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Resumen 

Las células presentadoras de antígenos son las encargadas del reconocimiento de los 

patógenos y de iniciar la respuesta inmune adaptativa. Estas células son claves para 

desencadenar una respuesta correcta por parte del hospedador frente a una infección. 

Mediante el reconocimiento de los patógenos a través de receptores específicos modulan el 

tipo de respuesta en función de las citoquinas liberadas para polarizar las células T. El 

reconocimiento y la erradicación de los hongos patógenos dependen de los receptores 

expresados y del patrón de liberación de citoquinas por las células presentadoras de antígenos. 

Los macrófagos y las células dendríticas humanas expresan un patrón de expresión de 

receptores de membrana que se determina por las señales que reciben del entorno. En 

comparación con sus células precursoras, los monocitos de la sangre periférica, las células 

dendríticas obtenidas por diferenciación en presencia de GM-CSF e IL-4 presentan mayor 

expresión de receptores de lectina tipo C. Por su parte, los macrófagos diferenciados en 

presencia de M-CSF presentan mayor cantidad de dectin-1, dectin-2, receptor de manosa y DC-

SIGN comparados con los macrófagos que se diferencian con suero humano fresco. Esta 

expresión diferencial condiciona a las células para generar respuestas diferenciadas, que en 

algunos casos, como es la ruta de las ciclooxigenasas pueden mostrar un gran sinergismo entre 

distintos estímulos. 

La regulación del balance de las citoquinas IL-10, IL-23 e IL-12 p70 es crucial para 

modular de forma precisa la respuesta al patógeno. En presencia de zymosan, un análogo de la 

pared celular de los hongos, las células dendríticas liberan preferentemente IL-10 e IL-23 y 

escasa cantidad de IL12 p70. La producción de IL-10 se explica por un aumento de la 

transcripción de il10 dependiente de CRE por un complejo supramolecular en el promotor que 

incluye CREB y sus co-activadores CBP y CRTC/TORC2 junto con factores de inicio de la 

transcripción. En el caso de la regulación de promotor de  IL-23, el zymosan favorece la unión 

de c-Rel, un miembro de la familia NF-κB al promotor de il23p19 junto a la kinasa MSK1, 

induce la fosforilación de la histona H3 y la unión del co-activador CBP. En el caso del promotor 

proximal de il12p35, el zymosan activa la expresión de proteínas represoras de la familia 

NOTCH, como Hey 1 y Hes 1, que se unen a las E-boxes presentes en el promotor y forman un 

complejo inhibidor de la transcripción de il12p35 que incluye también a la proteína TLE e 

histonas deacetilasas de clase III, y conduce a la desacetilación de la histona H3. 
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En conclusión, el zymosan es un potente inductor de producción de IL-10 e IL-23 

mediante un mecanismo de regulación transcripcional, al tiempo que inhibe la producción de 

IL-12 p70. La incorrecta regulación de este equilibrio de producción de citoquinas puede 

conducir  a deficiencias en el mecanismo de eliminación de patógenos o a la aparición de 

autoinmunidad.  
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Introducción 

1. El sistema inmunitario 

El sistema inmunitario está constituido por un conjunto de células con capacidad para 

detectar y eliminar los microorganismos patógenos que perjudican la supervivencia del 

huésped. En el sistema inmune participan de forma coordinada elementos celulares y 

mecanismos moleculares capaces de responder eficientemente a la infección. En el caso de los 

mamíferos, se puede diferenciar entre inmunidad innata y adaptativa, aunque existe una 

estrecha relación entre ambas (Medzhitov and Janeway, 1998). 

1.1 La inmunidad innata y adaptativa 

El sistema inmune innato es un sistema universal de defensa frente a patógenos muy 

conservado en los diferentes seres vivos y constituye la primera línea de defensa del huésped. 

Incluye componentes celulares (células epiteliales, monocitos, células dendríticas, macrófagos, 

neutrófilos y células Natural Killer [NK]) y sistemas de activación como los sistemas del 

complemento, de la coagulación, fibrinolítico y de las citoquinas. Para la detección de los 

gérmenes invasores, las células emplean un limitado número de receptores de reconocimiento 

de patógenos (PRR) codificados en la línea germinal en sus configuraciones definitivas. Estos 

PRR reconocen patrones moleculares asociadas a patógenos (PAMPs) y señales endógenas 

asociadas al daño tisular (DAMPs). El sistema inmune adaptativo es altamente específico e 

incluye componentes celulares (linfocitos T y B) y humorales (anticuerpos). La especificidad de 

reconocimiento se basa en un amplio repertorio de receptores generados por 

reordenamientos génicos y expresados en los linfocitos, que permiten un reconocimiento 

específico del antígeno. Las células presentadoras de antígenos (APCs), en especial las células 

dendríticas y los macrófagos, tienen un papel fundamental en la conexión entre la inmunidad 

innata y la adaptativa, ya que son las responsables de procesar y presentar antígenos a los 

linfocitos T en el contexto del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). En consecuencia, 

la inmunidad innata adquiere la función de iniciar, estimular y polarizar la respuesta adaptativa 

con objeto de eliminar el patógeno y minimizar los daños causados al huésped (Medzhitov, 

2007). 
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1.2 Células del sistema inmune 

El sistema inmunitario está compuesto por un grupo diverso de células con un origen 

común en las células hematopoyéticas. Estos precursores pueden dar lugar a células 

progenitoras mieloides y linfoides que originarán los granulocitos, monocitos, macrófagos, 

células dendríticas y mastocitos o linfocitos B, T y células NK respectivamente.  

• Monocitos 

Los monocitos son células efectoras que están presentes en la médula ósea, en el bazo 

y en el torrente sanguíneo. Los monocitos de sangre periférica tienen una vida media corta y 

contribuyen a la renovación de los macrófagos y de las células dendríticas tisulares. Este 

proceso está controlado por citoquinas que actúan como factores de crecimiento y 

diferenciación. Los monocitos en presencia del factor estimulador de colonias de granulocitos 

y macrófagos (GM-CSF) e interleuquina (IL)-4 generan células dendríticas, mientras que los 

macrófagos se obtienen cuando la diferenciación se realiza en presencia de GM-CSF o M-CSF 

(Auffray et al., 2009; Geissmann et al., 2010). 

• Células dendríticas (CD) 

Las células dendríticas son células mieloides derivadas de precursores 

hematopoyéticos especializadas en la captación, procesamiento, transporte y presentación de 

antígenos a los linfocitos T (Steinman y Cohn, 1973; Steinman, 1991). Son APCs profesionales, 

porque son las únicas eficaces en la activación de linfocitos T vírgenes (T naive) debido a su 

elevada expresión de moléculas MHC, co-estimuladoras y de adhesión de superficie. Las 

células dendríticas están presentes tanto en los órganos linfoides como en casi todos los 

demás tejidos linfoides (Romani et al., 2002). Las células dendríticas humanas son una 

población muy heterogénea en cuando a fenotipo, localización y función, y se pueden clasificar 

según su linaje en células dendríticas plasmocitoides, localizadas en los nódulos linfáticos, 

bazo, timo, médula ósea y sangre periférica y que participan en inmunidad anti-viral, y 

mieloides, presentes en casi todos los tejidos (Blanco et al., 2008; Geissmann et al., 2010).  

En su etapa inmadura las células dendríticas mieloides tienen una alta capacidad 

fagocítica y residen en los tejidos periféricos donde actúan como centinelas. Cuando entran en 

contacto con un patógeno, adquieren el antígeno e inician la migración a los ganglios linfáticos. 

Durante esta migración la célula sufre un proceso de maduración que incluye el procesamiento 

del antígeno capturado y la presentación de los péptidos en la superficie celular a través de las 

moléculas MHC a los linfocitos T vírgenes en los ganglios linfáticos. En esta etapa, las células 
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dendríticas son capaces de producir gran cantidad de citoquinas que, dependiendo del 

patógeno detectado, inducirán la diferenciación de las células T colaboradoras (T helper, Th) a 

células efectoras de tipo: Th1 (productoras de interferón (IFN)-γ y eficaces en la eliminación de 

patógenos intracelulares), Th2 (productoras de IL-4 y efectivas en la eliminación de patógenos 

extracelulares), Th17 (productoras de IL-17 e implicadas en respuestas autoinmunes), o a Treg 

(células T reguladoras implicadas en procesos inmunosupresores) (Banchereau et al., 2000) 

(Figura 1).  

Las células dendríticas se diferencian principalmente de los macrófagos por su eficiente 

capacidad para presentar los antígenos a las células T. Por este motivo, algunos autores 

sugieren que no serían una población diferente de los macrófagos ya que proceden de un 

precursor común y responden a los mismos factores de crecimiento. Además, no existen 

marcadores específicos ni funciones únicas que justifiquen la distinción (Hume, 2008). 

 

 
Figura 1. Ciclo de vida de las células dendríticas. Las células dendríticas generadas por la diferenciación 
de progenitores de médula ósea llegan a través del sistema circulatorio a los tejidos periféricos, donde 
residen como células inmaduras hasta que reciben señales que promueven su migración y maduración. 
Las células maduras migran a los ganglios linfáticos donde activan y polarizan la respuesta de las células 
T. Figura adaptada de Banchereau et al., 2000. 
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• Macrófagos (MØ) 

Los macrófagos son células derivadas de precursores hematopoyéticos con gran 

capacidad fagocitaria. En condiciones normales están presentes en todos los tejidos y 

mantienen la homeostasis y la integridad de los tejidos mediante la limpieza de los deshechos 

celulares y de las células apoptóticas gracias a su alto potencial fagocítico y degradativo y a su 

capacidad para producir factores de crecimiento. Además de actuar como centinelas, tienen la 

capacidad de presentar antígenos a las células T durante la respuesta inmunitaria adaptativa, 

pero de forma menos eficiente que las células dendríticas. Aunque la mayoría de los 

macrófagos presentes en los tejidos derivan de los monocitos circulantes, existen pruebas de 

que pueden proliferar localmente en estado basal o en respuesta a daños específicos de tejido 

(Gordon y Taylor, 2005). 

Los macrófagos se diferencian morfológica y fenotípicamente dependiendo del tejido 

en el que se encuentren y el entorno que los rodee. Expresan gran variedad de receptores de 

reconocimiento y presentan un metabolismo muy activo, siendo capaces de secretar gran 

cantidad de moléculas como enzimas proteolíticas y bactericidas, quimiocinas y citoquinas. 

También son capaces de generar especies reactivas de oxígenos (ROS), de nitrógeno y 

metabolitos derivados del ácido araquidónico (Gordon y Martínez, 2010). 

Emulando la literatura de las células T, los macrófagos se han clasificado como M1, 

para designar a los macrófagos activados clásicamente y cuyos estímulos prototípicos son IFN-

γ y LPS, y M2 o macrófagos activados alternativamente, que a su vez, han tenido que ser 

divididos en subgrupos debido a la gran diversidad de estímulos que provocan una activación 

“no clásica”: M2a (después de exposición a IL-4 o IL-13), M2b (inmuno-complejos [IC] en 

combinación con IL-1β o LPS) y M2c (IL-10, TGF-β o glucocorticoides) (Martínez et al., 2008) 

(Figura 2, panel izquierdo). Los macrófagos M1 tienen propiedades microbicidas y promueven 

las respuestas Th1 dependientes de IL-12 p70, mientras que los M2 están asociados a 

respuestas de tipo Th2 con un papel en la resolución de la inflamación gracias a la alta 

capacidad fagocítica y la síntesis de factores tróficos, acompañados por la reducción de la 

secreción de citoquinas pro-inflamatorias (Varin y Gordon, 2009). 

Algunos autores han propuesto otra clasificación de macrófagos activados de acuerdo 

con sus funciones: defensa del organismo, reparación de heridas y regulación inmunitaria. 

Además de estos tres grupos es posible definir numerosos estados funcionales intermedios, lo 

que indica que existe un amplio rango de estados de activación de los macrófagos (Mosser y 

Edwards, 2008) (Figura 2, panel derecho). 
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Figura 2. Sistemas de clasificación de los macrófagos. Los macrófagos pueden clasificarse en función del 
estímulo responsable de su diferenciación (panel izquierdo) o de su función efectora principal (panel 
derecho). Figura adaptada de Mosser y Edwards, 2008. 
 

2. Reconocimiento de Patógenos 

En los últimos 20 años ha cambiado nuestro conocimiento acerca del funcionamiento 

del sistema inmune debido a los conceptos introducidos por Janeway que permiten integrar la 

inmunidad innata y adaptativa en un mecanismo general en el que el reconocimiento de 

patógenos por las células del sistema inmune innato es el paso inicial e indispensable para el 

posterior reconocimiento de lo “propio” frente a lo “no propio” (Janeway, 1989). Estudios 

posteriores han permitido establecer que los receptores específicos del sistema inmune 

innato, que se expresan de forma constitutiva, son capaces de reconocer moléculas muy 

conservadas evolutivamente que se encuentran en la superficie de los patógenos, los PAMPs 

(Medzhitov, 2007).  

2.1 Receptores de reconocimiento de patrones (PRR) 

Cuando se detecta la infección microbiana por los PRRs se desencadena una cascada 

de señalización intracelular que conduce a la expresión de genes codificantes para 

quimiocinas, citoquinas y otros mediadores inmunes. El reconocimiento del patógeno puede 

ocurrir de una forma directa, a través de receptores de membrana y citoplasmáticos, o bien de 

forma indirecta mediante los PRRs solubles. En los mamíferos existe gran variedad de PRRs, los 

mejor caracterizados son los receptores de membrana tipo Toll (TLRs), capaces de reconocer 

componentes de la pared celular bacteriana, proteínas virales o ácidos nucleicos. En los 

últimos años, se han descrito otros receptores de tipo no-TLR que desempeñan un papel 

determinante en la inmunidad anti-fúngica, la familia de los receptores de lectina tipo-C  (CLRs) 
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(Geijtenbeek et al., 2004; Ishii et al., 2008). Existen también receptores localizados en el 

citoplasma, los tipo NOD (Nucleotide-binding Oligomerization Domain [NOD-like receptors] 

NLRs) que actúan como sensores intracelulares frente a peptidoglicanos bacterianos y los tipo 

RIG-I (Retinoic-acid-Inducible Gene I, RLRs) que reconocen ácidos nucleicos virales y responden 

generando IFN de tipo I (Jeong y Lee, 2011). 

• Receptores tipo Toll (TLR)  

Fueron los primeros PRR identificados, se describieron en Drosophila melanogaster 

como moduladores del desarrollo embrionario y como factores implicados en la defensa frente 

a infecciones bacterianas y fúngicas (Anderson et al., 1985). Posteriormente, se describieron 

receptores homólogos en mamíferos, denominándolos receptores tipo Toll. Esta familia de 

receptores se expresa de forma predominante en APCs y desde el punto de vista de su 

estructura son glicoproteínas transmembrana de tipo I localizadas en la membrana plasmática 

(TLR1, 2, 4-6, 10 y 11) o en la membrana endosomal (TLR3, 7, 8 y 9). Los humanos expresan los 

TLRs del 1 al 10 y en el ratón están descritos los TLRs 1-9 y 11-13. Se caracterizan por poseer 

una secuencia extracelular con dominios ricos en leucina que intervienen en el reconocimiento 

del patógeno y un dominio intracelular homólogo al receptor de la IL-1 (IL-1R) llamado TIR (Toll 

interleukin-1 receptor), necesario para la señalización (Medzhitov, 2001). Los ligandos de TLR 

incluyen lipoproteínas, lipopéptidos y mananos (TLR2), ARN de doble hebra (TLR3), LPS (TLR4), 

flagelina (TLR5), ARN de hebra sencilla (TLR7), ADN rico en CpG (TLR9) y profilina (TLR11) 

(Gantner et al., 2003).  

Después de la unión al ligando, los receptores forman homo- o heterodímeros y 

reclutan moléculas adaptadoras como MyD88 (myeloid differentation primary response gene 

88) utilizada por todos los TLRs excepto TLR3. TRIF (TIR-domain-containing adaptor-inducing 

interferon β), utilizada solo por TLR3 y TLR4; MAL/TIRAP (MyD88-adapter-like protein/TIR 

domain-containing adapter protein), molécula adaptadora esencial para la señalización de 

TLR2 y TLR4 funcionando como un nexo entre MyD88 y el TLR. TRAM (TRIF-related adaptor 

molecule) que funciona como conector entre TLR y TRIF. Estas moléculas adaptadoras actúan 

como mensajeros que activan quinasas (complejo IKK, MAPKs, TBK1, RIP-1) y factores de 

transcripción  como NF-ĸB (nuclear factor κB), AP-1 (activator protein-1) o IRF (IFN regulatory 

factor)-3. (Akira et al., 2006; Jeong y Lee, 2011) (Figura 3). 
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Figura 3. Vías de señalización de los PRRs. Los TLRs están generalmente presentes en la membrana, los 
RLRs y NLRs se localizan en el citosol. Los TLRs señalizan a través de Mal/TIRAP y MyD88 o TRAM/TRIF 
para activar las quinasas. Los RLRs usan IPS-1 y TRAF6 como moléculas adaptadoras y los NLRs activan 
las vías a través de TRAF6. Las señales desde los PRRs conducen a la activación de quinasas como 
MAPKs, IKKs, RIP-1 y RICK, que activan los factores de transcripción AP-1, NF-κB e IRF que inducen la 
expresión de genes codificantes para citoquinas, enzimas inflamatorias e IFNs. Figura adaptada de 
Jeong y Lee, 2011. 

• Receptores de lectina tipo-C (CLRs)  

Son una gran familia de proteínas caracterizada por la presencia de uno o más 

dominios de lectina tipo-C (CTLDs). La familia se divide en 17 grupos dependiendo de la 

filogenia y la organización de los dominios (Zelensky y Gready, 2005). Los CLRs se describieron 

como proteínas de unión a carbohidratos dependientes de Ca2+. Su actividad se lleva a cabo 

por el dominio de reconocimiento de carbohidratos (CRD) (Drickdamer, 1988), aunque 

actualmente se conocen muchos CLRs que no unen ligandos de carbohidratos ni son 

dependientes de Ca2+ (Drickdamer, 1993). A pesar de la presencia de un dominio altamente 

conservado, los CLRs son funcionalmente diversos y participan en diferentes procesos como 

adhesión celular, integración y remodelación tisular, activación de plaquetas y del 

complemento, reconocimiento de patógenos, endocitosis y fagocitosis. Entre los CLRs existen 

lectinas solubles como la lectina de unión a manosa (MBL) o las proteínas del surfactante 

pulmonar A y D (SP-A y SP-D), y lectinas de membrana que se subdividen en dos grupos en 

función de la localización del extremo N-terminal. Las lectinas de tipo I presentan el extremo 

N-terminal en el exterior celular y pueden tener varios dominios CTLD, como el receptor de 

manosa (MR o CD206). Las lectinas de tipo II o receptores de asialoglicoproteínas presentan el 
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extremo N-terminal en el interior celular y a su vez, pueden subdividirse en otras dos 

subfamilias: DCIR (DC immunoreceptor), dependientes de Ca2+ para su unión al ligando y 

dectin-1 (DC-associated C-type lectin-1), independientes de Ca2+ (Geijtenbeek y Grinhuis, 

2009). Muchos de estos receptores como el MR, dectin-1, dectin-2, DC-SIGN (dendritic cell-

specific ICAM-3-grabbing non-integrin) y las colectinas están implicados en la inmunidad anti-

fúngica: median la unión, captación y eliminación del patógeno, además de contribuir al inicio 

y/o modulación de la respuesta inmune adaptativa. Algunos CLRs como DC-SIGN y DCIR 

inducen vías de señalización que modulan la transcripción o la modificación post-

transcripcional de la expresión de genes inducida por TLR, pero no parecen capaces de inducir 

expresión génica en ausencia de la señal de los TLR (Gringhuis et al., 2007; Geijtenbeek y 

Grinhuis, 2009). En cambio, otros CLRs como dectin-1, dectin-2 o mincle, inducen la expresión 

génica de forma independiente a los TLRs (Rogers et al., 2005; Sato et al, 2006; Geijtenbeek y 

Grinhuis, 2009). 

MR: es una lectina de tipo I, que puede considerarse como el elemento principal de 

una familia que incluye los receptores Endo-180, DEC-205 o el receptor de fosfolipasas 

secretadas. Contiene en su dominio extracelular ocho CTLDs, une estructuras de patógenos 

con alto contenido en manosa a través del CRD y participa en la adhesión intercelular (McGreal 

et al, 2004). Se expresa principalmente en células dendríticas, macrófagos y células epiteliales 

linfoides y hepáticas (Kerrigan y Brown, 2009).  

DC-SIGN: se caracterizó originalmente como un receptor de interacción con moléculas 

de adhesión intercelular (ICAM)-3, mediando las interacciones entre las células dendríticas y 

las células T. Reconoce gran cantidad de patógenos a través de estructuras con alto contenido 

en manosa y fucosa. DC-SIGN es capaz de discriminar entre ligandos por los grupos primarios 

de manosa y por los sitios de unión secundarios, que reconocen carbohidratos con una 

geometría diferente proporcionada por la unión con la porción del monosacárido primario. La 

afinidad para unir al ligando es una de las principales diferencias entre DC-SIGN y MR (Guo et 

al., 2004). DC-SIGN activa la quinasa RAF1 (v-raf-leukemia viral oncogen homolog 1) que 

induce la fosforilación de la subunidad de NF-κB p65 en la serina 276, que interviene en la 

regulación de la transcripción de distintas citoquinas (Gringhuis et al., 2007). 

Dectin-2 o CLEC6a: se identificó inicialmente en las células de Langerhans y se expresa 

en macrófagos tisulares, algunos grupos de células dendríticas y monocitos. Presenta un 

dominio CRD con un motivo EPN (glutamato-prolina-asparagina), la unión al ligando es 
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dependiente de Ca2+ y se une a carbohidratos con alto contenido en manosas como los que 

exponen las hifas de Candida albicans (McGreal et al., 2006; Graham y Brown, 2009) o los 

alérgenos presentes en el polvo (Barrett, 2009). Presenta una cola citoplasmática corta sin 

motivos de señalización, por lo que para iniciar el proceso de señalización intracelular precisa 

unirse a moléculas adaptadoras con motivos ITAM, como la cadena γ del receptor Fc o DAP12 

(DNAX-activating protein 12) (Sato et al., 2006). En el receptor humano existe un 

procesamiento alternativo que da lugar a varias isoformas (Kanazawa et al., 2004). Se ha 

sugerido que una de las isoformas que carece de gran parte del dominio transmembrana 

puede ser una proteína secretada que funciona como antagonista del receptor (Gavino et al., 

2005). 

Dectin-1 o CLEC7a: es una lectina de tipo II que se expresa abundantemente en células 

mieloides y reconoce β-(1-3)-glucanos de las paredes celulares de diferentes especies de 

hongos (Taylor et al., 2007) y algunos ligandos de micobacterias (Reid et al., 2009). Dectin-1 

tiene actividad antimicrobiana (fagocitosis y producción de especies reactivas de oxígeno) e 

inflamatoria (producción de citoquinas y quimiocinas). Consta de un único dominio CTLD que 

le permite reconocer carbohidratos. Se conecta a través de una pequeña región denominada 

cuello y de un dominio transmembrana, con una cola intracelular de unos 40 aminoácidos 

donde presenta un dominio tipo ITAM (hemITAM) implicado en la activación celular (Brown y  

Gordon, 2001; Rogers et al., 2005) (Figura 4). El gen que codifica el receptor de ratón sufre un 

empalme alternativo en el exón 3 generando dos isoformas de dectin-1 que se diferencian por 

la ausencia o presencia del cuello (Heinsbroek et al., 2006). En cambio, el receptor humano 

genera dos isoformas mayoritarias (A y B) y seis minoritarias (C-H). Las isoformas mayoritarias 

son las únicas capaces de reconocer el ligando y difieren por la presencia o no del cuello 

(Willment et al., 2001). La isoforma A presenta un sitio de N-glicosilación en el cuello que 

contribuye a su expresión en superficie y a su función. Tanto en ratón como en humano, la 

isoforma B es la mayoritaria, sin embargo, se ha demostrado que a bajas temperaturas esta 

isoforma se une con baja afinidad a zymosan indicando una diferente funcionalidad 

(Heinsbroek et al., 2006). Las isoformas C-H han sido poco estudiadas, pero algunos estudios 

apuntan a que son formas solubles no secretadas que se encuentran en el citoplasma 

asociadas a otras proteínas, como es el caso de la isoforma E (Xie et al., 2006). Algunos 

estudios sugieren que la unión cooperativa de dímeros de dectin-1 une de forma más eficiente 

las moléculas de β-glucano (Brown et al., 2007). 
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Figura 4. Estructura génica de dectin-1. En el esquema de la parte inferior se representan los exones 
que codifican para cada una de las regiones que forman dectin-1 en las dos isoformas expresadas 
mayoritariamente.  

 

Existen distintos tipos de estímulos que regulan la expresión de dectin-1. Aumentan la 

expresión del receptor el GM-CSF, IL-4 y la IL- 13, y la disminuyen la IL-10 y el LPS (Willment et 

al., 2003). Cuando se une a β-glucanos, dectin-1 desencadena la señalización celular mediante 

su motivo tipo ITAM, cuya fosforilación por quinasas de la familia Src permite el reclutamiento 

de la tirosina quinasa de bazo (Syk). Syk se une a dectin-1 mediante sus dominios de 

homología Src 2 (SH2), pero solo participa la Tyr proximal del dominio ITAM, que por esta 

razón se tiende a denominar hemITAM. Se ha propuesto que Syk une cada uno de sus 

dominios SH2 a un monómero de dectin-1 (Rogers et al., 2005). La activación de Syk hace que 

CARD9 (caspase recruitment domain 9) (Goodridge et al., 2009) se una al complejo BCL10-

MALT1 (B-cell leukemia/lymphoma 10 y mucosa-associated lymphoid tissue lymphoma 

translocation gene 1) para la activación de NF-κB, así como la activación de numerosas MAPKs 

(mitogen activated protein kinases) y NFAT (nuclear factor of activated T cells) (Goodridge et 

al., 2007). Además de la activación de la vía canónica de NF-κB, que incluye p65 y c-Rel, dectin-

1 puede activar la vía alternativa a través de RAF1 (Gringhuis et al., 2009) (Figura 5).  

La señalización de dectin-1 puede colaborar con la iniciada por otros receptores, como 

TLR2 (Gantner et al., 2003), dando lugar a una amplificación de la señal (Drummond et al., 

2011). La vía independiente de Syk, RAF1, parece necesaria para la interacción entre la 

señalización de TLR y dectin-1 por la inducción de la acetilación de p65 y la represión de RelB 

inducida por Syk (Gringhuis et al., 2009). A pesar de la capacidad de dectin-1 de unir polímeros 
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solubles y particulados de β-glucanos, las vías de señalización se activan solo cuando se une a 

estímulos particulados (tamaño ≥ 0.3µm). Estas partículas son reconocidas por los receptores 

dectin-1 agrupados en una zona de la membrana donde quedan excluidas las tirosinas 

fosfatasas CD45 y CD148. A este modelo se le denomina “sinapsis fagocítica”, un mecanismo 

por el que los receptores del sistema inmune pueden distinguir el contacto directo con el 

microbio e iniciar la respuesta más adecuada (Goodridge et al., 2011).  

 

Figura 5. Principales vías de señalización de dectin-1 y otros PRRs. La ocupación de Dectin-1 por los β-
glucanos, activa la fagocitosis y la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) a través de las 
quinasas Syk y Src. NF-κB se activa a través del complejo CARD9/Bcl10/Malt1. Dectin-1 colabora con 
otros receptores como los TLR en la inducción de la producción de citoquinas pro-inflamatorias para 
activar NF-κB, y de forma independiente, otros factores que inducen genes inflamatorios. 
 

Se ha identificado recientemente en humanos una mutación que cambia el aminoácido 

238 de tirosina por un codón de parada temprana (Tyr238X) en el dominio CTLD de dectin-1 

(Ferwerda et al., 2009). Esta forma mutada del receptor apenas se expresa en la superficie de 

las células mieloides, no media la unión a β –glucano e induce una producción alterada de 

citoquinas. Sin embargo, la fagocitosis y la eliminación del patógeno no se ven alteradas en los 

humanos portadores del polimorfismo, lo que indicaría que hay receptores alternativos que 

suplen su función. Es decir, estos pacientes presentan infecciones fúngicas mucocutáneas, 

pero no parece aumentar la susceptibilidad a infecciones sistémicas como sí ocurre en los 

ratones deficientes en dectin-1 (Reid et al., 2009). 
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2.2 Patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs)  

Los microorganismos presentan gran cantidad de PAMPs que no se encuentran en los 

mamíferos, por lo que representan una diana ideal para el reconocimiento de lo “no propio”. 

Son estructuras altamente conservadas a lo largo de la evolución porque pertenecen a 

mecanismos indispensables para la supervivencia del microbio. El sistema inmune tiene un 

sistema extraordinariamente preciso que le permite reconocer: i) PAMPs solubles y 

particulados, ii) entre organismos vivos o muertos mediante la identificación de vita-PAMPs, 

que son patrones que indican la viabilidad del organismo (ej: ARNm), iii) distinguir si un 

germen es patógeno, entendiendo como germen patógeno al que expresa genes codificantes 

para factores de virulencia que rompen o alteran la homeostasis del tejido (Figura 6). A partir 

de esta información, el sistema inmune integra una respuesta adecuada para cada situación 

(Blander y Sander, 2012).  

 
Figura 6. Correlación entre la respuesta inflamatoria y la amenaza microbiana. En el dibujo se muestra 
la correlación que existe entre la amenaza microbiana, representada desde PAMPs aislados, 
microorganismos muertos o vivos y gérmenes patógenos y el nivel de respuesta que genera el 
organismo hospedador. A mayor amenaza microbiana, más rápida y robusta es la respuesta inmune. 
Figura adaptada de Blander y Sander, 2012. 

Lipopolisacárido bacteriano (LPS) Está presente en la membrana exterior de la 

mayoría de las bacterias Gram negativas. Estructuralmente está formado por tres porciones, 

de las que dos son hidrofílicas: la porción central compuesta por motivos repetidos de 

polisacáridos y la porción denominada antígeno O, y un dominio hidrofóbico compuesto por 

seis cadenas de ácidos grasos, al que se denomina lípido A y que es el componente 

biológicamente activo del LPS. Es reconocido por el receptor TLR4. El LPS se transfiere a la 

proteína CD14 que está unida a la superficie celular mediante la proteína de unión a LPS (LBP). 
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La captación del LPS por CD14 facilita la activación de TLR4 y la inducción de la biosíntesis de 

diversos mediadores inflamatorios y lípidos activos.  

Mananos: Están formados por polímeros de manosa que se encuentran unidos 

covalentemente a proteínas mediante enlaces O-glucosídicos o N-glucosídicos formando las 

denominadas manoproteínas. Las manoproteínas pueden ser componentes estructurales de la 

pared celular o bien enzimas localizadas en la pared o en el espacio periplasmático. Estas 

proteínas desempeñan un papel importante en la porosidad de la pared. Inducen 

preferentemente la activación de la respuesta Th1 y son reconocidos por numerosos PRR. El 

MR reconoce α-mananos unidos por enlaces N-glucosídicos, al igual que DC-SIGN y dectin-2, 

por su parte, TLR-4 reconoce preferentemente mananos O-glucosilados, la galectina-3 

reconoce los β-(1-2)-manósidos de Candida albicans y se asocia con TLR2.  

β-glucanos: Están formados por polisacáridos de glucosa con enlaces de tipo β. Los β-

(1-3) y β-(1-6)-glucanos son componentes de la pared celular de los hongos y representan 

entre el 50-60% del peso seco de la célula. También se encuentran en plantas y algunas 

bacterias (Palma et al., 2006). Los β-glucanos pueden ser solubles como las partículas β-(1,3)-

D-glucano derivadas de S. cerevisiae (3µm) o particulados como el Curdlan compuesto por β-

(1,3)-glucano derivado de Alcaligenes faecalis (0.2 mm). Dectin-1 es el principal PRR de β-

glucanos (solubles y particulados) en células mieloides (Brown et al., 2003; Taylor et al., 2007). 

Hay otros PRRs como el receptor 3 del complemento, CR3 (integrina denominada Mac-1 y 

CD11b/CD18), que reconoce β-glucanos y β-glucanos recubiertos por iC3b (Forsyth y Mathews, 

2002; Fernández et al., 2003), el SP-D, la lactosilceramida o receptores tipo scavenger (Brown, 

2006).  

Quitina: está compuesta por polímeros de N-acetilglucosamina que están en contacto 

con el núcleo de glucanos de las paredes celulares de los hongos y constituyen su parte más 

interna, en contacto con la membrana plasmática. 

Zymosan: es una preparación insoluble y particulada (3 µm) de la pared celular de la 

levadura Saccharomyces cerevisiae. Se utiliza desde hace más de 50 años como modelo de 

estímulo fagocítico e inflamatorio. Se compone principalmente de β(1-3) y β(1-6) glucanos y α-

mananos. También incluye quitinas, proteínas y lípidos.  Es reconocido principalmente por 

TLR2 y dectin-1 (Dillon et al., 2006). 
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PRR PAMPs fúngicos Especies fúngicas que 
expresan el PAMP 

TLR4/DC-SIGN/Dectin-2/MR Manano 
Candida albicans 

Saccharomyces cerevisiae 

TLR2 Fosfolipomanano Candida albicans 

TLR4 Glucoronoxilomanano 
Cryptococcus neoformans 

Candida utilis 

Dectin-1/SP-D β-glucanos 

Candida albicans 

Saccharomyces cerevisiae 

Aspergillus fumigatus 

TLR2-TLR6/Dectin-1/PTX-3 Zymosan Saccharomyces cerevisiae 

¿? Quitina Candida albicans 

Tabla 1. Principales PRRs implicados en el reconocimiento de especies fúngicas y sus respectivos 

PAMPs. 

En general, los microorganismos contienen más de un PAMP, esta multiplicidad es 

reconocida desde la sinapsis fagocítica, donde múltiples componentes de la pared celular 

activan a más de un PRR. Este proceso continúa con la degradación microbiana en los 

fagolisosomas, donde nuevos PAMPs (ADN o ARN) son liberados y activan PRR intracelulares. 

La integración de las señales de diferentes PRRs durante la fagocitosis induce la liberación de 

citoquinas y mediadores lipídicos, así como la regulación de genes que definen una respuesta 

del sistema inmune adecuada para cada patógeno (Blander y Sander, 2012). 

3. Mediadores lipídicos 

Los prostanoides, una subclase de los eicosanoides, son mediadores lipídicos 

generados a través del metabolismo oxidativo de ácidos grasos, principalmente del ácido 

araquidónico (AA), que modulan varias respuestas fisiológicas y procesos patológicos como la 

inflamación, la formación de tumores y enfermedades neurológicas y autoinmunes. La 

biosíntesis de los eicosanoides comienza con la hidrólisis del ácido araquidónico de los 
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fosfolípidos de la membrana gracias a la acción de enzimas de la familia de fosfolipasas A2 

(PLA2). El ácido araquidónico libre sirve de sustrato para tres grandes grupos de enzimas: las 

ciclooxigenasas (prostaglandina endoperóxido sintasas, COX), lipoxigenasas (LOXs) y 

epoxigenasas, que catalizan la formación de prostanoides, prostaglandinas (PGs), 

prostaciclinas y tromboxanos, los leucotrienos o  los ácidos epoxieicosatriénicos, 

respectivamente (Figura 7). 

 

Figura 7. Biosíntesis de eicosanoides. A partir de la hidrólisis de los fosfolípidos de membrana por 
fosfolipasas, se libera el AA que puede ser usado como sustrato de varias enzimas para generar 
prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxanos y leucotrienos. 

 

El metabolismo del ácido araquidónico por la vía de COX genera diferentes 

prostanoides con un turnover metabólico rápido, que actúan generalmente en el entorno 

cercano de la célula o sobre ella misma mediante la activación de receptores específicos 

acoplados a proteínas G, los cuales difieren por el agonista que unen con mayor afinidad, la 

localización tisular y las vías de señalización acopladas. Los niveles de producción de 

prostaglandinas dependen de la expresión y actividad de las enzimas COX. COX presenta dos 

isoformas que catalizan las mismas reacciones, pero con diferentes patrones de expresión: 

COX-1 se expresa constitutivamente en la mayoría de los tipos celulares y es responsable del 

mantenimiento de las funciones fisiológicas básicas y de la producción basal de prostanoides 

(Smith y Langenbach, 2001); COX-2 se induce por mediadores inflamatorios y mitógenos y, se 

piensa que es clave en muchos procesos fisiológicos (Smith y Langenbach, 2001). Además, es 

responsable del incremento de la producción de prostanoides durante la inflamación y el 

estrés. 
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Otro paso limitante en la generación de prostanoides es la activación de las 

fosfolipasas A, que controlan los niveles primarios de ácido araquidónico libre. La actividad de 

las PLA2s está regulada por hormonas y citoquinas (Sapirstein y Bonventre, 2000). Durante la 

inflamación, citoquinas pro-inflamatorias como la IL-1β o TNF-α (tumor necrosis factor-α), 

incrementan la expresión de las enzimas y contribuyen al aumento de la producción de 

eicosanoides. La familia de PLA se clasifica en cuatro grupos. La mejor caracterizada es la PLA2 

citosólica  (cPLA2) dependiente de calcio, que tiene un papel importante en la liberación del 

ácido araquidónico y la biosíntesis de eicosanoides (Hao y Breyer, 2007). 

La prostaglandina E2 (PGE2) participa en múltiples procesos fisiológicos incluyendo 

reproductivos, neuronales, metabólicos e inmunes. Se considera generalmente como una 

molécula pro-inflamatoria asociada a la producción de enrojecimiento, hinchazón y dolor 

(Legler et al., 2010) y tiene efectos significativos en proliferación, apoptosis de linfocitos y 

regulación de la producción de citoquinas en las células T. Los diferentes efectos fisiológicos de 

la PGE2 están mediados por los cuatro tipos de receptores que la reconocen (EP1-4). Los 

receptores EP2 y 4 participan en la regulación de los niveles intracelulares de AMP cíclico 

(Breyer et al., 2001). 

Dependiendo del tipo celular y el estímulo que reciba, el patrón de inducción del 

metabolismo del ácido araquidónico será diferente. Cuando las células polimorfonucleares 

como los  neutrófilos se estimulan con peptidoglicano o manano, producen una gran liberación 

de ácido araquidónico que se utiliza para la generación de PGE2 y LTB4 (Álvarez et al., 2010). En 

el caso de las células dendríticas, se obtienen la mayor liberación de prostanoides cuando se 

estimulan con zymosan. 

4. La producción y regulación de las citoquinas 

Las citoquinas son pequeñas proteínas secretadas por las células, se unen a los 

receptores de membrana de las células diana, e inducen una señalización que desencadena el 

cambio del patrón de expresión de genes, alteraciones en la organización del citoesqueleto o 

liberación de vesículas secretoras. Las distintas citoquinas desarrollan funciones 

complementarias y las combinaciones de varias de ellas son necesarias para determinar la 

naturaleza de la respuesta (citotóxica, humoral, celular o alérgica), o la ausencia de respuesta y 

la supresión del sistema inmune de forma óptima (Commins et al., 2008; Blanco et al., 2008). 

Las distintas citoquinas se pueden clasificar por sus propiedades estructurales o funcionales. 
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4.1 Interlequina 1β (IL-1β) y el inflamasoma 

La IL-1β es una citoquina pro-inflamatoria producida predominantemente por 

monocitos y macrófagos. Se produce en forma de precursor inactivo (pro-IL-1β) que debe 

sufrir un procesamiento enzimático para producir la proteína bio-activa. Una de las principales 

enzimas encargadas de este procesamiento es la caspasa 1 intracelular y el proceso está 

regulado por unas plataformas proteicas multiméricas denominadas inflamasomas. En 

respuesta a señales de daño, los inflamasomas se ensamblan mediante interacciones proteicas 

y el complejo desencadena la auto-activación de la caspasa-1. El inflamasoma NLRP3 ha sido el 

más estudiado. Los tres mecanismos propuestos para su activación son: i) estimulación por 

ATP extracelular junto con un priming con LPS necesario para la expresión de NLRP3, ii) 

captación de DAMPs por los fagocitos generando un daño lisosomal, seguido por la liberación 

de compuestos como la catepsina B iii) activación de ligandos directamente sobre el 

inflamasoma y estimulación de la producción de especies reactivas de oxígeno, permitiendo la 

activación de la caspasa-1 (van de Veerdonk et al., 2011). Se han descrito gran cantidad de 

estímulos que favorecen la activación del inflamasoma y la consecuente producción de IL-1β, 

como los glucanos (Kankkunen et al., 2010) o los cristales de silicio y aluminio en macrófagos 

(Kuroda et al., 2011). 

4.2 Interleuquina 10 (IL-10) 

Es una citoquina tardía, producida después de la liberación de los mediadores pro-

inflamatorios que presenta propiedades anti-inflamatorias. Es secretada por la mayoría de 

leucocitos tras la estimulación celular con agonistas endógenos o exógenos, como el LPS o las 

catecolaminas (Sabat et al., 2010) que, inducen su trascripción. IL-10 actúa en forma de 

homodímeros a través de un complejo de receptores transmembrana que se compone por IL-

10R1 e IL-10R2 y, en general, actúa mediante la activación de la quinasa Janus (Jak) 1 y la 

tirosina quinasa (TyK) 2, que activan los factores de transcripción de la familia STAT (signal 

transducers and activator of transcription). En monocitos y macrófagos, IL-10 afecta tres 

funciones importantes: i) la presentación antigénica, inhibiendo la expresión del complejo 

MHC II y de las moléculas co-estimuladoras, como CD80 y CD86 (de Waal Malefyt et al., 1991 

b), ii) la liberación de mediadores inflamatorios en las células diana que han sido estimuladas 

por algunas citoquinas pro-inflamatorias (de Waal Malefyt et al., 1991 a), o la síntesis de COX-2 

(Niiro et al., 1997), mientras que potencia la liberación de mediadores anti-inflamatorios, 

como el antagonista del receptor de IL-1β o de TNF-α (Jenkins et al., 1994), iii) el aumento de 

la fagocitosis de los antígenos y la regulación de la respuesta de las células T. La relevancia de 
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esta citoquina radica su capacidad para limitar una reacción inmune excesiva y el daño tisular 

(Sabat et al., 2010).  

La mayor parte de los estudios sobre la regulación de IL-10 se han realizado en 

modelos de ratón que utilizan la ruta LPS/TLR4. Respecto a la regulación transcripcional, se ha 

descrito la participación de numerosos factores como principales reguladores de la producción 

de IL-10. Entre los más relevantes están Stat-3 (Benkhart et al., 2000), Sp (specific protein) 1 y 3 

(Brightbill et al., 2000; Tone et al., 2000), c-Maf (Cao et al., 2004), NY-F (Lin, 2006), NF-ĸB (Cao 

et al., 2006; Leghmari et al., 2008; Gringhuis et al., 2009), Pbx1b (pre-B cell leukemia 

transcription factor-1b) (Chung et al., 2007), C/EBP (CCAAT-enhancer binding protein) (Brenner 

et al., 2003), NFAT (Goodridge et al., 2007) y CREB (Platzer et al., 1999; Hu et al., 2006). 

Asimismo, cambios epigenéticos dependientes de la acetilación de histonas pueden regular la 

accesibilidad de los factores de transcripción al promotor de il10 y explicar la regulación por 

factores constitutivamente activos como Sp1 y Sp3 en las células mieloides. La regulación post-

transcripcional de IL-10 también se ha propuesto como mecanismo regulatorio por el gran 

número de elementos ricos en AU en la zona 3´UTR del ARN mensajero (Powell et al., 2000) o 

mediante micro ARN (Sharma et al., 2009). La IL-10 puede regular directamente la inmunidad 

innata y adaptativa (respuestas Th1 y Th2) limitando la activación y diferenciación de las 

células T en los nódulos linfáticos, suprimiendo la respuesta pro-inflamatoria en los tejidos y 

controlando la eliminación del patógenos y/o reduciendo el daño tisular (Couper et al., 2008). 

4.3 Interleuquina 12 p70 (IL-12 p70) 

 La IL-12 p70 es una proteína heterodimérica producida por monocitos, macrófagos, 

neutrófilos y células dendríticas en la etapa inicial de la respuesta inmune para activar la 

inmunidad celular. Fue la primera citoquina descrita con una estructura molecular 

heterodimérica unida covalentemente y compuesta por dos cadenas, p35 y p40, codificadas 

por genes independientes (il12p35 o il12a e il12p40 o il12b, respectivamente) (Kobayashi et 

al., 1989; Hölscher, 2004). La secuencia de p35 presenta un motivo de 4 hélices-α típico de las 

citoquinas y homología con IL-6 y G-CSF. La secuencia de la cadena p40 es homóloga con la 

porción extracelular de la familia de receptores de hemopoietina, como IL-6R (Trinchieri, 

2003). Además de la dimerización con p35 para formar IL-12 p70, la subunidad p40, que se 

secreta en exceso sobre la cantidad de heterodímero de p70, puede formar homodímeros 

denominados IL-12p80 o IL-12 (p40)2 que funcionan como antagonistas que se unen al 

receptor de IL-12 (IL-12R) sin desencadenar una respuesta biológica. El complejo de receptores 

de membrana de IL-12 p70 está formado por dos cadenas: IL-12Rβ1 e IL-12β2. La primera une 
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la subunidad p40 y se asocia con TyK 2, mientras que IL-12β2 reconoce tanto el heterodímero 

como la cadena p35 y está asociado con Jak2. La señalización a través del receptor de IL-12 p70 

induce fosforilación, dimerización y translocación nuclear de varios factores de transcripción 

de la familia de STAT 1, 3, 4 y 5 pero la respuesta predominante está mediada por STAT4 

(Trinchieri, 2003). La liberación de IL-12 p70 favorece la producción de IFN-γ por parte de las 

células T y NK, principalmente y la diferenciación y proliferación de las células Th1 necesaria 

para una respuesta óptima frente a estímulos microbianos (bacterias, hongos, parásitos 

intracelulares y virus), siendo un nexo entre la respuesta innata no específica y la respuesta 

adaptativa específica de antígeno (Hölscher, 2004; Lyakh et al., 2008). 

4.4 Interleuquina 23 (IL-23) 

 Pertenece a la familia de IL-12. La cadena p40 se puede asociar en vez de con p35, con 

la subunidad p19 para formar mediante enlace covalente una citoquina heterodimérica activa. 

La subunidad p19, al igual que p35, presenta homología con IL-6 y G-CSF y solo es secretada 

cuando se asocia con IL-12 p40 (Oppmann et al., 2000). El complejo receptor para IL-23 está 

compuesto por IL-12Rβ1 e IL-23R. La señalización es similar a la IL-12, activando TyK2, Jak2 y 

STAT1, 3, y 4. Sin embargo, la activación de STAT4 no es tan predominante como en IL-12 p70, 

formándose más dímeros de STAT3/4 (Trinchieri et al, 2003). IL-23 es producida por las mismas 

células que IL-12 pero su función es la inducción de una respuesta Th17, además de participar 

en el desarrollo de la memoria inmune. 

• La regulación de IL-12/IL-23 

IL-12 p70 e IL23 se producen en respuesta a múltiples estímulos infecciosos e 

inflamatorios. Los genes que codifican ambas citoquinas se deben coordinar en la célula para 

generar heterodímeros activos. La eficiencia de los patógenos depende de la expresión de los 

PRRs, por ejemplo, los ligandos que se unen a un solo TLR no son eficientes en la producción 

de IL-12 p70 e inducen solo niveles bajos de p40. Sin embargo, se induce una óptima 

producción de IL-12 p70 cuando se activan varios PRRs. En cambio, se ha descrito que cuando 

se estimula dectin-1 se producen cantidades significativas de IL-23, IL-10 e IL-6, pero si se 

estimula esta vía junto con el receptor TLR2, se potencia la liberación de IL-23, IL-10 e IL-6 y 

disminuye IL-12 p70 en relación con los niveles obtenidos cuando se estimula solo TLR2. El 

mecanismo por el que la cooperación de estos dos receptores inhibe la respuesta de IL-12 p70 

aún no está definido (Lyakh et al., 2008; Dennehy et al., 2009). La expresión de  moléculas co-

activadoras y de algunas citoquinas como IL-4 e IFN-γ también aumentan la expresión de IL-12 
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p70 (Ma et al., 1996; Gerosa et al., 2008). La capacidad del IFN-γ para potenciar la producción 

de IL-12 p70 mediante los IRF funciona como un mecanismo de retroalimentación positiva 

durante la inflamación y las respuestas Th1 (Liu et al., 2003). El efecto del IFN-γ sobre la 

producción de IL-23 en algunos casos no es efectivo, incluso puede llegar a inhibir la 

producción (Gerosa et al., 2008). Las citoquinas anti-inflamatorias regulan negativamente la 

producción de IL-12 p70 e IL-23, evitando una respuesta inflamatoria excesiva. La IL-10 es un 

potente inhibidor de la producción de IL-12 p70 mediante el bloqueo de la transcripción por la 

inducción de proteínas represoras y evitando la síntesis de los genes inducidos por NF-κB 

(Aste-Amezaga et al., 1998). La producción de IL-12 p70 también es inhibida por los ligandos 

que se unen a receptores acoplados a proteínas G (GPCR), la mayoría a través de la inducción 

de la producción de AMP cíclico (Braun y Kelsall, 2001) y los compuestos que generan, como la 

PGE2 (van der Pouw Kraan et al., 1995). Además, se ha visto que PGE2 tiene un efecto opuesto 

sobre IL-23 al incrementar su producción (Sheibanie et al., 2004). 

La regulación transcripcional de il12p40 en respuesta a una estimulación por LPS 

requiere la remodelación del nucleosoma 1, lo que permite el acceso de los factores de 

transcripción C/EBP, c-Rel y varios miembros de la familia IRF (Lyakh et al., 2008). La región 

proximal del promotor de il12p35 contiene motivos para la unión de factores como Sp1, 

elementos de respuesta a IFN-γ (IRE), PU.1 y C/EBP. Además, presenta varios sitios de inicio de 

la transcripción tanto en el humano como en el ratón que pueden generar diferentes 

isoformas de p35. Como en el promotor de il12p40 e il12p35, el promotor de il12p19 presenta 

dos sitios de unión de NF-κB donde se une c-Rel en respuesta a cascadas de señalización 

iniciadas por diferentes TLRs. ERK-MAPK regulan positivamente la expresión de il23p19 

mientras que inhiben a il12p40 (Lyakh et al., 2008). 

5. Regulación de la transcripción génica: factores de transcripción 

Los cambios epigenéticos regulan diversas funciones celulares incluyendo la activación, 

transformación y diferenciación celular. La regulación epigenética depende de la remodelación 

de la cromatina y de las modificaciones de las histonas (metilaciones, acetilaciones y 

fosforilaciones). Todos estos cambios son importantes para controlar la expresión génica, por 

ejemplo, la trimetilación de la lisina 4 de la histona 3 (H3K4) se asocia con una transcripción 

génica activa, mientras que las trimetilaciones de H3K9, H3K27 y H3K79 se consideran ligadas 

al silenciamiento de genes (Barski et al., 2007; Medzhitov y Horng, 2009). Además de los 

cambios en la cromatina, la estructura de los promotores juega un papel fundamental por 

actuar como plataformas para el reclutamiento de los factores de transcripción específicos de 
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secuencia cerca del sitio de inicio de la transcripción génica. Como los promotores contienen 

múltiples sitios de unión para factores de transcripción la combinación de la unión de factores 

de transcripción y los elementos reguladores localizados a distancia del inicio de transcripción 

(enhancers) determinan el patrón de expresión génica (Otsuni y Natoli, 2011). 

5.1 NF-κB  

Fue descrito por primera vez como un enhancer de la cadena ligera κ de la 

inmunoglobulina en los linfocitos B. Al poco tiempo se observó que su actividad es inducible y 

que su expresión no se restringe solo a los linfocitos B (Sen y Baltimore, 1986). A partir de 

entonces, NF-κB ha adquirido un papel principal en la regulación de la inflamación y de las 

respuestas inmunes, así como en la homeostasis de las células del sistema inmune por su 

papel en la expresión de genes de supervivencia y apoptosis.  

En mamíferos se han descrito cinco miembros de la familia NF-κB: RelA (p65), Rel-B y 

c-Rel, y las proteínas precursoras NF-κB1 (p105) y NF-κB 2 (p100), las cuales se procesan para 

producir p50 y p52, respectivamente (Figura 8). Estos factores de transcripción se unen como 

dímeros a sitios κB de promotores y enhancers de una variedad de genes, para inducir o 

reprimir la transcripción (Pahl, 1999; Hayden y Ghosh, 2004). Todas las proteínas NF-κB tienen 

en común un domino de homología Rel responsable de la unión al ADN y la dimerización.  

 

Figura 8. Estructura de los componentes de NF-κB. La familia de proteínas Rel (NF-κB) consta de cinco 
miembros: p65 (RelA), RelB, c-Rel y las proteínas precursoras p100 y p105 que se convierten en p52 y 
p50, respectivamente. Los dominios relevantes de cada proteína están indicados. ANK: dominio 
repetido de anquirina, DD: dominio de muerte, GRR: región rica en glicina, RHD: dominio de homología 
Rel y TAD: dominio de transactivación. Figura adaptada de Hayden y Ghosh, 2012. 
 

El rango de estímulos capaz de inducir la actividad de NF-κB incluye las infecciones 

víricas y bacterianas, las citoquinas pro-inflamatorias, la activación de PRR y el estrés oxidativo 

(Hayden y Ghosh, 2011). En las células en reposo, los dímeros de NF-κB están unidos a las 

proteínas inhibidoras  de κB (IκB), las cuales secuestran los complejos de NF-κB en el 

citoplasma. Cuando se estimulan las células, se induce la degradación de las proteínas IκB 
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mediante el inicio de fosforilaciones por el complejo de las quinasa de IκB (IKK), que incluye 

dos quinasas catalíticas activas, IKKα e IKKβ y la subunidad reguladora IKKγ (NEMO). Las 

proteínas IκB fosforiladas son marcadas para la ubiquitinación y degradación en el 

proteosoma, liberando los dímeros de NF-κB y permitiendo su translocación al núcleo (Figura 

3) (Jeong y Lee, 2011). 

Existen dos rutas de activación principales. La vía canónica se induce por la mayoría de 

los estímulos fisiológicos como señales de receptores de citoquinas y PRRs. Se define como 

dependiente de IKK y NEMO, produce, principalmente, la fosforilación de IκBα y la 

translocación nuclear de heterodímeros de p65. La vía no canónica depende de la fosforilación 

mediada por IKKα sobre p100 asociado con RelB y da lugar a un complejo p52/RelB. NF-κB 

también se regula por modificaciones post-transcripcionales como por ejemplo, la fosforilación 

de la serina 276 de p65 llevada a cabo por la subunidad catalítica de la proteína quinasa A 

(PKAc), que se encuentra unida al complejo citosólico NF-κB/IκB y se activa tras la degradación 

de IκB. Esta fosforilación es imprescindible para la actividad transcripcional de p65 y el 

reclutamiento de CBP (Zhong et al., 1998; Zhong et al., 2002) La desregulación de la actividad 

de NF-κB se asocia a enfermedades inflamatorias, autoinmunes y metabólicas, y procesos 

neoplásicos (Courtois y Gilmore, 2006; Baker et al., 2011). 

5.2 CREB y sus coactivadores  

El AMP cíclico regula la expresión génica mediante la regulación del elemento de 

respuesta a AMP cíclico (CRE). Varias proteínas de la familia de unión a CRE pueden unirse al 

sitio CRE, incluidas CREB (CRE binding protein),  CRE modulator (CREM) y activating 

transcription factor 1 (ATF1). La actividad de estos factores se regula por fosforilación y ello 

permite modular la actividad de múltiples genes en eucariotas (González y Montminy, 1989). El 

sitio CRE, presente en muchos promotores, aparece generalmente en forma de secuencia 

palindrómica (TGACGTCA) o media secuencia (TGACG o CGTCA), aunque existen variantes 

funcionales (Montminy et al., 1986). Muchas de estas secuencias están  metiladas impidiendo 

la unión de CREB. Las secuencias funcionales, no metiladas, suelen localizarse en la región 

proximal del promotor proximal a unas 250 pares de bases del inicio de la transcripción. Son 

más activas cuanto más próximas se encuentren de la caja TATA. Para que se lleve a cabo la 

transcripción inducida por AMP cíclico, es necesario que la caja TATA sea canónica (Conkright 

et al., 2003 b). 

La unión de estímulos a GPCR desencadena la activación de las adenilato ciclasas (AC) 

que catalizan la formación de AMP cíclico a partir de ATP. La unión del AMPc a la subunidad 
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reguladora de PKA libera la subunidad catalítica y permite su migración al núcleo por un 

proceso pasivo. La PKA fosforila a CREB en la serina 133, proceso que tarda entre 30 minutos y 

1 hora tras de la producción de AMP cíclico (Hagiwara et al., 1993) (Figura 9, panel izquierdo). 

Paralelamente, ocurren cambios en las proteínas de unión a CREB (CBP/p300) (Parker et al., 

1996) y sus co-activadores transcripcionales (cyclic AMP-regulated transcriptional co-activator, 

CRTC o TORC) (Conkright et al., 2003 b). Después de esta activación, CREB es progresivamente 

defosforilado mediante serin-treonin fosfatasas (PP1 y PP2A) (Hagiwara et al., 1992). 

CREB presenta una organización modular (Figura 9, panel derecho). En el extremo N-

terminal contiene un dominio de transactivación (TAD) bimodular compuesto por un dominio 

central inducible por quinasas (KID), que le aporta la capacidad de ser activado por AMP cíclico 

y calcio a través de un mecanismo dependiente de fosforilaciones, y un dominio de activación 

constitutiva rico en glutamina (Q2), que potencia la transcripción interaccionando con el factor 

asociado a TBP 4 (TAF4). En la zona C-terminal tiene una cremallera de leucinas (bZIP) para la 

unión con el ADN y el dominio de dimerización (Altarejos y Montminy, 2011).  

 

 

Figura 9. Fosforilación de CREB mediada por AMP cíclico. La unión del ligando a los GPCRs activa las 
adenilato ciclasas (AC), las cuales catalizan la síntesis de AMP cíclico. El incremento del AMP cíclico 
estimula la señalización de la PKA. El AMP cíclico se une a las subunidades reguladoras (R) de PKA 
dejando libre las subunidades catalíticas y permite su translocación al núcleo celular y la fosforilación de 
CREB en la serina 133. CREB fosforilado promueve la expresión de los genes con sitio CRE. La 
organización modular de CREB contiene dos dominios ricos en glutamina (Q1 y Q2), un dominio 
inducible por quinasas (KID) y una cremallera de leucina básica (bZIP). Figura adaptada de Altarejos y 
Montminy, 2011. 

 

A diferencia del AMP cíclico y la PKA, el calcio intracelular estimula la fosforilación de CREB 

a través de las quinasas dependientes de calcio y calmodulina. La fosforilación de CREB en la 

serina 133 del domino KID facilita la asociación con el dominio KIX de CBP/p300 (Parker et al., 
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1996), que aumenta la expresión de los genes diana de CREB mediante la acetilación de 

histonas nucleosomales y el reclutamiento del complejo de la ARN polimerasa II (Bannister y 

Kouzarides, 1996).  

El dominio bZIP de CREB permite también la unión con la familia de co-activadores CRTC 

(CRTC 1-3/TORC). Éstas son unas proteínas evolutivamente conservadas que en su estado 

basal están secuestradas en el citoplasma mediante interacciones dependientes de 

fosforilaciones con las proteínas 14-3-3. En respuesta al aumento del nivel del AMP cíclico y el 

calcio, la calcineurina defosforila las proteínas permitiendo la translocación nuclear de CRTC 

para su unión a CREB mediante los dominio bZIP (Screaton et al.,  2004) (Figura 10). 

 

 

Figura 10. La translocación de CRTC está regulada por fosforilaciones. Bajo condiciones basales, CRTC 
está fosforilado y secuestrado en el citoplasma por las proteínas 14-3-3. El AMP cíclico y Ca2+ promueven 
su defosforilación a través de la inhibición de SIKs, y la inducción de la calcineurina. CRTC defosforilado 
se transloca al núcleo donde se puede unir a CREB y estimular su actividad. CRTC2 contiene un sitio de 
unión a CREB (CBD), una región reguladora (REG), un dominio de empalme alternativo (SD) y uno de 
trans-activación (TAD). Figura adaptada de Altarejos y Montminy, 2011. 
 

5.3 NOTCH 

 La vía de señalización de Notch está evolutivamente muy conservada, se describió 

inicialmente en Drosophila melanogaster y participa en el desarrollo, proliferación, 

diferenciación y apoptosis celular. En mamíferos se han descrito cuatro receptores 

transmembrana (Notch 1-4) que reconocen cinco ligandos de la familia de proteínas Delta y 

Jagged que median la señalización célula/célula. Cuando ocurre la unión receptor/ligando, se 

libera el dominio intracelular de Notch (NICD) y se transloca al núcleo celular. NICD interactúa 

con la proteína de unión al ADN, RBP-Jk, que estaba asociada a co-represores. Esta interacción 

con NICD reemplaza a los co-represores y permite el reclutamiento de co-activadores como 

Mastermind/MAML y CBP/p300. Este nuevo complejo activa la transcripción de los genes 
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efectores de la vía Notch como Hes (hairy enhancer of Split) y Hey (hes-related with YRPF 

motif) (Fischer y Gessler, 2007) que regulan negativamente la expresión de genes diana 

actuando como represores transcripcionales (Figura 11). La señalización vía TLR2 y TLR4 

también induce la vía canónica de NOTCH a través de p38 MAPK e IKKs, teniendo como genes 

diana hes1 y hey1 (Hu et al., 2008). 

 

Figura 11. Activación de la vía canónica de NOTCH. Cuando el receptor NOTCH entra en contacto con su 
ligando libera el dominio NCDI, capaz de unirse al gen efector y favorecer su transcripción. Una vez 
sintetizadas las proteínas de la familia NOTCH, pueden unirse a los promotores de los genes diana y 
reprimir su activación. 

 

Hes y Hey son dos familias de factores de transcripción con motivos muy conservados 

y un alto grado de similitud estructural. Hes tiene siete miembros (Hes 1-7) que presentan 

dominios bHLH (basic hélix-loop-helix), Orange y WRPW y se unen a elementos N- y E-box deL 

ADN (secuencias CACNAG, CANNTG). Las proteínas Hes pueden reclutar a los co-represores 

TLE (TLE 1-4, ortólogos de Groucho) mediante el tretrapéptido WRPW que a su vez pueden 

unirse a los residuos N-terminal de la histona H3 para generar un complejo represor 

transcripcional (Grbavec and Stifani, 1996; Palaparti et al., 1997). La familia de proteínas Hey 

tiene tres miembros (Hey1, 2 y L) y presentan dominios bHLH y Orange. Se unen 

preferentemente a elementos E-box (Fischer y Gessler, 2007).  

Hes y Hey pueden interactuar con gran cantidad de proteínas HLH formando homo- o 

heterodímeros, también pueden reclutar co-represores transcripcionales como las histonas 

deacetilasas (Iso et al., 2003). Además, forman complejos con otros factores de transcripción 

que, con frecuencia, son represores transcripcionales. Hes utiliza diferentes mecanismos de 

represión: i) una represión activa dependiente de la unión a las secuencias N- o E-box del ADN 
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por parte de los dímeros y la unión con sus co-represores como TLE, ii) el reclutamiento de 

histonas deacetilasas, que reprimen la transcripción mediante alteraciones de la estructura de 

la cromatina, iii) la represión pasiva mediante el secuestro de proteínas, formando complejos 

no funcionales y iv) mediante interacciones a través del dominio Orange y WRPW, que poseen 

capacidad de represión moderada aunque el mecanismo no está aún definido (Iso et al., 2003; 

Fischer y Gessler, 2007). 
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Objetivos 

El objetivo general de la Tesis ha sido: El estudio de la regulación de la producción de 

citoquinas por parte de las células mieloides humanas en respuesta a  patrones moleculares de 

la pared de los hongos y el análisis de los mecanismos que condicionan la polarización de la 

respuesta inmune por estas citoquinas. 

Los objetivos concretos se desglosan en la siguiente forma:  

1. Caracterizar la respuesta de las células mieloides a los β -glucanos en función del entorno 

y el grado de diferenciación celular: 

• Determinar la influencia del entorno sobre los PRR expresados por las células 

mieloides. 

• Analizar el mecanismo de reconocimiento de las partículas de zymosan tratando de 

determinar que parte de la respuesta se explica por su condición de partícula que 

interacciona con la membrana por un mecanismo independiente de receptores, 

frente a su capacidad para estimular PRRs a través de los PAMP que contiene. 

2. Estudiar la regulación de la producción de IL-10 en los monocitos derivados a células 

dendríticas: 

• Analizar la producción de IL-10 por las células dendríticas estimuladas con PAMPs 

fúngicos y determinar la ruta de señalización implicada en su regulación 

transcripcional. 

• Identificar los diferentes factores de transcripción implicados en la expresión de il10 

inducida por el zymosan. 

3. Estudio del balance IL-12 p70/IL-23 en los monocitos derivados a células dendríticas: 

• Estudiar la regulación transcripcional del promotor de il23p19 como mecanismo 

central de regulación de la producción de IL-23 en las células dendríticas estimuladas 

con zymosan. 

• Análizar del efecto inhibitorio del zymosan sobre la producción de IL-12 p70 

inducida por IFN-γ y LPS mediante el reclutamiento de inhibidores de la 

transcripción en el promotor de il12p35. 
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Materiales y métodos 

1. Cultivos celulares 

1.1 Obtención de monocitos humanos 

 Los monocitos humanos se obtuvieron a partir de la capa leuco-plaquetaria que 

aparece tras la centrifugación de la sangre total entre el plasma y los glóbulos rojos de 

donantes sanos, que se denomina en inglés como buffy coats. El concentrado sanguíneo se 

diluyó en proporción 1:1 con PBS y la mezcla se añadió sobre una solución de Ficoll Paque 

manteniendo la proporción de sangre-PBS: Ficoll Paque 3:1 (v/v). Esta mezcla se centrifugó a 

700 x g durante 30 minutos sin freno de desaceleración para obtener una correcta separación 

de las diferentes fases: en la parte superior la fase acuosa con el plasma y el PBS, a 

continuación un anillo de células mononucleares, debajo el Ficoll Paque y por último los 

eritrocitos y las células polimorfonucleares (PMN). Las células mononucleares se recogieron 

con pipeta Pasteur y se lavaron con PBS mediante centrifugación a 440 x g durante 10 minutos 

(Figura 12).  

1.2 Obtención de macrófagos 

 Se realizaron dos lavados más de las células mononucleares con abundante PBS a 450 

x g durante 10 minutos y se resuspendieron a la concentración deseada en RPMI 

suplementado con 2 mM de L-glutamina y 40 µg/ml de gentamicina. Se dejaron una hora en el 

incubador a 37°C para facilitar que los monocitos se adhiriesen a la placa de cultivo. Pasado 

este tiempo, se lavaron las placas con PBS para eliminar los linfocitos que estaban en 

suspensión. Para conseguir la diferenciación de los monocitos a macrófagos, las células se 

cultivaron en el medio RPMI descrito anteriormente esta vez con un 5 % (v/v) de suero 

humano (SH) inactivado por calor (MØ SH) o suplementado con 10 % de suero bovino fetal 

inactivado (FBSi) y 10 ng/ml del factor estimulador de colonias de macrófagos (M-CSF; Miltenyi 

Biotech) (MØ M-CSF). Las células se mantuvieron en  incubador a 37°C y atmósfera de 5 % de 

CO2 durante siete días y realizando varios cambios del medio de cultivo (Figura 12). 
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Figura 12. Esquema del proceso de obtención de monocitos y su diferenciación a células dendríticas 
(CD), macrófagos con suero humano (MØ SH) y macrófagos con M-CSF (MØ M-CSF). 

 

1.3 Obtención de células dendríticas 

 Las células mononucleares obtenidas se resuspendieron en 3 ml de OptiPrep (Sigma). 

Se creó un gradiente discontinuo al añadir sin mezclar las fases de 7 ml de Ficoll Paque 

(densidad 1.072 g/ml) y a continuación una solución de OptiPrep de densidad 1.098 g/ml 

suplementada con 0.5 % de albúmina de suero bovino (BSA), 1 mM EDTA y tamponada con 

HEPES. Se centrifugó a 700 x g durante 25 minutos para obtener varias fases: en la parte 

superior un anillo de monocitos sobre la solución de OptiPrep, después un anillo de linfocitos y 

finalmente el Ficoll-Paque. Se recogió el anillo de monocitos, se lavó y se repitió de nuevo el 

proceso de separación de fases por densidad para obtener una población de monocitos de 

mayor pureza. Los monocitos se resuspendieron en medio RPMI suplementado con 10 % de 

FBSi, 2 mM de L-glutamina y 100 U/ml de penicilina/estreptomicina, se distribuyeron en placas 

de cultivo y se dejaron adherir durante 90 minutos. Una vez adheridos los monocitos, se 

lavaron los linfocitos restantes que estaban en suspensión. Para promover la diferenciación de 

los monocitos se incubaron durante cinco días en el medio RPMI mencionado anteriormente 

suplementado con 800 U/ml del factor estimulador de colonias de granulocitos y monocitos 

(GM-CSF; R&D Systems) y 500 U/ml de interleuquina 4 (IL-4; R&D Systems) en incubador a 

37°C y atmósfera de 5 % de CO2 (Figura 12). 



Materiales y métodos 

49 
 

1.4 Obtención células derivadas de médula ósea de ratón 

 Los macrófagos de ratón se obtuvieron a partir de células derivadas de médula ósea. 

Se extrajeron las médulas mediante inyección de PBS frío y se centrifugaron las células a 400 x 

g durante 10 minutos. Las células se resuspendieron en RPMI suplementado con 10 % FBSi, 2 

mM de L-glutamina, 40 µg/ml de gentamicina y 10 ng/ml de M-CSF murino y se incubaron 

durante siete días a 37°C y atmósfera de 5 % de CO2. Se 

realizó un cambio de medio el día 3. El fondo genético de 

los ratones utilizados ha sido C57BL6 (Figura 13). 

 

Figura 13. Imagen de un ratón C57BL6 deficiente en dectin-1. 

 

2. Preparación de extractos celulares y Western Blot 

2.1 Obtención de extractos celulares.   

Una vez estimuladas las células se procedió al lisado celular teniendo en cuenta el tipo 

de preparación: 

o En el caso de células en suspensión: Se recogieron éstas y se lavaron con PBS frío. Se 

resuspendió el centrifugado en un tampón de lisis (20 mM Hepes, 40 mM β-glicerofosfato, 2 

mM ortovanadato, 10 mM EGTA, 2.5 mM MgMCl2, 1 mM DTT y 1 % Nonidet P-40) 

suplementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas (1 mg/ml leupeptina, 5 mg/ml 

aprotinina, 0.1 M PMSF, 1 M NaF, 0.1 M PNPP, 0.1 M DTT y 200 mM Ortovanadato). 

o En el caso de células adheridas: se lavaron las placas dos veces con PBS frío y se 

rasparon en presencia de un tampón de lisis TNE 1 x (40 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 10 mM 

EDTA) suplementado con los inhibidores de proteasas y fosfatasas indicados anteriormente. 

Las células se mantuvieron en 300 µl de tampón de lisis durante 30 minutos a 4°C y el 

lisado se centrifugó a 10.000 x g durante 10 minutos a 4°C para obtener el sobrenadante. Se 

cuantificó la concentración de proteína según el método colorimétrico descrito por Bradford, 

usando el reactivo Coomassie Blue G-250 y BSA como estándar. La concentración de la 

proteína se determinó midiendo la absorbancia  de las muestras a 595 nm e interpolando los 

valores obtenidos en una recta patrón construida con cantidades conocidas de BSA. 
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2.2 Electroforesis en condiciones desnaturalizantes y transferencia a membranas 

de nitrocelulosa.  

Para la realización de la electroforesis de proteínas en geles desnaturalizantes de 

poliacrilamida se utilizó el sistema de tampón discontinuo descrito por Laemmli (Laemmli, 

1970). Alícuotas conteniendo entre 40 y 50 μg de proteína de los correspondientes extractos 

proteicos se mezclaron con el volumen adecuado de tampón de carga para proteínas (60 mM 

Tris pH 6.8, 10 % glicerol (v/v), 2 % SDS (p/v), 0.002 % azul de bromofenol (p/v)) suplementado 

con 20 mM DTT y se incubaron a 100°C durante 5 minutos. Las proteínas se separaron en 

función de su peso molecular sometiéndolas a electroforesis en geles de poliacrilamida en 

condiciones desnaturalizantes por la presencia del detergente iónico SDS (SDS/PAGE) y un 

tampón de electroforesis (25 mM Tris, 0.2 M glicina, 1 g/l SDS). Se emplearon geles de 

poliacrilamida a concentraciones finales del 8 %, 10 %, 12 % ó 15 % dependiendo del peso 

molecular de la proteína en estudio. 

Una vez realizada la electroforesis, las proteínas presentes en el gel se transfirieron a 

membranas de nitrocelulosa. La transferencia se realizó en condiciones de humedad en una 

cubeta de electroforesis de Bio-Rad usando un tampón de transferencia (25 mM Tris, 0.2 M 

glicina, 20 % metanol (v/v), SDS 1 g/l), a 100 V durante 90 minutos. Las membranas 

transferidas se bloquearon por incubación en una solución rica en proteínas compuesta por 

TTBS (0.05 M Tris-HCl, 0.15 M NaCl, 0.05 % Tween-20, pH 7.6) y 5 % de leche desnatada (p/v) o 

de albúmina en los casos en que las proteínas de la leche pudiesen interferir con la 

especificidad del anticuerpo, con agitación suave durante una hora a temperatura ambiente. 

Se incubaron con el anticuerpo primario diluido en la solución de bloqueo empleando la 

dilución y condiciones indicadas en la Tabla 2. Tras varios lavados con TTBS de 10 minutos cada 

uno, las membranas se incubaron durante una hora a temperatura ambiente con el anticuerpo 

secundario conjugado con la enzima peroxidasa de rábano (HRP). Las membranas fueron 

sometidas a varios lavados de 10 minutos con TTBS.  Finalmente, se incubaron con el reactivo 

comercial ECL, que permite la detección de los anticuerpos conjugados con peroxidasa, y se 

expusieron a películas autorradiográficas que se revelaron con un equipo Curix-60 de AGFA. 
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ANTICUERPO CASA COMERCIAL DILUCIÓN 
Acetil-Histona H3 (K14) Millipore 1:1000 

β-actina Sigma 1:5000 
CBP Santa Cruz 1:200(X) 

CD32 A Santa Cruz 1:1000 
COX-2 Santa Cruz 1:500 
cPLA2 Cell Signalling 1:1000 
cRel Santa Cruz 1:250 

DAP12 Santa Cruz 1:500 
FCεRI, sub γ Millipore 1:1000 

Hes 1 Santa Cruz 1:100 (X) 
Hey 1 Santa Cruz 1:200 (X) 

Histona H3 Millipore 1:5000 
p38 Cell Signalling 1:1000 

p44 Erk Promega? 1:5000 
p50 Santa Cruz 1:2000 

Phospho-cPLA2 (Ser 505) Cell Signalling 1:1000 
Phospho-CREB (Ser133) Millipore 1:1000 

Phospho-p44erk Promega 1:1000 
Phospho-GSK 3β Cell Signalling 1:1000 

Phospho-Histona H3 (Ser 10) millipore 1:2000 
Phospho-p38 (Th180/Tyr182) Cell Signalling 1:1000 

Phospho-p65 (Ser 276) Cell Signalling 1.1000 
Phospho-p65 (Ser 536) Cell Signalling 1:1000 

Phospho-Stat 1 Cell Signalling 1:1000 
Phospho-Stat 3 Cell Signalling 1:1000 

Phospho-SyK (Tyr525/526) Cell Signalling 1:1000 
Phospho-tirosina, clon 4G10 Millipore 1:1000 

RelA/p65 Cell Signalling 1:1000 
RelB Santa Cruz 1:200 
Syk Santa Cruz 1:1000 
TBP Diagenode 1:20000 
TLE Santa Cruz 1:2000 (x) 

TORC2 Santa Cruz 1:200 

 

Tabla 2. Anticuerpos utilizados en Western Blot e inmunoprecipitaciones, casas comerciales y las 
concentraciones utilizadas de cada uno de ellos. 
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3. ELISA 

 La PGE2 y las citoquinas presentes en los sobrenadantes celulares se cuantificaron 

mediante el uso de kits comerciales de ELISA y siguiendo las instrucciones del fabricante en 

cada caso: PGE2 e IL-10 de GE Healthcare, IL-12 p70 e IL-6 de Thermo Scientific, IL-23 e IL-1β de 

R&D Systems y TNF-α de Cayman. 

4. Obtención de extractos nucleares 

La extracción de los extractos celulares a partir de cultivos celulares se realizó 

empleando el Nuclear Extract Kit de Active Motif siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Una vez obtenidas las proteínas nucleares, se valoraron según el método Bradford. Para el 

análisis de la activación de los factores de transcripción Sp1, Sp3, Runx-1, STAT, c/EBP, NF-YA y 

CREB, se usaron los kits comerciales TransAM de Active Motif. 

5. Análisis de la expresión génica 

5.1 Extracción del ARN total.  

Se añadió 1 ml de Trizol (Invitrogen) para cada 5-10·106 células, en placas de 100 mm 

de diámetro con células adherentes en semiconfluencia o, en el caso de células en suspensión, 

tras ser sedimentadas por centrifugación. Una vez conseguida una solución homogénea, se 

añadieron 200 μl de cloroformo, se agitó vigorosamente y se centrifugó a 12.000 x g durante 

15 minutos a 4°C. De esta forma se obtuvieron dos fases: la acuosa con el ARN y la orgánica 

con las proteínas y el ADN. A la fase acuosa se añadieron 500 μl de isopropanol o 250 μl de 

isopropanol y 250 μl de una solución de sales (0.8 M citrato sódico, 1.2 M NaCl) en el caso de 

muestras con gran contenido en polisacáridos. Se centrifugó a 12.000 x g durante 10 minutos a 

4°C. El precipitado se lavó con EtOH al 75 % en H2O-DEPC y la muestra se resuspendió en H2O-

DEPC. La cantidad de ARN presente en la muestra se cuantificó en un NANO DROP (ratio 

A260/A280). 

5.2 Síntesis de ADN complementario (ADNc) 

 Se partió de muestras con 3 µg de ARN para obtener 20 µl de ADNc mediante el 

proceso denominado transcripción reversa (RT). Las muestra se diluyeron hasta un volumen de 

11.1 µl en H2O-DEPC y se calentaron durante 10 minutos a 68°C para permitir la completa 

disociación del ARN. Después se añadió a cada muestra: Tampón 5 X, 10 mM DTT, 0.5 mM 

dNTP, 4 µM N6 (mezcla de hexanucleótidos), 1 U/µl RNasin y 10 U/µl de transcriptasa inversa 
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del virus de la leucemia murina (RT M-MLV) y se incubaron durante una hora a 37°C para 

obtener el ADNc. 

5.3 Análisis mediante PCR convencional 

 La amplificación de ADNc específico para cada gen a partir del producto de la reacción 

de RT se realizó mediante PCR.  Para llevar a cabo la PCR se partió de 3 µl de ADNc y una 

mezcla de reacción consistente en 1.5 mM MgCl2, 0.1 mM dNTP, 10 µM de cada cebador, 0.05 

U/µl de Taq polimerasa, 0.5 µM de cada oligonucleótido específico y H2O estéril hasta 

completar un volumen final de 25 µl. Todas las reacciones se realizaron en el termociclador 

MiniCyclerTM de MJ Research. El programa de amplificación consistió en una desnaturalización 

inicial de cinco minutos a 94°C seguida de una repetición de ciclos que incluye tres pasos: uno 

de desnaturalización durante un minuto a 94°C, otra de hibridación de los cebadores al molde 

(temperatura y tiempo variables en función del ADNc que se quiera amplificar) y otra de 

elongación durante un minuto a 72°C. Una vez completado el número de ciclos necesarios se 

realizó una elongación final de 10 minutos a 72°C. La secuencia de los cebadores utilizados se 

detalla en la Taba 3. La amplificación de la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) se 

realizó como control positivo de la integridad del ARN y como método de normalización semi-

cuantitativa. Se emplearon las mismas condiciones de PCR que aquellas correspondientes al 

gen con que se compara. El producto de la reacción se analizó mediante electroforesis en geles 

de agarosa de concentraciones comprendidas entre el 1 - 1.5 % (p/v) y los productos se 

identificaron por tinción con el agente intercalante bromuro de etidio o con GelRed nucleic 

acid stain (Biotium). Los geles fueron analizados y la señal de las bandas cuantificada 

empleando un sistema de análisis de imagen Gel Doc. 

5.4 Análisis mediante PCR a tiempo real 

 La reacción de PCR se llevó a cabo empleando SyBr Green I Master (Roche), 1.5 µl de 

ADNc y 0.2 nM de cada cebador en un equipo de PCR LightCycler®480 software (Roche). La 

PCR constó de una desnaturalización inicial de 10 minutos a 95°C seguida de una repetición de 

40 ciclos con tres pasos: desnaturalización durante 30 segundos a 95°C, hibridación del ADN 

(temperatura y tiempo específicos para cada gen) y elongación durante un minuto a 72°C, 

finalizando con una elongación de 10 minutos a 72°C.  La curva de fusión se obtuvo midiendo 

la emisión de fluorescencia para SyBr Green durante el cambio paulatino de temperatura de 

60°C a 95°C a razón de 0.2°C/seg. La amplificación de GAPDH se usó como control interno. En 

los resultados mostrados se representa la media de los cycle thresholds (CT) para el gen que se 
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analiza con respecto a las CT para GAPDH. La secuencia de los cebadores usados se muestra en 

la Tabla 3. 

 

Nombre Secuencia (5´-3´) Nº GeneBank 

CD206 
GCTGAACCTGGAAAAAGCTG 

NM_002438 
ACGAAGCCATTTGGTAAACG 

cox2 
TTCAAATGAGATTGTGGGAA 

D28235 
AGATCATCTCTGCCTGAGTA 

DC-SIGN 
AGGTCCCCAGCTCCATAAGT 

NM_021155 
TCTCTGGAAGCTCACCCACT 

dectin1 exón 1 GGGCTCTCAAGAACAATGGA 
AF400596 dectin1 exón 6 TTGGAGATGGGTTTTCTTGG 

dectin1 exón 5 CCCAGAGCCATGGTACCTC 
dectin2 exón 1 ACACAGGGAGCCTGCATAAT 

NM_001007033 dectin2 exón 2 ACCAAATGTGCTCCCATCTC 
dectin2 exón 4 GTGCTTGCTTCATTGTGAGC 

gapdh 
GTCAGTGGTGGACCTGACCT 

NM_002046.3 
AGGGGAGATTCAGTGTGGTG 

hes1 
TGAGCCAGCTGAAAACACTG 

NM_005524 
GTCACCTCGTTCATGCACTC 

hey1 
GAGAAGCAGGGATCTGCTAA 

BC001873 
CCCAAACTCCGATAGTCCAT 

il10 
GAGAACAGCTGCACCCACTT 

NM_000572.2 
GGCCTTGCTCTTGTTTTCAC 

il12 p35 
GAGGCCTGTTTACCATTGGA 

NM000882 
TCAAGGGAGGATTTTTGTGG 

il12 p40 
CATGGGCCTTCATGCTATTT 

NM002187 
TTT GCATTG TCAGGTTTCCA 

il23 p19 
GTTCCCCATATCCAGTGTGG 

NM_016584 
TTAGGGACTCAGGGTTGCTG 

TLR-2 
GCCAAAGTCTTGATTGATTGG 

NM_003264 
TTGAAGTTCTCCAGCTCCTG 

 

Tabla 3. Cebadores sentido y anti-sentido para PCR y su secuencia de localización en Gene Bank. 
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6. Inmunoprecipitación 

 El día previo al experimento se lavaron las células con PBS y se incubaron en RPMI sin 

suero, suplementado con 1 % de ITS o 0.5% de BSA. A partir de los extractos celulares totales 

obtenidos con tampón de lisis TNE, se incubaron 2 mg de proteína junto con 20 µg del 

anticuerpo correspondiente (anti-DAP12 y anti-CD32, Santa Cruz; y anti-subunidad γ de FcεRI, 

Upstate Biotech) durante toda la noche en un rotor orbital a 4°C. Posteriormente, se 

añadieron 50 µl de bolas de G Sepharosa al lisado proteico-anticuerpo y se incubó durante dos 

horas en un rotor orbital a 4°C. Se centrifugaron las muestras y se recogieron los 

sobrenadantes. Las bolas de G Sepharosa precipitadas se lavaron varias veces con tampón TNE 

y se incubaron con tampón de Laemmli durante cinco minutos a 100°C. Los sobrenadantes 

fueron recogidos y utilizados para su análisis mediante Western Blot. 

7. Inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) 

 Con el fin de analizar la unión directa de los factores de transcripción y de factores 

remodeladores de la cromatina, y para identificar modificaciones específicas en las histonas 

nucleosomales en los promotores se realizaron ensayos de ChIP. Salvo mención expresa, los 

reactivos utilizados fueron de Santa Cruz Biotechnology Inc. 

7.1 Fragmentación de la cromatina 

 Se cultivaron las células en placas de 100 mm de diámetro con 107 células dendríticas 

o con 3·107 macrófagos. Tras la estimulación se añadió directamente al medio de cultivo 1 % 

de formaldehido (Sigma) durante 15 minutos a temperatura ambiente para fijar las uniones 

entre las proteínas y el ADN. Para detener el entrecruzamiento proteína-ADN,  se añadió 0.125 

M de glicina durante cinco minutos. Las células se lavaron con PBS frío, se recogieron en tubos 

y se dejaron 30 minutos a 4°C con el tampón de lisis. Se centrifugó a 400 x g 5 minutos y se 

lavó el precipitado con PBS frío. El precipitado celular se congeló en nitrógeno líquido y se 

mantuvo a -80°C. Para proceder a la fragmentación de la cromatina, se utilizó el sonicador 

Bioruptor TM (Diagenode). La frecuencia de ultrasonidos producida por el Bioruptor TM equivale 

a 20 kHz. A las muestras descongeladas se les añadió 300 µl de un tampón de lisis con alta 

salinidad. Los lisados celulares se sonicaron durante 30 minutos a máxima potencia con ciclos 

de 30 segundo de sonicación y 30 segundos de espera, obteniéndose fragmentos de ADN de 

un tamaño comprendido entre 100 y 1.000 pares de bases (pb). Los fragmentos sonicados se 

centrifugaron a 9.300 x g durante 15 minutos a 4°C. Este sobrenadante se utilizó como control 

positivo (input). La cantidad de cromatina obtenida se valoró utilizando el NanoDrop. 
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7.2 Visualización de la cromatina 

Para comprobar la fragmentación de la cromatina en un gel de electroforesis, se 

tomaron 100 µl de la cromatina fragmentada a los que se añadieron 300 µl de H2O estéril y 16 

µl de NaCl al 5%. La mezcla se mantuvo durante 4 horas a 68°C para revertir el 

entrecruzamiento proteína-ADN. Después de atemperar las muestras, se añadieron 400 µl de 

fenol/cloroformo/isoamil alcohol, y tras mezclar vigorosamente se centrifugó a 14.000 x g 

durante 3 minutos a temperatura ambiente. En la fase acuosa obtenida se añadieron 40 µl de 

acetato sódico 3 M y 1.000 µl de EtOH al 100% y se mantuvieron a -20°C durante toda la noche 

para facilitar la precipitación del ADN. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 14.000 

x g durante 25 minutos a 4°C. El nuevo precipitado se reconstituyó en 100 µl de H2O estéril. 

Para la visualización, se tomaron 20 µl de la cromatina y se añadió RNasa durante 30 minutos a 

37°C.  Se utilizó un gel de agarosa al 1 % con marcadores de ADN y se visualizó  con tinción de 

bromuro de etidio o  GelRed nucleic acid stain (Biotium) para observar la eficiencia de la 

rotura. 

7.3 ChIP 

 Para disminuir las uniones inespecíficas se incubó la muestra (2·107 células) durante 

una hora en rotor orbital a 4°C en presencia de 50 µl de proteína A/G Plus Agarosa. Se 

centrifugó a máxima velocidad durante cinco minutos y se recogió el sobrenadante al cual se 

añadieron 10 µg del anticuerpo correspondiente y se incubó toda la noche en un rotor orbital 

a 4°C. Al día siguiente, se añadieron de nuevo otros 50 µl de proteína A/G Plus Agarosa y se 

incubó durante dos horas a 4°C en rotor orbital. La mezcla se centrifugó a 13.400 x g durante 

un minuto y se eliminó el sobrenadante. Se lavaron las bolas de A/G Plus Agarosa precipitadas 

dos veces con un tampón de alta salinidad y cuatro veces con un tampón de lavado. Para 

romper los entrecruzamientos y liberar el ADN, se añadió un tampón de elución y se incubó 

dos horas a 68°C. Para eliminar las partículas de agarosa se centrifugaron las muestras y los 

sobrenadantes resultantes se incubaron otras dos horas a 68°C. Para purificar el ADN, se 

dejaron atemperar las muestras antes de añadir 400 µl de fenol/cloroformo/isoamil alcohol. Se 

mezclaron y se centrifugaron a 14.000 x g durante 3 minutos a temperatura ambiente. A la 

fase acuosa obtenida se añadieron 40 µl de acetato sódico 3 M y 1 ml de EtOH al 70%, 

dejándolo toda la noche a -20°C para favorecer la precipitación. Las muestras se centrifugaron 

a 14.000 x g durante 25 minutos a 4°C y los precipitados se lavaron tres veces con EtOH al 70%. 

Finalmente, tras centrifugar a 14.000 x g 10 minutos a 4°C, se resuspendieron las muestras en 

50 µl de H2O estéril. 
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Una vez purificado el ADN, se realizaron las amplificaciones por PCR en 25 µl de mezcla 

de reacción empleando oligonucleótidos específicos para cada promotor (Tabla 4). Para el uso 

de los cebadores de il12p35, las reacciones se suplementaron con betaína 1 mM debido al alto 

contenido en secuencias GC. El ADN amplificado se resolvió en un gel de agarosa entre el 1.5 y 

el 3%, dependiendo del tamaño del fragmento y visualizado por tinción con bromuro de etidio. 

 

Nombre Secuencia (5´-3´) 

gapdh  
GTCAGTGGTGGACCTGACCT 
AGGGGAGATTCAGTGTGGTG 

il10 
GGCAATTTGTCCACGTCACT 
TGATTTCCTGGGGAGAACAG 

il23p19 
CTCTAGCCACAGCAACCACA 
ACTCACAGCAGGTGGGATTC 

il12p35  
GCGAACATTTCGCTTTCATT 
ACTTTCCCGGGACTCTGG 

ptgs2  
AGGAGAGGGAGGGATCAGAC 

TTTACCCACGGAAATGAGAAA 

 

Tabla 4. Cebadores sentido y antisentido utilizados para los ensayos de ChIP. 

 

8. Citometría de flujo 

8.1 Expresión de antígenos en la membrana plasmática 

 Se utilizaron 5·105 células por condición. En el caso de las células adherentes, se 

rasparon suavemente antes de su recuento y distribución. Las células se centrifugaron a 350 x 

g durante 5 minutos y el precipitado se resuspendió en 100 µl de un tampón con PBS, 1 % de 

BSA (p/v) y 0.1 % de azida sódica (p/v). Por cada 5·105 células se añadieron 0.5 µg del 

anticuerpo correspondiente y se incubaron durante 45 minutos en hielo. En el caso de los 

anticuerpos marcados con FITC, se lavaron las células con un tampón de PBS con 1 % de BSA y 

0.1% de azida sódica y se fijaron en una solución de PBS con 1% de formaldehido para su 

análisis en el citómetro de flujo. Para aquellos anticuerpos que no estaban marcados con FITC 

fue necesaria una nueva incubación con un anticuerpo secundario marcado con FITC, que 

reconociera al primario durante 45 minutos a 4°C. Después se siguió el mismo proceso de 

lavado y fijación. Para el análisis de las muestras se utilizó un citómetro de flujo Gallios (Becton 

Dickinson). 
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8.2 Ensayos de fagocitosis 

Los experimentos de fagocitosis se llevaron a cabo con 1·106 células por cada condición 

y con una concentración de 4-5 partículas de zymosan A conjugado con Alexa Fluor 488® 

(Invitrogen) por célula. Tras la estimulación, las células se lavaron cuatro veces en hielo con un 

tampón de PBS frío con 0.05 % de azida sódica. A continuación, las células se trataron con 300 

U/ml de liticasa en PBS durante 10 minutos a temperatura ambiente con el fin de eliminar las 

partículas de zymosan extracelulares. Después, se rasparon las células suavemente y se 

analizaron mediante el citómetro de flujo. Los análisis de los histogramas se realizaron 

utilizando el software KaluzaTM 1.1 y FlowJo 7.6.5. 

9. Ensayo de liberación de ácido araquidónico (AA) 

 Se utilizaron placas de cultivo de 6 pocillos con 1·106 células en suspensión ó 3·106 

células adherentes. Se incubaron en medio RPMI sin suero con 0.25 % (p/v) de BSA y 0.25 

µCi/ml de [H3] AA durante toda la noche a 37°C, tiempo necesario para una óptima 

incorporación del [H3] AA en los fosfolípidos de la membrana. Las células se lavaron dos veces 

con una solución de BSA deslipidada al 0.25 % (p/v) en PBS y se estimularon en medio de 

cultivo sin suero con BSA deslipidada al 1%. Transcurrida la estimulación, se tomaron 500 µl de 

sobrenadante por un lado y 500 µl de la porción celular recogida con Triton-X-100 al 0.1 %. Se 

determinó la radiactividad presente en los sobrenadantes y lisados celulares mediante líquido 

de centelleo en un equipo LS 6500 Multi-Purpose Scintillation Counter (Beckman CoulterTM). 

10. Preparación de los diferentes estímulos.  

• Obtención de suero anti-ovoalbúmina 

Los anticuerpos de clase IgG anti-OVA se obtuvieron de la sangre de conejos 

previamente sensibilizados mediante inyección subcutánea de ovoalbúmina en adyuvante 

completo de Freud, seguido de inyecciones intramusculares de recuerdo con ovoalbúmina en 

solución salina. Tras la sensibilización, se sangraron los conejos para la obtención del suero. La 

sangre se dejó coagular durante varias horas, se centrifugó y se inactivó el suero obtenido 

durante 30 minutos a 56°C. El suero se almacenó a -20°C hasta su uso para la preparación de 

inmunocomplejos (IC). 
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•  Inmunocomplejos de IgG-ovoalbúmina 

 Mediante el test de Heidelberg y Kendall se determinó la cantidad de anticuerpo 

necesaria para formar los IC a equivalencia. Para ello se mezclaron cantidades crecientes de 

anticuerpo con una cantidad fija de antígeno y se incubaron durante una hora a 37°C seguido 

de toda la noche a 4°C para permitir la interacción del anticuerpo con los epítopos del 

antígeno y la precipitación de los complejos insolubles. Posteriormente, las muestras se 

centrifugaron y se lavaron con PBS. El precipitado final se resuspendió en NaOH 0.1 M. La 

concentración de la proteína se midió mediante la detección de la absorbancia a 280 nm. 

Posteriormente, se formaron los IC de acuerdo con la estequiometria obtenida en la reacción 

de precipitación cuantitativa y se lavaron con PBS estéril. 

• Zymosan A 

 Partiendo de Zymosan A (Sigma) procedente de extractos de Saccharomyces 

cerevisiae, se diluyó en agua destilada a 20 mg/ml. La mezcla se hirvió durante 10 minutos y, 

una vez enfriado, se centrifugó a 2.000 x g durante 5 minutos. Se decantó el sobrenadante y se 

realizaron tres lavados con PBS estéril. Por último, se resuspendió en PBS y se almacenó a -

20°C hasta su uso. 

• Unión de iC3b a los estímulos (opsonización) 

 Para la opsonización del zymosan se incubó con suero fresco durante 30 minutos a 

37°C en agitación manteniendo la proporción de 1 ml de suero por cada 3 mg de zymosan. Tras 

la incubación se lavó el precipitado abundantemente con PBS. 
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Resultados 

1. Objetivo: Caracterizar la respuesta de las células mieloides a los β -glucanos en 

función del entorno y el grado de diferenciación celular.  

1.1 Diferenciación de las células mieloides y expresión de sus receptores de membrana 

Los monocitos de la sangre periférica tienen gran plasticidad y pueden diferenciarse 

según distintos programas que les confieren diferentes características fenotípicas. 

Dependiendo de las señales a las que se exponen, los monocitos recién aislados pueden 

madurar hacia células dendríticas inmaduras (CDi) si están en presencia de GM-CSF e IL-4 o a 

macrófagos si se diferencian con suero humano inactivado (MØ SH) o con suero bovino fetal 

inactivado (FBS) suplementado con M-CSF (MØ M-CSF) (Figura 15). Según se produce el 

proceso de diferenciación, las células aumentan en tamaño y complejidad, y presentan 

morfologías y funciones distintas.  

Figura 15. Imágenes de microscopía de campo claro de los monocitos diferenciados en distintos 
medios. De izquierda a derecha están los macrófagos en presencia de un 10 % FBS y 10 ng/ml de M-CSF 
y macrófagos con 5 % SH durante siete días.  

 

Las células mieloides responden de forma diferente a los estímulos derivados de la 

pared de los hongos dependiendo del proceso de diferenciación en el que se encuentren. 

Además de caracterizarlas por las diferencias en tamaño, morfología y capacidad de adhesión, 

se analizó el patrón de expresión de receptores de membrana mediante citometría de flujo, 

especialmente los receptores implicados en el reconocimiento de patrones fúngicos como el 

zymosan o alguno de sus componentes, mananos y glucanos. 
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Como se muestra en la Figura 16, no se observaron diferencias significativas entre las 

distintas poblaciones de macrófagos (paneles superiores). Ambos tipos celulares presentan 

poca expresión de CD16 y CD32, mayor expresión de TLR2 y una expresión moderada de 

dectin-1 y 2 (alrededor del 50% de la población). La positividad para DC-SIGN y MR (CD206) se 

detectó entre el 50-60% de las células. 

 

Figura 16. Expresión de receptores de membrana en macrófagos y células dendríticas. La expresión se 
estudió mediante citometría de flujo con anticuerpos específicos frente a los receptores indicados, con 
MØ SH y MØ M-CSF de siete días. Los  MØ SH  se pre-incubaron en ausencia o en presencia de 10 ng/ml 
de LPS durante tres horas. Se analizaron también las células dendríticas de cinco días. Los datos de 
citometría se procesaron mediante los software KaluzaTM y FlowJo. La gráfica es representativa de tres 
experimentos independientes con resultados similares. 
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En el caso de los MØ SH, la incubación durante tres horas con 10 ng/ml de LPS 

(denominado priming con LPS a partir de ahora) no generó un patrón de expresión diferente 

(Figura 16, panel izquierdo inferior), lo que está de acuerdo con las descripciones previas de 

que para que se puedan observar modificaciones de la expresión de superficie, la incubación 

con LPS tiene que ser mayor de tres horas (Willment et al., 2003), detectándose a 24 horas una 

ligera disminución del MR (datos no mostrados). Se observó la mayor expresión de los 

receptores DC-SIGN, dectin-1 y dectin-2 en la población de células dendríticas en comparación 

con los macrófagos (Figura 16, panel inferior derecho), lo que concuerda con el efecto que 

tienen el GM-CSF y la IL-4 sobre la expresión de CLRs (Willment et al., 2003). 

Dectin-1 es el principal receptor de membrana implicado en el reconocimiento de los 

β-glucanos de las paredes fúngicas. El gen humano que codifica para el receptor tiene la 

capacidad de presentar empalme alternativo que genera diferentes isoformas (Figura 4), 

algunas presentan deleciones en la zona codificante del CRD, el cuello o la región 

transmembrana. Debido a este procesamiento alternativo y a las limitaciones con los 

anticuerpos que reconocen dectin-1 sin discriminar entre sus diferentes tipos, se realizaron 

análisis de RT-PCR para estudiar la expresión de estas isoformas a lo largo del proceso de 

diferenciación celular. 

Al comienzo de la diferenciación, en los monocitos, solo se detectó la isoforma D, 

caracterizada por la ausencia de la región que codifica para el cuello del receptor y parte de la 

región del CRD. Según avanza la diferenciación celular disminuyó la expresión de la isoforma D 

y aparecieron las isoformas A y B en MØ SH y MØ M-CSF. En las células dendríticas de cinco 

días de diferenciación apenas se pudieron detectar las isoformas A y D, siendo la B la 

predominante (Figura 17, panel superior). 

Para cuantificar los cambios en la expresión del receptor, se llevó a cabo un análisis 

mediante RT-PCR a tiempo real con cebadores específicos, abarcando las porciones 

extracelulares e intracelulares de dectin-1 humano para detectar las isoformas A, B y D (Tabla 

3). Los MØ M-CSF presentaron mayor expresión de dectin-1 global comparado con los MØ SH, 

y este aumento se debió principalmente a una mayor cantidad de las isoformas A y B, en 

especial de la B en detrimento de la D (Figura 17, panel inferior izquierdo). 
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Figura 17. Niveles de expresión del ARN mensajero de los receptores. La identificación de las diferentes 
isoformas se realizó mediante la secuenciación del ADNc del producto de la RT-PCR. Las PCRs a tiempo 
real se llevaron a cabo con cebadores para las diferentes isoformas de dectin-1, dectin-2, DC-SIGN, 
CD206 y TLR2. Los resultados fueron normalizados por la expresión de gadph. Los resultados se 
representan como la media ± DE de cuatro experimentos independientes. *Indica p<0.05.  

 

El receptor dectin-2 también presenta un procesamiento alternativo que genera dos 

isoformas, una de las cuales es soluble y no se expresa en la membrana de las células. 

Mediante RT-PCR se analizó la expresión de ambas isoformas. Tanto en los MØ SH como en los 

MØ M-CSF, se detectó mayor expresión del receptor asociado a membrana, siendo mayor en 

el segundo caso (Figura 17). 

También se analizó el ARN mensajero codificante para otros receptores posiblemente 

implicados en el reconocimiento de PAMPs fúngicos. DC-SIGN fue el receptor que mayor 

expresión presentó en todos los tipos celulares, especialmente en células dendríticas (Figura 

17, panel inferior derecho), aunque éstas también expresaron CD206 y TLR2 en menor medida. 

El aumento de DC-SIGN estaría de acuerdo con el incremento de la expresión de los receptores 

de lectina tipo-C en los macrófagos de tipo M2 (Domínguez-Soto et al., 2011). Estos resultados 

indicarían que en el proceso de diferenciación de monocitos a macrófagos se incrementa la 

expresión de diferentes isoformas de dectin-1 y DC-SIGN que permitirían un mejor 

reconocimiento de los mananos y β-glucanos de la pared celular de los hongos. 



Resultados 

67 
 

1.2 Fagocitosis del zymosan 

Las células dendríticas y los macrófagos presentan una elevada capacidad fagocítica 

que les permite llevar a cabo correctamente sus funciones de procesamiento de antígenos y 

limpieza del medio extracelular. Para estudiar esta propiedad, se utilizaron partículas de 

zymosan conjugado con Alexa Fluor®-488 opsonizado con suero humano fresco y sin 

opsonizar, se incubaron con las células durante periodos entre 5 y 120 minutos y se realizó la 

cuantificación de las partículas fagocitadas. Las células dendríticas fagocitaron con la misma 

facilidad ambos tipos de partículas (Figura 18), pudiendo alcanzar a los 15-30 minutos su 

máxima capacidad de captación. A los 30 minutos, alrededor del 100% de la población celular 

había sido capaz de fagocitar al menos una partícula. La media de intensidad de fluorescencia 

(MFI) aumentó proporcionalmente con el tiempo, siendo un indicador del número de 

partículas fagocitadas por cada célula. 

 

Figura 18. Fagocitosis de partículas de zymosan por células dendríticas. Las células se incubaron con 
cinco partículas de zymosan Alexa Fluor®-488 por célula a 37°C opsonizado (ops) y sin opsonizar según 
los tiempos indicados. Se trataron con liticasa para eliminar las partículas de zymosan no fagocitadas. 
Los resultados se analizaron mediante citometría de flujo y el software FlowJo. La gráfica es 
representativa de tres experimentos independientes con resultados similares. 
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En el caso de los MØ SH y MØ M-CSF, se pudo observar un desfase en la captación de 

partículas dependiendo de si estaban o no recubiertas por iC3b (Figura 19, paneles superiores). 

Las partículas opsonizadas se fagocitaron a mayor velocidad y en mayor cantidad que el 

zymosan sin opsonizar. Entre el 80 y el 100 % de la población había captado al meno una 

partícula a los 30 minutos de incubación con zymosan opsonizado mientras que la fagocitosis 

del zymosan sin tratar se acercaba al 50 % de la población en el mismo rango temporal. 

 

Figura 19. Fagocitosis de partículas de zymosan por macrófagos. Los MØ SH y MØ M-CSF se trataron en 
ausencia y en presencia de 10 ng/ml de LPS durante tres horas y se incubaron según los tiempos 
indicados con cinco partículas de zymosan Alexa Fluor® 488 por célula a 37°C. Las células se trataron con 
liticasa para eliminar las partículas de zymosan no fagocitadas. Los resultados se analizaron mediante 
citometría de flujo y el software FlowJo. La Gráfica es representativa de tres experimentos 
independientes con resultados similares. Los números indicados son los datos de MFI en cada caso. 

 

El patrón de captación no se influyó de forma apreciable por el proceso de 

diferenciación de los macrófagos, aunque en el caso de MØ SH se observó un ligero aumento 

en la captación de partículas por cada célula y un mayor número de células fagocitarias (Figura 

19, paneles superiores). El tratamiento previo de los macrófagos con un priming de LPS 

durante tres horas no modificó la capacidad fagocítica de las células (Figura 19, paneles 

inferiores). 

1.3 Producción y expresión de mediadores pro-inflamatorios 

La estimulación de las células mieloides con compuestos derivados de la pared externa 

de los hongos  genera una gran cantidad de respuestas que incluyen la liberación de 
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mediadores pro-inflamatorios como el ácido araquidónico (AA) o la prostaglandina E2 (PGE2), y 

la activación de genes implicados en la respuesta inflamatoria.  

o Liberación de ácido araquidónico (AA) 

El ácido araquidónico es un producto formado en la cascada de señalización 

Syk/MAPK/fosfolipasa A2 citosólica (cPLA2) que puede metabolizarse por enzimas como las 

ciclooxigenasas (COX) 1 y 2. Por este motivo, se analizó la liberación de ácido araquidónico 

marcado con tritio ([3H]AA) al medio de cultivo. Los monocitos y los MØ SH apenas liberaron 

cantidades detectables de [3H]AA cuando se trataron con zymosan, zymosan empobrecido en 

componentes que actúen a través de receptores tipo Toll (zymosan deplecionado) o partículas 

puras de β-glucano (Figura 20). Sin embargo, cuando los estímulos se opsonizaron con suero 

humano fresco aumentó la liberación de [3H]AA. En cambio, en las células dendríticas y MØ M-

CSF, el zymosan sin tratar fue capaz de inducir la  liberación en cantidades significativas de 

[3H]AA que, en el caso de las células dendríticas no se incrementó con la previa opsonización 

del estímulo, a diferencia del incremento notable que se observó al estimular los MØ M-CSF 

con zymosan opsonizado (Figura 20). 

 

Figura 20. Liberación de [3H]-AA por monocitos, células dendríticas y macrófagos. Las células se 
marcaron con 0.2 μCi/ml de [3H]-AA y se incubaron durante 90 minutos con 1 mg/ml de zymosan, 1 
mg/ml de zymosan deplecionado (zym-dep), 1 mg/ml de partículas de β -glucano (β-glu) y 100 μg/ml de 
inmunocomplejos (IC). Los resultados se representan como la media ± DE de cuatro experimentos 
independientes. *Indica p<0.05. 

 

Para analizar los receptores que participan en la ruta de señalización que conduce a la 

liberación de ácido araquidónico mediada por estímulos derivados de la pared de hongos, se 

utilizaron MØ SH y se pre-incubaron con anticuerpos bloqueantes para dectin-1, CD11b, 

CD11c, CD32 A y sus combinaciones. Solo en presencia del anticuerpo anti-CD32A se observó 

una disminución de la liberación del [3H]AA en el caso de la estimulación de las células con 

partículas de β-glucano opsonizadas (Figura 21, panel izquierdo), pero no se inhibió la 
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liberación con ninguno de los otros anticuerpos bloqueantes. Para determinar si el receptor 

implicado era dectin-1, se utilizaron células derivadas de médula ósea (BMDC) de ratones 

silvestres (WT) y deficientes en dectin-1 (KO) diferenciadas a macrófagos en presencia de M-

CSF. Las células deficientes en dectin-1 no presentaron liberación de [3H]AA en respuesta al 

zymosan ni a sus derivados enriquecidos en β-glucanos, a diferencia de lo ocurrido en las 

silvestres (Figura 21, panel derecho), lo que indicaría la participación de dectin-1 en la 

liberación del ácido araquidónico inducida por β-glucanos. 

 

Figura 21. Liberación de [3H]-AA por macrófagos humanos y de ratón. Las células se marcaron con 0.2 
μCi/ml de [3H]-AA y se incubaron durante 90 minutos con 1 mg/ml de zymosan, 1 mg/ml de zymosan 
deplecionado, 1 mg/ml de partículas de β -glucano, 100 μg/ml de inmunocomplejos (IC) o 100 μg/ml de 
curdlan. En el caso del tratamiento con anti CD32, las células se incubaron con 10 μg/ml de anticuerpo 
durante 30 minutos previos a la estimulación. Los resultados se representan como la media ± DE de 
cinco experimentos independientes. *Indica p<0.05.  

 

La liberación del ácido araquidónico de los fosfolípidos de las membranas depende de 

la actividad de la enzima cPLA2. Para determinar si los cambios en la capacidad para liberar 

ácido araquidónico observados en los diferentes tipos celulares pudieran explicarse por 

variaciones en el contenido de cPLA2 (Parti et al., 2010), se analizó su expresión. No se 

detectaron cambios en la expresión de la enzima a lo largo del proceso de diferenciación desde 

monocitos a macrófagos tanto con SH como con M-CSF (datos no mostrados). 

o Producción de prostaglandina E2 (PGE2) 

La PGE2 es el principal metabolito derivado del ácido araquidónico que se libera en las 

células dendríticas y en los macrófagos en respuesta a PAMPs fúngicos. Por este motivo, se 

estudió el efecto del zymosan sobre la producción de PGE2 en macrófagos bajo diferentes 

condiciones. Después de tres horas de incubación con zymosan apenas se detectó producción 
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de PGE2 en los sobrenadantes de los MØ SH, llegando a 0.5 ng/ml si se dejaba actuar el 

estímulo 24 horas (Figuras 22 y 24). Un priming con LPS indujo por sí mismo la producción de 

PGE2 y también modificó el patrón de respuesta al zymosan, al incrementar significativamente 

los niveles de PGE2 secretados a las 3 y a las 24 horas (Figuras 22 y 24). Estos datos sugieren 

que bajas dosis de LPS muestran sinergismo con el zymosan en los MØ SH. Por el contrario, los 

MØ M-CSF, produjeron mayor cantidad de PGE2 que los MØ SH y no se observó una respuesta 

sinérgica inducida por el priming con LPS (Figura 22). 

 

Figura 22. Producción de PGE2 por macrófagos a las 24 horas. MØ SH y MØ M-CSF se pre-incubaron en 
presencia y en ausencia de 10 ng/ml de LPS o de 100 U/ml de IFN durante tres horas y se incubaron 
durante 24 horas con 1 mg/ml de zymosan. Los resultados se representan como la media ± DE de tres 
experimentos independientes. *Indica p<0.05. 

 

Un efecto similar al del LPS se pudo observar cuando se pre-incubaron las células con 

bajas dosis de IFN-α o IFN-γ (Figura 22, panel derecho) y posteriormente se estimularon con 

zymosan. A diferencia del LPS, ninguno de los IFN produjo por sí mismo secreción de PGE2 pero 

sí potenciaron la eficiencia de los estímulos. 

También se realizaron experimentos con los componentes del zymosan por separado. 

Por sí mismos, los mananos y los glucanos tienen una capacidad limitada de producción de 

PGE2, siendo menor la PGE2 en el caso de la estimulación con manano. El priming con LPS 

produjo un aumento sinérgico de la respuesta (Figura 23, panel izquierdo) similar al visto con 

el zymosan. Estos resultados indicarían que la respuesta del zymosan se ve potenciada por 

estímulos que generan macrófagos polarizados hacia tipo M1 y por M-CSF. 
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Figura 23. Producción de PGE2 por macrófagos humanos y de ratón y efecto del inhibidor catepsina y 
los compuestos que bloquean la fagocitosis. Los MØ SH se pre-incubaron en ausencia o en presencia de 
10 ng/ml de LPS durante tres horas. En los casos indicados se trataron también con 2 µM de citocalasina 
D y 10 µM de CA-074 durante 30 minutos y finalmente se incubaron con 1 mg/ml de zymosan, 1 mg/ml 
de partículas de β-glucanos y 1 mg/ml de manan durante 24 horas. Los resultados se representan como 
la media ± DE de cuatro experimentos independientes. *Indica p<0.05. 

 

Mediante el uso de ratones deficientes en dectin-1 se analizó la participación de este 

receptor en la liberación de PGE2 (Figura 23, panel derecho). Se midió la producción 24 horas 

después de estimular las células y se observó que el zymosan se comportaba como un estímulo 

potente, a diferencia de la ausencia de respuesta provocada por las partículas de β-glucanos. 

Sorprendentemente, la respuesta del zymosan fue mayor en las células deficientes en dectin-1 

comparadas con las silvestres y el priming con LPS no modificó la respuesta en ninguno de los 

casos. Estos datos sugieren que deben ser otros componentes del zymosan como los mananos, 

que son reconocidos por otros receptores diferentes a dectin-1, los implicados en la 

producción tardía de PGE2. 

Como el zymosan es una partícula fagocitable, se realizaron experimentos 

encaminados a discriminar entre la respuesta generada por los PAMPs contenidos en el 

zymosan en su interacción con los PRRs, y la respuesta debida a que sea una partícula que 

pueda ser reconocida por mecanismos independientes de la unión a receptores y ejercer su 

efecto desde el fagosoma. Para ello, se utilizó un inhibidor de la fagocitosis que impide la 

elongación y polimerización de los filamentos de actina, la citocalasina D, el inhibidor de la 

proteasa lisosomal catepsina B (CA-074) y el estabilizador lisosomal PVNO. 
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Figura 24. Producción de PGE2 por macrófagos a 3 y 24 horas. MØ SH en presencia y en ausencia de 10 
ng/ml de LPS durante tres horas, se trataron con 2 µM de citocalasina D y 10 µM de CA-074 durante 30 
minutos y 20 µg/ml de PVNO durante 6 horas. A continuación, se incubaron durante 24 horas con 1 
mg/ml de zymosan. Los resultados se representan como la media ± DE de tres experimentos 
independientes. *Indica p<0.05. 

 

Como se muestra en la Figura 24, la citocalasina D y el CA-074 inhibieron tanto la 

respuesta del zymosan como la del zymosan opsonizado y sus componentes, mananos y 

glucanos (Figura 23). En cambio, el inhibidor PVNO no disminuyó la producción de PGE2 en 

ninguno de los casos. Estos resultados indicarían que la captación de partículas al fagosoma y 

la extravasación de catepsina B al citosol podrían estar implicadas en la producción de PGE2 

generada por el zymosan. 

o Expresión de COX-2 

La producción de PGE2 depende de la actividad de dos enzimas: COX-1, que se expresa 

constitutivamente y COX-2, que es una enzima inducible. Para estudiar su implicación en la 

producción de PGE2 cuando se estimulan las células con patrones fúngicos, se analizó su 

expresión. En los macrófagos estimulados con zymosan, COX-2 se indujo ligeramente a partir 

de las dos horas, detectándose la mayor expresión de la enzima a las 6 horas de estimulación, 

en cambio esto no ocurrió en el caso del zymosan opsonizado y no se detectaron diferencias 

significativas entre la expresión de COX-2 en los MØ SH y MØ M-CSF (Figura 25, panel 

izquierdo). La diferenciación de los macrófagos con M-CSF no produjo por sí misma inducción 

marcada de COX-2 (Figura 25, panel izquierdo). Utilizando un estímulo particulado inerte, bolas 

de látex en vez de zymosan, para discriminar entre la posible inducción generada por la 

fagocitosis o por el reconocimiento de PAMPs fúngicos, se observó una expresión de COX-2 

pero mucho menor que la inducida en el caso del zymosan (Figura 25, panel derecho). 
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Figura 25. Expresión de COX-2 en macrófagos. MØ SH y MØ M-CSF estimulados con 1 mg/ml de 
zymosan durante 2 y 6 horas (panel izquierdo). Los MØ SH se pre-incubaron en ausencia y en presencia 
de 10 ng/ml de LPS durante tres horas, se estimularon con 60 partículas de bolas de látex/célula durante 
seis horas. Los lisados celulares se usaron para la inmunodetección de la proteína COX-2, utilizándose la 
proteína β -actina como control de carga. Los resultados son representativos de tres experimentos 
independientes. 

 

La inducción de la enzima no se vio afectada cuando se hizo una pre-incubación con 

dosis bajas de IFN-γ (Figura 26). En cambio, tratando los macrófagos con bajas dosis de LPS se 

pudo observar una fuerte inducción de COX-2 en condiciones basales. En el caso de las pre-

incubaciones con IL-4, usada para favorecer una diferenciación a macrófagos de tipo M2, ésta 

indujo una expresión de la enzima detectable a partir de las dos horas de la adición del 

estímulo, aunque menor que con LPS. 

Estos datos indicarían que aunque la diferenciación con M-CSF y la pre-incubación con 

LPS e IFN-γ incrementan la producción de PGE2 en los macrófagos, estos efectos no pueden ser 

explicados solo por el aumento de la expresión de COX-2 y cPLA2, y el efecto de priming se 

debe a distintos mecanismos. 
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Figura 26. Expresión de COX-2 en macrófagos sometidos a priming con distintas adiciones. MØ SH y 
MØ M-CSF pre-incubados durante tres horas con 10 ng/ml de LPS, 500 U/ml de IL-4 o 100 U/ml de IFNγ. 
Se estimularon en ausencia y en presencia de 1 mg/ml de zymosan durante los tiempos indicados. Se 
utilizaron lisados celulares totales para la inmunodetección de la proteína COX-2. La proteína β-actina se 
utilizó como control de carga. El resultado es representativo de tres experimentos independientes con 
resultados similares. 

 

1.4 Patrón de liberación de citoquinas 

En muchos sistemas celulares el zymosan es un potente estímulo en la liberación de 

citoquinas como TNF-α, IL-6, IL-10 e IL-23 (Dillon et al., 2006; Leibundgut-Landmann et al., 

2007). Para comprobar en nuestro sistema de macrófagos humanos cómo afectaba la 

estimulación con estímulos de la pared de hongos sobre la producción de citoquinas, se 

estimularon las células con zymosan y con sus diferentes componentes. Como se muestra en la 

Figura 27 panel izquierdo, el zymosan indujo la producción de TNF-α en MØ SH pero en 

cantidades menores que las observadas en otros tipos celulares como las células dendríticas 

(datos no mostrados). La producción de TNF-α se inhibió solo cuando se estimularon las células 

con partículas de β-glucano en presencia de anticuerpos bloqueantes para los receptores 

dectin-1 y CD32, pero no se detectó esta disminución con los otros estímulos. 

Se ha descrito recientemente que el zymosan induce IL-1β por mecanismos que 

implican la activación del inflamasoma NLRP3 (Kankkunen et al., 2010), con estos 

antecedentes se estimularon los macrófagos con zymosan o zymosan opsonizado. En ambos 

casos solo se  produjeron pequeñas cantidades de IL-1β en presencia de un priming con LPS y 

este efecto se incrementó en presencia de 10 mM ATP (control positivo de la activación del 

inflamasoma) (Figura 27, panel derecho). 
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Figura 27. Producción TNF-α e IL-1β por MØ SH. Las células se estimularon con 1 mg/ml de zymosan, 1 
mg/ml de partículas β-glucano o 1 mg/ml de manano durante 24 horas y se midió la concentración de 
TNF-α e IL-1β en los sobrenadantes. En los casos indicados se pre-incubaron las células con 10 ng/ml de 
LPS y/o 10 mM ATP, 10 μg/ml de anticuerpo anti-CD32 o anti-dectin-1 durante 30 minutos. Los 
resultados se representan como la media ± DE de tres experimentos independientes. *Indica p<0.05. 

 

A diferencia de la baja efectividad que presentó el zymosan para estimular la 

producción de TNF-α e IL-1β, se detectaron cantidades elevadas de IL-23 e IL-6 que no se 

vieron afectadas por el priming con LPS en los MØ SH (Figura 28, paneles izquierdos). A 

diferencia de los resultados observados en la liberación del ácido araquidónico y en la 

producción de PGE2, los MØ M-CSF produjeron una menor cantidad de IL-6 e IL-23 que los MØ 

SH. Para comprobar cuál de los componentes del zymosan estaba implicado en esta respuesta, 

se analizó la participación del receptor de β –glucanos dectin-1. Cuando se utilizaron los 

macrófagos de ratón deficientes en dectin-1, se observó una mayor liberación de IL-6 en el 

caso de los ratones deficientes en el receptor que en los silvestres (Figura 28, panel derecho), 

lo que es similar al patrón observado en la producción de PGE2. 
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Figura 28. Producción de IL-6 e IL-23 por MØ SH humanos y macrófagos de ratón. Las células se pre-
incubaron en los casos indicados con 10 ng/ml de LPS durante tres horas y se estimularon con 1 mg/ml 
de zymosan, 1 mg/ml de partículas β-glucano y 1 mg/ml de manan durante 24 horas. Al cabo de ese 
tiempo se midieron en los sobrenadantes las citoquinas indicadas. Los resultados se representan como 
la media ± DE de tres experimentos independientes. *Indica p<0.05. 

 

1.5 Proteínas adaptadoras y activación de NF-ĸB 

o Proteínas adaptadoras y fosforilaciones en tirosina 

Un mecanismo eficiente para potenciar la unión del zymosan con la célula es proceder 

a la opsonización con suero humano fresco para que pueda interactuar con las integrinas de la 

membrana que son los receptores de C3bi. Las integrinas y receptores de lectina tipo-C como 

dectin-2 reclutan proteínas adaptadoras que contienen motivos ITAM e inician la cascada de 

señalización que implica la activación de Syk (Mócsai et al., 2006). Con estos antecedentes, se 

analizó el efecto del zymosan sobre las fosforilaciones de la proteína adaptadora DAP12, la 

cadena-γ del receptor Fc y el receptor CD32. Cuando se estimularon los MØ SH con zymosan o 

zymosan opsonizado durante un minuto, no se detectó ninguna fosforilación en la cadena-γ a 

pesar de que las células presentaban gran cantidad de la misma (Figura 29, paneles 

izquierdos). Cuando los experimentos se llevaron a cabo con un priming con LPS, se detectó 

una pequeña cantidad de cadena-γ fosforilada en tirosina, pero sin observarse diferencias 
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entre los macrófagos estimulados y los controles. En cambio, sí se detectó un aumento en la 

fosforilación de DAP12 en presencia de zymosan, tanto opsonizado como sin opsonizar, un 

minuto después de la estimulación. CD32 se detectó basalmente fosforilado en tirosina, 

aumentando ligeramente esta fosforilación en presencia de los diferentes estímulos (Figura 29, 

paneles derechos), si bien el aumento de las fosforilaciones en las células estimuladas fue 

difícilmente reproducible. 

 

Figura 29. Inmunoprecipitaciones y fosforilaciones en tirosina (Y) en macrófagos. El día previo al 
experimento se retiró el suero a los MØ SH y se suplementó con BSA. Se pre-incubaron en los casos 
indicados con 10 ng/ml de LPS durante tres horas y se estimularon con 1 mg/ml de zymosan, 1 mg/ml de 
manan y 0.1 mg/ml de IC durante un minuto. Los lisados celulares se utilizaron para inmunoprecipitar 
con un anticuerpo frente a la cadena-γ del receptor Fc, anti-CD32A y anti-DAP12. Se separaron las 
proteínas en un gel SDS/PAGE y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa usada para la 
inmunodetección de las proteína indicadas. 

 

Para comprobar que las proteínas adaptadoras fosforiladas activaban SyK, se analizó la 

fosforilación de las tirosinas Y525/526 de Syk a diferentes tiempos. Con un minuto de 

estimulación ya se pudo detectar la fosforilación de Syk, especialmente cuando se incubaron 

las células con zymosan opsonizado (Figura 30). 

Tomados colectivamente, estos resultados indicarían que tanto el zymosan normal 

como el opsonizado activan Syk rápidamente en los macrófagos por un mecanismo en el que 

podrían participar la proteína adaptadora DAP12 y la fosforilación basal de CD32A. 
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Figura 30. Fosforilación de Syk en macrófagos humanos. Las células se estimularon con 1 mg/ml de 
zymosan, 1 mg/ml de partículas glucano y 1 mg/ml de manan durante los tiempos indicados. Se 
utilizaron los lisados totales para detectar la fosforilación de Y525/526 de Syk mediante un anticuerpo 
fosfoespecífico. Los resultados son representativos de cuatro experimentos con resultados similares. 

 

o Activación de la ruta NF-κB 

Como las proteínas de la familia de NF-κB participan en la regulación transcripcional de 

cox-2 (gen ptgs2) puesto que éste contiene sitios κB en el promotor, se estudió la activación y 

translocación de las proteínas NF-κB al núcleo celular en MØ SH. Cuando se incubaron las 

células tras priming con LPS, se observó una rápida activación de los factores de la familia NF-

κB al detectarse la translocación de RelA/p65 al núcleo al cabo de una hora (Figura 31, panel 

izquierdo). Posteriormente RelA/p65 desapareció del núcleo para volver a reaparecer a las 

cinco horas, lo que sugiere que esta segunda aparición puede deberse a mecanismos 

indirectos en los que participarían mediadores secundarios inducidos por la acción de LPS. 

 

Figura 31. Translocación nuclear de diferentes proteínas de la familia NF-κB en macrófagos. Los MØ SH 
fueron pre-tratados en ausencia y en presencia de 10 ng/ml de LPS e incubados con 1 mg/ml de 
zymosan. A los tiempos indicados se recogieron las fracciones nucleares para la inmunodetección de c-
Rel y RelA/p65. Los resultados son representativos de al menos tres experimentos independientes con 
resultados similares. La proteína TBP (TATA box binding protein) se usó como control de carga. 
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Cuando se estimularon los MØ SH con zymosan, se detectó la translocación nuclear de 

RelA/p65 y c-Rel dos y cuatro horas después de añadir los estímulos, lo que sugiere un patrón 

de respuesta más lento que el detectado en el caso del LPS (Figura 31, paneles derechos). En 

cambio, p50 se detectó tanto en las células estimuladas como en las controles, sin diferencias 

entre ambas condiciones (datos no mostrados), lo que concuerda con la distribución habitual 

de este miembro de la familia NF-κB, que se encuentra en el núcleo en las células no activadas. 

En cualquiera de los casos anteriores, la translocación nuclear no se vio afectada por el priming 

con LPS. 

En el promotor de cox-2 se detectó aumento de la unión del factor RelA/p65 en las 

células con priming con LPS y posterior estimulación con zymosan a las dos horas (Figura 32). 

Sin embargo, no se pudo demostrar aumento de la unión de c-Rel al promotor, aunque 

también se había observado un aumento de la translocación al núcleo tras la estimulación con 

zymosan.  

 

Figura 32. Efecto del zymosan sobre RelA/p65, c-Rel y la acetilación de la histona H3 en macrófagos. 
Los MØ SH se pre-incubaron en ausencia y en presencia de 10 ng/ml de LPS durante tres horas y se 
estimularon con 1 mg/ml de zymosan durante dos horas. Una vez fijadas se realizó el ensayo de ChIP. Se 
muestra la electroforesis de un experimento realizado mediante PCR a tiempo real de 40 ciclos con los 
cebadores para ptgs2. Se utilizó el input como control positivo. 

 

Se ha descrito que la acetilación de la histona H3 disminuye en la diferenciación a MØ 

tipo M2 como consecuencia de la activación del factor Krüppel (Liao et al., 2011), sin embargo, 

no se observaron cambios significativos en los niveles de acetilación de la histona H3 en el 

promotor de ptgs2 entre las células sometidas a priming y las controles (Figura 32). 
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2. Objetivo: Estudiar la regulación de la producción de IL-10 en los monocitos 

derivados a células dendríticas. 

2.1 Producción de IL-10 por diferentes estímulos 

El zymosan es un potente estímulo para la producción de IL-10 por las células 

dendríticas. La liberación de la citoquina se inició cuatro horas después de la estimulación con 

zymosan y aumentó hasta las 24-30 horas. Otros estímulos como el LPS e IC produjeron 

liberación de IL-10, pero no de forma tan eficiente (Figura 33). 

 

Figura 33. Liberación de IL-10 por células dendríticas. Las células se estimularon con las 
concentraciones indicadas durante 24 horas y se midió la concentración de IL-10 en los sobrenadantes. 
La cinética de producción de IL-10 se realizó con 1 mg/ml de zymosan y 0.1 mg/ml de IC. Los resultados 
se representan como la media ± DE de tres experimentos independientes. 

 

Para comprobar cuál de los componentes del zymosan estaba implicado en la 

respuesta, se realizaron ensayos de producción de IL-10 con α-mananos y β-glucanos en forma 

de curdlan. Aunque los dos estímulos liberaron IL-10 por separado (Figura 34), la combinación 

produjo un efecto sinérgico que podría indicar una cooperación de los receptores implicados 

en el reconocimiento de mananos y glucanos. Por este motivo, se utilizaron anticuerpos 

específicos frente a los principales receptores que reconocen los componentes del zymosan: 

DC-SIGN y el receptor de manosa (CD206) implicados en el reconocimiento de mananos y 

dectin-1 para los β-glucanos, y se analizó la participación de cada uno de ellos en el 

reconocimiento del zymosan por parte de las células dendríticas. Mientras que apenas se 

detectó inhibición de la producción de IL-10 en presencia del anticuerpo anti-CD206, la 

liberación de IL-10 disminuyó cuando se bloqueó el receptor DC-SIGN y desapareció casi por 

completo en presencia del anticuerpo anti-dectin-1 (Figura 34). Estos resultados indicarían un 
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papel fundamental del receptor de β-glucanos dectin-1 en la producción de IL-10 inducida por 

zymosan en las células dendríticas.  

 

Figura 34. Efecto de los componentes del 
zymosan sobre la liberación de IL-10 en 
células dendríticas. Las células se estimularon 
con 1 mg/ml de zymosan, 5 mg/ml de manan, 
0.1 mg/ml de curdlan y sus combinaciones 
durante 24 horas. En los casos que se 
utilizaron anticuerpos, se pre-incubaron las 
células con 10 µg/ml de anticuerpo durante 30 
minutos y posteriormente se estimularon con 
1 mg/ml de zymosan durante 24 horas. 

 

 

Para determinar si el efecto del zymosan sobre la producción de IL-10 era debido a 

cambios en la transcripción génica, se midieron los niveles del ARN mensajero que codifica 

il10. La estimulación por el zymosan produjo inducción del ARN mensajero en mayor cantidad 

que la estimulación por LPS o IC (Figura 35, panel izquierdo).  

 

Figura 35. Expresión y medida de estabilidad del ARNm de il10 en células dendríticas. Las células se 
estimularon con 1 mg/ml de zymosan, 10 µg/ml de LPS y 0.1 mg/ml de IC durante los tiempos indicados. 
En el caso del análisis de la estabilidad, se estimularon las células con zymosan 24 horas y a continuación 
se añadió 1 µg/ml de actinomicina D. Se analizó mediante RT-PCR la expresión del ARNm de il10. Los 
resultados se expresan en unidades arbitrarias (UA). 

Se ha descrito que la estabilidad del ARNm en macrófagos de ratón es un mecanismo 

relevante para la regulación de IL-10 (Powell et al., 2000). Para determinar si ocurre lo mismo 

en las células dendríticas humanas, se hicieron experimentos en presencia de un inhibidor de 

la transcripción, la actinomicina D. Los niveles del ARN mensajero de il10 disminuyeron hasta 

llegar a un 38% del mensajero inicial dos horas después de añadir al medio de cultivo el 
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inhibidor, mientras que en las células control solo descendió un 14%, manteniéndose el 86% 

del ARN mensajero inicial (Figura 35). Estos datos indicarían que en las células dendríticas la 

estabilización del mensajero juega un papel secundario en el control de la producción de IL-10. 

En experimentos realizados sobre la expresión génica de cox2 se obtuvieron resultados 

similares a los descritos para el ARN mensajero de il10 (Figura 36, panel izquierdo). En células 

dendríticas estimuladas con zymosan se produjo una inducción del ARN mensajero de cox2 

mayor que la inducida por LPS (Figura 35, panel derecho). Con estos antecedentes, se abordó 

el estudio de la participación de las rutas de COX-1 y COX-2 sobre la liberación de IL-10.  Se 

utilizaron los inhibidores selectivos SC560 y NS398, respectivamente activos sobre COX-1 y 

COX-2. El uso de los inhibidores por separado no modificó la respuesta al zymosan, en cambio, 

cuando se inhibieron las dos isoformas a la vez o se aumentó la concentración del inhibidor de 

COX-2 se pudo detectar una disminución significativa de la liberación de IL-10 (Figura 36 

derecha), lo que indicaría que ambas isoformas participarían en la producción de IL-10 en las 

células dendríticas. 

 

Figura 36. Expresión del ARN mensajero de cox2 y efecto de la regulación de COX sobre la producción 
de IL-10 en células dendríticas. Las células se estimularon con 1 mg/ml de zymosan ó 0.1 mg/ml de IC 
durante los tiempos indicados. La expresión de ARN mensajero se analizó mediante RT-PCR. Los 
resultados se expresan en unidades arbitrarias (UA). Las células para la producción de IL-10 se pre-
incubaron durante 1 hora con 1 µM SC460, 1-5 µM NS398 o la combinación de ambos, a continuación se 
estimularon en ausencia o en presencia de 1 mg/ml zymosan durante 24 horas. Los resultados se 
representan como la media ± DE de tres experimentos independientes. *Indica p<0.05. 

2.2 Efecto de la modulación farmacológica sobre la producción de IL-10 

Mediante el uso de herramientas farmacológicas se abordó el estudio de la producción 

de IL-10, intentando definir las rutas de activación y los posibles factores de transcripción 

implicados como CREB y NF-κB. 
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o Balance NF-κB y CREB 

La quinasa glucógeno sintasa 3β (GSK3β) es una enzima que  regula positivamente la 

actividad del factor de transcripción NF-κB y negativamente la de CREB. La actividad de la 

GSK3β se inhibe por fosforilación de la serina 9 llevado a cabo por AKT, que a su vez puede ser 

modulada por varias quinasas, incluidas las de la familia de quinasas dependientes de 

adenosina monofosfato (AMPK). 

Para estudiar la implicación de esta ruta en la producción de IL-10, primero se inhibió 

la actividad de GSK3β mediante adición de cloruro de litio (LiCl) al medio de cultivo. El LiCl a 

concentraciones de 5-10 mM estimuló la liberación de IL-10 y este aumento fue más 

significativo en presencia de zymosan (Figura 37, panel derecho). Además, se utilizó un 

análogo permeable del AMP cíclico, el 8-Br-AMP cíclico, para estimular la actividad de la PKA. 

Esta estimulación elevó la producción de IL-10 en presencia de zymosan, pero no se observó 

un efecto aditivo con la combinación LiCl y 8Br-AMP cíclico, indicando que ambos compuestos 

actuarían sobre la misma ruta de señalización. 

 

Figura 37. Efecto de diferentes compuestos sobre la producción de IL-10 en células dendríticas. Las 
células se pre-incubaron con 1 μM de PGE2, 8Br-AMPc, LiCL, 10-30 μM H89, PDTC ó SN50 durante 30 
minutos y después se estimularon con 1 mg/ml de zymosan. La producción de IL-10 se midió en los 
sobrenadantes. Los resultados se representan como la media ± DE de tres experimentos 
independientes. *Indica p<0.05. 

Como los experimentos con el análogo permeable de AMP cíclico mostraron 

estimulación de la producción de IL-10, se utilizó el inhibidor específico de PKA H89, para 

comprobar la dependencia de este efecto de la actividad de la enzima. Usando una 

concentración de 30 µM de H89 se inhibió casi por completo la producción de IL-10 por 

zymosan (Figura 37, panel izquierdo), confirmando con este resultado la participación de PKA. 
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Los receptores de prostanoides E tipo 2 y 4 participan en la regulación de los niveles 

intracelulares de AMP cíclico. El ligando que se une a estos receptores de membrana es la 

PGE2. Esta unión activa la adenilato-ciclasa (AC). Como se ha visto en resultados anteriores, el 

incremento de AMP cíclico en el interior de las células tiene un efecto limitado sobre la 

producción de IL-10. Esto se observó también cuando se añadió PGE2 exógena, sin embargo, la 

adición de estos compuestos junto con el zymosan produjo un efecto sinérgico sobre la 

liberación de IL-10 (Figura 37). 

Como GSK3β ejerce efectos opuestos sobre NF-κB y CREB, se utilizó un inhibidor 

general no selectivo de NF-κB (PDTC) y un inhibidor de la translocación de la subunidad p50 

(SN50) para determinar la participación de la familia NF-κB. La presencia de los inhibidores 

incrementó la liberación de IL-10 tanto por sí mismos como en presencia de zymosan (Figura 

37, panel derecho). Este resultado podría explicarse por la competición entre NF-κB y CREB por 

el co-activador CBP, necesario para la actividad de los factores de transcripción. 

Por último, se comprobó que el aumento de liberación de IL-10 provocado por la 

presencia de zymosan solo o con LiCl y SN50, coincidía con un incremento en la fosforilación 

de la serina 9 de GSK3β (Figura 38), es decir, con un estado inactivo de la enzima que explicaría 

su incapacidad para bloquear la activación de CREB. 

 

Figura 38. Fosforilación de GSK3β en presencia de diferentes compuestos en las células dendríticas.  
Las células se pre-incubaron en presencia de 18 µM de SN50, 10 µM de H89 y 10 mM de LiCl durante 
una hora, después se estimularon con 1 mg/ml de zymosan y 10 µg/ml de LPS durante 30 minutos. Los 
extractos proteicos se analizaron mediante Western blot con un anticuerpo fosfoespecífico frente a la 
serina 9 de GSK3β. Resultado representativo de tres experimentos independientes. 

 

o Implicación del calcio  

La regulación de la actividad de CREB se relaciona con varias quinasas, incluidas las 

dependientes de calcio/calmodulina, y depende de sus co-activadores transcripcionales CBP y 

TORC2. TORC2 en condiciones basales está retenido en el citoplasma de las células como 
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consecuencia de su fosforilación e interacción con las proteínas 14-3-3. Esto depende de una 

fosforilación tónica bajo el control de las quinasas de la familia AMPK, que es aumentada por 

GSK3β e inhibida por PKA. Cuando se elevan los niveles intracelulares de calcio, se activa la 

fosfatasa calcineurina  (estimulada por la calmodulina) y TORC2 es defosforilado, se transloca 

al núcleo donde puede actuar como co-activador transcripcional.  

Para estudiar la participación del Ca2+ en la regulación de CREB, se utilizó el ionóforo 

ionomicina, que permite la entrada de Ca2+ desde el exterior celular y aumenta los niveles 

citoplasmáticos. En presencia de ionomicina se observó una producción moderada de IL-10. 

Cuando se cultivaron las células con un agente quelante de Ca2+, como el EDTA, junto con 

zymosan, la producción disminuyó pero no desapareció por completo (Figura 39). Empleando 

un inhibidor de la calcineurina, la ciclosporina A, a bajas concentraciones se detectó un 

descenso de la producción de IL-10 en las células dendríticas estimuladas con zymosan, 

indicando que el calcio participa en la producción de la citoquina. 

 

 

Figura 39. Efecto de diferentes 
compuestos sobre la producción de IL-10 
inducida por zymosan. Las células 
dendríticas se pre-incubaron con los 
compuestos indicados durante 30 minutos 
y posteriormente se estimularon con de 1 
mg/ml de zymosan. Los resultados se 
representan como la media ± DE de tres 
experimentos independientes. *Indica 
p<0.05. 

 

 

o Las rutas MAP/ERK y p38MAPK 

La señalización desencadenada por MAP/ERK puede activar quinasas implicadas en la 

fosforilación de CREB (Screaton et al., 2004) o de histonas (Zhang et al., 2006) lo que permite 

la unión de los factores de la transcripción a los promotores. La señalización de p38 MAPK se 

asocia con la activación de quinasas activadas por mitógenos y estrés (MSK), las cuales 

fosforilan CREB en las células de ratón tratadas con LPS (Ananieva et al., 2008). Para 

comprobar la posible participación de esta ruta en células dendríticas, se usaron los 

inhibidores de MAP/ERK y de p38 MAPK, U0126 y SB203580, respectivamente. Los datos 
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mostraron una gran disminución de la producción de IL-10 en presencia del inhibidor de 

MAP/ERK pero no en presencia de SB203580 (datos no mostrados). 

Tanto el zymosan como el LPS e IC estimularon la fosforilación de p38 MAPK a tiempos 

cortos, mientras que en el caso de la ruta MAP/ERK el zymosan fue el estímulo más activo 

(Figura 40). 

 

Figura 40. Efecto de diferentes estímulos sobre la fosforilación de p38 MAPK y MAP/ERK en células 
dendríticas. Las células se estimularon con 1 mg/ml de zymosan, 10 µg/ml de LPS y 100 µg/ml de IC 
durante los tiempos indicados. Se analizaron los extractos proteicos con anticuerpos fosfoespecíficos. 
Experimento representativo de tres que mostraban idéntico patrón de fosforilación. 

 

2.3 Papel de los diferentes factores de transcripción en la regulación de il10 

Puesto que la regulación de la expresión de il10 se puede explicar mediante 

mecanismos transcripcionales, se analizó el promotor humano de il10 con el programa 

MatInspector y la base Transfac y se alineó con la secuencia del promotor de ratón para 

detectar las secuencias conservadas e identificar los posibles factores de transcripción que 

podrían estar implicados en la regulación de il10 (Figura 41). El resultado del análisis indicó la 
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presencia de sitios de unión para los factores: NF-κB, STAT1-3, Sp1-3, c-Maf, NF-Y, c/EBP, CREB 

y Pbx1. 

 

Figura 41. Secuencia del promotor proximal de il10. Alineación de las secuencias humana y de ratón, 
mostrando los lugares conservados y los sitios de unión de factores de transcripción. El sitio de inicio de 
la transcripción está indicado con +1. 

 

Inicialmente se analizó en los extractos nucleares de células dendríticas la presencia de 

actividad de unión a la secuencia consenso de cada factor en presencia de estímulos fúngicos 

para seleccionar los posibles factores implicados en la regulación de il10. No se detectó 

actividad de unión a c/EBP, STAT1 ni STAT3 en células tratadas con zymosan. En el estudio de 

la secuencia consenso de STAT mediante EMSA tampoco se detectó actividad de unión (datos 

no mostrados) ni fosforilación de STAT1 en presencia de zymosan (Figura 42). En cambio, si 

apareció respuesta a estímulos como LPS o IFN, y tras el lavado del medio de cultivo y la 

adición de IL-4. Aunque el zymosan no active STAT1 puede producirse una activación 

transitoria causada por las citoquinas presentes en el medio de cultivo. STAT3 mostró un ligero 

grado de fosforilación basal que no aumentó en las células estimuladas con zymosan, a 
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diferencia de los estímulos que utilizan las vías de señalización acopladas a TLR4 (Figura 42). 

Estos datos sugieren que los factores de la familia STAT no participan en la regulación de la 

producción de IL-10 estimulada por zymosan en las células dendríticas. 

 

Figura 42. Efecto del LPS, IFN-γ e IL-4 en la activación de Stat1 y Stat3 en células dendríticas. Las 
células se trataron con 1 mg/ml de zymosan, 10 µg/ml de LPS, 100 µg/ml de IC y 1000 U/ml de IFN 
durante 30 minutos. Estas muestras y las obtenidas tras el lavado del medio y sustitución del cóctel de 
citoquinas (800 U/ml de GM-CSF y 500 U/ml de IL-4) se utilizaron para analizar la fosforilación en 
tirosina de Stat1 y Stat3. Experimento representativo de tres con resultados similares. 

 

Los factores de transcripción Sp1 y Sp3 también se han asociado con la regulación de la 

actividad del promotor de il10 al unirse a la secuencia GGAGGA conservada en el promotor 

humano y de ratón (Brightbill et al., 2000; Tone et al., 2000). En los experimentos realizados se 

observó una actividad de unión constitutiva (Figura 43, paneles superiores), pero mediante los 

ensayos de ChIP no se pudo detectar la unión al promotor de il10 (datos no mostrados). 

La presencia de c-Maf en las células dendríticas se detectó a nivel de ARN mensajero 

utilizando cebadores para las formas corta y larga producidas por un procesamiento 

alternativo, pero no se pudo observar unión de c-Maf al promotor de il10 en el estudio de ChIP 

(datos no mostrados). Los experimentos de ChIP realizados para detectar Pbx-1 mostraron 

inmunoprecipitaciones (IP) menores de 0.001% del total (input), sin encontrar diferencias 

entre las células estimuladas y en reposo (datos no mostrados). El factor NF-Y no presentó 

actividad de unión en monocitos a diferencia de lo observado en las células dendríticas, 

aunque en este caso no se observaron diferencias entre las células estimuladas y las células 

control (Figura 43, panel inferior izquierdo). 
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Figura 43. Presencia de actividad de unión de Sp1, Sp3, NF-Y y P-CREB en los extractos nucleares de 
células dendríticas. Las células se estimularon con 1 mg/ml de zymosan, 10 µg/ml de LPS y 100 µg/ml de 
IC durante 30 minutos y se analizaron los extractos nucleares usando un ensayo TransAM (Active Motif) 
para la unión de los factores indicados a sus secuencias consenso. La especificidad de la reacción fue 
confirmada llevando a cabo la reacción en presencia de un exceso de sonda de tipo silvestre (WT) y 
mutada (MT). Los controles positivos y negativos se incluyen en cada gráfica. 
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En el caso de P-CREB tampoco se pudieron observar diferencias de la actividad de 

unión entre las células estimuladas y en reposo (Figura 43, panel inferior derecho). Sin 

embargo, sí se detectó unión al promotor de il10 mediante ensayos de ChIP en las células 

estimuladas con zymosan durante 30 minutos a diferencia de las células sin tratar o las 

inmunoprecipitadas con un anticuerpo irrelevante (Figura 44). El pre-tratamiento de las células 

dendríticas con el inhibidor de la PKA H89, inhibió la unión de P-CREB al promotor (Figura 44). 

 

Figura 44. Unión de P-CREB y CBP al promotor de il10 y cox2 en las células dendríticas. Las células se 
estimularon durante 30 minutos con 1 mg/ml de zymosan y una vez fijadas con formaldehido se realizó 
el ensayo de ChIP. El análisis se realizó con PCR semicuantitativa de 30 ciclos y PCR a tiempo real de 40 
ciclos con los cebadores del promotor de il10 y de cox-2. 

 

La unión de P-CREB al promotor de il10 coincidió temporalmente con un incremento 

de la unión del co-activador transcripcional CBP 64 veces mayor en las células estimuladas con 

zymosan que en las células no tratadas (Figura 44, panel derecho). Como control negativo de la 

unión específica al sitio CRE se utilizaron cebadores del promotor de il12p35 que no presenta 

secuencias consenso de unión a CRE. Los resultados obtenidos de las PCRs fueron negativos. 

Las IP realizadas con el anticuerpo anti-TBP se usaron como control positivo de la unión de la 

maquinaria transcripcional al promotor de il10 coincidiendo temporalmente con la unión de P-

CREB y CBP (figura 45). 
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Figura 45. Unión de TBP y CBP al 
promotor de il10 en células dendríticas. 
Las células se estimularon durante 30 
minutos en ausencia o en presencia de 1 
mg/ml de zymosan y 0.1 mg/ml de 
curdlan. Se fijaron con formaldehido y se 
hicieron ensayos de ChIP. El análisis fue 
con PCR semicuantitativa de 30 ciclos y 
PCR a tiempo real de 40 ciclos con los 
cebadores del promotor de il10.  

 

 

En el promotor de cox2 también se encontró unión de P-CREB tras la estimulación de 

las células dendríticas con zymosan (Figura 44). Estos resultados estarían de acuerdo con la 

presencia de dos sitios de unión a CREB en el promotor de cox2 y con la relevancia funcional 

de estos sitios en la regulación transcripcional de la enzima.  

CRTC2/TORC2, un co-activador de CREB, puede translocarse al núcleo y unirse al 

complejo de transcripción, como consecuencia del aumento de calcio intracelular y la 

activación de la calcineurina. Puesto que el zymosan aumenta los niveles intracelulares de 

calcio (Figura 34), se estudió el efecto del zymosan sobre la translocación de CRTC2/TORC2 al 

núcleo de las células dendríticas. Como se muestra en la Figura 46 (panel izquierdo), se detectó 

la presencia de CRTC2/TORC2 en el núcleo celular con un patrón temporal coincidente con la 

unión de P-CREB y CBP al sitio CRE del promotor de il10. 

La translocación de CRTC2/TORC2 al núcleo solo se observó entre 30 y 60 minutos tras 

la estimulación con zymosan, no siendo detectable a las cuatro horas (datos no mostrados). 

Para determinar si la presencia de CRTC2/TORC2 en el núcleo de las células dendríticas estaba 

ligada al complejo CREB/CBP presente en el promotor de il10, se realizaron IP de extractos 

nucleares con un anticuerpo anti-P-CREB, pudiéndose detectar la co-IP de CRTC2/TORC2 en 

células tratadas con zymosan durante 30 minutos (Figura 46, panel derecho). 
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Figura 46. Efecto del zymosan sobre la translocación nuclear de CRTC2/TORC2. Las células se 
estimularon durante los tiempos indicados con 1 mg/ml de zymosan y se utilizaron los lisados 
citoplasmáticos y nucleares para la inmunodetección de CRTC2/TORC2. Las preparaciones de linfocitos 
se utilizaron como control positivo (panel izquierdo). Para la inmunoprecipitación las células se 
estimularon con 1 mg/ml de zymosan durante 30 minutos, las fracciones nucleares se utilizaron para IP 
con 10 µg/ml de anticuerpo anti-P-CREB. El anticuerpo anti-TORC2 se utilizó para realizar el Western 
Blot (panel derecho). 
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3. Objetivo: Estudio del balance IL-12 p70/IL-23 en los monocitos derivados a 

células dendríticas. 

IL-12 p70 e IL-23 son dos citoquinas que comparten una cadena común (IL-12 p40) y 

difieren en la otra (IL-12 p35 e IL-23 p19 respectivamente). Ambas citoquinas se inducen 

mediante el reconocimiento de PAMPs, pero generan diferentes respuestas funcionales, lo que 

justifica el estudio de su regulación. 

3.1 Producción de IL-23 versus IL-12  

Para estudiar las diferencias que existen en la regulación de estas citoquinas, se 

comenzó analizando la producción en las células dendríticas en respuesta a distintos estímulos. 

Tanto el zymosan como el LPS fueron potentes inductores de IL-23 sin diferencias significativas 

entre ambos estímulos, en cambio, solo el LPS fue capaz de aumentar la producción de IL-12 

p70 (Figura 47). 

 

 

Figura 47. Producción de IL-12 p70 e IL-23 en 
células dendríticas. La producción de IL-12 p70 
e IL-23 se midió en los sobrenadantes de células 
estimuladas durante 24 horas con 10 µg/ml de 
LPS, 1 mg/ml de zymosan, 1 mg/ml de manan y 
0.1 mg/ml de curdlan. Los resultados se 
representan como la media ± DE de cuatro 
experimentos independientes.  

 

 

Las mayores concentraciones de las citoquinas se detectaron 24 horas después de su 

estimulación y en el caso del zymosan, la máxima liberación de IL-23 se observó utilizando 

concentraciones superiores a 0.5 mg/ml, a partir de 1.5 mg/ml la respuesta empezó a decaer. 

Por el contrario, el LPS no saturó la respuesta con concentraciones de hasta 20 µg/ml (datos 

no mostrados). Para ver cuál de los componentes del zymosan estaba implicado en la 

producción de IL-23, se estudiaron los efectos producidos por los glucanos y mananos por 

separado. El curdlan indujo una mayor producción de IL-23 que de IL-12p70, a diferencia de lo 

que ocurre en el caso del manan. La combinación de ambos estímulos tiene un efecto similar al 

zymosan pero más intenso (Figura 47). 
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Para determinar si la inducción de las citoquinas se regula transcripcionalmente, se 

llevaron a cabo RT-PCRs a tiempo real. Todos los estímulos utilizados indujeron el ARN 

mensajero de il23p19 sin diferencias significativas entre zymosan y el LPS (Figura 48, paneles 

superiores). En el caso de il12p35, el LPS produjo una inducción de su expresión 66 veces 

mayor que el zymosan. Cuando se analizó la expresión de IL12p40 (Figura 48 panel inferior 

derecho), también el LPS indujo una mayor expresión del ARN mensajero que el zymosan, 

aunque la diferencia fue menor que en el caso de il12p35.  

 

Figura 48. Expresión de il12p35, il12p40 e il23p19 en células dendríticas. La expresión de los genes se 
midió mediante la extracción de ARN mensajero y RT-PCR a tiempo real. Los resultados se normalizaron 
según la expresión de gadph y se muestran en unidades arbitrarias (UA). 

 

3.2 Regulación transcripcional de il23p19 

La regulación transcripcional de il23p19 se estudió mediante el uso de inhibidores de la 

ruta de NF-κB debido a la presencia en el promotor de la citoquina de secuencias consenso 

para la unión de esta familia de factores de transcripción. Se pudo detectar una disminución 

significativa de la producción de IL-23 cuando se emplearon los inhibidores no selectivos PDTC 

y ALLN, en cambio, usando SN50, inhibidor de la subunidad p50, no se observó ningún efecto 

sobre la producción de la citoquina (Figura 49). 
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Figura 49. Modulación farmacológica de la producción de IL-23 en células dendríticas. Las células se 
incubaron durante 30 minutos en presencia de 18 µM SN50, 100 µM PDTC, 100 µM ALLN y las 
concentraciones indicadas de SB203580 y H89. A continuación, las células se estimularon durante 24 
horas con 1 mg/ml de zymosan (panel izquierdo) y con 1 mg/ml de zymosan o 10 µg/ml de LPS (panel 
derecho). Los resultados se representan como la media ± DE de tres experimentos independientes. 
*Indica p<0.05. 

 

La ruta PKA/AMP cíclico puede estar implicada en la regulación de IL-23 debido a que 

la subunidad catalítica de PKA participa en la regulación de la actividad de NF-κB por su 

conocida capacidad para fosforilar la serina 276 de RelA (Zhong et al., 1998; Yoon et al., 2008) 

y, posiblemente, de c-Rel ya que presenta una secuencia consenso similar a la de RelA. 

Además, se ha descrito que los agentes capaces de aumentar los niveles de AMP cíclico 

potencian la producción de IL-23 (Sheibanie et al., 2007). En cambio, experimentos llevados a 

cabo con el análogo permeable del AMP cíclio (8-bromo) y la activación de la adenilato ciclasa 

con PGE2 no incrementan la producción de IL-23 (datos no mostrados). 

Con estos antecedentes, se utilizó el inhibidor de PKA H89, que produjo una completa 

inhibición en respuesta al zymosan y al LPS. Como H89 también inhibe la actividad de MSK, 

para comprobar si esta enzima participaba en la ruta, se utilizó el inhibidor de p38 MAPK, 

SB203580, porque esta enzima regula la actividad de MSK1 y MSK2. Se pudo observar una 

potente inhibición de la producción de IL-23 inducida por zymosan que dependió de la 

concentración utilizada de SB203580 (Figura 49). 

La inhibición producida por H89 podría ser debida a un efecto sobre la fosforilación c-

Rel y/o RelA. Por ello, se abordó el estudio de la participación de los distintos elementos de la 

familia NF-κB. Cuando se estimularon las células dendríticas con zymosan, se produjo una 

translocación nuclear de c-Rel, Rel B y RelA/p65 mantenida. Resultados similares se obtuvieron 

con la combinación de manan y curdlan (Figura 50). El LPS también estimuló la translocación 
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de c-Rel y RelA en menor medida que el zymosan, pero en la inducción de RelB fue el estímulo 

más potente. Al analizar los niveles de p50 se vio que no sufrieron cambios después de la 

estimulación celular (Figura 51), lo que estaría de acuerdo con la ausencia de efecto de los 

inhibidores de la translocación de p50 (Figura 49). 

 

Figura 50. Translocación nuclear de las diferentes proteínas de la familia NF-κB en células dendríticas.  
Las células se incubaron con 1 mg/ml de zymosan, 10 µg/ml de LPS o 5 mg/ml de manan + 0.1 mg/ml de 
curdlan. A los tiempos indicados se recogieron las fracciones nucleares para la inmunodetección de c-
Rel, RelA/p65 y RelB. Los resultados son representativos de al menos tres experimentos independientes 
con resultados similares. TBP se utilizó como control de carga nuclear. 

 

El estudio de las fosforilaciones de NF-κB se abordó mediante el uso de anticuerpos 

fosfoespecíficos que reconocen la serina 276 de RelA (este anticuerpo también puede 

reconocer el epítopo de la Ser-267-c-Rel) y la serina 536 de RelA. El zymosan indujo una leve 

fosforilación de la serina 276 y más intensa de la serina 536 de RelA (Figura 51), siendo en 

cualquiera de los casos el estímulo más potente. 

 

Figura 51. Translocación nuclear de diferentes proteínas de NF-κB en células dendríticas.  Las células 
fueron incubadas con 1 mg/ml de zymosan, 10 µg/ml de LPS, 5 mg/ml de manan y 0.1 mg/ml de curdlan. 
A los 30 minutos se recogieron las fracciones nucleares para la inmunodetección de p50 y de las formas 
fosforiladas de RelA/p65. Los resultados son representativos de al menos 3 experimentos 
independientes con resultados similares. 
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Para confirmar el papel del sitio κB en la activación transcripcional, se analizó la unión 

de las proteínas de NF-κB a los promotores de il12p35 e il23p19 mediante ensayos de ChIP. 

Como se observa en la Figura 52, el zymosan indujo una unión de c-Rel al promotor de il23p19 

significativa, mayor que la producida por LPS y que se acompañó de la presencia de MSK1. 

Además, con el zymosan se observó unión del co-activador CBP al promotor de il23p19 que, a 

su vez se inhibió por H89. Asimismo se observó la fosforilación de la histona H3 30 minutos 

después de la estimulación con zymosan y su inhibición por H89 (Figura 52). 

 

 

Figura 52. Unión al promotor de il23p19 y fosforilación de la histona H3 en células dendríticas. Las 
células se estimularon con 1 mg/ml de zymosan y 10 µg/ml de LPS a los tiempos indicados. Tras la 
fijación con formaldehido, se realizó el ensayo de ChIP. Las PCR semi-cuantitativas fueron de 40 ciclos y 
con cebadores para el promotor de il23p19. Se utilizó el input como control positivo. 

 

En cambio, en el promotor de il12p35 solo se pudo detectar una débil y transitoria 

unión de c-Rel en células estimuladas 30 minutos con zymosan mientras que tras la 

estimulación con LPS ésta unión se detectó al menos hasta las cuatro horas. A diferencia de lo 

que ocurre en el promotor de il23p19, en il12p35 se pudo observar una ligera fosforilación 

basal en la serina 10 de la histona H3 que no se vio aumentada por la estimulación con 

zymosan ni inhibida por H89 (Figura 53). 
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Figura 53. Unión al promotor de il12p35 y fosforilación de la histona H3 en células dendríticas. Las 
células se estimularon con 1 mg/ml de zymosan y 10 µg/ml de LPS a los tiempos indicados. Tras la 
fijación con formaldehido, se realizó el ensayo de ChIP. Las PCR semi-cuantitativas fueron de 40 ciclos y 
con cebadores para el promotor de il12p35.  

 

Aunque RelB se detectó unido a ambos promotores (Figuras 52 y 53) no se obtuvieron 

resultados reproducibles ni diferencias significativas entre las células estimuladas y las células 

en reposo, lo que también ocurrió en el caso de RelA/p65 (datos no mostrados). 

Estos resultados muestran diferentes grados y patrones temporales de ocupación de 

los promotores por c-Rel en respuesta a los distintos estímulos que podrían explicar las 

diferentes respuestas observadas. 

3.3 Efecto inhibitorio del zymosan sobre la producción de IL-12 p35 inducida por la 

combinación LPS+IFN-γ  

La pre-incubación de las células dendríticas con zymosan indujo una inhibición de la 

producción de IL-12 p70 inducida por la combinación de LPS + IFN-γ sin afectar los niveles de 

IL-23. Este efecto se observó con una pre-incubación con zymosan de una hora (Figura 54), 

pero fue más intenso tras 12 horas de pre-incubación (datos no mostrados). La inhibición se 

detectó con concentraciones de zymosan mayores de 0.5 mg/ml y fue más efectivo el zymosan 

deplecionado que el normal, sugiriendo que este efecto es independiente de la activación de 

los componentes capaces de activar TLR2 (datos no mostrados). Este efecto inhibitorio del 

zymosan se explica por una acción a nivel transcripcional puesto que se asocia con una 

disminución de los niveles de ARN mensajero de il12p35 (Figura 54, panel derecho). 
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Figura 54. Inhibición de la producción de IL12 p70, IL-23  y expresión de il12p35 por zymosan en 
células dendríticas. Las células se incubaron en ausencia o en presencia de 1 mg/ml de zymosan una 
hora antes de iniciar la estimulación con 10 µg/ml de LPS y 1000 U/ml de IFN durante 24 horas. Se 
recogieron los sobrenadantes para medir la producción de IL-23, IL-12 p70 y los ARN mensajero para la 
expresión de il12p35.Los resultados se muestran en unidades arbitrarias (UA). 

 

Implicación de la familia NOTCH 

Uno de los posibles mecanismos por los que el zymosan induce la inhibición de la 

transcripción de il12p35 podría ser a través de la activación de los represores transcripcionales 

de la familia NOTCH Hes1 y Hey1, de los que se conoce que son capaces de bloquear la 

producción de IL-6 e IL-12 p70 inducida por ligandos de TLR en células mieloides de ratón (Hu 

et al., 2008). En nuestro sistema de células dendríticas el zymosan también inhibió la 

producción de IL-6 inducida por LPS y por la combinación LPS + IFN-γ (resultados no 

mostrados). Con estos antecedentes se abordó el estudio de la expresión de Hes1 y Hey1 en 

células dendríticas. 

La estimulación con zymosan y con LPS indujo el ARN mensajero de hes1, mientras que 

hey1 solo se detectó cuando se estimularon las células con zymosan (Figura 55, paneles 

derechos). Esta expresión del ARN mensajero estuvo acompañada por una inducción y 

translocación de la proteína Hes-1 del citoplasma al núcleo celular. En el caso del zymosan, 

además de ser más marcada la inducción que con el LPS, se pudo observar una desaparición de 

la proteína citoplasmática. 
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Figura 55. Efecto del zymosan sobre la expresión de Hes1 y Hey1 en células dendríticas. Las células se 
incubaron a los tiempos indicados con 1 mg/ml de zymosan y 10 µg/ml de LPS. Se separaron las 
fracciones citoplasmáticas de las nucleares y se utilizaron para inmunodetección de la proteína Hes1. β –
actina y TBP se usaron como controles de carga. Los paneles de la derecha muestran la expresión de 
ARN mensajero de hes1 y hey1 a los tiempos indicados. Los resultados se expresan en unidades 
arbitrarias (UA). 

 

TLE y la histona H3 

Los represores transcripcionales Hes1 y Hey1 interaccionan frecuentemente con TLE 

para formar un complejo inhibidor activo. Sobre estos antecedentes, se estudió la expresión 

de TLE. Se pudo detectar la proteína una hora después de estimular las células con zymosan y 

se mantuvo su translocación nuclear hasta las seis horas. También se detectó un aumento de 

la expresión del ARN mensajero de tle1 (la isoforma de TLE más frecuente en las células 

mieloides) una hora después de añadir zymosan (Figura 56). En cambio, la combinación LPS + 

IFN-γ no indujo ni la proteína ni el ARN mensajero de TLE. 
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Figura 56. Efecto del zymosan sobre la expresión de TLE en células dendríticas. Las células se incubaron 
a los tiempos indicados con 1 mg/ml de zymosan o 10 µg/ml de LPS + 1000 U/ml de IFN-γ. Se separaron 
las fracciones citoplasmáticas de las nucleares y se utilizaron para la inmunodetección de la proteína 
TLE. β–actina y TBP se usaron como controles de carga. En el panel derecho se muestra la expresión del 
ARN mensajero codificante para tle1 después de una incubación de una hora con 1 mg/ml de zymosan, 
10 µg/ml de LPS, 1000 U/ml de IFN-γ o sus combinaciones. 

 

El efecto de TLE en la transcripción génica depende a su vez de una interacción con la 

histona H3 y del reclutamiento de las histonas deacetilasas. TLE es capaz de unirse a 

deacetilasas de clase I (Chen et al., 1999) y III (Ghosh et al., 2007), mientras que Hes 1 se une 

sólo a las de clase III (Takata and Ishikawa, 2003). Mediante experimentos de co-

inmunoprecipitación se observó que el zymosan produjo una interacción de TLE y Hes1 con la 

serina 10 fosforilada (P-Ser10) de la histona H3 (Figura 57). A diferencia del efecto producido 

por la combinación de LPS + INF-γ, el zymosan redujo la cantidad de histona H3 acetilada en la 

lisina 14 (Ac-K14) asociada a TLE y Hes1, lo cual es consistente con la idea de que el zymosan 

potencia el reclutamiento por TLE y Hes1 de las histonas deacetilasas en ciertos promotores, 

incluso cuando este efecto no se produzca sobre la acetilación global de la histona H3. A 

diferencia de lo que ocurre en el promotor de il23p19, el zymosan redujo la cantidad de 

histona acetilada en la lisina 14 en el promotor de il12p35 (Figura 57). 
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Figura 57. Efecto del zymosan sobre TLE, Hes1 y la acetilación de la histona H3 en células dendríticas. 
Los lisados celulares de las células control y estimuladas con 1 mg/ml de zymosan durante cinco horas se 
inmunoprecipitaron con anticuerpos frente a TLE1 y Hes1. Tras la separación en SDS/PAGE y 
transferencia a membranas de celulosa, las membranas se utilizaron para la inmunodetección de P-S10-
histona, Ac-K14-histona H3 e histona H3. Los cambios en la acetilación de la lisina 14 en los promotores 
de il12p35 e il23p19 cinco horas después de la estimulación, se muestran en el panel derecho. 100 nM 
de tricostatina (TSA). Experimentos representativos de tres con resultados similares. 

 

Experimentos realizados con inhibidores de las lisina deacetilasas mostraron que el 

inhibidor de enzimas de clase I y II tricostatina (TSA) bloqueó por completo la producción de IL-

12 p70, mientras que el inhibidor de clase III, indol EX527, aumentó la producción de IL-12 

p70y redujo la inhibición producida por el zymosan (Figura 58). 

 

Figura 58. Inhibición de la producción de IL12 p70 en CD por inhibidores de deacetilasas. Las células 
dendríticas se pre-incubaron  en presencia de 100 nM de TSA durante 30 minutos y con 1 µM de EX527 
durante seis horas. Se estimularon con 1 mg/ml de zymosan, 10 µg/ml de LPS + 1000 U/ml de IFN-γ y sus 
combinaciones durante 24 horas. Los resultados se representan como la media ± SD de tres 
experimentos independientes. 

 

 

 



Resultados 

104 
 

Participación de dectin-1 

Para analizar si en el efecto inhibitorio del zymosan  sobre la producción de IL-12 p70 

participa el receptor de glucanos dectin-1, se realizaron experimentos con un anticuerpo 

bloqueante del receptor 30 minutos antes de añadir el zymosan. El efecto inhibitorio del 

zymosan se pudo observar también en las células tratadas con el anticuerpo anti-dectin-1 en el 

caso de la estimulación con LPS + IFN-γ (Figura 59). 

 

Figura 59. Inhibición de la producción de IL12 p70 en células dendríticas humanas y de ratón dectin-1-/- 

por zymosan. Las células humanas se pre-incubaron 30 minutos en presencia de 10 µg/ml de anticuerpo 
anti-dectin-1, a continuación se añadieron las diferentes dosis de zymosan durante 1 hora y se 
estimularon con 10 µg/ml de LPS + 1000 U/ml de IFN-γ durante 24 horas (panel izquierdo). En la gráfica 
derecha se muestra el efecto inhibitorio del zymosan en células dendríticas de ratones WT y KO para 
dectin-1 estimuladas con 10 µg/ml de LPS + 1000 U/ml de IFN-γ durante 24 horas. Los resultados se 
representan como la media ± SD de tres experimentos independientes. 

 

Para confirmar estos resultados, se realizaron experimentos con células dendríticas 

derivadas de la médula ósea de ratones deficientes en dectin-1. Como se muestra en la Figura 

59, los ratones deficientes en dectin-1 mostraron una producción menor de IL-12 p70 cuando 

se estimularon con LPS + IFN-γ comparados con los animales silvestres. Sin embargo, el 

zymosan ejerció una inhibición similar en ambos tipos celulares. Estos datos sugerirían que 

dectin-1 no es el único receptor implicado en la respuesta del zymosan en relación con su 

inhibición sobre la producción de IL-12 p70. 
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Discusión 

Objetivo 1: Caracterizar la respuesta de las células mieloides a los β -glucanos en 

función del entorno y el grado de diferenciación celular. 

Las células dendríticas y los macrófagos derivados de monocitos son células muy 

heterogéneas en función de su estado de diferenciación y polarización, de su localización y 

entorno. Los resultados mostrados en esta tesis sugieren una respuesta diferente de los 

macrófagos al zymosan dependiente del grado de diferenciación y de los componentes 

presentes en el medio (GM-CSF, M-CSF, IL-4, derivados bacterianos…) que pueden explicarse 

en parte por el grado de expresión de receptores de membrana. Además, el zymosan puede 

comportarse como una simple partícula exógena que es reconocida por un mecanismo 

independiente de los receptores pero que es capaz de iniciar una cascada de señalización 

complementaria de las inducidas por los PAMPs asociados que actúan a través de los PRRs.  

 En el caso de los MØ diferenciados con M-CSF, hay un aumento de la expresión 

de las isoformas de dectin-1 A y B, especialmente la B, que explicaría que la unión al ligando 

sea productiva en comparación con lo observado en los MØ diferenciados con SH. También se 

detecta mayor expresión de dectin-2, MR y TLR2. En monocitos diferenciados con GM-CSF e IL-

4 para generar células dendríticas, también se detectó aumento de la expresión de los CLRs, lo 

que concuerda con los datos observados por otros autores (Willment et al., 2003). Por otra 

parte, los MØ SH tratados con LPS durante tres horas no muestran diferencias en el patrón de 

expresión de los PRRs, lo que estaría de acuerdo con los estudios que han referido cambios en 

los receptores de superficie a partir de las 24 horas de incubación (Willment et al., 2003). 

El patrón de captación de las partículas de zymosan es similar en los macrófagos 

obtenidos mediante distintos procedimientos de diferenciación, aunque los MØ SH capturan 

las partículas a mayor velocidad que los MØ M-CSF. Sin embargo, las células dendríticas tienen 

una gran capacidad para capturar el zymosan independientemente de que esté sin opsonizar o 

recubierto por iC3b, mientras que los macrófagos muestran una captación preferente de las 

partículas opsonizadas. La respuesta al zymosan no es paralela a la captura de las partículas, lo 

que indicaría que la captación de partículas y la liberación de mediadores inflamatorios son 

procesos independientes. La fagocitosis del zymosan muestra analogías con las respuestas a 

las bolas de látex, las sales de aluminio, los cristales de sílice (Kuroda et al., 2011) y los cristales 

de monourato sódico (Martin et al., 2009), y con el incremento del acceso a los PRR 

intracelulares provocado por el proceso fagosomal (Wolf et al., 2011). Esta respuesta se 
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explicaría por una activación temprana de Syk y más retrasada del sistema de NF-κB, que 

conduciría la inducción de moléculas pro-inflamatorias como COX-2. En los MØ SH  y MØ M-

CSF la inducción de COX-2 se detecta a las seis horas de estimulación con el zymosan. Esta 

activación tardía podría explicarse por la unión de la familia NF-κB a los dos sitios κB del 

promotor de cox2 (ptgs2). La pre-incubación con dosis bajas de IFN-γ no modifican el patrón 

de expresión de COX-2 en respuesta al zymosan, aunque incrementa la liberación de PGE2. En 

cambio, la pre-incubación con LPS aumenta considerablemente la expresión de la enzima a 

tiempos cortos, sin que se observe potenciación de la expresión por el zymosan, lo que 

indicaría que el LPS es un estímulo extraordinariamente activo para inducir COX-2. Uno de los 

principales productos generados por la actividad de COX-2 es la PGE2 cuya producción se 

potencia en respuesta a zymosan en los macrófagos expuestos a bajas dosis de LPS. El 

mecanismo que explicaría este sinergismo podría ser una temprana y prominente activación 

de NF-κB generada por la ruta LPS/TLR4 y una activación posterior por mediadore s 

secundarios, junto a una activación tardía producida por el zymosan que se observa en 

ausencia del priming con LPS. Estos datos están de acuerdo con los estudios sobre la 

regulación de ptgs2 dado que se trata de un gen de respuesta inmediata que contiene islas 

CpG y muestra una acetilación constitutiva de las histonas que permiten un estado 

transcripcionalmente permisivo (Ramirez-Carrozzi et al., 2009). La potenciación del efecto del 

zymosan producida por el priming también se muestra a nivel del promotor de ptgs2 a juzgar 

por el incremento de la ocupación por parte de las proteínas RelA/p65, pero no parece 

probable que este aumento de la presencia del factor de transcripción se deba a un 

incremento de la acetilación del promotor ptgs2 en vista de los niveles similares de acetilación 

de la histona H3 encontrados en las células estimuladas y en reposo. A pesar del aumento 

observado en la producción de PGE2, no se pudo mostrar un aumento de expresión de COX-2 

por el zymosan en células pre-tratadas con LPS, lo que posiblemente se debe a que la 

expresión de la enzima no es siempre sinónimo de su actividad, puesto que contiene un 

motivo de inestabilidad de 27 aminoácidos y se inactiva por el sustrato (Mbonye et al., 2008). 

En el caso de los macrófagos sometidos a priming con IFN-γ, una posible explicación podría ser 

la expresión de PGE2 sintasa microsomal (mPGEs) como se ha descrito en otros sistemas 

(Wright et al., 2004). 

La liberación de PGE2 producida por el zymosan se inhibe por el bloqueo de la 

fagocitosis con la citocalasina D. Este efecto inhibitorio sobre PGE2 ha sido descrito 

previamente en respuesta a cristales de sílice y sales de aluminio (Kuroda et al., 2011) y en 

células dendríticas de ratón estimuladas con β-glucanos particulados donde se detectó una 
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disminución de la producción de citoquinas en presencia de citocalasina D (Rosas et al., 2008). 

Estos autores concluyen que la inhibición del ensamblaje del citoesqueleto por la citocalasina 

D impide el movimiento celular y el contacto con las partículas, imposibilitando la fagocitosis 

del estímulo particulado, pero no el reconocimiento de estímulos solubles (Rosas et al., 2008). 

La producción de PGE2 es también sensible al bloqueo de la catepsina B, sin embargo, no se ha 

podido detectar inhibición por el estabilizante lisosomal PVNO. Estos datos estarían de 

acuerdo con una activación de la catepsina B por los β -glucanos a través de dectin-1, como se 

ha descrito en un modelo de artritis experimental (Rosenzweig et al., 2011). 

En la señalización por la proteína CARD9 se pueden distinguir las señales downstream 

Syk como la activación de p38MAPK que puede ocurrir en ausencia de producción de 

citoquinas y las señales dependientes de SyK/CARD9/NF-κB asociadas con la producción de 

citoquinas (Goodridge et al., 2009). En el primer caso, la translocación de CARD9 al fagosoma si 

puede potenciar la producción de citoquinas si coincide con la activación de los TLRs (Gantner 

et al., 2003). La relevancia de esta cooperación de receptores aumenta si tenemos en cuenta 

que la degradación de las partículas fagocitadas en el fagosoma pueden aumentar el acceso de 

los TLR a sus ligandos y potenciar las respuestas al permitir la cooperación de distintos tipos de 

receptores (Wolf et al., 2011). La mayoría de los estudios disponibles se han realizado en 

células tratadas con GM-CSF donde se ha encontrado un incremento de la expresión de 

receptores implicados en el reconocimiento de α-mananos y β-glucanos, pero no un aumento 

de la expresión de cPLA2 (Valera et al., 2008; Parti et al., 2010). Los estudios realizados hasta la 

fecha habían mostrado un efecto down-regulatorio del M-CSF sobre la producción de 

citoquinas en macrófagos de ratón (Rosas et al., 2008; Goodridge et al., 2009), pero la 

liberación de ácido araquidónico y la producción de eicosanoides no han sido analizados por 

estos trabajos. Los resultados aquí presentados permiten distinguir las respuestas 

dependientes de la ruta de activación SyK/ MAPK cPLA2/ analizada mediante el estudio de la 

liberación del ácido araquidónico y las respuestas dependientes de la transcripción de los sitios 

κB como son la inducción de COX -2, IL-6 e IL23. Utilizando macrófagos derivados de médula 

ósea de ratones deficientes en dectin-1 observamos que la expresión de dectin-1 es necesaria 

para la liberación del ácido araquidónico en respuesta a los β -glucanos, pero no parece tener 

un papel fundamental en la producción de citoquinas ya que no se detectó producción de IL-6 

ni PGE2 en respuesta a estímulos que contienen exclusivamente β-glucanos. Inesperadamente, 

las respuestas producidas por el zymosan que se pueden asociar con la transcripción κB 

dependiente aumentaron en los ratones deficientes en dectin-1, lo que sugeriría que en 
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ausencia de este receptor se favorece la unión a otros receptores asociados con la activación 

de la transcripción. 

El zymosan se comporta como un estimulador poco activo del inflamasoma NLRP3 en 

vista de la baja cantidad de IL-1β liberado en los macrófagos humanos. En contraste  con las 

bajas cantidades de IL-1β, TNFα e IL-10, observadas en los macrófagos, el zymosan fue un 

potente inductor de la producción de IL-6 e IL-23 sobretodo en los MØ SH en comparación con 

los MØ M-CSF. Estos datos concuerdan con los estudios realizados en ratones estimulados con 

cristales de urato monosódico que inducen una alta producción de IL-6 y bajos niveles de TNFα 

e IL-1β (Martin et al., 2009), lo que se ha confirmado en eosinófilos humanos (Kobayashi et al., 

2010) y fibroblastos pulmonares (Hogan et al., 2011). Una elevada producción de IL-6 inducida 

por el zymosan en comparación con otras citoquinas se ha descrito en fibroblastos de  la 

córnea humana (Nomi et al., 2010), mientras que en las células dendríticas humanas se han 

referido cantidades reducidas de IL-6 en comparación con otras citoquinas como IL-10 e IL-23 

(Leibundgut-Landmann et al., 2007). Estos estudios revelan que la respuesta al zymosan 

depende del tipo celular y del grado de diferenciación. Una posible explicación de la potente 

producción de IL-6 en los macrófagos estimulados con zymosan es que en su regulación 

transcripcional pueden cooperar NF-κB y CREB para reclutar el co-activador CBP en el 

promotor de IL-6, y potenciar la expresión (Dendorfer et al., 1994; Wen et al., 2010; Spooren 

et al., 2010). Este patrón de cooperación diferiría de otros sistemas donde CREB y RelA/p65 se 

unen a diferentes promotores y compiten por CBP (Parry and Mackman, 1997; Vo and 

Goodman, 2001). La predominante producción de IL-23 puede explicarse por la robusta 

capacidad del zymosan para bloquear la transcripción en el promotor de il12p35, como se 

discute a continuación, y el consiguiente uso exclusivo de la subunidad IL-12 p40 para formar 

dímeros con IL23 p19 (Álvarez et al., 2011). 

El papel de las proteínas adaptadoras debe analizarse en función del papel de estas 

proteínas en la activación de Syk y de su participación en la señalización de las integrinas 

(Mócsai et al., 2006) y en la captación de los hongos (Moalli et al., 2010). Los datos aquí 

presentados muestran una fosforilación de DAP12 y CD32A, pero no se pudo demostrar 

fosforilación de la cadena γ del receptor Fc. A diferencia de la fosforilación en tirosina 

detectada en la molécula adaptadora DAP12 en respuesta al zymosan, la fosforilación de 

CD32A no mostró diferencias significativas entre las células en reposo y las estimuladas con 

zymosan, lo que concordaría con la ligera fosforilación basal del ITAM comúnmente observada 

en macrófagos en ausencia de unión a un ligando y que, sin embargo, pueden generar señales 

de relevancia funcional (Ng et al., 2008; Ivashkiv, 2009). Puesto que se ha descrito que la unión 
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directa de partículas a la membrana independientemente de la unión a receptores puede 

señalizar a través de DAP12/Syk (Mócsai et al., 2006; Ng et al., 2008), nuestros datos son 

compatibles con que una parte del efecto del zymosan sea independiete de la unión a 

receptores. 

Dado que el M-CSF incrementa la expresión de las isoformas A y B de dectin-1 y la 

expresión de los receptores con capacidad de unir a manosa como DC-SIGN, y respuestas 

como la liberación de ácido araquidónico y la producción de PGE2 en ausencia de un 

incremento de la expresión de cPLA2 y COX-2, estos resultados sugieren un efecto similar al del 

GM-CSF, explicable por el aumento de la expresión de receptores de membrana. 
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Objetivo 2: Estudiar la regulación de la producción de IL-10 en los monocitos 

derivados a células dendríticas 

La producción de IL-10 por las células de la inmunidad innata en respuesta a patógenos 

es importante para mantener el equilibrio homeostático y evitar las reacciones autoinmunes. 

Estas funciones se llevan a cabo por sus acciones inmuno-reguladoras. Estudios previos 

realizados en macrófagos y células dendríticas señalan la producción en respuesta a PAMPs 

derivados de la pared de los hongos de una alta cantidad de IL-10 e IL-23 y una baja secreción 

de IL-12 p70, en comparación con el efecto de un estímulo como el LPS, que induce la 

producción de IL-12 p70. Estos hechos pueden tener consecuencias patofisiológicas dado el 

efecto inmunoregulador de IL-10 y la participación de IL-23 en reacciones autoinmunes. 

La mayoría de los estudios sobre la regulación de IL-10 se han realizado utilizando LPS, 

ligando que actúa a través del receptor TLR4 y que no posee capacidad para generar aumentos 

transitorios de Ca2+ intracelulares (Barbet et al., 2008). Este hecho es importante para explicar 

la diferente respuesta producida por el zymosan, que además de actuar sobre dectin-1, es 

reconocido por TLR2. A diferencia de TLR2, TLR4 es capaz de activar la vía de MyD88  y 

también estimula la vía TRIF y activa el sistema JAK/STAT. El reconocimiento de β -glucanos 

mediante dectin-1 señaliza por el motivo ITAM presente en la cola citoplasmática del receptor 

y permite la activación de Syk y el reclutamiento de un complejo multi-proteico de 

señalización. Ello conduce a la generación de segundos mensajeros por la actividad de cPLC-γ, 

que hidroliza los fosfolípidos de la membrana para producir diacilglicerol e inositol 1,4,5-

trisfosfato. La relevancia de esta ruta se ha comprobado en  ratones deficientes en cPLC-γ que 

muestran una respuesta reducida frente al zymosan (Xu et al., 2009) (Figura 60). Estas 

diferencias en los mecanismos de señalización asociadas a cada estímulo explican por qué el 

LPS y el zymosan son capaces de inducir respuestas muy diferentes en las células inflamatorias 

y/o usar rutas de señalización distintas para generar las mismas respuestas. El control de la 

expresión de IL-10 por STAT3 cuando se ha utilizado LPS como estímulo se ha pretendido 

extender como mecanismo general (Benkhart et al., 2000; Chang et al., 2007; Villagra et al., 

2008), sin embargo, la generalización del paradigma no parece justificada dada la distinta 

capacidad de los diferentes estímulos para activar factores de transcripción (Chung et al., 

2007; Park et al., 2008). 
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Figura 60. Esquema de las vías de señalización utilizadas por los diferentes estímulos. El LPS señaliza a 
través de TLR4, activando las rutas de TRIF y MyD88. El zymosan señaliza a través de TLR2 y receptores 
de lectina tipo C. Activa las vías de MyD88 y Syk, además, de mediadores inflamatorios. 

 

La regulación de IL-10 puede ocurrir a nivel transcripcional o post-transcripcional. La 

estabilidad del ARN mensajero ha sido considerada uno de los principales mecanismo de 

regulación de la citoquina. En macrófagos de ratón se han descrito motivos AUUUA 

desestabilizantes del ARN mensajero en la región no codificante 3´ (3´UTR) de IL-10 (Powell et 

al., 2000). Además, se ha detectado la capacidad de unir la proteína tristetraprolina al ARN 

mensajero, lo que permite su desestabilización (Stoecklin et al., 2008), así como la regulación 

mediante la presencia de micro ARNs (Sharma et al., 2009). En los experimentos realizados 

hemos observado un ligero componente de regulación asociado con la estabilidad del 

mensajero, pero no en grado suficiente como para ser el principal sistema de regulación de IL-

10 en respuesta al zymosan.  

Nuestros resultados son compatibles con que el principal efecto del zymosan sobre la 

producción de IL-10 puede explicarse a través de mecanismos de regulación transcripcional. La 

lista de factores de transcripción que se han asociado con la regulación de IL-10 es muy amplia. 

Se han descrito factores de transcripción constitutivos en células hematopoyéticas como Sp1 y 

Sp3 que podrían regular la expresión de IL-10 dado que existen secuencias consenso 

conservadas en el promotor humano y en el de ratón. Estos estudios se han realizado con 

EMSAS y mediante ensayos de luciferasa, pero sin demostrar la unión del factor in vivo al 

promotor nativo de la citoquina coincidiendo con la expresión de IL-10 (Brightbill et al., 2000; 

Tone et al., 2000). Estos resultados muestran la presencia constitutiva de Sp1 y Sp3 en el 

núcleo de las células dendríticas, pero no su unión al promotor proximal de il10 tras la 
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estimulación celular. Este papel regulador de Sp1 y Sp3 contrastaría con la interpretación de la 

función de estos factores que se comportan como co-activadores constitutivos de genes 

houskeeping y genes sin caja TATA. STAT3 es uno de los factores de transcripción que más 

frecuentemente se han asociado con la inducción de IL-10 en respuesta a LPS (Benkhart et al., 

2000; Chang et al., 2007). En cambio, en los experimentos realizados en células dendríticas 

estimuladas con zymosan, STAT3 muestra un ligero grado de fosforilación basal que no 

aumenta si se compara con lo producido cuando se estimulan con un ligando capaz de activar 

TLR4. El factor c-Maf, expresado constitutivamente en monocitos y macrófagos en reposo, ha 

sido estudiado en células de ratón y se han detectado su unión al promotor de il10 en 

respuesta a LPS (Cao et al., 2004). En las células dendríticas humanas aunque se han visto 

variaciones de la expresión del ARN de c-Maf, no hemos podido observar su unión al promotor 

de il10 en presencia de zymosan. Estos datos indicarían que estímulos diferentes pueden usar 

factores de transcripción distintos para activar la transcripción de IL-10. Otro ejemplo de este 

empleo alternativo de factores se ha observado al estudiar la inducción de il10 en macrófagos 

de ratón estimulados con células apoptóticas, que se regulan por el factor Pbx1 (Chung et al., 

2007). 

Los estudios realizados en ratones deficientes en la subunidad p50 de NF-κB muestran 

un defecto en la producción de IL-10 y un descenso en la expresión del ARN mensajero (Cao et 

al., 2006). Autores como Gringhuis et al., proponen una regulación dependiente de la  

fosforilación de la serina 276 de la subunidad p65 (Gringhuis et al., 2007). Estos estudios no 

pueden trasladarse de forma unívoca a  las células humanas a la vista de la baja conservación 

de los sitios κB entre el humano y el ratón. Este hecho podría explicar el incremento de la 

producción de IL-10 asociado con la inhibición de NF-κB mediante la competición de NF-κB y  

CREB por el co-activador CBP (Vo and Goodman, 2001) y por  la actividad de las kinasas  

dependientes de AMP  que inhiben la activación de NF-κB y favorecen la de CREB (Sag et al., 

2008). 

Estudios recientes sobre Erk1/2 y p38 MAPK han descrito que, además de inducir 

respuestas pro-inflamatorias, las MAPKs también pueden iniciar rutas de retroalimentación 

negativa a través de la activación de las quinasas MSK1 y MSK2, que limitan la respuesta pro-

inflamatoria activada por las vías TLR. Las MSKs fosforilan CREB en la serina 133 y la histona 

H3, lo que aumenta la transcripción de il10 (Ananieva et al., 2008). Estos datos y los resultados 

obtenidos en nuestros experimentos indican el papel central de CREB en la regulación de IL-10. 

Esta afirmación se justificaría, en primer lugar, por la presencia de altos niveles de actividad de 

unión de P-CREB a CRE en los núcleos celulares de las células dendríticas, incluso en ausencia 
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de estímulos, lo que concuerda con estudios previos realizados en ratones (Kang et al., 2006) y 

líneas celulares de monocitos humanos (Kuipers et al., 2008). Este hallazgo sugiere que 

además de la fosforilación de CREB se precisan otros mecanismos para producir la 

transcripción CRE-dependiente. Asimismo, el zymosan favorece la unión de CREB al sitio CRE 

de il10, el reclutamiento del co-activador CBP y la translocación de CRTC/TORC2 al núcleo, lo 

que permite la formación del complejo nuclear P-CREB/TORC2. Estos resultados están de 

acuerdo con la participación de las señales mediadas por el AMP cíclico, que se favorece por 

una producción autocrina de PGE2.el aumento de los niveles de Ca2+ intracelular, la activación 

de la calcineurina y las vías mediadas por las MAPK/ERK. La actividad de la GSK3β puede influir 

en las vías anteriormente mencionadas, Los resultados obtenidos sugieren que CRTC/TORC2 

puede funcionar en células dendríticas como un sensor dual para los niveles de AMP cíclico y 

Ca2+ , al igual que se ha descrito en páncreas e hígado (Screaton et al, 2004). CRTC/TORC2 es un 

co-activador de CREB que está retenido en el citoplasma de las células en reposo por 

interacciones con las proteínas 14-3-3. Esto depende de una fosforilación tónica llevada a cabo 

por quinasas activadas por AMP (SIK2), cuya actividad se aumenta por GSK3β y se inhibe por 

PKA (Silen Katoh et al., 2006). La defosforilación de CRTC/TORC2 es llevada a cabo por la 

calcineurina, que se regula por los niveles de Ca2+ intracelular. Nuestros resultados concuerdan 

con este modelo a la vista de la disminución de la producción de IL-10 observada cuando se 

bloquea la calcineurina y al aumento producido por los análogos permeables del AMP cíclico y 

por los inhibidores de la enzima GSK3β. La potenciación del efecto del zymosan, por el LiCl se 

explicaría por su capacidad para aumentar la fosforilación de la serina 9 de la GSK3β y 

aumentar la transcripción dependiente de CREB favoreciendo la interacción de CRTC/TORC2 

con el dominio bZIP de CREB (Böer et al., 2007). Además, la unión de P-CREB al promotor de 

il10 se inhibe en presencia del inhibidor de la PKA.  

Este aumento de la producción de IL-10 mediado por CREB guarda relación con la 

regulación de la COX-2, que presenta dos sitios de unión a κB y dos sitios de unión a CRE en su 

promotor humano. El zymosan es un potente inductor de cox2 y la inducción de la producción 

de IL-10 por la PGE2 se ha descrito previamente (Harizi et al., 2002). En el caso de las células 

estimuladas por zymosan la producción endógena de PGE2 como consecuencia de la activación 

de COX-2, potenciaria la producción  de IL-10 ya que sería un potente mecanismo autocrino 

para elevar los niveles de AMP cíclico a través de los receptores de E prostanoides.  
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Figura 61. Esquema del complejo activador de la transcripción que se forma en el promotor de il10 en 
células dendríticas estimuladas con zymosan. TORC2/CRTC2 se retiene en el citoplasma por la 
fosforilación tónica por kinasas de la familia AMPK o SIK2. La defosforilación por calcineurina y señales 
dependientes de PKA y de GSK3β regulan la translocación de CRTC/TORC2. 

 

Tomados colectivamente, los datos presentados muestran al zymosan como un 

potente inductor de la transcripción de il10 dependiente de CRE en las células dendríticas. En 

este mecanismo regulatorio, el zymosan favorece la unión de P-CREB al promotor proximal de 

il10 favoreciendo la transcripción CRE-dependiente a la que contribuirán la producción 

autocrina de PGE2 y una red de interacciones de PKA, MAPK/ERK, GSK3β, calcineurina y la 

presencia en el promotor de los co-activadores  CBP y CRTC/TORC2, formando un complejo 

iniciador de la transcripción (Figura 61).  
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Objetivo 3: Estudio del balance IL-12 p70/IL-23 en los monocitos derivados a células 

dendríticas. 

La IL-12 p70 es una citoquina importante en la respuesta pro-inflamatoria y en el inicio 

de la respuesta adaptativa Th1. En cambio, la IL-23 modula principalmente una respuesta de 

tipo Th17. Ambas citoquinas se producen por las células dendríticas y tienen una subunidad en 

común (IL12 p40) y otra diferente (IL12 p35 e IL23 p19). La regulación de estas citoquinas es 

crucial para desencadenar una respuesta adecuada frente a los patógenos. Los resultados 

obtenidos confirman que el zymosan es un fuerte inductor de IL-23 pero produce bajas 

cantidades de IL-12 p70, a diferencia de lo que ocurre con el LPS que es capaz de producir las 

dos citoquinas utilizando la vía de señalización de TLR4. La diferencia entre el efecto del LPS y 

el del zymosan se pudo observar a nivel de ARN mensajero. Ambos estímulos fueron capaces 

de inducir la expresión de il23p19 e il12p40, en cambio, solo el LPS fue capaz de aumentar la 

expresión de il12p35. Esta incapacidad del zymosan para inducir il12p35 parece ser el factor 

principal que explicaría la producción predominante de IL-23.  

La mayoría de los trabajos sobre la regulación del promotor de il23p19 se han centrado 

en el estudio de los factores de transcripción NF-κB y ATF/CREB, aunque hay trabajos sobre la 

participación de AP1 (Liu et al., 2009) y la proteína homóloga de C/EBP (CHOP) (Goodall et al., 

2010). A la vista de los resultados obtenidos en el estudio de la regulación de il10, donde la 

ruta de la PKA y los niveles de AMP cíclico juegan un papel fundamental a través de CREB, los 

resultados obtenidos sobre la modulación farmacológica de la producción de IL-23 indican que 

los niveles intracelulares de AMP cíclico no participan en su regulación. Podría llevar a cierta 

confusión el resultado obtenido con el inhibidor de la PKA H89, que produce un bloqueo 

completo de la producción de IL-23 en respuesta a LPS y a zymosan. Este hecho podría 

explicarse porque H89 es un fármaco capaz de inhibir la actividad de PKA y MSK, y ambas 

quinasas fosforilan la histona H3, la proteína cromosómica HMG-14 (Saccani et al., 2003; 

DeManno et al., 1999), CREB (Deak et al., 1998) y RelA/p65. Por este motivo, los efectos de 

H89 deben ser estudiados minuciosamente antes de asignarlos a una diana específica. El papel 

de MSK1 en la producción de IL-23 se apoya por la localización de la enzima en el promotor de 

il23p19 en células estimuladas por zymosan y por el bloqueo de la liberación de IL-23 en 

presencia del inhibidor de la p38 MAPK SB203580, dado que esta kinasa se encuentra 

localizada por encima de las rutas de señalización de MSK1 y MSK2 (Ananieva et al., 2008).  

A diferencia de lo que ocurre con el factor de transcripción CREB, los datos 

presentados indican el posible papel regulador de NF-κB sobre el promotor de il23p19 a la 
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vista del efecto observado con los inhibidores generales de NF-κB como PDTC y ALLN sobre la 

producción de la citoquina. La falta de inhibición por el inhibidor de la translocación de la 

subunidad p50 (SN50) puede explicarse por la presencia constitutiva de la proteína en el 

núcleo celular y su papel inhibitorio de la transcripción cuando no forma dímeros con c-Rel o 

p65. El zymosan induce  la translocación al núcleo de c-Rel, RelA/p65 y RelB desde los 30 

minutos hasta al menos  cuatro horas de estimulación. c-Rel se ha considerado un factor 

importante en el control de il12p35 en las células de ratón porque su promotor contiene una 

secuencia 5´-GGGAATCC-3´ en el sitio κB a la que se unen preferentemente los dímeros que 

contienen c-Rel (Liu et al., 2003; Kollet y Petro, 2006; Grumont et al., 2001). Curiosamente, 

esta secuencia también está presente en el promotor de il23p19. En los estudios de ChIP 

hemos observado que el zymosan es capaz de aumentar la unión de c-Rel al promotor de 

il23p19 junto con la unión de MSK1 y CBP, e incrementa la fosforilación temprana de la serina 

10 de la histona H3, lo que constituyen condiciones óptimas para la activación de la 

transcripción. A diferencia del efecto producido por el zymosan, el LPS tiene un efecto menor 

sobre la unión de c-Rel al promotor de il23p19 pero produce la unión del factor al promotor de 

il12p35 al menos desde los 30 minutos hasta cuatro horas después de la estimulación. El 

efecto de la PKA sobre la transcripción dependiente de c-Rel parece deberse a  la fosforilación 

de la serina 10 de la histona H3, ya que c-Rel, a pesar de tener una S267 homóloga de la S276 

de RelA no se fosforila por la subunidad catalítica de PKA ni por MSK. Los resultados obtenidos 

indican que las diferencias en la producción de IL-12 p70 inducida por LPS y zymosan pueden 

explicarse por la distinta capacidad de estos estímulos para inducir la unión de c-Rel a los sitios 

κB del promotor de il12p35 y de il23p19.  

Nuestros resultados podrían interpretarse en el sentido de que el zymosan tiene un 

efecto inhibidor sobre la señal que produce el IFN-γ y que es necesaria para la producción de 

IL-12 p70, ya que su capacidad para activar NF-κB no es inferior a la del LPS y podría 

relacionarse con estudios previos realizados con ligandos de receptores que contienen motivos 

ITAM (Du et al., 2005; Du et al., 2006). Sin embargo, la reciente descripción de la atenuación 

de la producción de IL-12 p70 e IL-6 por parte del complejo represor NOTCH compuesto por los 

represores transcripcionales Hes y Hey nos puso sobre la pista de un mecanismo de inhibición 

más selectivo y que podría tener una explicación dependiente de la secuencia del promotor de 

il12p35. La señalización iniciada por TLR2 y TLR4 es capaz de inducir la vía NOTCH canónica con 

los genes diana Hes 1 y Hey 1, que se comportan como inhibidores retroalimentados de las 

citoquinas  IL-12 p70 e IL-6 en células de ratón (Hu et al., 2008). Otro mecanismo de inducción 

de Hes1 independiente de la vía NOTCH se ha descrito en hepatocitos donde su inducción es 
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mediada por CREB (Herzing et al., 2003). A la vista de la potente activación de CREB inducida 

por zymosan, es posible que Hes1 se induzca por este mecanismo en células dendríticas. 

Curiosamente, la vía de señalización del IFN-α inhibe esta ruta represora mediante el bloqueo 

de la expresión del dominio intracelular de NOTCH y la inhibición de la inducción de  las 

proteínas represoras. El promotor humano de il12p35 contiene tres cajas E cerca del sitio κB y 

de los sitios activados por IFN-γ. El más cercano de estos sitios es una secuencia palindrómica 

óptima para la unión de Hey 1 y Hes 1. Nuestros resultados sobre las células dendríticas 

estimuladas con zymosan y con LPS muestran una alta inducción del ARN mensajero de hes1, 

pero solamente el zymosan es capaz de aumentar la expresión de hey1. La presencia en el 

núcleo de TLE no se observa con LPS, pero sí se induce por el zymosan y se acompaña por la 

interacción física de TLE con la histona H3 fosforilada en la serina 10, a juzgar por el resultado 

de los estudios de coinmunoprecipitación.  

Mediante el uso de inhibidores de los diferentes tipos de histona deacetilasas, las 

sirtuinas o deacetilasas de clase III, parecen tener un papel más relevante en la inhibición de la 

producción de IL-12 p70 por parte del zymosan. Esto estaría de acuerdo con la capacidad que 

tienen TLE y la Hes 1 para unirse a la Sirtuina 1 (Sirt 1) y con el descubrimiento de que TLE y 

Sirt1 son necesarios para la inhibición de la actividad de NF-κB (Ghosh et al., 2007). La 

inhibición de la producción por la TSA puede explicarse por tener su diana en los factores de 

transcripción más que en las histonas, dado que las deacetilasas dependientes y las 

independientes de TSA están implicadas en la modulación de NF-κB y en la actividad de IRF 

(Nusinzon y Horvath, 2003; Yeung et al., 2004; Bode et al., 2007; Feng et al., 2010), además, 

TSA bloquea la producción de IL-12 p70 a concentraciones donde sólo afecta ligeramente la 

acetilación global de la histona H3. 

Los datos descritos en esta tesis concuerdan con un papel de NF-κB en la regulación 

del promotor de il23p19 en respuesta al zymosan, pero no con la posible participación de 

factores de la familia ATF/CREB. Además, contribuyen a explicar el modelo de regulación 

negativa de la producción de IL-12 p70 al mostrar una fuerte inducción de hes1, hey1 y tle, así 

como las interacciones físicas de TLE con Hes1 y con la serina 10 de la histona H3 en respuesta 

al zymosan. Estos datos indican que en respuesta a patrones de la pared celular de hongos, las 

células muestran una gran capacidad para dirigir la repuesta inmune hacia la producción de IL-

23 por rutas de señalización que inhiben la expresión de il12p35 a través del reclutamiento de 

represores transcripcionales (Figura 62). 
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Figura 62. Esquema del complejo represor formado en el promotor de il12p35 cuando se estimulan las 
células dendríticas con zymosan. La estimulación por zymosan induce la expresión de Hes1, Hey1 y TLE, 
que tienen capacidad de unión a secuencias consenso de DNA en las E-boxes, y para reclutar proteínas 
con actividad lisina-deacetilasa que puede utilizar como substratos factores de transcripción o histonas. 
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Conclusiones  

I. El M-CSF en los macrófagos humanos estimula la expresión los receptores de tipo 

lectina tipo C decin-1, isoformas A y B, dectin-2, receptor de manosa y DC-SIGN. La 

presencia de concentraciones bajas de LPS, aunque son capaces de inducir priming, no 

modifican el patrón de expresión de estos receptores. 

II. Los macrófagos diferenciados en presencia de M-CSF muestran un aumento de su 

capacidad para liberar ácido araquidónico y producir PGE2 en presencia de estímulos 

derivados de la pared de hongos como el zymosan, sin que se observe un aumento de 

la expresión de las enzimas implicadas en el metabolismo del ácido araquidónico cPLA2 

y COX-2. 

III. La respuesta al zymosan no es paralela a la captura de las partículas. La fagocitosis de 

las partículas activa la vía de Syk rápidamente y NF-κB de forma tardía, conduciendo  a 

la inducción retrasada de COX-2 y a la producción de PGE2 tras varias horas de 

estimulación. En presencia de bajas dosis de LPS, los macrófagos son capaces de 

inducir rápidamente la vía de COX-2, y muestran una respuesta sinérgica al zymosan. 

IV. El zymosan es un potente inductor de la transcripción de il10 dependiente del sitio 

CRE. Esto se produce por la formación de un complejo supramolecular unido al 

promotor que incluye el factor de transcripción P-CREB junto con las proteínas co-

activadoras CBP y CRTC/TORC2, que junto a TBP, indicaría la inclusión de la maquinaria 

de transcripción. 

V. La actividad de CREB se modula por la señalización autocrina de PGE2, los niveles de 

AMP cíclico, la actividad de PKA, la ruta MAPK/ERK, la regulación negativa de GSK3β 

sobre CREB y CRTC/TORC2 y los niveles de calcio intracelular a través de la 

calcineurina.  

VI. La regulación del promotor de il23p19 en respuesta a zymosan depende de factores de 

transcripción de la familia NF-κB, en especial c-Rel, de las actividades de MSK1 y CBP y 

la fosforilación de histona H3 en su promotor proximal. 
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VII. La regulación negativa que ejerce el zymosan sobre la producción de IL12 p70 se 

explica por la activación de represores transcripcionales de la familia Notch y la 

formación de un complejo represor unido al promotor de il12p35 compuesto por 

Hes1, Hey1, TLE  e histonas deacetilasas de la clase III (sirtuinas). 
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