su actividad.
Existen dos familias distintas de CDKI, la INK4 y la Cip/Kip (Sherr and Roberts 1995).
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2.2.2.1. La familia INK4

La familia de CDKI INK4 esta compuesta por proteinas inhibidoras de los
complejos de G; formados especificamente por Cdk4 y Cdké. Sus componentes son
p15™NKe - p1eNKea p1gINKic y ph19!NK4d - Fstas proteinas presentan varios dominios
anquirina gracias a los cuales interaccionan con las Cdk impidiendo asi su unién con
las ciclinas (Carnero and Hannon 1998; Pavletich 1999).

Se ha descrito que p16™**® bloquea especificamente la fosforilacion de pRb por

el complejo Cic D-Cdk4, induciendo la parada en G; del ciclo celular. p15™®

une
tanto a Cdk4 como a Cdké y algunos autores han descrito que esta implicado en la
parada de ciclo mediada en respuesta al TGF-p (Sandhu, Garbe et al. 1997). Los otros
dos miembros de la familia, p18INK4c y p19INK4d también son capaces de unir a Cdk4

y Cdké y actian como genes supresores de tumores (Roussel 1999).

2.2.2.2. La familia CIP/KIP

La familia CIP/KIP estd formada por los CDKI p21Wat1/Ce-1 - po7Kip-1/Cip-2 y p57Kip-2
(Harper, Adami et al. 1993; Matsuoka, Edwards et al. 1995). A diferencia de la
familia INK4, los miembros de CIP/KIP muestran una mayor afinidad por los
complejos Cic-Cdk que por los monomeros Cdk, de manera que ejercen su actividad
inhibitoria uniéndose directamente a ellos gracias a un dominio altamente
conservado en su region N-terminal (Chen, Jackson et al. 1995). Estos CDKI son
capaces de inhibir a todas las Cdk de Gy, Cdk2, Cdk4 y Cdké y, en menor medida, al
complejo Cic B-Cdk1 (Harper, Adami et al. 1993) pero a diferencia de los inhibidores
INK4, éstos no previenen ni disocian la unién de las ciclinas con su Cdk. Debido a su
gran capacidad inhibidora del ciclo celular todas estos CDKI estan considerados

posibles genes supresores de tumores (el-Deiry, Tokino et al. 1993).

2.2.2.2.1. p21War-1/Cipt

p21**™" es un CDKI con un amplio rango de sustratos Cdk que ha sido
relacionado con los mecanismos de parada del ciclo celular que permiten la
reparacion del DNA (Li, Waga et al. 1994). p21"2"" contiene dos regiones funcionales:
un dominio inhibidor de las Cdk en el extremo N-terminal (comin a todas las

1% es también

CIP/KIP), y un dominio Unico en C-terminal capaz de unir DNA. p2
capaz de unirse al factor de procesamiento de la DNA polimerasa 6 (PCNA,

Proliferating Cell Nuclear Antigen) a través de su region C-terminal e inhibir asi la
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replicacion del DNA dependiente de PCNA formando complejos cuaternarios con Cic-
Cdk (Chen, Jackson et al. 1995).

p21*™" se une a los complejos Cic-Cdk de dos formas funcionales distintas, una
en la que la actividad quinasa se encuentra inhibida, y otra en la que no,
dependiendo de su estequiometria (Sherr and Roberts 1999). Se cree que la mayoria
de moléculas de p21"®™' presentes en las células en estado de proliferacion estan
unidas a complejos Cic-Cdk activos, lo cual sugiere que, en condiciones fisiologicas
normales, p21%*" no estaria actuando como un inhibidor de dichos complejos sino
favoreciendo la progresion del ciclo celular (Zhang, Hannon et al. 1994). A su vez,
p21*™! puede unirse a Cic A-Cdk2 y a Cic E-Cdk2 en G, tardia e inhibir su actividad
manteniendo asi a pRb inactiva hasta que todos los genes necesarios en G1 hayan
sido expresados correctamente (Rank, Evans et al. 2000). Algunos autores creen que

1 Waf-1

la capacidad inhibitoria de p2 sobre los complejos Cic-Cdk vendria dada por un

aumento en su nivel de expresion que daria lugar a una modificacion de la
estequiometria p21:Cic:Cdk (Brugarolas, Chandrasekaran et al. 1995).

1 Waf-1

También se ha relacionado a p2 con mecanismos de supervivencia celular

inducida por la via de Akt (Xaus, Comalada et al. 2001). Se ha visto que Akt es capaz

1 Waf-1

de fosforilar directamente a p2 en su extremo C-terminal, disminuyendo asi su

afinidad hacia Cdk2, y liberando a su vez a PCNA del complejo PCNA-p21**™'-Cdk-Cic
(Rossig, Jadidi et al. 2001). Como resultado de esta fosforilacion, el p21%
citoplasmatico puede ahora interaccionar con la SAPK (Stress-Activated Protein
Kinase) y ASK1 (Apoptosis Signal-regulating Kinase) para inhibir sus actividades
cataliticas y prevenir asi la apoptosis inducida por TNF-a u otros estimulos (Suzuki,
Tsutomi et al. 1999). Otros mecanismos por los que p21**"' podria inhibir la
apoptosis es gracias a su unién directa con las caspasas 8 y 10 (Xu and El-Deiry 2000)
o la procaspasa 3 (Suzuki, Tsutomi et al. 1999).

Muchos estudios sugieren también que las proteinas CIP/KIP podrian actuar
como cofactores transcripcionales. p21"*"' regula la actividad de NF-kB, STAT3
(Coqueret and Gascan 2000), c-Myc (Kitaura, Shinshi et al. 2000), C/EBP y E2F
(Harris, Albrecht et al. 2001). La expresion de genes relacionados con el ciclo celular
como la DNA polimerasa o, la topoisomerasa Il, la Ciclina B1 y la Cdk1 también esta

regulada por p21¥a",

1 Waf-1

La expresion de p2 puede ser regulada a nivel transcripcional de una

manera tanto dependiente como independiente de p53 (Peter 1997). p53 es capaz de

1 Waf-1

unirse a dos regiones especificas del promotor de p2 , induciéndolo. A su vez,
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una gran variedad de factores de transcripcion son capaces de inducir la
transcripcion de p21**"' de manera independiente de p53 en respuesta a diferentes
estimulos. Entre ellos se encuentran Sp1, Sp3, Ap2, STAT, C/EBPa y B, y proteinas
bHLH como BETA2 y MyoD. Por ultimo, los niveles de p21*"' pueden también ser
regulados de manera posttranscripcional a través de su degradacion por el
proteasoma, ya sea de una manera dependiente de ubiquitina como independiente
(Touitou, Richardson et al. 2001).

2.2.2.2.2. p27KP1/Cip2

p27“"" es un miembro CDKI de la familia de inhibidores CIP/KIP al que se le ha
adjudicado un papel clave en la inhibicion del complejo Cic E-Cdk2 y en la sintesis
del DNA. Comparte el dominio N-terminal con p21¥2""y p52XP2 pero a diferencia de
p21"e™! p27¥"" no tiene un dominio C-terminal capaz de unirse a PCNA. Durante la
progresion a través de Gy, p27¢"" se encuentra secuestrada por el complejo Cic D1-
Cdk4, dejando asi libre al complejo Cic E-Cdk2 que de esta manera podra realizar su
funcion en la transicion a S (Medema, Kops et al. 2000). Por el contrario, la union de
p27“"* con Cic E-Cdk2 resulta en una parada del ciclo celular en la fase G' temprana.

La cantidad de p27XP" aumenta en células quiescentes o en proceso de
diferenciacion, inhibiendo asi a los complejos Cic E-Cdk2. Por el contrario, los
estimulos mitogénicos provocan su degradacion, permitiendo de esta manera que las
células quiescentes vuelvan a entrar en un ciclo celular. Asi mismo, p27¥P" media la
parada en G, inducida por TGF-B (Polyak, Kato et al. 1994), la inhibicion por contacto
(Polyak, Lee et al. 1994) o la pérdida de matriz extracelular (Fang, Orend et al.
1996).

La regulacion de p27¥"" se produce principalmente a nivel posttranscripcional,
De hecho, a lo largo del ciclo celular los niveles del mRNA de p27¥*" son constantes,
mientras que la proteina es rapidamente degradada via ubiquitina-proteasoma
(Pagano, Tam et al. 1995). Del mismo modo que el complejo Cic E-Cdk2 es sustrato
de p27¥P", ésta puede ser a su vez sustrato del mismo complejo, y es precisamente
esta fosforilacion la responsable de la regulacion por protedlisis de p27“P"'. De esta
manera, una vez activados los complejos Cic E-Cdk2 la degradacion de p27¢*" hace
irreversible la entrada en S (Nguyen, Gitig et al. 1999). La actividad de p27¢P’
también puede ser regulada a través de la via PI3K/Akt. La familia de factores de
transcripcion FOX encargada de la induccion de un gran nUmero de genes

proapoptoticos entre los que se encuentra p27¥"" puede ser inactivada por
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determinadas fosforilaciones en residuos serina y treonina llevados a cabo por Akt
(Liang, Zubovitz et al. 2002).

Del mismo modo que p21¥a"' p27“"' ha sido también relacionado con
mecanismos de translocacion nuclear tanto de las Cdk como de las ciclinas. Los
miembros de la familia CIP/KIP citoplasmaticos son importantes para la localizacion
nuclear de los complejos de tipo D que carecen de dichas sefnales de localizacion
nuclear (NLS), involucrando asi a esta familia de proteinas en la comunicacion entre
el nlcleo y el citoplasma. Asi, p27"" puede unirse a la proteina asociada a los poros
de la membrana nuclear mNPA60, y p21"*"" bloquea la interaccién entre la Ciclina D1
y la exportina CRM1 aumentando asi los niveles de Ciclina D1 en el nucleo (Gaubatz,
Lees et al. 2001).

2.3. Inhibidores de la proliferacion inducida por el M-CSF

Existen diferentes mecanismos de inhibicion de la proliferacion inducida por M-
CSF en los macréfagos. Las quinasas como la PKA (cAMP-dependent protein kinase)
se sabe que regulan la actividad de Raf-1, inhibiendo asi la proliferacion dependiente
de la via Raf/MEK/ERK. PKA también disminuye los niveles de c-Myc, Cic D1 y Cdk4
en macrdfagos y aumenta los de p27“"" (Xaus, Valledor et al. 1999). De esta manera,
aquellos agentes capaces de aumentar los niveles de cAMP como la Prostaglandina E;
(PGE;) actuaran como inhibidores de la sintesis de DNA inducida por el M-CSF (Xaus,
Valledor et al. 1999).

A diferencia de otras células del sistema inmunitario como los linfocitos, que
realizan la expansion clonal después ser activados ya sea via MHC (linfocitos T) como
por reconocimiento directo del antigeno (linfocitos B), la activacion del macrofago
estd intimamente asociada a una parada de la proliferacion. Asi, los estimulos
activadores para el macrofago como los interferones de tipo | (IFN-a, IFN-B) y los de
tipo Il (IFN-y), el LPS o el TNF-a son capaces de bloquear su proliferacion en la fase
G, del ciclo celular a través de diferentes mecanismos (Vadiveloo, Vairo et al. 1996).
En los casos del TNF-a y el LPS la parada del ciclo parece estar mediada por una
sintesis endogena de interferones de tipo | (Hamilton, Whitty et al. 1996). Esta
dicotomia ampliamente descrita para el macréfago en respuesta a estimulos de tipo
Th1 no ha sido hasta la fecha estudiada en profundidad para los estimulos de tipo
Th2.
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3. ACTIVACION DE LOS MACROFAGOS

La activacion de los macréfagos, tanto clasica como alternativa, es un proceso
complejo y finamente regulado que consiste en una serie de modificaciones
morfoldgicas y bioquimicas que culminan con el aumento de la capacidad de la célula
para ejercer sus funciones fisiologicas.

La activacion clasica es inducida por citocinas proinflamatorias como el IFN-y o
el TNF-a y/o por moléculas microbianas como el LPS. Los macréfagos activados
clasicamente (M1) producen dxido nitrico (NO) a la vez que aumentan la expresion
del complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il (MHC IlI) y el CD86,
potenciando asi su capacidad presentadora de antigeno. También llevan a cabo
actividades antiproliferativas y citotoxicas que se producen, en parte, como
resultado de la secrecion de NO y de citocinas proinflamatorias como el TNF-a, la IL-
1 0 la IL-6 (Klimp, de Vries et al. 2002).

La activacion alternativa del macrofago es inducida por citocinas tipo Th2 como
la IL-4 o la IL-13. Los macrofagos activados alternativamente (M2) no son capaces de
producir NO a partir de L-arginina ni de controlar el desarrollo de patogenos
intracelulares. En su lugar producen Arginasa 1 para metabolizar la L-arginina y
obtener como productos finales prolina, glutamato o poliaminas. También aumentan
su capacidad endocitica y fagocitica asi como la expresion del receptor de la Manosa
(MR), del falso receptor para la IL-1 (IL-1R decoy), del antagonista del receptor de la
IL-1 (IL-1Ra), y de varios receptores basurero (scavenger receptors) y de quimiocinas,
favoreciendo, en conjunto, la funcion reparadora/remodeladora de tejidos del
macrofago. Los macréfagos M2 mantienen sin embargo los mismos niveles de
moléculas coestimuladoras CD11a, CD40, CD54, CD58, CD80 y CD86 que los M1.
Algunos autores sugieren también que, en humanos, los monocitos periféricos
activados alternativamente podrian inducir la expresion del MHC 1l y en
consecuencia, su capacidad presentadora de antigenos (de Waal Malefyt, Figdor et

al. 1993) aunque esto no se ha probado en macrofagos M2.

3.1. Activacion clasica, el IFN-y
3.1.1. Caracteristicas bioquimicas del IFN-y
Existen dos clases distintas de interferones conocidas como tipos | y Il que se

clasifican segin la especificidad de su receptor y la homologia de su secuencia. Los
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interferones de tipo | comprenden al IFN-a, el IFN-B y algunos subtipos como el IFN-1
(Baccala, Kono et al. 2005). El IFN-y sin embargo, es el uUnico representante de los
interferones de tipo Il. Esta codificado en un cromosoma diferente de los de tipo |, se
une a un receptor distinto y no tiene homologia estructural con ellos. El IFN-y esta
implicado en respuestas de tipo antiproliferativo, antiviral, inmunomodulador, de
vigilancia y de supresion de tumores (Boehm, Klamp et al. 1997). Se ha descrito que
puede llegar a regular mas de 300 genes a través de distintos mecanismos.

El IFN-y es una glicoproteina homodimérica proveniente de la unién no
covalente de dos subunidades codificadas por el mismo gen. Las principales células
productoras de IFN-y son los linfocitos T CD4+, CD8+ y las células NK (Yoshimoto,
Wang et al. 1998; Pestka, Krause et al. 2004), aunque algunos autores sugieren que
las células presentadoras de antigeno (APC) y los linfocitos B también podrian
producirlo (Puddu, Fantuzzi et al. 1997; Frucht, Fukao et al. 2001). Los linfocitos T
son la principal fuente de IFN-y producida durante la respuesta adaptativa mientras
que la produccion llevada a cabo por las células NK y posiblemente las APC se cree
que juega un papel importante en una etapa temprana de la respuesta inmunitaria
frente a infecciones. El IFN-y producido por las células APC de manera local podria
ser también importante actuando de manera autocrina y en la activacion de células
circundantes (Munder, Mallo et al. 1998).

Las células APC regulan este proceso por dos mecanismos distintos: por un lado,
la secrecion de IL-12 e IL-18 inducira la produccion de IFN-y por las células NK, y por
otro, la interaccion del complejo MHC Il-antigeno con el TCR de los linfocitos T
virgenes hara que éstos se diferencien a linfocitos Th1 productores de IFN-y. Existen
varias citocinas capaces de inhibir la produccion de IFN-y por las APC como el IFN-q,
el TGF-B, la IL-10, los glucocorticoides o las citocinas de tipo Th2 como la IL-4 y la IL-
13.

3.1.2. Transduccion de la sefial por el receptor del IFN-y
El receptor del IFN-y esta formado por dos subunidades llamadas IFNyR1 e
IFNYR2 (Bernabei, Coccia et al. 2001) y formadas por dos cadenas polipeptidicas o y B
cada una. La transduccion de la senal viene dada por unas proteinas tirosina quinasa
asociadas a receptor de la familia Janus (JAK quinasas). La union del IFN-y a su
receptor produce la oligomerizacion de éste y la activacion de las quinasas asociadas

JAK1 y JAK2 por transfosforilacion (Sakatsume, Igarashi et al. 1995). Las quinasas JAK
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activadas fosforilaran, entre otros, residuos tirosina intracelulares del receptor
creando asi un lugar de reconocimiento para los dominios SH2 de STAT1. Una vez
STAT1 es reclutada por el complejo receptor-JAK activado, experimenta una
fosforilacion mediada por las quinasas JAK que hara que pueda interactuar con
dominios SH2 de otras STAT y asi formar homo/heterodimeros. Estos dimeros se
translocaran al nucleo donde podran unirse a secuencias especificas de DNA llamadas
elementos de respuesta sensibles al IFN (ISRE) presentes en los promotores de genes
regulados por IFN-y, y activar su transcripcion (Figura 7). El dominio de union al DNA
de las proteinas STAT reconoce una secuencia consenso TTCC(G/C)GGAA llamada
secuencia de activacion por IFN-y (GAS) presente en elementos ISRE (Kisseleva,
Bhattacharya et al. 2002).

ERK-1/2
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Figura 7. Sefalizacién por el receptor del IFN-y. La union del IFN-y induce un cambio
conformacional en su receptor que hara que JAK2 se autofosforile y active. Una vez activado, JAK2
transfosforilara a JAK1, activandolo, y éste fosforilara a STAT1 induciendo su homodimerizacion. Los
dimeros de STAT1 viajaran al nucleo donde uniran cajas GAS presentes en los promotores de genes
regulados por IFN-y para activarlos o reprimirlos. Entre estos genes se encuentran el factor regulador de
IFN (IRF-1) y el supresor de la sefalizacion por citocinas (SOCS1) quienes llevaran a cabo la regulacion

de la propia via. Simultaneamente, las vias de las MAPK y de PI3K también son activadas.
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Ademas de la fosforilacion en tirosina mediada por JAK, algunos autores han
descrito que la regulacidon de los genes dependientes de STAT puede verse también
condicionada por una fosforilacidon en serina de estos dimeros. En el caso de STAT1 se
ha comprobado que en un punto temprano de su activacion se fosforila la serina 727
(Goh, Haque et al. 1999). Ni la fosforilacion en tirosina, ni la homodimerizacion del
complejo, ni su union al DNA dependen de esta fosforilacion en serina, pero se ha
visto que sin ella disminuyen los niveles de transcripcion de algunos de los genes
regulados por STAT1. Ademas de la via clasica JAK/STAT, existen otras vias a través
de las cuales el IFN-y ejerce sus funciones, como la de la creatinina quinasa y la del
sustrato del receptor de la insulina (IRS) que resultan en la activacion de la PI3K
(Platanias and Fish 1999).

La regulacion negativa de la activacion de STAT esta mediada por uno de los
principales factores inducidos por IFN-y, SOCS1, quien se asocia con JAK1/2
interfiriendo en su actividad tirosina quinasa inhibiendo asi la sefalizacion por IFN-y
(Kile and Alexander 2001). A su vez, el complejo IFN-y/IFNyR1 se internaliza una vez
completada la transduccion de la sefal y entra en la via lisosomal, donde se disocia
(Celada and Schreiber 1987). En muchos tipos celulares la cadena IFNyR1 es reciclada
y vuelve a la superficie celular en su estado disociado y defosforilado mientras que el
ligando es degradado. Sin embargo, en otros tipos celulares la degradacion afecta a
todo el complejo internalizado haciendo disminuir de esta manera la cantidad de

IFNyR1 en superficie.

3.1.3. Funciones fisioldgicas del IFN-y

Aunque inicialmente se le atribuyo un efecto principalmente antivirico, hoy en
dia se sabe que el IFN-y juega un papel critico en la regulacion de la respuesta
inmunitaria (Goes, Sims et al. 1995). Todas las células del organismo poseen
receptores para el IFN-y, lo que hace que esta citocina tenga efectos pleiotropicos. A
pesar de ello, sus células diana por excelencia son los monocitos y los macrofagos,
para los cuales representa el principal factor inductor de la activacion clasica (Farrar
and Schreiber 1993). Entre todos los IFN solo el IFN-y es capaz de inducir
eficientemente la expresion de los genes del MHC de clase Il en estas células,
facilitando asi el desarrollo de una respuesta inmunitaria adaptativa a través de la
presentacion de antigenos y la activacion especifica de péptido de los linfocitos T

CD4+ (Guermonprez, Valladeau et al. 2002).
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El IFN-y también induce la expresion de la enzima NOS2 (MacMicking, Xie et al.
1997) y del sistema fagocitico oxidativo dependiente de NADH mas conocido como
“estallido respiratorio”. Como consecuencia de esto, el NO y las especies reactivas
del oxigeno formadas podran penetrar facilmente a través de las paredes microbianas
para causar el dafo (MacMicking, Xie et al. 1997). Ademas, los oxidantes producidos
por el estallido respiratorio podran reaccionar con aquellos producidos por la NOS2
formando un gran nimero de especies que mediaran procesos de citotoxicidad a
través de distintos mecanismos (Radi, Beckman et al. 1991).

EL NO y el IFN-y producidos en las zonas de inflamacion causan una
vasodilatacion local haciendo que descienda la velocidad del flujo sanguineo vy
favoreciendo asi la extravasacion de los linfocitos gracias a la interaccion entre
moléculas de adhesidon. En este sentido, el IFN-y regula tanto la expresion de
quimiocinas (IP-10, MCP-1, RANTES, MIG, MIP-1/2, etc.) como de moléculas de
adhesion (ICAM-1, VCAM-1) (Vaday, Franitza et al. 2001). El IFN-y también induce la
expresion en superficie del receptor de alta afinidad del Fc (FcyRI) potenciando asi la
destruccidon microbiana por citotoxicidad dependiente de anticuerpos, y promueve el
cambio isotipico a 1gG2a en los linfocitos B (Capsoni, Minonzio et al. 1994). En la
respuesta innata el IFN-y también aumenta la secrecion de moléculas del
complemento por fagocitos mononucleares y la expresion en superficie de receptores
para tales moléculas, asi como la produccion de citocinas proinflamatorias como el
TNF-a, la IL-6, la IL-1B o la IL-12.

El IFN-y induce la especializacion al fenotipo Th1 sobre los linfocitos y la inhibe
al tipo Th2, favorece la inmunidad innata celular a través de la activacion de las
células NK, asi como la presentacion de antigeno por las células APC y la expresion
de moléculas coestimuladoras en células dendriticas y macrofagos. Por otro lado, el
IFN-y induce la produccion de IL-12 por células fagociticas creando asi un sistema de
retroalimentacion positiva para la produccion de mas IFN-y (Yoshida, Koide et al.
1994).

3.2. Activacion alternativa, la IL-4
3.2.1. Caracteristicas bioquimicas de la IL-4
La IL-4 forma parte del grupo de citocinas antiinflamatorias de tipo I. Es una
pequena glicoproteina (18 KDa) pleiotrépica producida por un subtipo especifico de

linfocitos T CD4+, llamados de tipo Th2, asi como por baséfilos y mastocitos
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activados (Seder and Paul 1994) (Figura 8). Se ha visto que los eosinodfilos
(Dubucquoi, Desreumaux et al. 1994) y algunos subtipos especializados de linfocitos T
como los y/3 o aquellos que expresan NK1.1 también pueden producir IL-4 (Yoshimoto
and Paul 1994; Ferrick, Schrenzel et al. 1995).

La IL-4 actUa principalmente sobre los linfocitos T induciendo su diferenciacion
al subtipo Th2, productor de IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, y sobre los linfocitos B
regulando el cambio de isotipo de las inmunoglobulinas a IgE y a diferentes subtipos
de 1gG segln la especie, asi, 1gG1 en ratones e 1gG4 en humanos (Nelms, Keegan et
al. 1999).
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Figura 8. Estructura molecular de la IL-4. La interleucina 4 es una glicoproteina perteneciente
al subgrupo de citocinas de tipo I. Estas se caracterizan por presentar una estructura terciaria tipica con
4 hélices o antiparalelas yuxtapuestas llamadas A, B, C y D, y dos largos bucles end-to-end, el AB y el
CD, que estan conectados por dos lamina B cortas y contrapuestas a las hélices B y D. La IL-4, ademas,
presenta un puente disulfuro invariante (C46-C99) usado para estabilizar la horquilla BC y dos epitopos
de union a los receptores. El epitopo de union para la cadena del receptor de alta afinidad IL4-Ra se
encuentra en las hélices A y C mientras que el lugar de union para las cadenas de receptores de baja
afinidad yc e IL-13Ra’ esta en las hélices A y D.
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3.2.2. Transduccién de la sefal por el receptor de la IL-4

El receptor de la IL-4 esta formado por el heterodimero de una cadena o de 140
KDa (IL-4Ra) que se une a la IL-4 con alta afinidad (K4 20-300 pM) y una cadena y (yc)
comun identificada en el receptor de la IL-2 y que parece ser la cadena dominante en
la heterodimerizacion. Esta cadena yc reconoce al complejo IL-4-IL-4Ra y, aunque
este reconocimiento solo hace aumentar modestamente la afinidad del receptor por
la IL-4, se ha comprobado que es necesario para que se inicie la transduccion de la
sefial (Russell, Keegan et al. 1993; Letzelter, Wang et al. 1998).

La cadena IL-4Ro también forma parte del receptor de la IL-13 (IL-13R), la cual
se ha visto que cumple funciones muy similares a las de la IL-4 en monocitos y
macréfagos (Hart, Bonder et al. 1999). Sin embargo el receptor de la IL-13 utiliza
otras cadenas distintas a la yc para heterodimerizar (IL-13Ra’). Curiosamente, un
gran numero de lineas celulares carentes de la cadena y son igualmente capaces de
responder a estimulos de IL-4, lo que sugiere que la cadena IL-4Ro podria
heterodimerizar también con cadenas IL-13Ra y/0 IL-13Ra’ en estas células (Obiri,
Debinski et al. 1995; Dawson, Brown et al. 1997). De hecho, se ha visto que, en
células no hematopoyéticas, la cadena IL-13Ra’ es la cadena principal del receptor
de la IL-4 (Murata, Taguchi et al. 1998).

El IL-4R forma parte de la superfamilia de receptores de la hematopoyetina los
cuales se caracterizan por presentar dominios fibronectina de tipo Il en su regién
extracelular (Miyajima, Kitamura et al. 1992). Estos motivos incluyen residuos Cys
emparejados y, en la zona mas proximal a la membrana, un motivo WSXWS que
parece estar implicado en mantener una conformacion favorable del receptor para la
union de la citocina. La region citoplasmatica de la cadena a presenta cinco residuos
tirosina altamente conservados tanto en su posicion como en la secuencia de las
regiones circundantes. Ademas, presenta también una secuencia rica en prolina en la
zona proximal a la membrana de la cadena IL4-Ro llamada motivo box1, que también
se haya en gran variedad de miembros de la familia de receptores hematopoyetina y
que ha sido descrito que puede ser una diana de union para proteinas de la familia
Src y JAK (lzuhara, Feldman et al. 1994). Ademas, situado de manera adyacente al
motivo box1 hay una region acidica similar a la existente en el receptor B de la IL-2
que ha sido descrito que es capaz de interactuar con miembros de la familia de
quinasas Src (Minami, Kono et al. 1993).

La union de la IL-4 con la cadena IL-4Ra de su receptor, causa la

heterodimerizacion de ésta con la cadena yc iniciando asi la activacion de la
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senalizacion por el IL-4R (Kammer, Lischke et al. 1996). Ni la cadena IL-4Ra ni la yc
tienen actividad quinasa enddgena, de manera que el IL-4R (al igual que el resto de
miembros de la familia de receptores hematopoyetina) requiere de quinasas
asociadas a receptor para iniciar la transduccion de su sefal. En este caso, al igual
que ocurre con numerosas citocinas, la familia de tirosina quinasas Janus (JAK) son
criticas en el inicio de la transduccion de la seial por esta familia de receptores (lhle
1995).

Se ha visto que el IL-4R puede activar a los miembros de la familia JAK. JAK1 se
asocia a la cadena IL-4Ro mientras que JAK3 lo hace con la yc (Miyazaki, Kawahara et
al. 1994) y, en algunas lineas celulares se ha visto que JAK2 puede asociarse también
a IL-4Ra (Murata, Noguchi et al. 1996). La activacion de estas quinasas lleva a la
fosforilacion del receptor en su cadena o, proceso que ocurre en los primeros
minutos tras la union de la IL-4 con el receptor (Smerz-Bertling and Duschl 1995).
Esta fosforilacion crea lugares de interaccion para proteinas con dominios SH2 y de
union a fosfotirosinas (PTB), tales como las proteinas de la familia STAT. STAT6 es el
principal miembro de esta familia activado por la IL-4. Del mismo modo que ocurre
con la respuesta al IFN-y mediada por STAT1, STAT6 une los residuos tirosina
fosforilados de la cadena a del receptor de la IL-4 a través de su dominio SH2
permitiendo asi a las quinasas asociadas al receptor fosforilar residuos tirosina (Y641)
de su extremo C-terminal (Mikita, Campbell et al. 1996). Una vez fosforilado, STAT6
es capaz de homodimerizar con otra molécula fosforilada de STAT6 de nuevo a través
del dominio SH2. El homodimero de STAT6 sera capaz ahora de translocarse al nucleo
y unirse a secuencias especificas de los promotores de genes sensibles a la IL-4. Las
secuencias unidas por los dimeros de STAT comparten una similitud muy elevada
entre ellos (Figura 9). En este caso se asume que STAT6 reconoce secuencias
TTC(N)4GAA (Ihle 1996).

Aunque en este trabajo nos hemos centrado en diferentes efectos de la IL-4
sobre el macrofago derivado de médula 6sea dependientes de STAT6, inicialmente se
asocio la sefalizacion por esta citocina con una proteina llamada sustrato del
receptor de la insulina-2 (IRS-2) por su homologia con IRS-1 (Wang, Keegan et al.
1993; Sun, Wang et al. 1995). Las proteinas IRS-1/2 tienen aproximadamente 20
lugares potenciales de fosforilacion cada una, un gran niumero de los cuales esta
asociado a dominios de interaccion SH2, indicando que IRS-1/2 actlan como
proteinas citosolicas puente capaces de asociar dominios SH2 de moléculas

sefalizadoras con receptores fosforilados (Sun, Rothenberg et al. 1991). Entre las
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moléculas que pueden interaccionar con dominios fosforilados de IRS-1/2 se
encuentran la subunidad reguladora de la PI3K p85 y la proteina adaptadora Grb-2.
Estas interacciones llevan a la activacion de las vias de sefalizacion de la PI3K y de
Ras/MAPK, respectivamente (Nelms, Keegan et al. 1999).

IL-4 Pathway

PKB,

j) c‘:% }Emn.fz

Cell Growth
Proliferation S

IL-Responsive
Gene Expression

{IgE, MHC Ciass [T,
CD23; IL-4R0Y)

Imagen adaptada de http://www.ambion.com

Figura 9. Sefalizacion por el receptor de la IL-4. La union de la IL-4 a su receptor produce una
fosforilacion de las quinasas JAK asociadas, quienes, a su vez, fosforilaran a proteinas SH2 como STATé6 o
IRS-1/2. En el caso de STAT6, esta fosforilacion inducira su homodimerizacion y posterior translocacion
nuclear, donde llevara a cabo su funcion como factor de transcripcion. Sin embargo, fosforilaciones en
IRS-1/2 crearan otros lugares de reconocimiento para una gran variedad de proteinas citosélicas que
ahoran podran reconocerlos e interaccionar con el receptor, fosforilarse y activar nuevas cascadas de

senalizacion como la via de las MAPK o la de la PI3K/Akt.

Existen diferentes mecanismos para regular de forma negativa la sefalizacion a

través del receptor de la IL-4. De manera general se ha visto que las fosfotirosina
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fosfatasas (PTP) pueden estar implicadas en este proceso. De esta manera, tanto
SHP-1 y SHP-2 (SH2-containing phosphatases) como SHIP (SH-2 containing inositol-5-
phosphatase) pueden ser criticas en la modulacion de la sefalizacion por citocinas
(Scharenberg and Kinet 1996). Por otro lado, y aunque la importancia de la via de
Ras/MAPK en respuesta a la IL-4 no esta muy clara todavia, se ha visto que una
proteina llamada RasGAP (Ras GTPase activating protein) podria ser la principal
reguladora, uniéndose a la forma activa de Ras (Ras-GTP) y catalizando la formacion
de la forma inactiva (Ras-GDP) (Boguski and McCormick 1993).

Por dltimo, se ha descrito otro mecanismo de regulacion que juega un papel
critico en la inhibicidon de la via JAK/STAT. Los componentes reguladores de esta via
son una serie de proteinas SH2 cuya expresion es inducida en respuesta a la
activacion de STAT. Estas moléculas llamadas CIS (cytokine-induced SH2), SOCS
(supressors of cytokine signaling), JAB (JAK binding) y SSI (STAT-induced STAT-
inhibitor) se expresan rapidamente después de un estimulo por citocinas. La IL-4,
concretamente, induce la expresion de CIS y SOCS-3 en células derivadas de médula
Osea aunque también lo hace en menor grado con SOCS-1 y SOCS-2 (Starr, Willson et
al. 1997). El mecanismo por el cual actlan estos inhibidores no esta del todo descrito

aun pero parece ser que se unen directamente a JAK, inhibiéndolo.

3.2.3. Funciones bioldgicas de la IL-4

La principal funcién de la IL-4 consiste en inducir el cambio a Th2 de los
linfocitos ThO asi como el cambio isotipico de las inmunoglobulinas de los linfocitos
B. Al actuar sobre los linfocitos T, también suprime la aparicion de la variante Th1
productora de IFN-y. Se ha visto que en ratones carentes de IL-4, IL-4R o STATS6, la
produccion de IgEs esta disminuida en mas de cien veces (Kuhn, Rajewsky et al.
1991; Shimoda, van Deursen et al. 1996; Noben-Trauth, Shultz et al. 1997). Los
ratones knockout para IL-4R o STAT6 son, ademas, deficientes en el desarrollo de
linfocitos T productores de IL-4 bajo infecciones por parasitos helminticos (Akira and
Kishimoto 1997). Estas funciones fisiologicas confieren a la IL-4 un papel preferente
en la regulacion de las condiciones alérgicas asi como una posicion clave en el
desarrollo de una respuesta inmunitaria protectora frente a helmintos y otros
parasitos extracelulares. Ademas, se ha comprobado también en situaciones tanto
experimentales como clinicas que la IL-4 es capaz de mejorar los efectos de dafo

tisular provocados en los procesos autoinmunitarios (O'Garra, Steinman et al. 1997).
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Ademas de estas funciones, la IL-4 tiene una gran variedad de efectos en otras
células hematopoyéticas. En los linfocitos B aumenta la expresion de las moléculas
del MHC de clase Il (Noelle, Krammer et al. 1984), del CD23 (Defrance, Aubry et al.
1987), del IL-4R (Ohara and Paul 1988), y, en asociacion con el LPS permite a estos
linfocitos expresar el marcador CD90 (Snapper, Hornbeck et al. 1988). También actua
como factor co-mitogénico para la proliferacion de los linfocitos B (Howard, Farrar et
al. 1982) y, aunque no es en si mismo un factor de crecimiento para los linfocitos, es
capaz de alargar la vida de los linfocitos By T (Hu-Li, Shevach et al. 1987).

La IL-4 también tiene un papel importante en la adhesion tisular y la
inflamacion. ActlGa, junto con el TNF-a, induciendo la expresion de VCAM-1 en
células endoteliales vasculares (Thornhill, Wellicome et al. 1991) y disminuyendo la
de E-selectina (Bennett, Cruz et al. 1997). Esta regulacion selectiva de moléculas de
adhesion por la IL-4 se cree que podria favorecer el reclutamiento de los linfocitos T
y los eosindfilos (en lugar de granulocitos) en el lugar de la inflamacion.

En el macrofago se ha visto que la IL-4 es capaz de inducir una gran variedad de
quimiocinas (CCL17, CCL22, CCL24, etc.), el receptor de la manosa (MR), el falso
receptor para la IL-1 (IL-1R decoy), el antagonista de la IL-1 (IL-1a), y numerosos
receptores basurero (scavenger) (Mantovani, Sozzani et al. 2002) aumentando asi su
capacidad endocitica y fagocitica. Ademas, también es capaz de inducir la Arginasa
1, enzima capaz de inhibir la NOS2 a nivel posttranscripcional y, en consecuencia, la
produccion de NO (Lee, Ryu et al. 2003). Incluso se ha descrito que el balance entre
los niveles de NOS2 y Arginasa 1 se correlaciona con el de las actividades Th1 y Th2
en los macrofagos (Munder, Eichmann et al. 1998). En conjunto, estos efectos
confieren al macréfago una capacidad reparadora capaz de contrarestar los efectos
causados por la activacion de la NOS2 y la secrecidén de NO, asi como un fenotipo

clave en la respuesta alérgica tanto celular como humoral.

4. Mitogen-Activated Protein Kinases (MAPK)

Las MAPK son una superfamilia de proteinas quinasa con especificidad dual
serina/treonina dirigida por dominios prolina y que pueden ser activadas por una gran
variedad de estimulos. Su activacion depende de la sefal iniciada por receptores de
factores de crecimiento, hormonales, de citocinas y asociados a la proteina G.
También pueden ser activadas por condiciones de estrés tales como el shock

osmotico, la irradiacion, las lesiones en el DNA o por productos bacterianos como el
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LPS. La activacion de las MAPK en respuesta a estos estimulos controla la expresion
de genes que regulan el metabolismo celular y también funciones del citoesqueleto,
contribuyendo asi a la regulacion de procesos celulares tan complejos como la
migracion, la mitogénesis, la diferenciacion o la supervivencia celular.

Las MAPK se clasifican en tres grandes grupos en funcion de los estimulos que
inducen su activacion. Asi, los factores de crecimiento o estimulos mitogénicos
desarrollan su funciéon induciendo la activacion de ERK-1/2 (Extracellular signal-
Regulated Kinase) principalmente, mientras que los estimulos de estrés celular lo
hacen gracias a la activacion de las otras dos subfamilias, la de JNK/SAPK1 (c-Jun
NH2-terminal Kinase/Stress-Activated Protein Kinase) y las SAPK2 cuyo componente
principal es la proteina p38.

Cada MAPK es activada por una fosforilacion dual de un motivo Thr-Xaa-Tyr.
Esta fosforilacion es llevada a cabo por otras quinasas que actuan en un nivel previo
de la via de sefalizacion y que son conocidas como MAPKK (MAPK kinase, o MAP2K). A
su vez, las MAPKK son también activadas por las MAPKKK (o MAP3K) de las cuales hay
descritas mas de 30 distintas (Cano and Mahadevan 1995).

Hasta la fecha se han identificado varios miembros de la familia de las MAPK en
mamiferos: la MAPK ERK (ERK-1->8), SAPK2 (p38a, B, v, 8) y JNK/SAPK1 (IJNK-1/-2/-3)
(Gupta, Campbell et al. 1995; Marshall 1995; Gupta, Barrett et al. 1996).

Todos los miembros de las MAPK consisten en un homodimero que contiene la
secuencia TXY (X es glutamato, prolina o glicina, respectivamente, para ERK, JNK o
p38) (Payne, Rossomando et al. 1991; Robbins, Zhen et al. 1993). La fosforilacion
tanto de la tirosina como de la treonina es esencial para la activacion de la MAPK y
solo se consigue gracias a la accion de las MAPKK MEK (Mitogen Extracellular signal-
related Kinase). Las quinasas duales MEK son una familia de genes compuesta por 5
miembros: MEK1, MEK2, MEK3, MEK4 y MEK5 (Crews, Alessandrini et al. 1992). Esta
familia de quinasas tienen especificidad dual tanto para Ser/Thr como para Tyr sobre
MAPK (Tanoue, Yamamoto et al. 2001).

4.1. Proliferacion y MAPK

La familia de proteinas Raf esta formada por tres componentes, A-Raf, B-Raf y
Raf-1 (o c-Raf) que estan implicados en la regulacion de la proliferacion, la
diferenciacion y la apoptosis inducidas por estimulos de citocinas (Daum, Eisenmann-

Tappe et al. 1994). Todas ellas tienen tres dominios funcionales: CR1, CR2 y CR3. EL
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dominio CR1 es necesario para la unién con Ras y su consiguiente activacion y
translocacion a la membrana celular por las GTPasas Ras. Recientemente se ha
descrito que el dominio CR2 podria estar implicado en la regulacion negativa de Raf-1
a consecuencia de su fosforilacion por Akt o PKA. El dominio CR3 es el dominio Ct

quinasa (Morrison and Cutler 1997; Farrar, Tian et al. 2000) (Figura 10).
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Figura 10. Estructura de las proteinas Raf. Las isoformas de Raf, A-Raf, B-Raf y c-Raf comparten
tres regiones conservadas: CR1 (amarilla), CR2 (naranja) y CR3 (rojo). La region CR1 contiene el dominio
de union a Ras (Ras-Binding Domain, RBD) y el dominio rico en cisteina (Cysteine-Rich Domain, CRD),
ambos necesarios para su reclutamiento en la membrana. La region CR2 contiene uno de los tres lugares
de union a 14-3-3, y la region CR3 el dominio catalitico (el lugar de activacion esta resaltado en rosa).
Este dominio catalitico contiene los dos residuos de fosforilacion T491 y S494, que también estan
conservados en A-Raf (T452 y T455) y B-Raf (T598 y S601).

De las tres isoformas de Raf Unicamente Raf-1 se expresa de forma ubicua
mientras que A-Raf lo hace predominantemente en el tracto urogenital y en los
testiculos, y B-Raf en el tejido neuronal (Wadewitz, Winer et al. 1993). La regulacién
de Raf es altamente compleja ya que Raf-1 forma parte de un complejo
multiproteico y su activacion depende de interacciones proteina-proteina,
fosforilaciones de residuos tirosina, treonina y serina, y de su localizacion celular
(Morrison and Cutler 1997). Por lo tanto, el estado de fosforilacion y activacion de
Raf-1 dependera de mdultiples familias de proteinas, incluyendo miembros de la
familia Src, PKC, PAK y Akt.
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4.1.1. Extracellular signal-Regulated Kinase (ERK)

La familia de genes ERK esta compuesta por ocho miembros distintos de
quinasas duales serina/treonina: ERK1, ERK2, ERK3, ERK4, ERK5, ERK6, ERK7 y ERKS.
Las quinasas ERK1 (p42) y ERK2 (p44) han sido las mas estudiadas en relacion a la
activacion por Raf en las células hematopoyéticas. Estas proteinas son activadas
mediante una fosforilacion dual en treonina y en tirosina por las quinasas MEK-1/2.
Asi mismo, tanto Mos como los tres miembros de la familia Raf son capaces de
fosforilar y activar a MEK-1/2 (Papin, Eychene et al. 1995; Wu, Noh et al. 1996)
(Figura 11). La dimerizacion de ERK ocurre a consecuencia de su fosforilacion y
promueve la translocacion nuclear de la proteina (Khokhlatchev, Canagarajah et al.
1998). ERK, una vez activada, fosforilara principalmente residuos Ser/Thr
precedentes a un dominio prolina, asi como proteinas nucleares. Sin embargo, la
actividad de ERK puede ser regulada negativamente por una serie de miembros de la
familia de las MKP (MAP Kinase Phosphatases), principalmente MKP-1 y MKP-3
(Pouyssegur, Volmat et al. 2002).

Las proteinas ERK activadas median procesos celulares clave en el citoplasma,
incluyendo la fosforilacién de proteinas citosélicas y asociadas a membrana como
quinasas, elementos del citoesqueleto, la fosfolipasas A2 y la Stathmina. Como se ha
dicho anteriormente, estas proteinas también pueden translocarse al nicleo y alli
fosforilar directamente a una gran variedad de factores de transcripcion como Ets-1,
c-Jun, c-Fos y c-Myc, permitiendo a la célula proliferar gracias a la expresion de
genes fundamentales para la progresion del ciclo celular, p.e., Cdks, ciclinas,
factores de crecimiento, o de genes clave para la prevencion de la apoptosis como
son Bcl-2 y algunas citocinas (Karin 1995; Karin and Hunter 1995; Chang, Steelman et
al. 2003).

Ets es una familia de factores de transcripcion que incluye a Ets-1, Ets-2, Elk-1,
SAP1, SAP2, E1AF, PEA3, PU.1 y otros (Wasylyk, Hahn et al. 1993). Estos factores
regulan un gran numero de genes incluyendo otros factores de transcripcion como
p53, c-Fos y NF-kB (Venanzoni, Robinson et al. 1996; Lambert, Ludford-Menting et al.
1997), genes de regulacion del ciclo celular como la ciclina D1 (Beier, Lee et al.
1999), Rb (Tamir, Howard et al. 1999) y p21%*" (Albanese, Johnson et al. 1995),
genes implicados en la apoptosis como Bcl-2, Bcl-X. y Fas (Sevilla, Aperlo et al.
1999), citocinas como el GM-CSF o la IL-3 (Nimer, Zhang et al. 1996), factores de
crecimiento como el PDGF (Platelet Derived Growth Factor) o el HB-EGF (Heparin

Binding Epidermal Growth Factor) (McCarthy, Chen et al. 1997), y el receptor del M-
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CSF (Celada, Borras et al. 1996). Ademas, las proteinas Ets son capaces de asociarse

con otros factores de transcripcion para transactivar a sus genes diana.

MAPKKK [ Raf-1 ][ Tpl-2 ][ Mos ]

MAPK ERK-1/2
nicleo /—\

v

Elk-1
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MNK1/2 > elF-4E
/ MSK1/2 > CREB \
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c-myc, c-fos,
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Figura 11. Via de activacién de ERK. La fosforilacion dual en treonina y tirosina de ERK por las
MAP quinasa quinasas (MAPKK) conduce a su activacion y translocacion nuclear donde, a su vez, ERK
activara a una serie de factores de transcripcion especificos. Del mismo modo, la activacion de estas
MAPKK viene dada por una fosforilacion dual en serina y treonina llevada a cabo por las MAP quinasa
quinasa quinasas (MAPKKK). ERK, Extracellular signal-Regulated Kinase; MEK, Mitogen Extracellular
signal-related Kinase; Elk-1, ETS-domain protein; MNK, MAPK iNteracting Kinases; Tpl-2, Tumor
Progression Locus 2 y MSK, Mitogen- and Stress-activated Kinase.

C-Myc es un factor de transcripcion que regula la proliferacion celular
induciendo un aumento de la masa celular asi como un gran nimero de genes diana
cuyas funciones estan asociadas con la progresion del ciclo celular o la apoptosis
(prendergast 1999, amati 2001, nasi 2001). Las ERK pueden regular directamente los
niveles de c-Myc en tanto en cuanto una fosforilacion en Ser62 incrementa su
transactivacion y vida media (seth 1991) y una fosforilacion en Thr58 facilita su
rapida degradacion por la via de la ubiquitina-proteasoma (Gregory and Hann 2000).

Las proteinas ERK también pueden fosforilar y activar a otras quinasas como
RSK (pp90 Ribosomal S6 Kinase) quienes a su vez fosforilaran y activaran a factores

de transcripcion como CREB (cAMP-Response Element Binding protein) (Seth,
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Gonzalez et al. 1992). CREB pertenece a la familia de genes CRE/ATF que funcionan
como efectores de la via de sefalizacion del cAMP. Entre los miembros de esta
familia también se encuentran CREM, ATF-1, ATF-2, ATF-3 y ATF-4, los cuales pueden
formar homodimeros, heterodimeros, e incluso heterodimeros con miembros de la
familia de factores de transcipcion Jun (De Cesare, Jacquot et al. 1998; Boehlk,
Fessele et al. 2000). Algunos de los genes regulados por los factores de trasncripcion
de la familia CRE/ATF incluyen a la ciclina A, la ciclina D1, c-fos y bcl-2
(Pugazhenthi, Miller et al. 1999; Wang and Murphy 2000).

Elk-1 contribuye a la rapida induccion de c-fos mediada por factores de
crecimiento. Elk-1 forma el TCF (Ternary Complex Factor) junto con dos moléculas
de SRF (Serum Response Factor), y asi puede reconocer elementos de respuesta al
suero (SRE) situados en el promotor de c-fos. A su vez, los dimeros CRE/ATF se unen
a elementos de respuesta al cAMP (CRE) presentes en este mismo promotor,
induciendo conjuntamente su expresion. Junto a c-jun, c-fos es un componente del
factor de transcripcion AP-1 (Activating Protein-1) cuya actividad esta directamente
relacionada con procesos de proliferacion celular (Chinenov and Kerppola 2001).

Ademas, ERK también puede inducir indirectamente la activacion del factor de
transcripcion NF-kB (Nuclear Factor immunoglobulin kappa chain enhancer B cell)
fosforilando y activando a su quinasa inhibidora IKK y permitiendo asi que se separe
de sus inhibidores y pueda translocarse al nlcleo. Existen numerosos genes diana de
NF-xB que juegan un papel importante en la proliferacion celular, la proteccion de
apoptosis, la angiogénesis, la metastasis y en las respuestas inmunitarias (Schreck,
Rieber et al. 1991; Baldwin 2001).

4.1.2.c-Jun NHz-terminal Kinase (INK)

Aunque la SAPK1 JNK se encuentra tipicamente activada por estimulos de estrés
celular, infecciones bacterianas y citocinas proninflamatorias, también se la ha
relacionada con procesos de proliferacion celular, diferenciacién y apoptosis (Ip and
Davis 1998; Shaulian and Karin 2001). JNK (p54MAPK) es activada gracias a una
fosforilacion dual en residuos treonina y tirosina llevada a cabo por las MAPKK MEKK1
y SEK1, secuencialmente.

La activacion de JNK tiene como resultado la fosforilacion y activacion de AP-1
y otros factores de transcripcion (Chinenov and Kerppola 2001). Los dimeros de AP-1

estan formados por proteinas Jun/Fos. Todos los miembros de la superfamilia de
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protooncogenes Jun/Fos codifican para factores de transcripcion con un dominio en
cremallera de leucina que es necesario para la dimerizacion y la union a una
secuencia de DNA similar para todos ellos (Karin, Liu et al. 1997). Las proteinas Jun
(c-Jun, JunB y JunD) pueden formar homodimeros con otras proteinas Jun o bien
heterodimeros con c-Fos, mientras que las proteinas Fos (c-Fos, FosB, Fral y Fra2)
solo dimerizan con proteinas Jun. Sin embargo, ambas familias, Jun y Fos, pueden
dimerizar con otros factores de transcripcion incluyendo miembros de la familia de
proteinas ATF/CRE o de Maf/Nrl para transactivar la expresion de algunos genes
(Kerppola and Curran 1994; van Dam and Castellazzi 2001). Asi, la actividad de los
factores de transcripcion AP-1 esta finamente regulada tanto a nivel proteico como
posttranscripcional durante el ciclo celular. Genes como la ciclina D1, la ciclina A,
Cdk4/6, p53, p16™“* la IL-2, la IL-3, el GM-CSF o el MHC de clase Il se encuentran
bajo el control de AP-1 (Wisdom, Johnson et al. 1999; Bakiri, Lallemand et al. 2000;

Casals, Barrachina et al. 2007).

4.1.3.p38 MAPK

La SAPK2 (p38) es activada por factores de crecimiento mediante la
fosforilacion dual en residuos treonina y tirosina por las MAPKK MKK6 o MKK3 (Clark,
Dean et al. 2003). p38 activa en el citoplasma a la quinasa MAPKAPK-2 quien se
encarga de unir elementos ARE (Adenosin/uridin Rich Elements) de zonas 3’-UTR
(UnTranslated Regions) de mRNAs de genes proinflamatorios, para desadenilarlos y
alargar asi su vida media (Shi and Gaestel 2002). Los elementos ARE pueden dividirse
en tres categorias. Los ARE de Clase | (p.e. c-fos) contienen de una a tres copias del
motivo AUUUA proximos a regiones ricas en U. Los ARE de Clase Il (p.e. GM-CSF, TNF-
a, COX2 y otras citocinas proinflamatorias) contienen multiples pentameros. Los de
Clase Il (p.e. c-jun) incluyen ARE sin la secuencia pentamérica pero si con las
regiones ricas en U. Sin embargo, p38 en el nlcleo regula la transcripcion a través de
MEF2C, ATF-2 y NF-xB (Treisman 1996; Schmitz, Bacher et al. 2001).

4.2. Activacion y MAPK
Tanto la activacion clasica como la alternativa estan mediadas en el macréfago
por citocinas proinflamatorias cuyos receptores desencadenan fosforilaciones en

tirosina en un gran ndmero de proteinas citoplasmaticas con la consiguiente
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activacion de multiples MAPK. De esta manera, los receptores para el IFN-y y para la
IL-4 estan asociados a tirosina quinasas de la familia de proteinas JAK, y el receptor
para el LPS (TLR4) a las serina/treonina quinasas IRAK-1/4. Recientemente han sido
descritas diversas vias a través de las cuales los estimulos activadores pueden iniciar
estas vias de sefalizacion en el macréfago con diferentes resultados (Chan and Riches
2001; David, Ford et al. 2001; Ip, Wong et al. 2006; Valledor, Sanchez-Tillo et al.
2008).

4.2.1. ERK MAPK

A pesar de que esta quinasa ha sido relacionada principalmente con procesos de
proliferacion celular, el LPS también es capaz de inducir la actividad de ERK-1/2 a
través de la via Raf/MEK con una cinética distinta a la producida por el M-CSF
(Reimann, Buscher et al. 1994). Mientras que los estimulos mitogénicos como el M-
CSF inducen una rapida y fugaz actividad de ERK-1/2 (de los 5 a los 30 minutos), el
LPS lo hace de manera mas tardia y sostenida (de los 15 a los 60 minutos). El uso de
inhibidores ha demostrado que la actividad de ERK es necesaria en el macréfago
tanto para la proliferacion dependiente de M-CSF como para la produccion de
citocinas inducidas por el LPS (Valledor, Comalada et al. 2000; Sebolt-Leopold 2004).

Como se ha comentado con anterioridad, las proteinas ERK una vez activadas
son capaces de fosforilar a una gran variedad de proteinas celulares incluyendo a
otras quinasas, componentes del citoesqueleto, la fosfolipasa A2 (responsable de la
sintesis del acido araquidonico) y factores de transcripcion nucleares como Elk1/TCF

y c-Jun, el cual regula la expresion de genes tempranos (Boulton, Nye et al. 1991).

4.2.2. INK MAPK
La SAPK1 JNK es fosforilada y activada por las MAPKK SEK1 (también MKK4) y
MKK7 de manera cooperativa (Derijard, Raingeaud et al. 1995). A su vez, estas
MAPKK son activadas por las MAPKKK MEKK (1-4), MLK (Mixed-Lineage protein Kinase)
(MLK1-3, DLK, LZK), ASK1-2 (Apoptisis Signal-regulating Kinase), TAK (TGF-B-
Activated Kinase-1) y Tpl-2 (Tumor Progression Locus 2) (Figura 12). La actividad de
JNK puede ser inducida por diversos estimulos incluyendo citocinas y factores de

crecimiento, pero a diferencia de lo ocurrido con ERK-1/2, JNK no varia su cinética
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de actividad bajo estimulos activadores y mitogénicos en macréfagos (Valledor,
Comalada et al. 2000).

Existen 3 genes que codifican para JNK en los mamiferos, JNK-1, JNK-2 y JNK-3,
cada uno localizado en un cromosoma distinto (Kyriakis and Avruch 1996). Cada uno
de estos genes puede ser procesado de manera diferencial por splicing alternativo
dando lugar al menos a diez proteinas JNK diferentes. La expresion de JNK-3 esta
limitada Unicamente al corazén, el cerebro y los testiculos, mientras que JNK-1 vy
JNK-2 estan ampliamente distibuidas.

Clasicamente las proteinas JNK se han caracterizado por su capacidad para
fosforilar regiones reguladoras en la zona N-terminal del factor de transcripcion c-
Jun (Sanchez, Hughes et al. 1994). Sin embargo, las quinasas JNK también pueden
fosforilar a otros factores de transcripcion como JunB, JunD, ATF-2, Elk-1, NFAT y
p53 (Gupta, Campbell et al. 1995; Yang, Mark et al. 1998; Buschmann, Potapova et
al. 2001). Ademas, JNK también puede jugar un importante papel en la apoptosis
mediante la fosforilacion de proteinas no nucleares implicadas en su regulacion. De
hecho, JNK es capaz de fosforilar directamente sustratos mitocondriales como
algunos miembros de la familia de genes Bcl-2, induciendo en la célula una apoptosis
dependiente de Bax (Lei and Davis 2003).

A partir de ensayos con inhibidores de las proteinas JNK como el SP600125 o el
uso de ratones knockout, se ha podido conocer la contribucion de cada una de las
isoformas de esta MAPK. Asi, la ausencia de JNK-3 no se ha vito asociada a ninglin
tipo de anomalia fenotipica (Dong, Yang et al. 1998). La pérdida de JNK-1 sin
embargo, conlleva una hiperproliferacion de los linfocitos T, una menor apoptosis
inducida por activacion, y una mayor polarizacion hacia linfocitos presentadores del
subtipo Th2 (Dong, Yang et al. 1998). Ademas, los ratones knockout estan mas
protegidos frente a la resistencia a la insulina inducida por la obesidad (Hirosumi,
Tuncman et al. 2002). Por otro lado, la expresion de JNK-2 es requerida para la
produccion de IFN-y por los linfocitos Th1 y para una correcta activacion y apoptosis
de los linfocitos T (Sabapathy, Hu et al. 1999). Algunos estudios prueban que en
determinados tejidos donde JNK-1 y JNK-2 estan coexpresados, pueden llevar a cabo
funciones redundantes o al menos solapantes. Por el contrario, la inactivacion de
JNK-1 y JNK-2 en combinacion se ha visto que produce la muerte del embrion (Kuan,
Yang et al. 1999). También los knockouts de MKK4 y MKK7 son ambos letales a nivel
embrionario a pesar de que la ausencia de cualquiera de ellos no impide la activacion

de JNK sino6 que sélo la atenua (Yang, Tournier et al. 1997).
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MAPKKK Tpl-2 MEKK1 ASK1 TAK1 MEKK3
p MLKs MEKK4

MAPKK [SEK-I (MKK4)][ MKK7 ] [ MKK3 ][ MKK6 ]

/

/
/

MAPK JINK-1/2/3
Elk-1 > c-fos Elk-1 > c-fos
Sapla Sapla
c-Jun ATF-2
ATF-2 MEF-2
MEF-2 STAT1
Ets-1 Max
Smad4 Myc
NF-AT MNK-1/2 > elF-4D

MNK-1/2 > CREB
MAPKAPK-2/3

Figura 12. Via de sefializacién de las Stress-Activated MAP Kinases JNK y p38. La cascada de
fosforilaciones activadoras de las MAPK incluye un primer nivel de proteinas (MAPKKK) que fosforilan a
un segundo (MAPKK) quienes, a su vez, fosforilan a las MAPK. Tpl-2, Tumor Progression Locus-2, JNK, c-
Jun N-terminal Kinase; ASK, Apoptosis Signal-regulating Kinase; MEK, MAPK/ERK Kinase; MLK, Mixed-
Lineage protein Kinase; TAK, TGF-p Activated Kinase; SEK, SAPK/ERK Kinase; MAPK, Mitogen-Activated
Protein Kinase; MAPKK, MAPK Kinase; MAPKKK, MAPKK Kinase; Elk, Ets-domain protein; ATF-2,
Activating Transcription Factor-2; MEF-2, Mouse Embryonic Fibroblast-2; MAPKAPK, MAPK-Activated
Protein Kinase, Mnk-1/2, MAPK iNteracting Kinases, Msk-1/2, Mitogen- and Stress-activated protein
Kinase; NF-AT, Nuclear Factor Activator of T lymphocytes.

4.2.3.p38 MAPK
La MAPK p38 es activada por fosforilacion dual en treonina/tirosina por las
MAPKK MKK3 y MKK6 y, en ocasiones, tambien por MKK4 (Han, Enslen et al. 1998). La
regulacion de estas MAPKK tiene lugar gracias a la fosforilacion en serina/treonina de
las MAPKKK Tak1, Ask1 y Mlk3 (Tibbles 1996). A su vez, la fosforilacion de estas
quinasas depende de seinales reguladoras que incluyen la activacion de proteinas G
como Rac1y Cdc42 (Frost, Xu et al. 1996) (Figura 12).
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Hasta la fecha se conocen 4 isoformas de p38 las cuales comparten una alta
homologia aminoacidica: p38a (también conocida como CSAIDS binding protein,
CSFBP o SAPK2a), p38p (SAPK2b o p38-2), p38y (SAPK3 o ERK6) y p385 (SAPK4) (Jiang,
Li et al. 1997). p38 a y B se expresan de manera ubicua mientras que la expresion de
las isoformas y y 6 se encuentra limitada a determinados tejidos como el cerebro. Por
el momento poco se conoce acerca de la funcion de las isoformas y y & puesto que la
mayoria de los inhibidores comerciales, como el SB203580, s6lo son capaces de
inhibir a las isoformas a y p (Lee, Kwack et al. 2000).

Las quinasas p38 pueden activar a los miembros del TCF Elk-1 y Sap1a, a CHOP
(un miembro de la familia de factores de transcripcion C/EBP), ATF-2/6 y a algunos
factores MEF2 como por ejemplo MEF2C (Kyriakis and Avruch 2001). También induce
otros genes inmediatos como Mnk1, Msk2, MAPKAPK-2, MAPKAPK-3 Msk1 y hnRNP. El
principal sustrato de MAPKAPK-2 es la hsp27 (heat shock protein 27), una proteina
implicada en la reorganizacion del citoesqueleto (Lathey, Kanangat et al. 1994).
Algunos estudios sugieren también que la induccion de p38 por LPS puede regular la
transcripcion de IL-1B y del TNF-a a través de la estabilizacion de su mRNA (Lee,
Laydon et al. 1994).

Asi pues, la activacion de AP-1 en respuesta a citocinas y estrés genotdxico esta
mediada en gran parte por las MAPK JNK y p38. Las consecuencias fisiologicas de la
activacion de AP-1 son apoptosis, inflamacion, respuesta a estrés celular y
produccion de citocinas (Yang, Tournier et al. 1997). Si embargo, otras muchas
proteinas cruciales para la supervivencia de células cancerosas son también sustratos
de JNK, incluyendo p53, c-myc y varios miembros de la familia de Bcl-2 como Bcl-2,
Bcl-X, Bad, Bax y Bak (Noguchi, Takeno et al. 1999; Kharbanda, Saxena et al. 2000).
También se ha demostrado que la actividad de p38 media la agregacion de las
plaquetas, la regulacion del crecimiento hepatocitico y la organizacion del
citoesqueleto de actina (Polanowska-Grabowska and Gear 2000). Ademas, p38
muestra capacidad de regular la induccién de la apoptosis y la diferenciacion celular
(Nagata, Takahashi et al. 1998).

La inactivacion de estas MAPK ocurre de una forma relativamente rapida y esta
mediada por fosfatasas como la proteina fosfatasa-1, la proteina fosfatasa 2A y MKP-
1 (Chu, Solski et al. 1996).
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4.3. Fosfatasas de las MAPK (MKP)

La activacion de las MAPK por fosforilacion se ve contrarrestada por una
defosforilacion mediada por fosfatasas. Teniendo en cuenta que las vias de
senalizacion de las MAPK regulan la expresion génica en la respuesta inmunitaria, las
fosfatasas actuarian como importantes reguladoras negativas en muchos aspectos de
la respuesta celular (Hunter 1995; Keyse 2000). Existen varias familias distintas de
fosfatasas actuando sobre distintos residuos proteicos: especificas de residuos
serina/treonina (PSP), especificas de residuos tirosina (PTP) o fosfatasas de
especificidad dual (DSP).

Las fosfatasas serina/treonina (PSP) incluyen a PP1, PP2A, PP2B (también
llamada Calcineurina) y PP2C, las cuales se diferencian entre si a nivel de su
regulacion y especificidad de sustrato. Todas ellas conservan las mismas
caracteristicas en la subunidad catalitica entre especies y pueden ser reguladas
positivamente por fosforilacion por la PKA y la glicogeno sintasa quinasa-3 (GSK-3).

Las fosfatasas tirosina (PTP) tienen un grupo cisteina conservado en su dominio
catalitico e incluyen a varias proteinas que actlan como receptores o fosfatasas
citoplasmaticas (Denu and Dixon 1998). Las fosfatasas duales (DSP) tienen un grupo
cisteina conservado encargado de la funcidn catalitica, ademas de algunas
caracteristicas también conservadas en su estructura tridimensional. Existen dos
grupos de fosfatasas duales, uno inducido por la via de las MAPK (conocido como
Mitogen-activated protein Kinase Phosphatases, MKP), responsable de la
defosforilacion de las MAPK y que suponen un mecanismo de retroalimentacion
negativa de la propia via, y otro grupo constituido por Cdc25. Las MKP inactivan a las
MAPK a través de la defosforilacion tanto del residuo fosfotreonina como del
fosfotirosina en bucle de activacion. El grupo consistente en la proteina Cdc25 juega
un papel critico en el control del ciclo celular eliminando los grupos fosfato
inhibidores de los residuos treonina y tirosina de la zona N-terminal de las Cdks
(Busino, Chiesa et al. 2004).

Hasta la fecha se han descrito 13 DSP de MAPK (DS-MKP) distintas y se han
clasificado en cuatro subgrupos en funcion de su especificidad de sustrato,
distribucion tisular, localizacion subcelular y regulacion de sus dianas (Ishibashi,
Bottaro et al. 1994) (Tabla I). Las DS-MKP de tipo |, que tienen un dominio fosfatasa
de especificidad dual (DSP), incluyen a las proteinas VHR (ERK), DSP2 (p38, JNK)
(Aoyama, Nagata et al. 2001) y MKP-6 (ERK/JNK) (Marti, Krause et al. 2001). Las DS-
MKP de tipo Il tienen un dominio N-terminal MKB (MAPK binding) ademas del dominio
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DSP. Este grupo incluye a las proteinas MKP-1 (ERK=JNK=p38) (Chu, Solski et al.
1996), PAC1 (ERK=p38>JNK) (Ward, Gupta et al. 1994; Chu, Solski et al. 1996), MKP-2
(ERK=JNK>p38) (Misra-Press, Rim et al. 1995; Chu, Solski et al. 1996), VH3/B23, MKP-
3 (ERK>>JNK=p38) (Muda, Theodosiou et al. 1998), PYST2 (Groom, Sneddon et al.
1996) y MKP-4 (ERK>p38=JNK) (Muda, Boschert et al. 1997). En la mayoria de tipos
celulares la fosfatasa MKP-1 defosforila a p38 y JNK pero bajo estimulos
determinados puede también inactivar a ERK (Franklin and Kraft 1997). Las DS-MKP
de tipo Il solo incluyen a MKP-5 (JNK=p38>>ERK) quien tiene dominios Nt, MKB y DSP
(Tanoue, Moriguchi et al. 1999). Por Gltimo, las de tipo IV tienen una secuencia PEST
(rica en prolina, acido glutamico, serina y treonina) en el dominio DSP. Este grupo
incluye a las fosfatasas VH5/M3/6 (Muda, Theodosiou et al. 1998) y MKP-7 (Masuda,
Shima et al. 2001), ambas especificas para JNK y p38 pero no para ERK.

Miembro Especificidad Localizacion subcelular
Fosfatasas PSP Serina/Treonina

PP1

PP2A

PP2B o Calcineurina

PP2C

Fosfatasas PTP Tirosina

Fosfatasas DSP Dual: Ser/Thry Tyr

Tipo |

VHR ERK

DSP2 p38, JNK

MKP-6 (MKP-L) ERK, JNK Membrana
Tipo Il

MKP-1 (CL100/DUSP1) ERK, p38, JNK Nuclear
PAC1 o DUSP2 ERK=p38> JNK Nuclear
MKP-2 o TYP-1 (DUSP4) ERK=JNK> p38 Nuclear
DUSP5 (B23, hVH3) ERK Nuclear
MKP-3 (PYST1, DUSP6) ERK>>p38=JNK Citoplasmatica
MKP-X (PYST2, DUSP7) ERK Citoplasmatica
(MKP-4, DUSP9) ERK>p38=JNK Citoplasmatica
Tipo 1

MKP-5 (DUSP10) JNK=p38>>ERK Nuclear/Citoplasmatica
Tipo IV

MKP-7 JINK, p38 Citoplasmatica
M3/6 (hVH5) JNK, p38 Citoplasmatica
Cdc25 CDK

Tabla I. Miembros de la familia de las fosfatasas (entre paréntesis la nomenclatura en humanos)

La distribucion de estas fosfatasas es altamente restrictiva, asi, por ejemplo, la
expresion de MKP-7 es muy baja en células hematopoyéticas y linfoides, y ademas su
secuencia contiene motivos funcionales como NES (nuclear export signal) y sefales

de localizacion nucler (NLS) sugiriendo que esta fosfatasa podria estar actuando
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como molécula lanzadera para otras proteinas (Masuda, Shima et al. 2001). La
expresion de MKP-5 ha sido relacionada con la defosforilacién de JNK en respuesta al
LPS, limitando asi los niveles de TNF-a e IL-6 en células RAW (Theodosiou, Smith et
al. 1999). Por otro lado, la localizacién subcelular de las fosfatasas MKP-3, MKP-4,
MKP-7, M3/6 y Pyst2 esta restringida al citoplasma mientras que la de de MKP-1,
PAC1, MKP-2 y B23 es meramente nuclear. La expresion ubicua de MKP-1 in vivo es
fisiologicamente relevante en determinados tipos celulares como los macréfagos, los
mastocitos, los osteoclastos y el epitelio del intestino y el pulmoén, ya que en ellos es
capaz de defosforilar eficientemente a la MAPK ERK (Engelbrecht, de Wet et al.
2003).

El gen de mkp-1, originalmente llamado erp/3CH134 en ratones y CL100 en
humanos, esta considerado un gen supresor de tumores ya que se ha visto mutado en
determinados tipos de tumores (Scimeca, Servant et al. 1997). Inicialmente MKP-1
fue identificado debido a su induccion por estimulos como factores de crecimiento y
estrés celular, como un mecanismo de retroalimentacion negativa para la actividad
de las MAPK (Lewis, Groom et al. 1995).También se ha demostrado que la PKA, el
Ca®> y la PKC contribuyen a la activacién de MKP-1 (Waskiewicz and Cooper 1995;
Scimeca, Servant et al. 1997). Ademas, algunos autores han descrito que la
activacion de la MAPK p42/44 ERK es importante para la induccion de la expresion de
MKP-1, sin embargo se ha visto que es dependiente de tipo celular (Cook, Beltman et
al. 1997; Valledor, Xaus et al. 1999; Sanchez-Tillo, Comalada et al. 2007).
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OBJETIVOS

El objetivo general de este estudio ha sido el de investigar los
mecanismos implicados en la proliferacion y activacion de los macrofagos en
el contexto de la activacion alternativa. Nos hemos centrado mas

especificamente en los siguientes aspectos:

1. El estudio de las similitudes y diferencias entre las activaciones clasica
y alternativa tanto a nivel celular como molecular, oncretamente de la

dicotomia proliferacion/activacion en el macrofago.

2. El estudio de las vias de sefnalizacion inducidas por la IL-4 en la parada

de la proliferacion dependiente de M-CSF.

3. El papel de las MAPK en la activacion alternativa del macrofago.
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La IL-4 para la proliferacion de los macrofagos dependiente de M-CSF
induciendo p21"#™ via STATS.

RESUMEN

Los macréfagos derivados de la médula ésea proliferan en presencia de su
factor de crecimiento especifico, el M-CSF. La incubacién de estas células con
interferon-y (IFN-y) o con interleucina-4 (IL-4) bloquea dicha proliferacion. Mientras
que la carencia de M-CSF detiene el ciclo celular en una etapa temprana de la fase
Gy, el tratamiento con IFN-y o con IL-4 lo hace mas tardiamente, en el umbral entre
G;y S. Tanto el IFN-y como la IL-4 inducen la expresion del inhibidor de Cdk p21%°™,
Usando modelos de raton deficientes de esta proteina (knockout) asi como la

tecnologia del iRNA, hemos visto que p21"e"

es necesario para la parada de la
proliferacion dependiente de IL-4, pero no para la dependiente de IFN-y. Asi mismo,
la IL-4 inhibe también la actividad de las quinasas Cdk-2 y Cdk-4, las cuales son
necesarias tanto para la entrada como para la posterior progresion a través de la fase
S del ciclo celular. La via de sefnalizacion usada a partir de la interaccion de la IL-4
con su receptor para inducir la expresion de p21"®™ estd mediada por STAT6. En
conclusién, hemos comprobado que, a pesar de que tanto la IL-4 como el IFN-y son
capaces de parar la proliferacion dependiente de M-CSF en los macréfagos, lo hacen

a través de distintos mecanismos.

RESULTADOS

La IL-4 para la proliferacion de los macréfagos dependiente de M-CSF en la fase
Go/G;.

En presencia del M-CSF los macrofagos proliferan de manera dosis dependiente
(Fig. 1A) mientras que la carencia de este factor de crecimiento induce una parada
de la proliferacion en la fase Go/G; (Xaus, Cardo et al. 1999). El estimulo activador
de tipo Th1 IFN-y inhibe la proliferacion dependiente de M-CSF (Fig. 1A). También
hemos observado que la IL-4, una citocina de tipo Th2, inhibe la proliferacion,
confirmando la dicotomia entre proliferacion y activacion previamente descrita en
nuestro grupo (Xaus, Cardo et al. 1999). Tras 24-48h de exposicion a estas citocinas y

al M-CSF, se realizd un contaje celular y se observd un menor nimero de células
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comparado con el obtenido en la muestra tratada sélo con el factor de crecimiento
(Fig. 1B). Para excluir cualquier efecto relacionado con la base genética del raton,
comprobamos nuestros resultados en macrofagos derivados de ratones Balb/c,
obteniendo resultados similares (Fig. 1C).

Mediante una tincién con Anexina V, un marcador de apoptosis temprana,
determinamos los niveles de apoptosis (Fig. 1D). En las células tratadas con IL-4 o
IFN-y no se observé un menor nimero de células ni una mayor entrada en apoptosis.
Este resultado demuestra que las dosis de citocinas usadas durante este estudio no
comprometen la viabilidad celular.

Para determinar el perfil del ciclo en el que se encontraban las células
realizamos tinciones de DNA. Tanto el IFN-y como la IL-4 pararon la proliferacion en
la fase Go/G; incluso cuando las células no habian sido previamente sincronizadas
(Fig. 1E). Estos resultados indican que el tratamiento con estas citocinas ejerce un

efecto en las primeras etapas del ciclo celular.

La IL-4 induce un aumento de la expresion del inhibidor de Cdk p21*a™.

Dado que el tratamiento con IL-4 e IFN-y detiene la célula en el umbral entre G;
y S quisimos analizar la expresion de las Cdk de la fase G4 asi como otras proteinas
implicadas en la progresion a través de esta fase. La parada del ciclo inducida por la
retirada del factor de crecimiento M-CSF es debida a la inhibicién de la expresion de
las ciclinas D1 y E (Fig. 2A) (Matsushime, Roussel et al. 1991). Asi mismo, tanto el
IFN-y como la IL-4 causan la inhibicion de la ciclina E. Sin embargo, mientras la IL-4
bloquea la expresion de la ciclina D1, el IFN-y no es capaz de modificarla, lo cual
sugiere un mecanismo de accion distinto para las dos citocinas. El analisis de la
expresion de las Cdk-2 y -4 reveld que ni el IFN-y ni la IL-4 actUan regulando sus
niveles de expresion (Fig. 2B). A continuacion determinamos la expresion de los
inhibidores de Cdk. La carencia de M-CSF hizo disminuir significativamente los niveles
» P1 y p1
expresion de p2 a la vez que inhibieron la de p27¥*', p1

9INK4D 5INK4B 6INK4A

de p1 (Fig. 2C). Tato la IL-4 como el IFN-y indujeron la
» P1 y p1

Curiosamente, mientras que la IL-4 indujo la expresion de p15™** el IFN-y la inhibio.

1Waf1 8INK4C 9INK4D 6INK4A.

Teniendo en cuenta estas observaciones analizamos la cinética de induccién de
estos dos inhibidores de Cdk con IL-4 y con M-CSF. La induccion de p21**" por la IL-4
en presencia de M-CSF ocurre de manera muy temprana (Fig. 2D). Sin embargo, la
induccion de p15™“® por M-CSF con y sin IL-4 fue idéntica durante las primeras 3h de

tratamiento. Tomando estas dos cinéticas de expresion, enfocamos nuestro trabajo
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1% como mediador de la inhibicién de la proliferacion

en determinar el papel de p2
producida por la IL-4 (Harper, Adami et al. 1993).

En estudios previos se habia observado que el IFN-y inhibia la expresion del
protooncogén c-myc (Xaus, Cardo et al. 1999), el cual es necesario para entrar en el
ciclo celular. Sorprendentemente, la IL-4 no s6lo no redujo los niveles de c-myc sind
que los aumento6 significativamente (Fig. 2E). En conjunto, estos resultados sugieren
que, aunque las activaciones clasica y alternativa afectan al ciclo celular del
macréfago inhibiéndolo, este tipo de activaciones probablemente usan distintas vias

de senalizacion para ejercer su funcion.

La IL-4 induce p21"®™ que interacciona con Cdk-2 y -4.

1 Waf1

Dado que la IL-4 induce la expresion del inhibidor de Cdk p2 pero no la de

las propias Cdk, quisimos comprobar si esta induccién afectaba a la actividad quinasa
de dichas Cdk. Para ello hicimos ensayos quinasa in vitro y, como cabia esperar, la
IL-4 inhibio la actividad mediada por el M-CSF de estas proteinas (Fig. 3A). Hicimos

también ensayos de coinmunoprecipitacion contra estas dos quinasas para detectar a

1 Waf1

continuacion p2 por western blot. Efectivamente, cuando las células fueron

1¥af coinmunoprecipité tanto con Cdk-2 como con Cdk-4

tratadas con IL-4 o IFN-y, p2
(Fig. 3B).

Para determinar si estos efectos de la IL-4 sobre la proliferacion también
implicaban la expresion o represion de otros genes usamos modelos de ratones

deficientes de p21Wa'

en ensayos de proliferacién con M-CSF e IL-4. En los ratones
control la IL-4 par6 la proliferacion dependiente de M-CSF, mientras que en los
ratones deficientes de p21"2" fue incapaz de disminuir su proliferacién (Fig. 3C).
Para confirmar estos datos, y debido a que en los anteriores ensayos realizados
la IL-4 no conseguia inhibir completamente la proliferacion de estos macrofagos

Waf1
1a

deficientes de p2 , probablemente debido a su base genética, llevamos a cabo

ensayos usando la tecnologia del RNA de interferencia (iRNA) en nuestro modelo de
raton C57Bl/6. Comparados con los controles (mock o siGL3), en los macrofagos
tratados con M-CSF e IL-4, el siRNA inhibio eficientemente la induccion de la

1 Waf1

expresion del gen p2 (Fig. 4A). De nuevo, la inhibicion de dicho gen consiguio

revertir la parada de la proliferacion de los macrofagos tratados con IL-4

1 Waf1

demostrando asi que p2 es un elemento clave en la inhibicion de la proliferacion

mediada por la IL-4.
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A continuacion quisimos comprobar la actividad de Cdk-2 en los macrofagos

1 Waf1 ( 1 Waf1

deficientes de p2 Fig. 4B). Como esperabamos, en las células sin p2 ni el
tratamiento con IL-4 ni con IFN-y consigui6 reducir los niveles de actividad de esta

quinasa.

La IL-4 para la proliferacién de manera STAT6 dependiente.

1Waf en la inhibicion de la

Una vez comprobada la implicacion de p2
proliferacion quisimos determinar qué via era la responsable de su induccion. Para
ello realizamos ensayos de western blot contra la forma activa de la proteina Akt,
principal efectora de la via de la PI3k. No s6lo no observamos una mayor presencia
de esta proteina al tratar las células con IL-4, sin6 que el tratamiento de las células
con Wortmanina, un inhibidor de la via de la PI3K, tampoco consiguié bloquear la
expresion de p21**" inducida por la IL-4 (Fig. 5A). Llevamos a cabo ensayos similares
para comprobar los niveles de expresion de p21"*" en células tratadas con
inhibidores para las 3 vias principales de las MAPK. Ninguno de ellos consiguio
bloquear la expresion de p21"2" sugiriendo que su induccion debia estar mediada por
otra via distinta (Fig. 5B).

Por ultimo, quisimos determinar si el factor de transcripcion STAT6 era el

1 Waf1

responsable de la induccion de p2 y para ello usamos ratones deficientes de este

factor y las comparamos con células control. Las células provenientes de los ratones

1Waf 3l ser

carentes de STAT6 fueron incapaces de inducir la expresion de p2
estimuladas con IL-4 (Fig. 5C) demostrando asi la relacion entre la IL-4, STAT6 y
p21"" en la parada de la proliferacién. Para comprobar si STAT6 podria estar

uniéndose al promotor de p21"e"

realizamos ensayos EMSA con una secuencia
especifica para este factor de transcripcion extraida del promotor de p21¥*" (Fig.
5D). Efectivamente, los extractos de células inducidas con IL-4 generaron un retardo
al ser incubadas con dicha secuencia mientras que los mismos extractos de células
deficientes de STAT6 no lo mostraron. Ademas, la incubacion de las muestras con un
anticuerpo anti-STAT6 generd un complejo de masa superior en las células control
demostrando asi que la proteina unida a la secuencia usada era STAT6 y no otra.

Para confirmar la especificidad de la union de STAT6 con la secuencia usada se
realizaron ensayos de competicion con oligonucleétidos frios asi como con diferentes
sondas mutadas. Solo la sonda original fria fue capaz de competir con la sonda

radiactiva (Fig. 5E).
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La activacién alternativa del macréfago es dependiente de STAT6.

Para concluir el estudio quisimos comprobar la dicotomia entre activacion
alternativa y proliferacion previamente descrita en nuestro grupo para la activacion
clasica el macrofago (Xaus, Cardo et al. 1999). Para ello, realizamos ensayos de
expresion de diversos genes por PCR cuantitativa. Como esperabamos, los principales
genes marcadores de la activacion alternativa inducidos por la IL-4 no se indujeron
por IFN-y, y viceversa, los genes marcadores de activacién clasica se indujeron por
IFN-y pero no por IL-4 (Fig. 6A). Mas adn, al usar células carentes de STAT6 la
induccion de los genes dependientes de IL-4 se vio drasticamente reducida (Fig. 6B).

Puesto que algunos autores han sugerido que la presentacion antigénica por las
moléculas de Clase Il es una de las pocas caracteristicas compartidas por las
activaciones clasica y alternativa (Gordon 2003), quisimos comprobar dicha
afirmacién con ensayos de PCR y de expresion en superficie. Sorprendentemente, no
hayamos induccién de los genes de Clase Il al estimular las células con IL-4 ni
pudimos detectar expresion en superficie de dicha molécula en comparacion con las

células activadas por IFN-y (Fig. 6C).

DISCUSION

En este estudio demostramos por primera vez que la IL-4, la principal citocina
responsable de la activacion alternativa de los macrofagos, bloquea la proliferacion
de estas células. Esta observacion contrasta con el efecto proliferativo de la IL-4 en
los linfocitos T y B (Brown and Hural 1997) o la induccién de apoptosis en los
mastocitos (Yeatman, Jacobs-Helber et al. 2000; Bailey, Kashyap et al. 2004). Esta
parada del ciclo celular por la IL-4 ocurre en un punto concreto, el umbral entre G, y
S, lo cual sucede también cuando las células son tratadas con IFN-y. Sin embargo, los
mecanismos usados para llegar a este punto parecen ser distintos. La parada de la

1%af el cual no es

proliferacion inducida por la IL-4 requiere de la expresion de p2
necesario para la parada por IFN-y (Xaus, Cardo et al. 1999). Los experimentos
realizados usando iRNA y modelos knockout para p21** han demostrado que esta es
la proteina critica para que se lleve a cabo este efecto de bloqueo de la IL-4. Otros
estudios han sugerido que p27“?' podria jugar un papel importante en la parada de la
proliferacion mediada por p21%#™ (Liu, Estes et al. 2000). Sin embargo, bajo nuestras

condiciones experimentales, no hemos hallado ninguna implicacion de p27¥?" en este
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proceso. Mas aln, hemos visto que en los macrofagos derivados de ratones knockout
para p27“*" la IL-4 seguia parando la proliferacion.

1%a por la IL-4 es dependiente de STAT6 como demostramos

La induccion de p2
en ensayos realizados con células knockout para este factor de transcripcion.
Ademas, en este estudio mostramos que STAT6 puede unirse a secuencias presentes
en el promotor de p21"%™ de manera especifica. Estos datos confirman los estudios
realizados previamente en células tumorales en las que los efectos antiproliferativos

de la IL-4 estan mediados por STAT6 (Gooch, Christy et al. 2002).
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La inhibicién de la expresion de las fosfatasas de las MAPK mediada por el
IFN-y alarga la actividad de las MAPK e inhibe la proliferacion del

macrogafo en respuesta al M-CSF

RESUMEN

Los macrofagos proliferan en respuesta a factores de crecimiento especificos
como el M-CSF. En presencia de distintas citocinas y factores activadores, los
macréfagos detienen su ciclo celular, se activan y participan en el desarrollo de la
respuesta inmunitaria. Hemos visto en estudios anteriores que la activacion de ERK-
1/2 es necesaria para la proliferacion del macrofago en respuesta a factores de
crecimiento. Un patron rapido de activacion e inactivacion de ERK-1/2 se
correlaciona con esta respuesta proliferativa. Algunas senales que llevan a la
activacion del macrofago y a la parada de su proliferacién implican un patron de
activacion mas largo de estas quinasas. EL IFN-y es el principal activador endogeno de
tipo Th1 para el macréfago. En este estudio mostramos que la estimulacion con IFN-y
alarga el patron de activacion de ERK inducido por M-CSF, en estas células. Estos
efectos se correlacionan con la inhibicién por esta citocina de varios miembros de la
familia de las MAPK fosfatasas, como la MKP-1, -2 y -4. Ademas, la inhibicion de la
expresion de MKP-1 usando la tecnologia del siRNA asi como inhibidores sintéticos,
lleva a un alargamiento de la actividad de ERK y a una parada de la proliferacion
dependiente del M-CSF. Estos datos sugieren que los cambios sutiles en la cinética de
actividad de los miembros de la familia de las MAPK contribuyen en los efectos

antiproliferativos del IFN-y en los macrofagos.

RESULTADOS

En los macrofagos, la activacion de la via de sefnalizacion de ERK en respuesta
al M-CSF se induce fuertemente a los 5-10 minutos después de recibir el estimulo y
desciende significativamente después de los 30 minutos (Fig 1a). Para determinar la
influencia del IFN-y sobre la activacion de ERK pretratamos las células durante 5’ con
IFN-y antes de anadirles el M-CSF. Bajo estas condiciones, la actividad de ERK se
alargo significativamente hasta las 3h después del estimulo (Fig 1a). Utilizando el
mismo tratamiento vimos que la actividad de p38 también se vio alargada (Fig 1b)

mientras que la de JNK-1 no estuvo afectada (Fig 1c). El tratamiento sélo con IFN-y
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sirvio como control para ver que esta citocina activaba débilmente tanto a ERK como
a JNK-1 a partir de las dos horas de tratamiento (Figs 1d y e), sugiriendo que el
alargamiento de ERK con M-CSF e IFN-y no esta mediado necesariamente por la
activacion directa del IFN-y. Por el contrario el IFN-y es capaz de activar
directamente a p38 lo que sugiere que el alargamiento de su actividad con M-CSF e
IFN-y es la consecuencia de un efecto aditivo. Ademas, comprobamos mediante
microscopia confocal que el IFN-y potenciaba la entrada en el nlcleo de ERK mediada
por la actividad del M-CSF (Fig 1g).

Para determinar el mecanismo por el cual se alargaba la actividad de ERK
medimos la expresion de fosfatasas reguladoras de las MAPK. Primero medimos la
capacidad del M-CSF para inducir la expresion de estas fosfatasas (Fig 2a). A
continuacion, medimos el efecto que el IFN-y tenia sobre esta induccion dependiente
del M-CSF. Vimos que esta citocina era capaz de bloquear la expresion temprana de
MKP-1, -2 y -4. (Fig 2b). Sorprendentemente, la expresion de MKP-5 y -7 se vio
aumentada mas tardiamente al afadir IFN-y a las células (Fig 2c), explicando quiza
porqué el alargamiento de la actividad de ERK no se prolonga mucho en el tiempo
después de la estimulacion con IFN-y.

Contrariamente a lo que ocurre en otras células del sistema inmunitario, en los
macroéfagos, la activacion esta asociada a una parada de la proliferacion (Xaus, Cardo
et al. 1999). El tratamiento con IFN-y inhibe la proliferacion inducida por el M-CSF en
los macrofagos de manera dependiente de STAT1 (Fig 3a). Para ampliar el estudio de
este mecanismo ensayamos la capacidad del IFN-y para inhibir la proliferacion
anadiéndolo en el mismo momento que el M-CSF o mas tarde y a distintos tiempos
(Fig 3b). Vimos que el IFN-y mantenia su capacidad inhibidora durante las dos
primeras horas de tratamiento después del M-CSF y, a partir de este momento, iba
perdiendo gradualmente su efecto. Esto sugiere que esta parada dependiente de IFN-
y esta regulada muy tempranamente durante la primera fase del ciclo celular.

Basandonos en estudios previos que sugieren que la induccién de p21W
dependiente de IFN-y juega un papel importante en la proteccion frente a apoptosis
(Xaus, Cardo et al. 1999), quisimos ver si este inhibidor de Cdk era también el
responsable de la parada de la proliferacion mediada por esta citocina. Demostramos
que, pese a que la induccién de p21"" por IFN-y es dependiente de STAT1 (Fig 3c),
éste no juega un papel esencial en la parada de la proliferacion, como se observa en

los ensayos realizados con macréfagos derivados de ratones deficientes de p21"a"
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(Fig 3d). Asi, podemos concluir que el efecto antiproliferativo del IFN-y en los
macréfagos es dependiente de STAT1 pero independiente de p21"2™,

Estudios previos de diversos grupos han sugerido que cinéticas de activacion
diferenciales de ERK tienen como consecuencia distintas respuestas a nivel celular.
Asi, un patron de activacion rapido y corto se relaciona con procesos proliferativos
mientras que una cinética mas prolongada en el tiempo se asocia a procesos
activadores (Jaworowski, Christy et al. 1996; Valledor, Comalada et al. 2000).
Basandonos en esta premisa, y viendo que el IFN-y alteraba el patrén de actividad de
ERK, alargandolo, quisimos comprobar si este efecto contribuia a llevar a cabo el
efecto antiproliferativo que esta citocina tiene sobre los macrofagos.

Para comprobar esta teoria y teniendo en cuenta los resultados previamente
obtenidos, comprobamos la capacidad del IFN-y de alargar la actividad de ERK en
células carentes de STAT1 (Fig 4a). Efectivamente, mientras que la induccién de la
actividad de esta quinasa era idéntica tanto en células control como en aquellas
derivadas de ratones knockout para STAT1, el alargamiento mediado por IFN-y se
demostré unicamente en las células control. En correlacion con este resultado, la
induccién de la fosfatasa MKP-1 no se vio alterada por el tratamiento con IFN-y en las
células STAT1”" en comparacion con las células control (Fig 4b).

Por otro lado, también comprobamos que el IFN-y mantenia su capacidad
antiproliferativa en macrofagos derivados de ratones knockout para p38a y para JNK-
1, sugiriendo que estas MAPK no estan implicadas en este proceso (datos no
mostrados).

Viendo que, de las fosfatasas estudiadas, MKP-1 tenia una cinética de expresion
estrechamente relacionada con la inactivacion de ERK y que ademas se inhibia por
IFN-y, decidimos usar la tecnologia de siRNA para inhibir su induccién en respuesta al
M-CSF (Fig 5a). Esta inhibicion se tradujo en un aumento en la intensidad y el tiempo
de activacion de ERK (Fig 5b) asi como en una inhibicion parcial de la proliferacion
de los macréfagos (Fig 5c). Curiosamente, la inhibicion de MKP-1 no afectd a la
expresion de c-myc (datos no mostrados), lo cual sugiere que el bloqueo de la
proliferacion no es dependiente de los cambios en la expresién de este gen. En
conjunto, estos resultados sugieren una implicacion clave de MKP-1 en el
alargamiento de la actividad de ERK asi como en la parada del ciclo celular. Sin
embargo, los estudios realizados con células derivadas de ratones knockout para este
gen no corroboran esta hipotesis. Aunque, curiosamente, se ha comprobado que la

expresion de otra fosfatasa, MKP-4, anticipa su expresion y aumenta sus niveles en
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dichas células knockout para MKP-1, sugiriendo la existencia de algin tipo de

mecanismo compensatorio in vivo.

DISCUSION

En este estudio hemos demostrado que la activacion clasica del macrofago por
el IFN-y tiene como consecuencia una actividad mas intensa y prolongada de los
miembros de la familia de las MAPK en respuesta al M-CSF. El mecanismo a través del
cual sucede es una combinacion del efecto directo del M-CSF y del IFN-y
conjuntamente, acompanado de la inhibicién de la expresion de una serie de
fosfatasas. El M-CSF tiene la capacidad de inducir la expresion de varias MKP que
probablemente actuen de forma conjunta para asegurar una correcta regulacion e
inactivacion de las MAPK de manera dependiente del tiempo y la compartimentacion
celular. A su vez, el IFN-y tiene la capacidad e inhibir selectivamente a la MKP-1, -2 y
-4 teniendo como consecuencia un alargamiento de la actividad de las MAPK. Sin
embargo, la actividad de JNK-1 inducida por M-CSF no se ve alterada en presencia
del IFN-y, lo cual hace pensar que existen otras MKP responsables de su
defosforilacion. Ademas, el alargamiento de la actividad de ERK y p38 no es
indefinido, por lo que deben de existir también otras MKP que no estan reguladas por
el IFN-y. De hecho, nuestros estudios demuestran que esta citocina tiene la
capacidad de inducir la expresion de MKP-5 y -7 por si misma a tiempos tardios
durante la respuesta del macrofago.

En estudios previos hemos visto que p38a parece ser critica para la expresion de
los genes inducidos por el IFN-y. Sin embargo, tras este estudio no podemos concluir
que el alargamiento de su actividad quinasa esté relacionado con la respuesta
antiproliferativa del IFN-y, ya que esta citocina continuaba inhibiendo la
proliferacion en los macrofagos deficientes de p38a. Por el contrario, la proliferacion
del macrofago si parece ser susceptible a cambios en la actividad de ERK, como
mostramos aqui. Ademas, hemos observado que la cinética de activacion de esta
MAPK esta estrechamente relacionada con respuestas especificas del macrofago. Asi,
las senales mitogénicas como el M-CSF, la IL-3 o el GM-CSF inducen una activacion
rapida y corta de ERK-1/2, mientras que senales activadoras como el LPS, la IL-4 o el
IFN-y conllevan una cinética de activacion mas alargada en el tiempo (Jaworowski,
Christy et al. 1996; Valledor, Comalada et al. 2000).
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Hemos visto que MKP-1 es una firme candidata para explicar el patron de
defosforilacion de ERK en respuesta al M-CSF. No solo su cinética de expresion
coincide con la de inactivacion de la MAPK, sin6 que el IFN-y también inhibe dicha
expresion. El uso de tecnologia del siRNA confirmo estos datos ya que, al inhibir MKP-
1, el IFN-y perdia parcialmente su capacidad antiproliferativa y de alargamiento de la
actividad de ERK. No obstante, experimentos realizados con macréfagos derivados de
ratones knockout para MKP-1 no corroboraron estos datos, posiblemente por la
existencia de un mecanismo compensatorio llevado a cabo por la fosfatasa MKP-4, la
cual, en estas células, mostré unos niveles de expresion mayores y mas tempranos

que los observados en las células control.
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JNK-1 es necesario para la respuesta del macréfago a la IL-4

RESUMEN

Los macrofagos desarrollan funciones esenciales durante la infeccion y la
resolucion de la inflamacién. La IL-4 es la principal citocina activadora de tipo Th2
que induce un fenotipo antiinflamatorio llamado activacion alternativa. La
sefalizacion por la IL-4 implica la activacion de STAT6. Sin emabrgo, la IL-4 tiene
también la capacidad de activar a miembros de la familia de las MAPK. Hemos
observado una fuerte y temprana activacion de JNK-1 tras la estimulacion con IL-4 en
los macréfagos derivados de médula 6sea, mientras que ERK-1/2 y p38 se activan
débilmente y a tiempos mas tardios. En este estudio hemos determinado la
contribucion de las MAPK en la activacion del macrofago en respuesta a la IL-4
usando inhibidores selectivos y modelos de ratones knockout. Nuestros resultados
indican que JNK-1 regula la expresion mediada por la IL-4 de genes implicados en la
activacion alternativa, como la arginasa 1. Curiosamente, hemos hayado que, tras el
tratamiento con la IL-4, JNK-1 y STAT6 se translocan al nlucleo y coinmunoprecipitan.
Finalmente, hemos visto que STAT6 y JNK-1 se encuentran unidas al promotor de la
arginasa 1 y que JNK-1 es necesaria para el reclutamiento de cofactores como el

CBP/p300. Estos datos demuestran una interaccion entre JNK-1 y STAT6.

RESULTADOS

La IL-4 induce una rapida y corta activacién de JNK-1 pero no de ERK-1/2 ni de
p38.

Basandonos en estudios previos (Wery-Zennaro, Zugaza et al. 2000; Liao,
Wang et al. 2004), quisimos estudiar si la activacién alternativa inducida por la IL-4
tenia alguna relacion con la via de las MAPK. Vimos que los macrofagos estimulados
con la IL-4 inducian un patrén de actividad de JNK-1 rapido y corto mientras que ERK-
1/2 y p38a se inducian débilmente a tiempos mas largos de exposicion a esta citocina
(Fig. 1A, By C). Tanto JNK-2 como las demas isoformas de p38 no se inducen en el
macroéfago ((Valledor, Sanchez-Tillo et al. 2008).

Para determinar si existia un mecanismo de autorregulacion negativa de esta
actividad inducida por la IL-4, analizamos la expresion de varias fosfatasas de MAPK

(MKP). Al contrario que el M-CSF, que es capaz de inducir tanto la actividad de las
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MAPK como la expresion de la mayoria de las MKP, la IL-4 solo indujo la expresion de
la MKP-2 y la MKP-5. Estos datos sugieren que la IL-4 podria estar regulando el estado
fosforilativo de las MAPK a través de la induccion de algunas MKP especificas

expresadas a distintos tiempos (Fig 1D).

La expresion de JNK-1 inducida por la IL-4 contribuye a la regulacién de genes
selectivos sin afectar a la estabilidad de su mRNA.

A continuacion quisimos investigar la implicacion de la MAPK JNK-1 en la
activacion alternativa del macréfago. Para ello analizamos por PCR cuantitativa la
expresion de varios genes marcadores de dicha activacion como la arginasa 1, varias
quimiocinas, la citocina IL-10, el receptor de la manosa (MR), el receptor basurero

1 Waf1

CD163, SOCS-1 y los genes reguladores del ciclo celular p2 y ¢c-myc. Una vez
determinadas las cinéticas de expresion de estos genes evaluamos la implicacion de
JNK-1 usando el inhibidor quimico SP600125 para bloquear su accion.

Vimos que la inhibicion de JNK-1 tenia como consecuencia la inhibicion de
algunos grupos de genes mientras que otros permanecian inalterados (Fig 2A),
sugiriendo que la relacion entre JNK-1 y la IL-4 podria ser dependiente de promotor.
Paralelamente llevamos a cabo los mismos experimentos usando inhibidores para las
otras MAPK. No vimos diferencias significativas en la expresiond de estos genes al
inhibir ERK-1/2 ni p38.

Para confirmar la inhibicion mediada por el SP600125, realizamos
experimentos similares usando como modelo los macrofagos derivados de ratones
deficientes de JNK-1. Curiosamente, sélo hayamos niveles similares de inhibicion
para las quimiocinas CCL22, CCL24, la arginasal y c-myc (Fig. 2B), quiza debido a la
existencia de mecanismos compensatorios en el modelo knockout que sustituirian
parcialmente la carencia de JNK-1.

Basandonos en estudios previos (Sze, Lui et al. 2007; Valledor, Sanchez-Tillo
et al. 2008), quisimos comprobar si la accion de JNK-1 sobre la expresion de estos
genes era debida a una variacion en la estabilidad de sus mRNA. Sin embargo, al
inhibir la accion de JNK-1 con SP600125 no observamos ningun cambio en la vida
media del mRNA de estos genes (Fig. 3). Estos datos sugieren que JNK-1 debe estar
mediando su efecto sobre la expresion de los genes testados a un nivel

transcripcional.
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JNK-1 interacciona directamente con STAT6.

Basandonos en estudios previos (Chung, Uchida et al. 1997; Goh, Haque et al.
1999; Haq, Halupa et al. 2002), quisimos comprobar si STAT6 podia estar sirviendo de
sustrato de fosforilacion para JNK-1. Para ello usamos immunoprecipitaciones de
STAT6 en muestras control y las usamos como sustrato para JNK-1 en un ensayo
quinasa in vitro. Vimos que la proteina JNK-1 inmunoprecipitada a partir de muestras
tratadas con IL-4 durante 15 minutos era capaz de fosforilar a STAT6 en el ensayo
planteado mientras que la obtenida a partir de una muestra sin tratar apenas
mostraba actividad quinasa (Fig. 4A). Ademas, para confirmar la interaccion entre
STAT6 y JNK-1 in vivo, realizamos ensayos de coinmunoprecipitacién. Vimos que en
aquellas muestras donde habiamos precipitado JNK-1 eramos también capaces de
detectar STAT6 por western blot (Fig. 4B). Sorprendentemente, comprobamos que
STAT6 coinmunoprecipitaba con JNK-1 incluso en las muestras no tratadas con IL-4,
sugiriendo que su interaccion podia estar ocurriendo también en la forma
defosforilada de JNK-1.

Basandones en estudios previos (Gollob, Schnipper et al. 1999; Maiti, Sharma
et al. 2005), quisimos comprobar si la interaccion entre JNK-1 y STAT6 podia estar
afectando a la fosforilacion en tirosina de STAT6 o a su capacidad de union al DNA.
Sin embargo, al inhibir JNK-1 con SP600125 en las células estimuladas con IL-4, no
observamos ningun cambio en el estado fosforilativo de las tirosinas de STAT6 (Fig.
5A).

En relacién a estos datos, evaluamos la capacidad de STAT6 de unirse al
promotor de la arginasa 1 mediante ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina.
Como era de esperar, la inhibicion de la actividad de JNK-1 en las muestras tratadas
con IL-4 no alteré en absoluto la capacidad de STAT6 de unirse a dicho promotor (Fig.
5B). Estos datos estan en concordancia con los de la figura 5A ya que se ha descrito
que tanto la capacidad de unir DNA como la de dimerizar de los miembros de la
familia de factores de transcripcion STAT viene determinada por su fosforilacion en

tirosina.

JNK-1 es necesaria para el reclutamiento del cofactor CBP/p300 en el promotor
de la arginasa 1.

Para evaluar si la accion de JNK-1 sobre STAT6 podia tener relacion con el
reclutamiento de cofactores en los promotores dependientes de IL-4, realizamos

ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina. Vimos que el tratamiento con IL-4
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inducia la union de JNK-1 al promotor de la arginasa 1 (Fig. 6A). Ademas,
comprobamos que, aunque el cofactor CBP/p300 ya estaba unido a este promotor en
condiciones basales, el estimulo con IL-4 potenciaba dicha union.

Basandonos en estos resultados, finalmente quisimos comprobar si la unién de
JNK-1 al promotor de la arginasa 1 estaba afectando a la interaccion del cofactor
CBP/p300 con el DNA. Vimos que, efectivamente, la inhibicion de la actividad de
JNK-1 con SP600125 daba como resultado una total inhibicion de la unidon de
CBP/p300 con el promotor de la arginasa 1, sugiriendo que la accion de JNK-1 es
necesaria para el reclutamiento de cofactores que en Ultimo término potenciaran la

expresion de determinados genes inducidos por la IL-4.

DISCUSION

En este estudio hemos documentado la relacién entre la via de transduccion
de la quinasa JNK-1 y la regulacion de la senalizacion de JAK/STAT6 mediada por la
IL-4. Nuestros resultados indican que p38, ERK y JNK son activadas a partir del
tratamiento de las células con IL-4, aunque siguiendo cinéticas de induccién e
intensidad de respuesta muy distintas. Asi, JNK-1 se induce fuertemente a tiempos
muy cortos de estimulacién mientras que ERK-1/2 y p38a lo hacen mas débilmente y
a tiempos tardios.

La interaccion entre las MAPK y los dos tipos de IFN ha sido previamente
descrita (Goh, Haque et al. 1999; Platanias 2003; Sun and Ding 2006; Valledor,
Sanchez-Tillé et al. 2008). Sin embargo, existe mucha controversia respecto a la
relacion entre las vias de las MAPK y la sefalizacion por IL-4 en diferentes tipos
celulares (Levings, Bessette et al. 1999; Hashimoto, Gon et al. 2001; Hunt, Williams
et al. 2002; Canfield, Lee et al. 2005; Ip, Wong et al. 2006; So, Oh et al. 2007).
Ademas, hasta la fecha no existen estudios que relacionen la activacion alternativa
del macréfago con estas vias de sefalizacion. Asi, hemos descrito por primera vez la
posibilidad de que JNK-1 sea activada por la IL-4 en los macrofagos. Mas aun,
nuestros resultados muestran que esta activacion potencia la expresion de varios
genes, incluida la arginasa 1, que es uno de los principales marcadores de la
activacion alternativa.

Mas alla de estos datos, también hemos estudiado los mecanismos a través de
los cuales JNK-1 media esta induccién génica. Hemos hayado que JNK-1 es capaz de

interaccionar directamente con STAT6 incluso en ausencia de un estimulo por IL-4.
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Sin embargo, el tratamiento con esta citocina hace aumentar la interaccion entre
estas dos proteinas, y probablemente el estado de fosforilacion de STAT6, como
demuestran los ensayos realizados in vitro.

Usando inhibidores quimicos y modelos knockout para JNK-1 hemos podido
comprobar que la accién de JNK-1 sobre la expresion de los genes dependientes de
STAT6 no incluye ningln efecto sobre la estabilidad de los mMRNA de estos genes.
Aunque en este estudio demostramos que JNK-1 tiene un claro efecto aditivo sobre la
induccién de la expresion de determinados genes marcadores de la activacion
alternativa del macréfago, el mecanismo a través del cual ejerce dicha funcion no
esta totalmente claro. Sin embargo, hemos demostrado que JNK-1 es capaz de
alcanzar regiones promotoras de genes inducidos por la IL-4 de manera dependiente
de STAT6. Mas aun, algunos cofactores como CBP/p300 necsitan de la actividad de
JNK-1 para poder unirse a sus regiones especificas de DNA y asi llevar a cabo su
funcion. En conjunto, nuestros experimentos sugieren que la accion de JNK-1 sobre la
induccién de los genes dependientes de STAT6 en el macrofago estaria relacionada
con la capacidad de atraer y/o activar a determinados cofactores y reclutarlos en
regiones promotoras formando asi la maquinaria transcripcional necesaria para la

completa expresion de estos genes.
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Los macrofagos son células fagociticas que juegan un papel critico tanto en la
respuesta inmunitaria natural como en la adaptativa. En una primera fase de la
respuesta natural, estas células son capaces de reconocer agentes patdgenos
externos asi como particulas extranas, y fagocitarlas. En consecuencia, liberan
agentes proinflamatorios y citocinas para resolver la infeccion de manera local, y
quimiocinas que actuaran induciendo un determinado tipo de respuesta celular. Otra
consecuencia de la capacidad fagocitica del macrofago es la posibilidad de presentar
antigenos en superficie para que puedan ser reconocidos por los linfocitos T,
participando asi también en la respuesta inmunitaria especifica.

Dada la importancia del macrofago en la defensa del organismo, es de vital
importancia que exista una buena homeostasis que regule la cantidad y estado de
estas células en el cuerpo. En los individuos adultos, los monocitos son generados en
la médula dsea y al llegar a los tejidos se diferencian en macrofagos, incluyendo la
microglia en el sistema nervioso central (SNC), las células de Kupffer en el higado,
las células de Langerhans en la dermis o los macrofagos alveolares, peritoneales, etc.
Alli, permaneceran quiescentes en ausencia de estimulos o proliferaran en presencia
de factores mitogénicos locales o autocrinos como el M-CSF, el GM-CSF o la IL-3. Esta
especificidad se ve reflejada en distintas respuestas celulares y en la activacion de
vias de sefalizacion diferentes con un subconjunto de proteinas comun. Asi, por
ejemplo, los macrofagos medulares y la microglia son poblaciones altamente
proliferativas mientras que los peritoneales o los monocitos circulantes no lo son
(Celada and Maki 1992).

Tras un estimulo activador los macrofagos detienen su proliferacion y pasan a
ejercer funciones celulares especificas. Asi, citocinas como el IFN-y o el LPS, activan
al macréfago de manera clasica. Estos macrofagos se conocen cominmente como
células M1 (polarizadas en un entorno de tipo Th1) y se caracterizan por producir un
incremento en la secrecion de citocinas proinflamatorias como el TNF-q, la IL-1B y la
IL-6, o inducir la actividad de NOS2 aumentando asi la produccion de especies
reactivas del oxigeno. En conjunto, esta respuesta contribuye a controlar de manera
eficiente el crecimiento y la diseminacion de los agentes patdgenos invasores.

Por otro lado, citocinas como la IL-4 o la IL-13 inducen en el macrofago una
activacion alternativa. A estas células se las conoce como macrofagos de tipo M2, y
se caracterizan por un aumento en la expresion del receptor de la manosa y de otros
receptores basurero, asi como por una induccion de la actividad arginasa (Gordon

2003) que tiene como consecuencia un aumento en los niveles de prolina, glutamato
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y poliaminas. En conjunto, estos metabolitos son fundamentales para llevar a cabo
procesos de reparacion y remodelacion tisular.

En este estudio, nos hemos querido centrar en el analisis de los mecanismos
moleculares que dirigen esta activacion alternativa del macroéfago. Clasicamente, se
ha considerado al macréfago como una de las principales células efectoras
responsables de la defensa del organismo frente a invasiones. Esta idea se basa, no
solo en la capacidad fagocitica y presentadora de antigenos de esta célula, sino
también en su gran potencial como productora de citocinas proinflamatorias. Sin
embargo, poco se conocia acerca de los mecanismos homeostaticos responsables de
la resolucion de la inflamacion y remodelacion tisular tras una invasiva respuesta
inmunitaria localizada. Asi, durante los Uultimos diez afos, varios grupos de
investigacion, incluido el nuestro, han focalizado sus esfuerzos en el estudio de estos
procesos.

Actualmente, la llamada activacion alternativa (Stein, Keshav et al. 1992) es ya
un término ampliamente aceptado que define un proceso de activacion diferencial de
las células presentadoras, principalmente los macréfagos, iniciado por un pequefo y
bien definido grupo de citocinas como la IL-4 o la IL-13, en contraposicion a la
activacion clasica inducida por el IFN-y o el LPS. Asi mismo, existe la creencia de que
la funcion bioldgica de esta activacion alternativa podria ser la de llevar a cabo la
limpieza, reparacion y remodelacion tisular de los tejidos y las zonas afectadas por
una respuesta inmunitaria de tipo clasico. Es decir, a pesar de que ambas
activaciones son del todo excluyentes tanto a nivel celular como molecular (Ohmori
and Hamilton 1997), nada descarta la posibilidad de que pudieran producirse
secuencialmente en el tiempo en un mismo subgrupo de células. De hecho, estudios
recientes realizados en nuestro laboratorio han demostrado que el macrofago
derviado de médula 6sea posee una total plasticidad y reversibilidad en cuanto a su
capacidad de polarizacion. Esto implica que los macrofagos polarizados a tipo M1
durante dias son capaces de desarrollar una respuesta completa de tipo M2 si se les
estimula con IL-4, y viceversa, los macrofagos de tipo M2 pueden ser también
revertidos a tip M1 bajo un estimulo con IFN-y (datos no mostrados). Estos capacidad
del macrofago testada in vitro sugiere la posibilidad de que pueda darse la misma
situacion in vivo durante una respuesta inflamatoria local.

Sin embargo, a dia de hoy aln existe cierta controversia acerca de la relevancia
biologica de los macrofagos polarizados a tipo M2, ya que también se ha demostrado

ampliamente la necesidad de que exista este tipo de activacion para resolver
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infecciones frente a nematodos (Anthony, Urban et al. 2006) o parasitos
intracelulares como la Leishmania (Iniesta, Carcelen et al. 2005; Kropf, Fuentes et
al. 2005).

De esta manera, y aunque sin pretender alejarnos demasiado de las causas
biologicas que pudieran inducir una respuesta de este tipo o de la relevancia a nivel
local que pudieran tener las consecuencias de la misma, nosotros hemos centrado
nuestros esfuerzos en establecer un sistema comparativo entre ambos tipos de
activacion a fin de determinar las bases celulares y moleculares por las que se
definen estos procesos.

Asi, en este estudio, hemos utilizado cultivos primarios no transformados de
macrofagos derivados de la médula 6sea de raton, con el fin de mimetizar las
condiciones biologicas que se dan en los modelos animales. Los cultivos de
macrofagos obtenidos in vitro no han sido activados previamente y responden a
factores de crecimiento. En ausencia de éstos permanecen en quiescencia y
posteriormente pueden entrar nuevamente en el ciclo celular en presencia de
factores mitogénicos. Asi mismo, estas células pueden ser activadas de manera
clasica y alternativa, ser diferenciadas, e incluso inducidas a entrar en apoptosis,
motivos por los cuales constituyen une excelente modelo de trabajo para nuestros
objetivos.

Basandonos pues en estudios previos realizados en nuestro grupo que definian el
antagonismo de los procesos de proliferacion y activacion clasica en el macrofago
(Xaus, Comalada et al. 2001), nuestro principal objetivo fue, por un lado, comprobar
si esta dicotomia entre proliferacion y activacion seguia cumpliéndose también al
inducir una activacion alternativa, y por el otro, intentar definir los mecanismos
moleculares responsables de ambos procesos.

Existe un gran numero de trabajos que relacionan la via de sefalizaion de la
MAPK ERK con procesos de proliferacion en diferentes tipos celulares (Hickman and
Samson 1999; Valledor, Comalada et al. 2000; Calipel, Lefevre et al. 2003; Han, Saijo
et al. 2003; Hickman, Yang et al. 2006). Curiosamente, los cambios en la cinética de
activacion de esta MAPK parecen estar también relacionados con procesos de
activacion en el macrofago. Asi, una rapida fosforilacion y defosforilacion de ERK
como la que causa el tratamiento con el M-CSF, el GM-CSF o la IL-3 llevaria a la
célula a proliferar, mientras que una fosforilacion mas prolongada en el tiempo como

la provocada por la decorina, el LPS o la PC-PLC (phosphatidylcholine-specific
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phospholipase C) induciria su activacion (Valledor, Xaus et al. 1999; Valledor,
Comalada et al. 2000; Xaus, Comalada et al. 2001; Nyunoya, Monick et al. 2005).

En este estudio hemos visto que el IFN-y puede mediar su efecto
antiproliferativo en el macréfago utilizando la via de la MAPK ERK-1/2. El
tratamiento de estas células con IFN-y y M-CSF simultaneamente provoca un
alargamiento temporal de la cinética de activacion de esta MAPK (Figura 13). Mas
aun, en estudios recientes de nuestro laboratorio hemos observado que este
alargamiento de la actividad puede ser reproducido anadiendo IL-4 (en lugar de IFN-
y) simultaneamente al M-CSF.

Nuestro trabajo ha demostrado que dicho alargamiento en la actividad de ERK-
1/2 esta causado por la inhibicion de la expresion de una o varias fosfatasas de las
MAPK (conocidas como MKP), cuya expresion depende del M-CSF. De nuevo, el
tratamiento con IL-4 conlleva también un bloqueo de la expresion de estas proteinas.
Sin embargo, aunque las MKP inhibidas por el IFN-y y la IL-4 no coinciden totalmente,
si parece existir alguna relacion entre ambos estimulos. Segln nuestros resultados,
MKP-1 es la principal candidata para defosforilar a ERK-1/2, aunque no hemos
descartado que existan mecanismos de solapamiento de funcion con otras fosfatasas
de su misma familia y grupo, como podria ser MKP-4 (Bazuine, Carlotti et al. 2004).
Curiosamente, tanto el IFN-y como la IL-4 son capaces de bloquear la expresion de
estas dos fosfatasas inducidas por el M-CSF, y ambas lo hacen de manera dependiente
de STAT. En consecuencia, en macréfagos derivados de ratones knockout para STAT1
y para STAT6 estimulados con IFN-y e IL-4, respectivamente, no se observd ningln
alargamiento de la actividad de ERK-1/2.

Estos resultados concuerdan con otros anteriormente descritos por algunos
autores en los que se sugiere que una cinética de activacion diferencial de la misma
proteina puede inducir distintas respuestas a nivel celular (Lanteri-Minet, de
Pommery et al. 1993; Minassian, Zitoun et al. 1996; Valledor, Comalada et al. 2000;
Rueda, Navarro et al. 2002; Suzu, Hiyoshi et al. 2007). Aunque a dia de hoy aun se
desconocen los mecanismos moleculares gracias a los cuales el IFN-y es capaz de
inhibir la proliferacion del macrofago mas alla del alargamiento de la actividad de
ERK, existen diversas teorias al respecto.

Por un lado, no es extrano pensar que la presencia de ERK activa en la célula
durante un mayor periodo de tiempo pueda ser el Unico motivo necesario para la
fosforilacion diferencial de unos u otros factores de transcripcion, quiza en funcion

de su afinidad por dicha quinasa. En consecuencia, un patron de expresion génico
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distinto podria perfectamente inducir procesos de proliferacion o de activacion de
manera excluyente.

Otra posibilidad que se ha barajado recientemente en nuestro laboratorio se
basa en la capacidad que tienen algunas quinasas de estabilizar de manera indirecta
la vida media de determinados mRNAs (Chiaberge, Cassarino et al. 1998; Mondal,
Sirenko et al. 2000; Briata, Forcales et al. 2005). Es posible que, de la misma manera
que sucede con p38a (Valledor et al. 2008), una actividad mas prolongada de ERK en
el citosol permita mantener activos factores de estabilizacion del mRNA durante mas
tiempo. Como consecuencia, los genes implicados en la regulacién del ciclo celular
que hasta el momento mantenian su expresion en niveles basales podrian ahora
transcribirse para llevar a cabo su funcion.

Por otro lado, aunque sin oponerse necesariamente a estos resultados, hemos
visto que el tratamiento con IL-4 detiene especificamente la proliferacion
dependiente del M-CSF en el umbral entre las fases G;/S del ciclo celular de los
macraéfagos, del mismo modo en que lo hace el IFN-y. Esta observacion contrasta con
los estudios previos realizados en linfocitos T y B en los que la IL-4 parece tener, por
el contrario, un efecto mitogénico (Brown and Hural 1997). Sin embargo, en otras
células de tipo no inmunitario como por ejemplo las células cancerosas de mama,
gastricas y renales, la IL-4 modula directamente su proliferacion (Obiri, Hillman et
al. 1993; Morisaki, Uchiyama et al. 1994; Cheon, Chung et al. 1996; Gooch, Lee et al.
1998).

A pesar de que tanto la IL-4 como el IFN-y utilizan receptores asociados a
proteinas del tipo JAK/STAT para iniciar sus cascadas de sefalizacion intracelulares,
pudimos comprobar que los mecanismos que resultaban en esa parada de la
proliferacion eran distintos para ambos estimulos. Estos receptores asociados a
proteinas JAK son capaces de sefalizar a través de tres vias distintas, la via de la
PI3K/Akt, las vias de las MAPK, y su principal via, la de la familia de factores de
transcripcion STAT. Sin embargo, asi como la senalizacion por el IFN-y ha sido
ampliamente descrita en relacién a estas tres vias, poco se conoce acerca de
aquellas inducidas por la IL-4 en macrofagos, y menos aun de sus efectos a nivel
celular y fisioldgico.

En este estudio hemos comprobado que la IL-4 ejerce sus efectos
antiproliferativos gracias a la expresion del inhibidor de Cdk p21¥3" (Figura 13). Al
respecto, existen innumerables referencias bibliograficas que relacionan la inhibicion

del ciclo celular con la expresion de p21Waf1 (Khanna, Plummer et al. 2005; Trivedi,
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Roberts et al. 2005; Cho, Bae et al. 2008). Algunos autores sugieren incluso que dicha
expresion podria estar inducida por la actividad de ERK (Park, Ahn et al. 2002;
Shirako, Hirayama et al. 2007) mientras que otros relacionan a ERK con un efecto
represor sobre esta proteina (Han, Sidell et al. 2005).

Contrariamente a estos datos, de nuestro estudio se puede concluir que en los

macroéfagos ERK no guarda relacion con la expresion de p21Yef

inducida por la IL-4,
ya que este efecto lo debe a la accion del factor de transcripcion STAT6 que se
asocia a las quinasas JAK de su receptor. Sin embargo, a pesar de que el IFN-y
también es capaz de inducir la expresion de p21¥*" de manera dependiente de STAT
(STAT1), esta induccion no esta directamente relacionada con la parada del ciclo
celular, como demuestran los ensayos de proliferacion realizados en macrofagos
derivados de ratones deficientes de p21"°". Por el contrario, parece que en nuestro
modelo celular, la induccion de p21** por el IFN-y estd mas relacionada con un
efecto protector frente a estimulos apoptoticos (Xaus, Cardo et al. 1999).

Aun asi, no deja de ser sorprendente el hecho de que el IFN-y necesite parar la
proliferacion del macréfago en el umbral entre las fases G;/S del ciclo celular para
ejercer dicho efecto protector frente a la apoptosis (Xaus, Cardo et al. 1999). Existen
estudios al respecto que sugieren que una parada del ciclo celular antes de su
entrada en la fase S podria volver a cierto tipo de células resistentes a estimulos
apoptoticos (Zhu and Anasetti 1995; Kranenburg, van der Eb et al. 1996; Lissy, Van
Dyk et al. 1998). En esta linea de investigacion, nuevos ensayos realizados en nuestro
laboratorio han demostrado que la IL-4 es, en efecto, capaz de proteger al
macréfago frente a una apoptosis inducida por la retirada prolongada de su estimulo
mitogénico, el M-CSF. Sin embargo, es interesante apuntar que aunque esta
induccién de la apoptosis mediada por la retirada del M-CSF sucede, evidentemente,

1WVaf por el

en condiciones de quiescencia, nada tiene que ver con la expresion de p2
contrario, es p27“"" quien se expresa durante ese tiempo para mantener a la célula
parada en un punto muy temprano de la fase Gy. Es posible que esta diferencia en el
punto de restriccion de la fase en el que se encuentra la célula al iniciarse la sefal
de muerte sea la que le confiera una mayor o menor susceptibilidad frente a la

apoptosis.
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Figura 13. Vias de sefializacion utilizadas por el IFN-y y la IL-4 para inhibir la proliferacion inducida
por el M-CSF. El M-CSF induce en el macréfago una rapida activacion e inactivacion de la MAPK ERK-1/2,
que fosforilara a factores de transcripcion, activandolos. Estos factores son responsables de la expresion
de un gran nimero de genes implicados en la entrada y progresion a través del ciclo celular. El
tratamiento de estas células con IL-4 induce la expresién p21*2™ que inhibira la accion de los complejos
Cdk/Cic necesarios para la entrada en la fase S del ciclo celular. Por otro lado, el tratamiento con IFN-y
inhibe la expresion de la fosfatasa de MAPK MKP-1, lo que conducira a un alargamiento de la cinética de

actividad de ERK-1/2 y, en consecuencia, la parada de la proliferacion del macrofago.
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Asi mismo, se han publicado numerosos estudios relacionando la expresién de c-
myc con la entrada y progresion a través del ciclo celular. Al respecto, parece existir
una aceptacion generalizada respecto a la cualidad de c-myc como protooncogén, en
tanto en cuanto, su sobreexpresion esta directamente relacionada con procesos de
transformacion celular (Facchini and Penn 1998; Gartel and Shchors 2003; Adhikary
and Eilers 2005). Sin embargo, no exiten estudios similares realizados en macréfagos.
Mas aln, hasta la fecha no ha sido descrito ninglin proceso tumoral relacionado con
este tipo de células.

En estudios realizados en nuestro grupo y en los presentados en esta tesis,
hemos observado que la expresion de c-myc en respuesta a estimulos activadores no
sigue una tendencia bien definida. Asi, mientras estimulos como el IFN-y o la
sanglifherina A bloquean la proliferacion e inhiben la expresion de c-myc (Sanchez-
Tillo, Wojciechowska et al. 2006) y datos no mostrados), otros como la IL-4 o el LPS
ejercen su efecto antiproliferativo aumentando a la vez sus niveles de expresion.
Conjuntamente, estos datos sugieren que, en nuestro modelo, c-myc podria estar
comportandose de manera similar a ERK y jugando a la vez un papel importante
tanto en procesos de proliferacion como de activacion. En cualquier caso, seria
necesario profundizar mas en su regulacion para poder dilucidar su papel en la
biologia del macroéfago.

Una vez estudiado el efecto inhibitorio de la IL-4 sobre la proliferacion del
macrofago asi como los mecanismos moleculares que utiliza para llevarlo a cabo,
quisimos comprobar si, en efecto, esta parada del ciclo celular se correlacionaba con
una activacion de tipo alternativa, y contrastar asi la dicotomia previamente
postulada para la activacion clasica frente a la proliferacion.

En efecto, la IL-4 fue capaz de inducir la expresidon de la practica totalidad de
los genes ensayados por PCR cuantitativa. Estos datos se correlacionaban con los
estudios previos realizados por otros autores (Mantovani 2002, gordon 2003). Ademas,
vimos que esta induccion era totalmente dependiente de STAT6 puesto que en
macréfagos derivados de ratones knockout para esta proteina, la induccion por la IL-4
de dichos genes se mantuvo completamente inhibida.

Entre los posibles genes existentes para definir la activacion alternativa del
macréfago, escogimos un grupo variado de ellos, entre los que se encontraban la
Arginasa 1 (gen implicado en el metabolismo de la arginina y principal marcador de la
activacion alternativa), diversas quimiocinas, citocinas y receptores, asi como genes

relacionados con el ciclo celular (Mantonvani 2002).
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Contrariamente a lo sugerido por algunos autores (Gordon 2003), los genes que
conforman las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il (MHC
II) no se vieron inducidas por el efecto de la IL-4. Este hecho sugiere que, en efecto,
hay diferencias funcionales muy significativas entre los macréfagos de tipo M1 y M2,
y respalda la teoria de que posiblemente existe una activacion diferencial en el
tiempo sobre una misma poblacion de macrofagos. Asi, los macrofagos polarizados a
tipo M1 serian los encargados de responder contra una infeccion desarrollando un
proceso inflamatorio (presentacion antigénica) y posteriormente esos mismo
macrofagos podrian polarizarse al tipo M2 para resolver la inflamacion a nivel local
(reparacion y remodelacion tisular) (Arnold, Henry et al. 2007).

A continuacién, basandonos en estudios previos que sugerian la importancia de
la via de las MAPK sobre la activacion clasica (Chan and Riches 2001; Yao, Xu et al.
2006; Zhu, Yang et al. 2006; Cho, Bae et al. 2008), quisimos determinar la
implicacion de estas vias de sefalizacion iniciadas por la IL-4 en la activacion
alternativa.

Asi, mientras la actividad de JNK-1 se induce por la IL-4 desde los primeros 5
minutos de tratamiento y es rapidamente inactivada antes de 30 minutos, las MAPK
ERK-1/2 y p38a solo muestran una débil actividad a partir de las dos horas de
tratamiento con IL-4. Los niveles de actividad de JNK-2 asi como de las demas
isoformas de p38 son indetectables en macrofagos (Valledor et al. 2008). Este dato
nos sugirié que probablemente JNK-1 era la mejor candidata para mediar procesos de
activacion en nuestro modelo.

Estos datos se correlacionan con las observaciones previas acerca del efecto de
la IL-4 sobre las fosfatasas de las MAPK (MKP). Es interesante apuntar que las
diferencias existentes entre el IFN-y y la IL-4 en la induccion/represion de algunas
MKP podria también tener relacion con la induccion diferencial de MAPK entre ambas
citocinas. Asi, por ejemplo, la IL-4 induce fuertemente la expresion de la MKP-2
desde los 30 minutos de tratamiento, mientras el IFN-y no sélo no la induce sin6 que
reprime la expresion mediada por el M-CSF.

Tomando estos resultados conjuntamente, y teniendo en cuenta estudios
recientes que relacionan la actividad de algunas MAPK sobre miembros de la familia
de proteinas STAT (Gollob, Schnipper et al. 1999; Haq, Halupa et al. 2002), quisimos
comprobar si JNK-1 actuaba conjuntamente con STAT6 en la activacion alternativa

del macroéfago.
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La induccion de la actividad de JNK-1 por la accién de la IL-4 tiene como
resultado un aumento en la expresion de los genes dependientes de STAT6
responsables de dicha activacion alternativa. Estos datos estan en concordancia con
otros obtenidos en modelos similares para STAT1 y STAT3 (Wen, Zhong et al. 1995;
Goh, Haque et al. 1999; Gamero and Larner 2000) en los que se sugiere que, si bien
la accion de estas MAPK sobre la transcripcion de genes dependientes de proteinas
STAT es sinérgica, su accion no es una condicion necesaria para dicha transcripcion.
En efecto, como ocurre con JNK-1, es necesaria la actividad de STAT6 para el inicio
de la transcripcion de los genes inducidos por la IL-4 (Figura 14).

Es evidente pensar que el mecanismo de accion que deriva en este incremento
de la transcripcion génica dependiente de las MAPK no puede ser otro que un proceso
de fosforilacion. Habiendo comprobado previamente que p38a podia aumentar los
niveles del mRNA de determinados genes a través de la estabilizacion de su mRNA
(Valledor et al. 2008), probamos si JNK-1 llevaba a cabo su accién mediante un
mecanismo similar. Sin embargo, el uso de inhibidores de su actividad no supuso una
variacion en la vida media de los mRNA de los genes analizados.

Puesto que los factores de transcripcion de la familia STAT se fosforilan en
tirosina gracias a la accién de las quinasas JAK (Shuai, Ziemiecki et al. 1993;
Silvennoinen, Saharinen et al. 1997), sélo resta pensar que deben existir residuos
serina/treonina de estas proteinas susceptibles de ser fosforilados por las MAPK. Al
respecto, se ha descrito que STAT6 tiene en su dominio transactivador varios residuos
serina que pueden regular tanto positiva como negativamente su actividad (Wick and
Berton 2000; Wang, Schattenberg et al. 2004).

Asi pues, en este estudio hemos probado, por primera vez, que JNK-1 es capaz
de fosforilar directamente a STAT6 in vitro y de colocalizar con él tanto en el
citoplasma como en el nicleo, unido a la cromatina de regiones promotoras de genes
transcritos por este factor de transcripcion. Mas adn, utilizando macroéfagos
derivados de ratones knockout para STAT6, nuestros resultados parecen apuntar
hacia la posibilidad de que esta proteina hace las veces de lanzadera para JNK-1
facilitando que esta quinasa acceda a las regiones promotoras de los genes de
respuesta a IL-4.

Basandonos en estos datos cabria pensar que una fosforilacion en el dominio
transactivador de STAT6 podria mejorar su actividad transcripcional, tal como ocurre
con STAT1 y STAT3 (Wen, Zhong et al. 1995). Sin embargo, debido a la ausencia de
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reactivos comerciales no hemos podido comprobar que JNK-1 fosforile directamente
a STAT6 en serina in vivo.

Si bien es cierto que la actividad de JNK-1 es también necesaria para el
correcto reclutamiento del cofactor CBP/p300 en la region promotora de la arginasa
1, a dia de hoy no podemos asegurar que sea la accion de la MAPK sobre STAT6 y no
directamente sobre este cofactor la que induce un aumento de la transcripcion de
genes responsables de la activacion alternativa del macrofago. Al respecto, existen
varios trabajos que sugieren que CBP/p300 debe ser fosforilado en serina para poder
ejercer su funcién de coactivador (Yuan and Gambee 2000; Schwartz, Beck et al.
2003; Huang and Chen 2005), mientras que otros afirman que dicha fosforilacion
tiene un efecto inhibitorio (Yang, Hong et al. 2001; Poizat, Puri et al. 2005). Incluso
existen estudios que sugieren que miembros de la familia de las MAPK podrian ser los
responsables de esa fosforilacion activadora (Chen, Wang et al. 2007).

En conjunto, todos estos datos sugieren que aunque los procesos de
proliferacion, activacion y apoptosis son mecanismos que pueden darse de manera
independiente en muchos tipos celulares (p.e. linfocitos T y B), en los macréfagos no
solo deben estar estrechamente relacionados sind que podrian estar regulados por un
mismo estimulo independiente, como seria el caso del IFN-y o la IL-4 (Yeatman,

Jacobs-Helber et al. 2000; Bailey, Kashyap et al. 2004) y datos no mostrados).

;ﬂg‘/—:

Arg1
CCL22
CCL24
IL-10
Etc.

Figura 14. Esquema de la via de accion de JNK-1 y STAT6. JNK-1 esta unido a STAT6 de forma

constitutiva en el macrofago. El tratamiento con IL-4 induce la activacion de JNK y de STAT6. Juntos, se
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translocaran al nlcleo, donde STAT6 iniciara la transcripcion de los genes dependientes de IL-4. JNK-1
podria fosforilar a STAT6 haciendo que aumentara su capcidad transcripcional o induciendole asi una
conformacion mas favorable para interaccionar con cofactores. Por otro lado, la actividad de estos

mismos cofactores también podria verse favorecida por una fosforilacion en serina.
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. La IL-4 inhibe la proliferacion del macrofago dependiente del M-CSF

induciendo la expresion de p21"2™" a través de STAT6.

. La IL-4 induce la expresion de los principales genes responsables de la

activacion alternativa del macréfago a través de la accion directa del

factor de transcripcion STAT6.

. EL IFN-y inhibe la proliferacion del macrofago dependiente del M-CSF

induciendo un alargamiento en la cinética de activacion de la MAPK
ERK-1/2 a través de la inhibicion de la fosfatasa MKP-1.

. Las mismas vias de sefalizacion inducidas por la IL-4 y el IFN-y en el

macrofago tienen distintas consecuencias celulares.

. La IL-4 induce la actividad de la MAPK JNK-1 potenciando asi la

induccion de la expresion de los principales genes marcadores de la

activacion alternativa del macrofago dependientes de STAT6.

. JNK-1 esta constitutivamente unida a STAT6 en el macrofago y es capaz

de translocarse al nlcleo con ella para potenciar sus efectos

transcripcionales.

. JNK-1 fosforila a STAT6 in vitro y es necasria para el

reclutamiento/activacion de CBP/p300 en la zona de unidon de STAT6

del promotor de la arginasa 1.
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Celada. “IFN-y-mediated inhibition of MAPK phosphatase expression
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during the macrophage response to IFN-y”. J Immunol. 2008 Apr
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