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Resumen 

El reclutamiento celular a diferentes órganos y tejidos es un paso crítico para 

montar la respuesta inmunológica, la migración celular es un proceso 

multidinámico donde participan diferentes moléculas del citoesqueleto, dentro 

de las cuales encontramos a las miosinas de clase I. 

Las miosinas de clase I son proteínas motoras dependientes de ATP y están 

compuestas por un monómero de cadena pesada. Las miosinas de clase I 

comprenden 8 miembros tanto en humanos como en ratón y se pueden dividir 

en dos tipos: miosinas de cola corta y miosinas de cola larga. La miosina 1e 

(Myo1e) es una miosina de cola larga, abundante en células B; sin embargo, 

la función de esta proteína en el fenómeno de migración no ha sido estudiada. 

En el estudio actual, nosotros observamos por ensayos de “Western Blot” que 

la Myo1e es abundantemente en las células B; sin embargo, la carencia de 

esta proteína no afecta el desarrollo de los linfocitos B o la proliferación celular. 

Además, en ensayos de microscopia intravital se revelo que la Myo1e es crítica 

para el reclutamiento, la adhesión, el “spreading” y la transmigración de las 

células B, tanto en las vénulas del cremáster como en las del ganglio linfático 

inguinal. Estas observaciones fueron confirmadas usando un sistema de 

migración en 2D, donde la ausencia de la Myo1e causa alteraciones en la 

migración celular, también se observó que la Myo1e participa en la localización 

de las integrinas en las protrusiones de membrana. 

Interesantemente, la Myo1e puede interactuar con las proteínas del 

citoesqueleto como: la cinasa de adhesión focal (FAK) y la molécula CARMIL, 

lo que afecta la fosforilación de varias proteínas (Rac-1, AKT, FAK), así como 

la polimerización de actina en el borde líder de la célula. Esto hallazgos nos 

indica que Myo1e participa en la vía de señalización FAK/PI3K/Rac-1, la cual 

es crítica para el proceso de migración y adhesión de los linfocitos B. 
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Abstract 

The cellular recruitment to different organs and tissues is a critical step to 

mount the immune response, the cell movement is a multidynamic process 

where various proteins are involved.  

Class I myosins are ATP-dependent motor proteins. That are composed of one 

heavy chain with a single motor domain. Class I myosins are comprised of 8 

members in both human and mouse which can be divided into two types, short-

tailed myosins. and long-tailed myosins. Myosin 1e (Myo1e) is a long tail class 

1 myosin that is found in abundance in B cells; however, the function of which 

in cellular migration has not been studied yet.  

In current study we observed in western blot assay that Myo1e is expressed 

abundantly in B cells, however, its absence does not affect the development of 

B cell lineage or cell proliferation. Also, Intravital microscopy has revealed that 

Myo1e is critical for the recruitment, adhesion, spreading and transmigration of 

B cells, both in cremasteric and inguinal lymph node venules, these 

observations were confirmed by using a 2D migration system, where the loss 

of Myo1e causes alterations in cell migration. In turn, it was shown that Myo1e 

participates in the localization and expression of integrins in membrane 

protrusions.  

Interestingly, Myo1e can interact with actin cytoskeletal proteins such as focal 

adhesion kinase (FAK) and CARMIL, which affects the phosphorylation of 

various proteins like Rac-1, AKT, as well as the polymerization of actin at the 

leading edge of the cell. These finding indicates that Myo1e participates in the 

FAK / PI3K / Rac-1 signaling pathway and thus play a critical role in cellular 

migration and cell adhesion of B lymphocytes. 
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1.Introducción. 

1.1 Citoesqueleto 

El citoesqueleto es una red interconectada de moléculas que dan soporte a la 

célula y es responsable de los cambios morfológicos. Existen diversas 

funciones donde participa el citoesqueleto entre las cuales encontramos: la 

mitosis, la división celular, el control de volumen, la rigidez celular, la adhesión,  

a los diferentes sustratos, la migración, la secreción de citocinas y en la 

polaridad celular [1]. El citoesqueleto es un sistema dinámico que recibe 

diversas señales extracelulares e intracelulares las cuales son integradas por 

la célula, esto ocasiona la movilización de moléculas y cambios en la forma de 

la célula. El citoesqueleto es una red de filamentos (actina, tubulina y 

filamentos intermedios), los cuales son necesarios para la organización de la 

célula (Figura 1) [2].  

 

 

 

 

 

Figura 1 El citoesqueleto está compuesta, por una red de filamentos. A) Microtúbulos B) 

Filamentos intermedios C) Filamentos de actina [2]. 

Los filamentos intermedios (10 a 12 nm) son agregados de proteínas fibrosas 

los cuales están compuesto de queratina ácida y básica. Estructuralmente los 

filamentos intermedios tienen una estructura central con un dominio α-hélice 

que le sirve para la formación de complejos diméricos “coiled-coil”, que a su 

vez forman tetrámeros de proteínas fibrosas (unidad principal). La regulación 

de los filamentos intermedios es a través de la fosforilación permitiendo el 

ensamblaje y desensamblaje de estos filamentos; sin embargo, se desconoce 

si existe un centro organizador de filamentos intermedios. Las funciones 

A) B) 

C) 

B) 
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principales de los filamentos intermedios, es proveer fuerza mecánica y 

resistencia al estrés [3]. 

Los microtúbulos (25 nm) están formados por subunidades de α-tubulina y β-

tubulina, que se unen por enlaces no covalentes y que se unen por medio de 

la acción de la γ-tubulina. Un microtúbulo está formado por una estructura 

cilíndrica compuesta por 13 protofilamentos, la formación de los 

protofilamentos se origina en el centro nucleador de microtúbulos (MTOC) y la 

regulación de estos filamentos esta dado por el intercambio entre GTP-GDP. 

La función de los microtúbulos es determinar la posición y movilización de los 

organelos [4] 

Los filamentos de actina (6 nm) están compuestos por una cadena de 

filamentos, la cual tiene un sitio activo de unión a actina y está compuesta por 

dos protofilamentos que corren en paralelo enrolladas entre sí. Los filamentos 

de actina pueden formar ramificaciones de actina y son reguladas por 

proteínas de unión a actina (ABP). Existen dos formas de organización de la 

actina, la forma monomérica denominada actina globular (G-actina) y la forma 

filamentosa (F-actina). La regulación de la polimerización de actina es a través 

del intercambio de ADP-ATP. La función de la actina es determinar la forma 

celular y la locomoción de la célula [5].  

El citoesqueleto es esencial para el acarreamiento de proteínas, el transporte 

vesicular, la división celular y los cambios morfológicos de la célula. Las 

proteínas motoras (dineína, kinesina y miosinas) participan en estas funciones 

celulares. Estas moléculas son maquinas moleculares que a través de la 

hidrolisis de ATP o GTP, sufren cambios conformacionales que les permite 

desplazarse a través de los filamentos. El desplazamiento de estas proteínas 

motoras es crítico para el transporte de diferentes proteínas, también 

participan en los cambios morfológicos e incrementan la rigidez de la 

membrana. [6, 7]. 
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1.2. Migración celular. 

La migración celular es un mecanismo complejo y heterogéneo; el cual 

requiere de un rearreglo dinámico del citoesqueleto donde la adhesión y la 

transducción de señales son críticas para estas funciones. Cada estirpe celular 

requiere de la migración ya sea en fase no continua, como por ejemplo: en las 

células epiteliales y las neuronas, donde la migración celular es vital para la 

morfogénesis y la diferenciación celular, mientras que en otras linajes celulares 

como los leucocitos (fase continua) lo necesitan durante toda su vida  [8, 9]. 

La migración requiere de un paso importante como es la adhesión a un 

sustrato, esto causa rearreglos en el citoesqueleto y es regulado por diferentes 

proteínas como son: las selectinas o las integrinas. Los cambios morfológicos 

durante la migración celular nos permiten identificar los tipos de migración. 

(Figura 2) [9]. Los tipos de migración se dividen en ameboide y mesenquimal. 

La migración ameboide es una característica de las células del linaje linfoide, 

donde se forman redes de actina cortical, pero no se forman adhesiones 

focales y las fibras de estrés están ausentes. La migración ameboide presenta 

una morfología elíptica, formando protrusiones pronunciadas [9]. 

La migración mesenquimal es característica de los fibroblastos, donde se 

forman adhesiones focales y las fibras de estrés son visibles, esto permite la 

contractibilidad del citoesqueleto. La migración mesenquimal presenta una 

morfología en forma de huso formando protrusiones alargadas [9]. 

Las células en conjunto también tienen un tipo de migración colectiva presente 

durante la morfogénesis, la regeneración y la remodelación de los tejidos. Las 

vénulas, las glándulas y el epitelio estratificado son ejemplos de este 

mecanismo de migración [10]; sin embargo, este tipo de migración puede ser 

clasificada como un subtipo de migración mesenquimal. 
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Figura 2. Morfología celular 

dependiendo de sus modos 

de migración. Modelos de 

migración, basada en sus 

cambios morfológicos 

(ameboide, mesenquimal y 

colectiva). 

 

 

 

 

 

1.3. Migración celular de los linfocitos B  

La diferenciación de los linfocitos B requiere de la migración celular, este 

proceso inicia en la medula ósea y continua hasta los órganos linfoides 

secundarios (bazo, nódulos linfáticos). Esta migración está regulada 

principalmente por quimiocinas e integrinas [11].  

El paso de las células B a los nódulos linfáticos en un proceso multidinámico 

caracterizado por una serie de pasos. Primero ocurre la captura o “tethering” 

el cual es mediado por selectinas, posteriormente ocurre un proceso 

denominado rodamiento o rodamiento lento, seguido de un proceso de 

adhesión regulado por integrinas (LFA-1 o VLA-4) y finalmente la célula se 

desparrama el cual es relevante para la transmigración celular [12]. 
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 El “tethering” o captura es mediada por selectina como CD62-L, esta molécula 

se puede unir a Glycam-1 o PSGL1 las cuales se expresan en células 

endoteliales de los vasos sanguíneos o en las vénulas del endotelio alto (HEV). 

Las proteínas ICAM-1 o VCAM-1 son esenciales para el rodamiento y son 

abundantes en las HEV [13]. 

El rodamiento o “rolling” se puede definir cómo el desplazamiento de los 

leucocitos mediado por selectinas (MAdCAM1 o PSGL1) o de integrinas (β1 o 

β2). El rodamiento se puede dividir en dos tipos: el rodamiento (el valor del 

desplazamiento de los linfocitos > 15 µm en el endotelio)  y el rodamiento lento 

(el valor del desplazamiento de los linfocitos < 15 µm en el endotelio) [14]. 

La adhesión es un paso indispensable ya que permite que la célula interactúe 

con diferentes sustratos y permita que se realicen cambios morfológicos. Las 

moléculas más estudiadas en la adhesión son las integrinas (subunidades α y 

β), las selectinas (PSGL1) y la molécula de adhesión (CD44). La adhesión en 

las células B es crítica para el “spreading” celular, este fenómeno permite el 

incremento del área de contacto con diferentes sustratos (LFA-1, CD44, IgM y 

MHC-II) [15] también en otro contexto permite incrementar la captura de 

antígenos [16]. 

La extravasación es un proceso que permite el paso de los leucocitos al 

espacio intercelular, el cual es mediado por diferentes moléculas como CD99 

o JAM-A, B y C, estas proteínas están presentes tanto en las células inmunes 

como en las células endoteliales [17]. La regulación de las moléculas JAM 

(Junction Adhesion Molecules) es importante, ya que se ha descrito que la 

deficiencia de estas proteínas altera el desarrollo de los linfocitos B y causa 

una disminución en la formación de los centros germinales. [18].   

La extravasación es un proceso donde los leucocitos pasan del lado basal al 

lado apical de la célula endotelial y esto trae como consecuencia que las 

células puedan capturar antígenos o liberar citocinas [19, 20].  
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Las moléculas JAM regulan el proceso de extravasación y pertenecen a la 

super familia de las inmunoglobulinas. La expresión de las moléculas JAM se 

ha reportado en los leucocitos y en las células endoteliales. La principal función 

de las moléculas JAM es la formación de las uniones estrechas y de mantener 

la polaridad celular [21]. 

La molécula CD99 es una glicoproteína de 32 kDa, que se expresa en 

diferentes células del sistema inmune (células T, linfocitos B, neutrófilos, 

timocitos y las células endoteliales). La función principal de CD99 es la 

formación de (pockets) entre los leucocitos del endotelio y la matriz 

extracelular [22, 23]. 

1.4 Células del endotelio alto (HEVs). 

Las vénulas del endotelio alto están caracterizadas por tener una morfología 

tipo rectangular contienen células endoteliales planas y una membrana basal 

gruesa (Fig. 3). Las HEV tiene un papel relevante en la migración celular 

debido a que son abundantes en moléculas de adhesión (CD62-L, ICAM-1, 

ICAM-2 o VCAM-1) [24] y tienen una baja expresión de la proteína ZO-1; sin 

embargo, dependiendo del sitio anatómico donde se encuentren las HEVs 

existen cambios en la expresión de estas proteínas. Las placas de Peyer 

contienen HEVs y expresan abundantemente la proteína MAdCAM-1 mientras 

que en los nódulos linfáticos periféricos (inguinales, mesentéricos, intestinales) 

esta proteína se encuentra ausente.[25]. 

 

 

 

 

 

 

Figura .3 Morfología de las (HEVs) 

de los nódulos linfáticos periféricos 
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Las HEVs de las placas de Peyer expresan otras proteínas como: CHST4, 

ST6Gal y CD22, las cuales regulan la migración específica a estos lugares ya 

que los nódulos linfáticos inguinales están ausentes estas moléculas [26]. La 

expresión diferencial de proteínas en las HEVs causa cambios en la migración 

celular; por ejemplo, en las placas de Peyer el “homing” de las células B está 

regulado por la quimiocina CXCL13, mientras en los nódulos linfáticos 

inguinales o periféricos el “homing”  esta modulado por CXCL12 [27]. Esta 

regulación puede ser debido a una alta expresión de MAdCAM [28]. 

1.5 Miosinas 

Las miosinas son proteínas motoras que se desplazan a través de los 

filamentos mediante la hidrolisis de ATP, esto permite convertir la energía 

química a energía mecánica. La primera miosina descubierta fue la miosina II 

(muscular) en 1864 [29], la cual se asocia a dos cadenas pesadas (dimérica) 

y se encuentra en las bandas A del musculo. En la actualidad existen diversas  

clases de miosinas que pueden ser monoméricas o diméricas [30].  

Estructuralmente, las cadenas pesadas de las miosinas se pueden dividir en 

tres regiones: el dominio motor o de cabeza (tiene el sitio unión a actina-

dependiente de ATP), el dominio de cuello (que es la encargada de unirse a 

las cadenas ligeras y permite regular la rigidez del dominio motor) [31] y el 

dominio de cola (permite la interacción con fosfolípidos de la membrana o con 

proteínas relacionadas al citoesqueleto) [32]. El análisis filogenético del 

dominio motor ha permitido determinar la existencia de 40 tipos de miosinas y 

agruparlas en 18 clases (Figura 4) [33].  
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Figura 4. Clasificación de las miosinas de acuerdo con su dominio motor. Las miosinas 

se clasifican en 18 clases de acuerdo a su dominio motor, sin embargo, en su región de cola 

tienen diferentes dominios que interactúan con diferentes proteínas del citoesqueleto [32]. 

El dominio motor es la región más conservada entre las miosinas, ya que se 

ha descrito que conservan al menos 131 aminoácidos en esta región [34, 35]; 

además, en el dominio motor se localiza el sitio de unión a actina, el cual es 

dependiente de la hidrolisis de ATP y permite el desplazamiento de las 

miosinas por los filamentos de actina.  

La región del motor tiene diferentes sitios de fosforilación putativos entre los 

aminoácidos 35-189. En invertebrados la fosforilación ocurre en sitios 

denominados TEDS (T: Treonina, E: Glutamato, D: Aspartato, S: serina), la 

fosforilación de estos residuos causa un incremento en la actividad del dominio 

motor y una relocalización celular de las miosinas. En vertebrados estos sitios 

son sustituidos por aminoácidos con carga negativa [34, 36]. 

Tipo Dominios Estructura 
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El dominio de cuello se caracteriza por contener un numero variable de 

motivos “IQ” (I-Isoleucina y Q-glutamina) y por la secuencia “IQXXXRGXXXR”, 

que permite la interacción con proteínas de calmodulina (CAM) o similares a 

calmodulina (CAM-like). La región de cuello actúa como un como un brazo de 

palanca (lever arm) para modular el movimiento, se ha descrito que el número 

de dominios IQ afectan la velocidad del deslizamiento entre los filamentos de 

actina (miosinas II y V) [31, 37]. 

El dominio de cola es el más divergente entre todas las clases de miosinas, ya 

que su función es la de asociarse a los diversos fosfolípidos de la membrana 

o las proteínas cargo, así como también es la encargada de permitir la 

dimerización. Los dominios de la región de la cola son críticas para la función 

de las miosinas, un ejemplo de esto son las secuencias de hepta-repetidos, 

que pueden formar α-hélices “coiled-coil”, ocasionando la dimerización de las 

cadenas pesadas (miosina II, V y XI); sin embargo, las miosinas (I y IX) no 

tiene esta secuencia, por lo tanto forman monómeros de cadenas pesadas 

[32]. Adicionalmente, se ha observado que la región de cola puede 

interaccionar con diferentes proteínas (Tabla 1). 
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El análisis filogenético ha demostrado que 

todas las miosinas provienen de la 

duplicación génica y de la diversificación, 

a partir de una molécula progenitora 

ancestral. En años recientes se ha 

hipotetizado que las miosinas provienen 

de un “cenastor” (ultimo ancestro común) 

que se diversifico en tres tipos de 

miosinas: un ortólogo de miosina de clase 

I, miosinas con un dominio “Diluido” 

(CBD) encontrando en miosinas de clase 

V y XI y miosinas con dominio FERM 

(expresado en miosinas IV, VII, X, XII, XIV 

y XV) [32, 33, 47]. Esta diversificación 

entre las miosinas causa que compartan 

similitudes entre ellas y da origen a un fenómeno denominado redundancia de 

funciones donde las miosinas comparten funciones dentro de la célula. 

Las miosinas tienen en su dominio motor también llamado “cabeza” donde 

ocurre reacciones catalíticas de intercambio entre ADP-ATP. Las miosina V, 

IX, X y XI exhiben el fenómeno denominado procesividad (donde el dominio 

motor sufre múltiples ciclos catalíticos que van acompañados de 

desplazamientos mecánicos entre los filamentos de actina) [48]. La hidrolisis 

de ATP en el sitio catalítico de la región motora ocasiona que el ADP, se una 

con gran fuerza a la actina; sin embargo, cuando se une el pirofosfato al ADP 

(Pi) este se convierte en ATP, ocasionando que la afinidad por la actina 

decrezca  drásticamente ocasionando la separación el dominio de cabeza de 

la actina (Figure 5) [34, 47, 49, 50]. Este ciclo de intercambio entre ADP-ATP 

regula la unión a la actina [47] permitiendo que las miosinas se desplacen entre 

los filamentos. 

 

Miosina Proteínas 

I CARMIL 

[38], CDC42 

[39], FAK 

[40] 

III INAD [41] 

V Rab 11 [42] 

VI Dab2 [43], 

GIPC [43] 

VII Slac-II [44] 

IX RhoA [45] 

XV Whirlin [46] 

Tabla 1. Proteínas que se asocian a las 

miosinas a través de su región de cola 
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Figure 5. El intercambio entre ADP-ATP regula la unión a los filamentos de actina. El 

ciclo  ADP-ATP regula la asociación de la actina filamentosa y .permite el desplazamiento de 

la miosina [51]. 

1.6 Las Miosinas de clase I 

Las miosinas de clase I son proteínas monoméricas y participan en diversas 

funciones celulares como en la  migración, la adhesión, la presentación 

antigénica  y el tráfico vesicular.[52, 53]. La primera miosina de clase I fue 

descrita en Acanthamoeba castellanii en 1974 [54]. En humano y en el ratón 

se ha descrito 8 miosinas de clase I, que van desde la miosina Ia hasta la 

miosina Ih y se dividen en dos tipos: miosinas de cola corta (miosina Ia, b, c, 

d, g y h) y miosinas de cola larga (miosina 1e y 1f) [34, 52]. 
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Figura 6. Miosinas de clase I. Existen 8 miembros de miosinas de clase I, que tienen tres 

regiones (motor, cuello y cola) que sirven para interaccionar con fosfolípidos de la membrana 

o con proteínas relacionadas al citoesqueleto. 

Estructuralmente las miosinas de cola corta tienen: una región motora, una 

región de cuello que contiene uno o más sitios IQ y una región de cola que 

contiene un dominio TH1 (tail homology), que interactúan con los fosfolípidos 

de la membrana; mientras, que las miosinas de cola larga, además del dominio 

TH1, tienen un dominio TH2 (rico en prolinas) y un dominio TH3 (SH3), el cual 

puede interactuar con proteínas del citoesqueleto [34, 52] (Figura 6).  

Las miosinas de cola corta en su dominio de cola tienen un dominio TH1, que 

comprende 4 regiones betas plegadas (β1/2/3/4), donde los dominios β1 y β2 

flanquean el dominio PH (Pleckstrin Homology). El dominio PH tiene una 

secuencia consenso de “KXXXXXXXXKXR”, enriquecida en aminoácidos 

básicos (arginina y lisina) los cuales interactúan con las cargas negativas de 

los fosfolípidos de la membrana; entre los cuales encontramos a fosfatidil 

inositol 4,5 bifosfato (PIP2) y fosfatidil inositol 3,4,5, trifosfato (PIP3) [52].   

El papel de los fosfolípidos PIP2 o PIP3 es anclar a las diferentes clases de  

miosinas a la membrana plasmática ocasionando que se lleven a cabo 

diferentes funciones  en la celula, por ejemplo: la endocitosis, la secreción de 

citocinas y la retracción de membrana [38, 55, 56]. Las miosinas de cola larga 

en su región PH pierden el aminoácido arginina, la cual está cercana al dominio 

β2 causando  diferencias en la afinidad de unión de las miosinas de cola larga 

a la membrana plasmática [57, 58]. 

La región TH2 es rica en glicina, prolina, alanina o glutamina y puede unirse a 

la actina independientemente de la actividad ATPasa. Este dominio sirve como 

andamiaje para el reclutamiento de moléculas asociadas a las miosinas de 

clase I (paxilina). [59]; además, la deleción del domino TH2 afecta la formación 

de manojos (“bundles”) de actina [60]. 

La región TH3 o SH3 (Src homology 3) comprende 60 aminoácidos y 

estructuralmente comprende 8 beta plegadas antiparalelas en forma de barril 
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beta y puede unirse a secuencia de prolinas “qPxqP” o PxxP, donde x es un 

residuo hidrofóbico y “P” corresponde a la prolina [61], esta región está 

involucrada en proliferación, la migración celular y a las modificaciones del 

citoesqueleto [62]; además, regula la actividad ATPasa [63]. En 

Acanthamoeba, se ha descrito su interacción con CARMIL o con proteínas 

homologas a WASp [64]. Recientemente se ha descrito su posible función en 

acarrear moléculas a las adhesiones focales de la célula [65]. 

La expresión de miosinas de clase I es diferencial, por ejemplo la miosina 1a 

se encuentra en los bordes tipo cepillo del intestino permitiendo la estabilidad 

y la formación de prolongaciones de membrana [66], mientras que la miosina 

1c (Myo1c) se expresa en múltiples células como son: los podocitos [67], las 

células epiteliales del intestino [68] y las células embrionarias [69]. La Myo1c 

participa en la estabilidad de las uniones estrechas [70], en el transporte de 

moléculas como RalA [71], Glut-4 [72] o la RNA-polimerasa II [73]; otro 

ejemplo, es la miosina 1h que se expresa en el cartílago de la mandíbula y su 

deficiencia causa el prognatismo mandibular [74]; sin embargo, el mecanismo 

molecular es desconocido. 

1.7. Las miosinas de clase I en las células del sistema inmunológico. 

En años reciente se ha visto la importancia del citoesqueleto en el sistema 

inmunológico, ya que la deficiencia de diversas GTPasas o factores 

promotores de la nucleación causan diversas patologías, por ejemplo: la 

deficiencia de DOCK8 (GTPasa) causa una reducción de las células T y de los 

linfocitos B; adicionalmente, se incrementan los niveles de IgE [75, 76]. En 

estudios de pacientes con el síndrome Wiskott-Aldrich (WAS), estos tienen 

pocas células B y tienen un alto umbral de activación mediado por el BCR [77] 

un fenómeno similar se observa cuando existe una pérdida de Rac-1 [78]. Hoy 

en día el estudio del citoesqueleto es relevante para entender la respuesta 

inmunológica.  
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Las miosinas de clase I (Miosina 1c, 1g, 1e y 1f) se expresan en diferentes 

células del sistema inmunológico (linfocitos T, las células B, los macrófagos, 

los neutrófilos y las células dendríticas) (Figura 7) y participan en diferentes 

funciones como: la presentación antigénica, la fagocitosis, la migración, la 

adhesión y la señalización celular.  

Figure 7. Expresión de miosinas de clase I en diferentes linajes celulares del sistema 

inmunológico [52]. 

La Myo1c se expresa abundantemente en las células B y se encuentra 

localizada en los microfilamentos. Estos microfilamentos contienen balsas de 

lípidos (lipids rafts) donde esta enriquecida la miosina 1c, adicionalmente la 

miosina 1c se moviliza a la estructura del agrupamiento supramolecular de 

activación (SMAC) central, que se forma durante la sinapsis inmunológica 

(Figura 8) [79]. 

 Por lo tanto, la miosina 1c, posiblemente  participe en la presentación 

antigénica.  
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Figura 8. Localización de miosina 1c durante la 

sinapsis inmunológica. 

Las células B de ratón (marcadas con un “cell tracker” 

rojo) y las células T purificadas, fueron colocadas en 

ausencia o presencia de enterotoxina B de estafilococos 

(SEB). La myo1c se localiza en el SMAC, cuando se 

estimula con SEB [79]. 

 

 

La miosina 1g es una proteína motora, que se expresa en células 

hematopoyéticas (las células T, los linfocitos B, los macrófagos, las células 

dendríticas y los neutrófilos) y tiene un peso de 100 kDa  [80]. En las células 

B, la miosina 1g ha demostrado su participación en el reciclamiento de CD44; 

además, es crítica para mantener la rigidez de la membrana plasmática, [81]. 

Se ha observado que la deficiencia de miosina 1g en células T (CD4) del ratón 

OTI (con un TCR, transgénico que reconoce una secuencia especifica de la 

OVA), causa una disminución en la activación de células T, cuando se le 

presentan OVA en un contexto de sinapsis inmunológica; además, existe una 

reducción en la sobrevivencia de los ratones cuando son inoculados con una 

dosis subletal de LM-OVA [82].  

La miosina 1f (Myo1f) tiene un peso de 125 kDa y se expresa en el sistema 

mieloide (los neutrófilos, los macrófagos y las células dendríticas) [83]. En 

neutrófilos se ha observado que la Myo1f controla la exocitosis de vesículas y 

media la adhesión celular (a través de las β2 integrinas). En ratones deficientes 

de la miosina 1f e infectados con Listeria monocytogenes se observa un 

incremento en la susceptibilidad a la infección, lo que sugiere que la Myo1f 

tiene un papel en la modulación de la respuesta inmunológica [84]. Estudios 

en macrófagos mostraron que la ausencia de Myo1f  causa una disminución 
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en el “spreading” celular, cuando son estimuladas con LPS [83]. Nuestro grupo 

de trabajo demostró que la Myo1f, participa en la inflamación intestinal a través 

de la vía ILK/Akt/mTOR inducido por la actividad de las moléculas STAT1 y 

STAT3, esto en un modelo de colitis inducido por SDS (Dodecil Sulfato de 

Sodio) [85]. 

La Miosina1e (Myo1e) fue descrita inicialmente en áreas ricas de actina 

cercana a la membrana plasmática [86]. Esta miosina se ha estudiado en 

macrófagos, donde se ha observado que se localiza alrededor del fagosoma 

[87, 88]. La ausencia de Myo1e en los macrófagos estimulados con LPS afecta 

el “spreading” celular y en otro contexto, la ausencia de la Myo1e causa una 

reducción en la presentación antigénica tanto en los macrófagos como en las 

células dendríticas [83] debido, a que la miosina 1e interactúa con ARF7EP, la 

cual está involucrada en el transporte de vesículas que contiene MHC clase II 

[89].  

La Myo1e es abundante en linfocitos B, esto se ha reportado a nivel de 

mensajero y de proteína [79]; sin embargo, su función en este linaje  es 

desconocida. 

1.8. La Miosina 1e 

La Myo1e es una proteína motora que está comprendida en 1109 aminoácidos 

y tiene un peso de 127 kDa, en el ratón está localizada en el cromosoma 

15q22.2 y en el humano se encuentra en el cromosoma 9q22. La Myo1e está 

codificada en 28 exones y se expresa en diversas células como son los 

podocitos, las células endocrinas, las células endoteliales y las células 

epiteliales. En células del sistema inmunológico se expresa en los macrófagos, 

las células dendríticas y los linfocitos B [84]. Estructuralmente la Myo1e (Figure 

9) contiene un dominio motor  que comprende los aminoácidos (1-692 aa) y su 

sitio de unión al ATP se encuentra entre los aminoácidos (112-119 aa), 

además, contiene un solo dominio IQ (700- 712 aa) en su región de cuello 

(692-724 aa) y en su región de cola, contiene el domino TH1 (725-922 aa.), 

seguida de un dominio TH2 rico en prolinas (922-1001 aa.) y adicionalmente 
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contiene un dominio TH3 o SH3, que permite la interacción con otras proteínas 

del citoesqueleto (1001-1109) (www.uniprot.com). 

 

Figura 9. Estructura de la Miosina 1e. Representación gráfica de la miosina 1e la cual 

contiene un dominio motor, un dominio IQ, además en su región de la cola  que contiene los 

un dominios TH1, TH2  and TH3 [90]. 

La miosina 1e ha sido estudiada ampliamente en células del riñón, ya que en 

un corte de 52 pacientes con glomeruloesclerosis focal segmentada (FGS), se 

determinó que las mutaciones en Myo1e (A159P y Y695X) derivan en dos 

genealogías claramente identificadas. La mutación A159P causa una anormal 

localización celular, afectando posiblemente la interacción con proteínas 

relacionadas a la actina o a la membrana plasmática, mientras que  la mutación 

Y695X causa la perdida de la interacción con las calmodulinas [91].  

Los podocitos son células epiteliales con prolongaciones de membrana 

parecidos a pie (foot-processes) que sirven como uniones estrechas, 

provocando la formación de una barrera de ultrafiltración la cual previene el 

paso de macromoléculas a la orina [92-94]. La reducción de la Myo1e en los 

podocitos causa cambios morfológicos (reducción en las prolongaciones de la 

membrana) [95] y están asociados a rearreglos del citoesqueleto de actina 

[96]; además, la disminución de la Myo1e causa una reducción de las fibras 

de estrés, pero un incremento de la actina cortical [95]. Estas alteraciones en 

los rearreglos de los filamentos de actina, pueden ser la causa de alteraciones 

en las funciones celulares, como puede ser en la migración y la proliferación 

celular. Esto se observó en la línea celular MPC5 (podocitos humanos 

inmortalizados) donde la sobreexpresión de la miosina 1e causa un incremento 

en la movilidad celular [97]. 

http://www.uniprot.com/
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La función celular donde se ha estudiado con más detalle a la Myo1e es en la 

endocitosis mediada por clatrina. En la línea celular SK-MEL-28 (células de 

melanoma humanas) deficiente de la Myo1e, muestran una endocitosis 

defectuosa de transferrina, así como una reducción en la formación de los 

filamentos de actina en la copa endocítica. La Myo1e puede interactuar con 

proteínas nucleadoras de la actina (NPFs), como por ejemplo: la molécula 

CARMIL o la proteína WAVE [90]. La interacción de la Myo1e con CARMIL se 

ha reportado en las células HT-1080 (epiteliales humanas) [98]; sin embargo, 

la consecuencia de esta interacción es desconocida. 

La endocitosis está regulada por diferentes proteínas, por ejemplo: la molécula 

dinamina-2, la proteína AP-1 y la GTPasa RAC 1 [99], las cuales son 

relevantes para que se lleve a cabo la endocitosis. En un estudio reciente se 

ha descrito la interacción del dominio SH3 de la Myo1e con la proteína 

dinamina-2 y esta asociación es necesaria para una eficiente endocitosis 

mediada por clatrina. La deficiencia de la Myo1e causa una reducción en el 

reclutamiento de la dinamina-2, que a su vez no permite la eficiente formación 

del anillo de contrición [100].  

La activación celular es un evento donde se participan diferentes vías de 

señalización, que involucra fosforilaciones, la movilización de moléculas y la 

activación de las GTPasas; además, de un incremento en la expresión de 

moléculas como CD69 o CD44, así como también cambios morfológicos de la 

célula [101-105]. La vía de ERK regula la actividad de la Myo1e ya que permite 

la relocalización de esta proteína. Este fenómeno es debido a que la cinasa 

ERK activa la proteína ribosomal-6 (RSK-6) que fosforila la proteína SH3P2. 

La molécula SH3P2 en las células en reposo se encuentra unida a los dominios 

TH2 y TH3, pero cuando la célula se activa a través de un estímulo, ocurre una 

fosforilación en la serina 62 de la proteína SH3P2 ocasionado cambios 

conformacionales que derivan en una pérdida de la afinidad por los dominios 

TH2 y TH3 [106]. 
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La Myo1e se une a los fosfolípidos: fosfatidil inositol 4-5 bifosfato (PIP2) y 

fosfatidil inositol 3-4-5 trifosfato (PIP3) a través de su dominio TH1. El 

fosfolípido PIP3 se produce a través de la activación de la enzima PI3K, esta 

enzima fosforila la posición 3 del anillo del inositol ocasionando la 

incorporación de un fosfato lo que permite la formación de PIP3. La activación 

de PI3K se da por varios mecanismos, entre los cuales se encuentra la cinasa 

de adhesión focal (FAK), PKB (Akt) o RAS [107-109].  

La participación de la Myo1e en migración ha sido pobremente evaluada; sin 

embargo, la Myo1e interactúa con el factor estimulante de osteoclasto 1 

(OSTF1), el cual ancla la Myo1e a la membrana plasmática y previene su 

translocación a sitios de nucleación de la actina, (lamelipodios o pseudopodos) 

[110]; sin embargo, cuando la célula se activó por medio de Forbol-12-

Miristato-13-Acetato (PMA) la Myo1e, pierda la afinidad por la molécula OSTF1 

causando la relocalización a los sitios de polimerización de la actina a través 

de la interacción con los factores promotores de la nucleación.  

La Myo1e como ya se había mencionado, se expresa en las células B; sin 

embargo, no se conocen estudios de esta proteína durante la migración celular 

en los linfocitos B.  
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1.9 Antecedentes directos 

Nuestro laboratorio se ha enfocado en el estudio de las miosinas de clase I 

que se expresan en el sistema inmunológico, entre las cuales encontramos a 

la Myo1c y Myo1g. 

Nuestro grupo de trabajo ha demostrado que la Myo1c se expresa en las 

células B y se ha visto que colocaliza con las moléculas del complejo mayor 

de histocompatibilidad de clase II; esto sugiere su participación en la 

presentación antigénica [79]; además, participa en la migración celular y en la 

formación de pseudopodos [111] 

La Myo1g se expresa en el sistema hematopoyético. En las células B participa 

en la migración celular, la presentación antigénica, el tráfico vesicular, el 

“spreading” y en  la tensión de membrana [39, 81, 82].  

La Myo1e es abundante en las células B, pero no se ha evaluado su papel en 

esta estirpe celular. En este trabajo nos enfocamos en la participación de la 

Myo1e en la migración de los linfocitos B tanto in vivo como in vitro. 
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2. Justificación. 

La miosina 1e es una proteína motora que es abundantemente en las células 

B. Estudios en líneas celulares muestran que la reducción de esta proteína 

causa alteraciones en la adhesión y en la transmigración celular.  Existen 

diferentes factores promotores de la nucleación que colocalizan con la Myo1e; 

sin embargo, no se ha demostrado su interacción. Hoy en día se desconoce el 

papel de la Myo1e en los linfocitos B en un contexto de migración celular.. 

3 Hipótesis. 

La Myo1e participa en el proceso de migración y se asocia a proteínas 

nucleadoras de la actina 

4.Objetivo General 

Determinar la participación de la miosina 1e en el proceso de migración. 

5.Objetivos específicos. 

 Determinar la expresión de las miosinas de clase I en las células B 

 Investigar la función de la miosina 1e durante la migración celular 

 Cuantificar la expresión de diferentes moléculas de adhesión y de los 

receptores de quimiocinas  

 Examinar la asociación de la miosina 1e con moléculas nucleadoras de la 

actina. 
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6. Materiales y métodos. 

6.1 Ratones 

En todos los experimentos se utilizaron ratones control Myo1e+/+ (C57BL6J) o 

ratones Myo1e-/- (B6.129S6(Cg)-Myo1etm1.1Flv/J) de 8-10 semanas en todos los 

experimentos. Los ratones fueron proporcionados por el Dr. Richard Flavell 

(Escuela de medicina de Yale, USA) y la cepa de ratones fue mantenida en el 

bioterio del Centro de Investigación y de Estudios Avanzados del Instituto 

Politécnico Nacional (CINVESTAV) (Ciudad de México, México). El comité de 

ética del cuidado y uso de animales del CINVESTAV aprobó el protocolo que 

considera los experimentos realizados en este proyecto. 

6.2 Cuidado de los ratones 

Todos los ratones fueron tuvieron libre acceso al agua y mantuvieron a una 

dieta que contiene 20% proteína (PicoLab mouse diet 20, LabDiet  5058, 

St. Louis, MO, USA), se mantuvieron en un periodo cíclico de 12 horas de luz 

y oscuridad con una temperatura de 22 ± 2°C y humedad 50 ± 10%. Todas las 

cajas contienen el “Aspen chip and Aspen Shaving” (50/50%) (NEPCO  

Warrensburg, NY, USA). 

 

6.3 Aislamiento de linfocitos y citometría de flujo. 

Las células mononucleares fueron aisladas por Ficoll-Paque Plus (GE 

Healthcare) (Little Chalfont, United Kingdom) a través de un gradiente de 

densidad. Después las células B220+ fueron enriquecidas por “panning” 

usando placas de plástico recubiertas con el anticuerpo s α–Thy-1 (NIM-R1) 

[112]. 

Para la activación celular, 2 millones de células B fueron incubadas en medio 

RPMI 1640 (Life Technologies Cat. # 12633012) (Grand Island, NY, USA) con 

10% de suero fetal bovino (FBS) (Thermo Fischer, Scientific) (Waltham, MA, 

USA). Posteriormente, al cultivo se le adiciono LPS de Escherichia coli O55:B5 

(40 mg/ml) (Sigma Chemical Co, St) (Louis, MO, USA) además 10 U/ml IL-4 
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(R&D Systems) (Minneapolis, MN, USA). Las placas se incubaron por 48 hrs 

a 37 C̊ con 5% CO2. 

Para la tinción, para la citometría de flujo, los receptores Fc se bloquearon 

usando 10% de suero de chivo, posteriormente, la suspensión celular fue 

lavada con PBA (PBS 1X, 1% BSA y 0.01% NaN3). Cada millón de células, 

fue teñida por 15 minutos usando los anticuerpos correspondientes. Después 

de la incubación, las células fueron lavadas con PBA y fijadas con 1% de 

formaldehido. Los “dobletes” fueron excluidos con el histograma FSC-H contra 

FSC-A. Después la región de linfocitos fue identificada por su tamaño y 

granularidad (FSC-A vs. SSC-A). Posteriormente, se seleccionó una región 

dependiendo del anticuerpo o del fluorocromo requerido. La compensación fue 

realizada usando tinciones sencillas para cada fluorocromo.  El citómetro 

donde se adquirieron las muestras fue “BD LSRFortessa” (Becton-Dickinson) 

(San Jose, CA). Las muestran fueron analizadas por el programa “FlowJo v.10” 

(Tree Star, Inc.) (Ashland, Oregon). Todos los experimentos que se realizaron 

fueron de acuerdo a las guías de citometría de flujo [113]. 

6.4 Anticuerpos y reactivos 

Los anticuerpos que se utilizarón fueron anti-B220-BV421 (clone RA3-6B2, 

BioLegend) (San Diego, California, USA), anti-B220/CD45R (clone RA3-6B2, 

BioLegend), anti-CD19 (Southern Biotechnology Associates) (Birmingham, 

Alabama, USA), anti-CD29 (clone hm B1-1,  BioLegend), anti-LFA-1 (clone 

Hl111, BioLegend), anti-CD62L (clone DREG-56, BioLegend), anti-TLR-4 

(clone TF901, BioLegend), anti-CXCR4 (clone 2G8, BioLegend), anti-CD44 

(clone IM7, BioLegend), anti-Myo1e (clone PAD434 Cloud Corp)  (Katy, TX, 

USA), anti-CARMIL (clone E-10, Santa Cruz, Biotechnology) (Dallas, TX, 

USA), anti-WASp (Clone EP2541,  Abcam) (Cambridge, UK) anti-Rac-1 (clone 

B-8, Santa Cruz, Biotechnology), anti-Rac-1 GTP (clone 26903, ser-61, 

Biomol) (Hamburg, Germany), anti-PI3K (clone sc-1637, Santa Cruz, 

Biotechnology) anti-AKT (clone sc-5298, Santa Cruz, Biotechnology), anti-

phospho-AKT (clone sc-271966, Santa Cruz, Biotechnology).  Los reactivos 
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que se utilizaron para este trabajo fueron TRITC-Faloidina (Thermo Fischer, 

Scientific), Hoescht 33342 (Thermo Fischer, Scientific), Ly294002 (Sigma 

Aldrich), La quimiocina murina CXCL12, que fue adquirida por PeproTech 

(Rocky Hill, NJ, USA). 

 

6.5 Microscopia confocal 

Primeramente, las células fueron fijadas por 20 minutos con para formaldehído 

al 4%. Después las células fueron lavadas con una solución permeabilizadora 

(triton X-100 (0.1%) disuelta en PBS 1X. por 30 minutos. Posteriormente, los 

receptores Fc fueron bloqueados con suero de chivo para evitar la unión 

inespecífica.  Para la tinción con el anticuerpo primario, las células se 

incubaron a una dilución apropiada de dichos anticuerpos por 30 minutos a 

4°C y después se lavaron con PBA. Enseguida, las células se incubaron con 

el anticuerpo incubo con el anticuerpo secundario o con Faloidina por 30 

minutos a 4°C. Finalmente, las células fueron montadas en un portaobjetos 

cubierto con 4 µl de Vecta-shield (Cat. H-1000 Vector labs) (Burlingame, CA, 

USA).  Las laminillas fueron analizadas en el microscopio confocal (Leica 

Microscopy, TCS SPE, Model DMI4000) (Wetzlar, Germany), en un objetivo 

de 63X, con un corte 0.5 µm, las amplificaciones se realizaron con un zoom de 

2.5, el análisis de las laminillas fue realizadas usando el programa LAS AS lite 

5.0 (Leica Microscopy). 

6.6 Ensayos de “homing” 

Aproximadamente 10 millones de células B purificadas de bazo, del ratón 

Myo1e+/+ o del ratón Myo1e-/- fueron marcadas con diferentes concentraciones 

(0.1 µm o 0.6 µm o viceversa) de Carboxyfluorescein succinimidyl ester 

(CFSE)  (Thermo Fischer, Scientific). Las células fueron mezcladas a 

diferentes proporciones celulares 25%, 50% o 75% tanto de células B del ratón 

Myo1e+/+ como del ratón Myo1e-/- hasta completar el 100%. La mezcla de 

células fue inyectada por la vena de la cola en el ratón con fenotipo silvestre 

(Myo1e+/+). Previamente, el ganglio linfático derecho fue inoculado con la 

quimiocina CXCL12 (25 ng/ml), mientras que el ganglio linfático izquierdo fue 
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inoculado con PBS. El ratón hospedero fue sacrificado después de 2 horas de 

la inoculación. La sangre, el bazo, y los ganglios linfáticos fueron extraídos y 

macerados, la suspensión celular resultante fue adquirida en el citómetro de 

flujo “BD LSRFortessa” (Becton-Dickinson) (San Jose, CA, USA) Las muestran 

fueron analizadas por el programa “FlowJo v.10” (Tree Star, Inc.). Para las 

imágenes tomadas por microscopia intravital, ambos nódulos linfáticos fueron 

extraídos y se cuantifico el número de células por campo, se utilizaron 12 

campos por experimento.  

6.7. Ensayo de quimiotaxis in vitro. 
 

Para la realización de este ensayo, se utilizó la cámara Zigmod (Neuroprobe) 

(Gaithersburg, MD, USA). Se colocaron 1 millón de células B activadas del 

ratón Myo1e+/+ o del ratón Myo1e-/-. Previamente, las células fueron 

suspendidas en 0.5 ml de medio RPMI 1640 (Life Technologies. 

Inmediatamente las células fueron colocadas sobre el cubreobjetos de la 

cámara, el cual había sido previamente recubierto con fibronectina (2.5 µg/ml) 

(Sigma-Aldrich) por 30 min a 37°C y 5% CO2, para permitir la adhesión. 

Posteriormente, el cubreobjeto fue lavado con PBS, para colocarlo sobre la 

cámara Zigmod, uno de los canales de la cámara Zigmod fue llenada con RPMI 

1640 (Life Technologies) sin suplementar, mientras que el otro canal fue 

llenado con la quimiocina CXCL12 (2.5 µg/ml) (PrepoTech), disuelta en medio 

base. Para el análisis se capturaron imágenes con una magnificación de 10X 

y para la secuencia se tomaron imágenes cada 30 segundos por una 1 hora. 

Las trayectorias y velocidad de migración fueron analizadas en 100 células B 

proveniente del ratón  Myo1e+/+ o del ratón Myo1e-/- en cinco experimentos 

independientes  usando el programa ImageJ (NIH), además del plugin 

“chemotaxis and migration tool 2.0” (Ibidi, Martinsried, Munich, Germany) 

[114]. 

 

6.8 Ensayos de adhesión  

Una placa de poliestireno de 96 pozos (Nalge Nunc International) (Penfield, 

NY, USA) fue recubierta con ácido hialurónico (2.5 mg/ml) (Sigma-Aldrich), 
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fibronectina (2.5 mg/ml) (Sigma-Aldrich) o poli-L-lisina (0.01%) (Sigma-

Aldrich), por 1 hora a 37°C. Después de la incubación, la placa fue lavada dos 

veces con PBS, para agregar posteriormente, cuatrocientos mil células B en 

200 μl de medio RPMI 1640 (Life Technologies) por pozo. Las células se 

dejaron adherir por 1 hora a 37°C, después la placa fue lavada con PBS, para 

posteriormente fijarse por 10 minutos con para formaldehido al 4%. Después 

se fijaron las células y se añadió cristal violeta (7.5 g/l cristal-violeta, 2.5 g/l 

NaCl, 1.5% formaldehido, 50% metanol), se incubo por 5 minutos. 

Posteriormente, se lavó la placa exhaustivamente hasta eliminar el exceso de 

colorante. Finalmente, se añadió SDS al 10% para solubilizar las células. La 

cantidad de colorante remanente a fue registrada a 540 nm (Multiskan Ascent) 

(Thermo Fischer Scientific),   

6.9. Western Blot. 

10 millones de células B fueron lisadas con el buffer RIPA (Tris–HCl 20 mM 

(pH 7.5), NaCl,150 Mm, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, Triton X-100 1%, leupeptina 

1 μg/ml, aprotinina 10 μg/ml, and PMSF 1 mM) por 30 minutos a 4°C. La 

concentración de proteína fue determinada por el kit Modified Lowry Protein 

Assay (Thermo Fischer, Scientific). Las proteínas fueron separadas por un gel 

al 12% de SDS-PAGE a un voltaje de 85 se corrió el gel de electroforesis. La 

concentración de proteína que se colocó en cada pozo fue de 50 µg. Después 

de la electroforesis, las proteínas se transfirieron a una membrana de 

nitrocelulosa (BIO-RAD) (Hercules, CA, USA) a un voltaje de 120 Miliamperes, 

por 1.5 hora.  Después de la transferencia, la membrana fue bloqueada por 30 

minutos con albumina sérica bovina (BSA) (5%) (Thermo Fischer, Scientific). 

Posteriormente de bloquear, la membra fue incubada una hora a 37°C con 

anticuerpos específico para cada proteína que se analizó. Después de la 

incubación, la membrana se lavó con TBS-Tween 20 (0.01%) (Sigma Aldrich) 

después se colocaron los anticuerpos secundarios acoplados a HRP. 

Finalmente, la membrana fue revelada con el kit “Western Blotting 

Chemiluminescence Luminol Reagent” (Santa Cruz, Biotechnology).  La 

tubulina o la actina fueron usadas como control de carga  
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6.10. Extracción de DNA  

Se corto aproximadamente 0.2 cm de la cola de los ratones silvestres o 

deficiente de Myo1e en el bioterio del CINVESTAV-UPEAL, para extraer el 

DNA genómico por el método “Hot shot”, el cual consiste en poner la cola en 

un tubo de 1.5 ml y se le agrega 50 µl buffer de lisis alcalina (25 mM NaOH, 

0.2 mM Na2EDTA, PH 12). El tubo se incubo   y se incubo a 96°C por 30 

minutos, posteriormente se coloca en hielo entre 4-5 minutos.  Después de la 

incubación se le agregan 50 µl de solución de neutralización (40 mM Tris-HCl, 

PH 5), se agito en un vortex y se colocaron 5 µl en tubo de PCR. 

6.11 Condiciones de PCR 

Las condiciones de PCR para genotipificar y los reactivos usados fueron los 

siguientes:  H20 (14.4 µl) Buffer PCR (2.5 µl) MgCl2 (2.5 µl) dNTP (0.5 µl) 

Primer A (0.5 µl) Primer B (0,5 µl) Primer C (0.5 µl) Taq polimerasa (0.3 µl) 

DNA genómico (5 µl) en total 26.5 µl.  

El primer A contiene la secuencia (TCATGTGTAGCCCAAGCTCACC) Primer 

B(TTCCGCTTACGGTGGAAATG),PrimerC(ACTCATTCTGTCATCTGACTCC

ACC). 

Las condiciones para PCR fueron las siguientes: un primer ciclo de 94°C por 

5 minutos, después 40 ciclos de 94°C por 1 minuto, 60°C por 30 segundos y 

72°C por 30 segundos, finalmente un último ciclo de 72°C por 4 minuto. Se 

corrió en un gel de agarosa (para verificar el tamaño del amplicón) al 2% por 

30 minutos a 100 V.     

6.12. Microscopia Intravital.  

El ratón hospedero Myo1e+/+ fue anestesiado vía intraperitoneal con 12.5 

mg/kg xylazina and 125 mg/kg ketamina hidroclórico (Sanofi, México-City, 

México). El nódulo linfático inguinal fue inoculado con CXCL12 (25ng/ml) 

(PeproTech), una hora después, 1x107 de células B marcadas con Hoestch 

333462 fueron inyectados directamente por la arteria carótida.  Las vénulas 

del nódulo linfático inguinal fueron visualizadas a través del microscopio 

intravital (Axioscope, Model A1, Zeiss), (Oberkochen, Baden-Württemberg, 
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Germany) con el objetivo de 20 x y 0.75 con el objetivo de inmersión salina. 

Los videos e imágenes fueron analizadas usando el programa ImageJ (NIH, 

Bethesda, MD. USA) y el programa Zen Blue Edición 2.5 (Zeiss, Microscopy).  

El diámetro de las vénulas, el número de células transmigradas y la velocidad 

fueron medidas con el programa ImageJ (NIH, Bethesda, MD. USA). El flujo 

celular, el flujo sanguíneo, el rodamiento lento y el rodamiento normal fueron 

analizados por el programa Zen Blue Edición 2.5 (Zeiss, Microscopy). 

6.13. Tratamiento de inhibición farmacológica  

Diez millones de células B activadas fueron tratadas por 2 horas con 20M de 

LY294002 (Sigma Aldrich). Las células fueron previamente estimuladas con 

CXCL12 (2.5 µg/ml) (PeproTech) en medio RMPI 1640 (Life Technologies), 

suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS). Después del bloqueo y la 

estimulación, las células fueron usados en experimentos de inhibición de las 

prolongaciones de membrana, también se analizó la intensidad de pixeles 

producto de polimerización de actina. 

6.14. Ensayos de co-inmunoprecipitación. 
 

Células B en reposo o activadas fueron lisadas con medio RIPA a 14500 R.P.M 

por 30 minutos a 4°C. Los sobrenadantes fueron mezclados con anti-Myo1e, 

anti-Focal Adhesion Kinase (FAK) o anti-CARMIL, se utilizaron como controles 

IgG de conejo, o IgG de rata. Los sobrenadantes fueron incubados toda la 

noche a 4°C en agitación continua. Después los complejos fueron precipitados 

con proteína-G-agarosa (Life technology) manteniéndolos a 4°C. Los 

complejos fueron lavados tres veces con buffer RIPA, enseguida las muestras 

fueron puestas con buffer laemmli. Finalmente, las muestras fueron corridas 

en un gel de SDS-PAGE y transferidos en una membrana de PVDF, como 

previamente se mencionó.  

 

6.15. Ensayos de “spreading”. 

 

Cubreobjetos fueron recubiertos toda la noche con fibronectina (Takara, 

Clonetec) (Mountain View, Ca, USA) en PBS. Los cubreobjetos fueron 
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bloqueados con PBS con 10 % de (FBS) por 1 hora a 37°C, después de lo cual 

se lavaron con medio para colocar 1x106 de células B (Myo1e+/+ o Myo1e-/-). 

Los cubreobjetos se dejaron incubar a diferentes intervalos de tiempo a 37°C. 

Después de la incubación, las células fueron fijadas con 4% de para 

formaldehido por 15, después se realizó la permeabilizo con Triton x-100 

(0.1%) por 10 minutos. Después de la permeabilización, las células fueron 

lavadas con PBS, y teñidas con TRITC-Faloidina, para después ser montadas 

con Vecta shield (Cat. H-1000 Vector labs). Finalmente, las imágenes fueron 

adquiridas en el microscopio confocal (Leica Microscopy, TCS SPE, Model 

DMI4000), usando el objetivo de 63X. Las imágenes fueron analizadas con el 

software NIH ImageJ (http://rsbweb.nih.gov/). 

 

6.16. Ensayos de adhesión. 
 

Células b. End3 (células endoteliales de cerebro, de ratón) fueron colocadas 

en una placa de 24 pozos, se dejaron adherir por dos días con el factor de 

crecimiento endotelial (10 ng/ml), hasta formar una monocapa. Previamente 

las células B en reposo o activadas fueron marcadas con el “cell tracker” 

Hoeschst 33342 (10 nM) por 1 hora y media a 37°C, enseguida las células se 

lavaron con PBS, para quitar el excedente del colorante, una vez teñido 1x106 

de células B se colocaron sobre la monocapa de las células b. End3 por 4 

horas y se dejaron adherir. Posteriormente, la placa se lavó y se contaron las 

células adheridas en al menos 12 campos. Las placas se observaron en el 

microscopio de epifluorescencia (Zeis, Axio Scope.A1). 
 

6.17. Ensayos de proliferación celular. 

 

Se colocaron 1x106 células B activadas y en reposo en una placa de 96 pozos 

(Nalgene), posteriormente, se le agrego 80 μL de 3H timidina (0.625 μCi/mL) 

en medio RPMI 1640. La placa se dejó incubar por 3 horas y medir la 

proliferación celular se utilizó el contador de centelleo (Beckman, Ls6000).  
 

http://rsbweb.nih.gov/
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6.18. Transmigración endotelial 

 

Cámaras “transwell” con un poro de 5 μM fueron recubiertas con células b. 

End3 (células endoteliales de cerebro, de ratón) por 1 día hasta formar una 

monocapa. A las células endoteliales se les agrego TNF-α (5 ng/ml) y factor 

de crecimiento endotelial (10 ng/ml). En la monocapa se colocaron 1X106 

células B en reposo o previamente activadas con LPS + IL-4 por 4 horas a 

37°C.  En la parte inferior de la cámara “transwell” se colocó la quimiocina 

CXCL12 (25 ng/ml) (prepotech) y   medio RPPMI1640 (Life Technologies) 

como control.  Las células fueron previamente teñidas con CFSE. El citómetro 

donde se adquirieron las muestras fue “BD LSRFortessa” (Becton-Dickinson) 

y los datos fueron analizados por el software “FlowJo v.10” (Tree Star, Inc.). 

6.19. Análisis estadístico. 
 

 Los datos presentados muestran la media aritmética con su desviación 

estándar. Para evaluar diferencias estadísticas, se utilizó la t de Student. Un 

valor de p de <0.05 fue considerada como estadísticamente significante. El 

valor de p es representado como *p<0.05, ** p<0.01 y ***p<0.001, el número 

de muestra o células (n) es mencionada en cada leyenda de figura. 
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7. Resultados 

7.1. Tipificación del ratón deficiente de la Myo1e 

La Myo1e es una proteína que se encuentra codificada en el cromosoma 15 

en el humano y 9 en el ratón se encuentra codificada en 28 exones, con un 

marco de lectura de 236813bp. Para la generación del ratón deficiente de 

Myo1e se utilizó el sistema Cre-LoxP y por recombinación homologa entre el 

gen blanco y el alelo del ratón silvestre (Myo1e+/+) se logró eliminar la 

expresión de la proteína Myo1e. El alelo blanco contiene una inserción de un 

sitio LoxP y el gen de resistencia a neomicina, pero la estructura de la Myo1e 

permanece intacta. Cuando se realiza la recombinación en el ratón que 

contiene la recombinasa “Cre”, se causa una deleción de línea germinal del 

exón 4, generando la formación de un alelo mutante (no funcional) (Figure 10) 

[115].  

 

  

 

 

 

 

 

Figure 10.  Generación del ratón 

deficiente de la Myo1e, a través del 

sistema Cre-LoxP El cual genera un 

alelo no funcional, eliminando el exón 4 

del gen de Myo1e 
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Para la genotipificación del ratón Myo1e-/- se utilizan los iniciadores A, B y C, 

a través de una PCR del DNA genómico. Los iniciadores A y C se diseñaron 

para amplificar un fragmento de 140-bp (el cual amplifica una región entre el 

intrón 3 y 4) en el ratón silvestre, sin embargo, en el ratón deficiente de Myo1e 

(Myo1e-/-), no amplifica está secuencia (ya que el ratón deficiente de Myo1e 

pierde la secuencia que reconoce el iniciador C). Los iniciadores A y B se 

diseñaron para amplificar un fragmento de  260-bp (el iniciador A amplifica una 

región del intrón 3 y el iniciador B amplifica una región rio abajo  del intrón 4)  

en el ratón deficiente de Myo1e (Myo1e-/-); sin embargo, en el ratón silvestre  

(Myo1e+/+) no se amplifica esta secuencia (ya que el ratón silvestre no tiene la 

secuencia  que reconoce el iniciador B) (Figura 11).  
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Figura 11. Genotipificación de los ratones deficientes de la Myo1e. 

Gel de agarosa al 2% con los Iniciadores A , B y C, para genotipificar los ratones silvestres 

(Myo1e+/+) y carentes de la Myo1e (Myo1e-/-) 
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7.2 La Myo1e es la miosina de clase I más expresada en las células B. 

La proteína Myo1e se expresa en diferentes estirpes celulares de acuerdo a 

los mapas de expresión de RNA [52]. Por lo que, se evaluó la expresión de 

tres miosinas de clase I (Myo1c, Myo1g y Myo1e). Los ensayos de “Western 

blot” nos mostró que la Myo1e es la miosina más expresada en células B 

(Figura 12-13), sin embargo, la expresión de la Myo1c y Myo1g también es 

abundante en los linfocitos B. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Myo1c Myo1g Myo1e 

107 kDa 117 kDa 
127 kDa 

Actina 

42 kDa 

Figure 12. Expresión de las miosinas de clase I en las células B. 

“Western blot” de las miosinas de clase I (Myo1c, Myo1g y la Myo1e) en las células B de 

bazo. Utilizando actina como control de carga. N=3.   
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Las proteínas Myo1e, Myo1c y Myo1g se expresan abundantemente en las 

células B; por lo tanto, se evaluó si la ausencia de la Myo1e causa un 

incremento en la expresión de estas miosinas de clase I un fenómeno 

denominado compensación. Este fenómeno se ha descrito en las miosinas 

de clase II y de las miosinas de clase III (IIIa  y IIIb)  [116-118]. Por lo tanto, 

al realizar ensayos de “Western blot” en extractos proteicos de las células B 

carentes de la Myo1e encontramos que las miosinas 1c y 1g  no incrementan 

su expresión (Figura 14-15); por consiguiente, podemos concluir que no 

existe una compensación de al menos de las proteínas Myo1c o Myo1g 

cuando existe una deficiencia de Myo1e. 
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Figure 13. Expresión de las miosinas de clase I en las células B. 

Análisis densitométrico de la expresión de la Myo1c, Myo1g y Myo1e, usando actina 

como control de carga. N=3.  (media ± SD).  
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Un fenómeno que se evaluó fue si la activación celular incrementaba la 

expresión de Myo1e en células B del ratón silvestre, esto debido a que las 

proteínas CD44, o CD69 incrementan su expresión cuando la célula B se 

activa [119-122]. Ensayos de “Western blot” en células B del ratón silvestre en 

reposo y activadas (LPS + IL-4) mostraron que no se incrementa la expresión 

de la Myo1e en esta estirpe celular (Figura 16).  
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42 kDa 

Actina 

Figure 14.  Expresión de la Myo1g y Myo1c en células B deficientes de Myo1e 

“Western blot” de la expresión de la Myo1c y Myo1g en lisados de las células B de bazo de 

ratones silvestres y carentes de la Myo1e, se utilizó actina como control de carga. N=3.   
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Figure 15.  Expresión de la Myo1g y de la Myo1c en las células B de bazo  

Análisis densitométrico de la expresión de Myo1c y Myo1g en lisados de las células B silvestres 

y carentes de la Myo1e, se utilizó actina como control de carga. N=3.  (media ± SD). 
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7.3 La ausencia de Myo1e no afecta las subpoblaciones de células B 

Los linfocitos B, tienen diferentes estadios de maduración; recientemente, se 

ha descrito que diferentes proteínas del citoesqueleto tiene un papel en el 

desarrollo de este linaje, por ejemplo: la ausencia de las GTPasas Rac-1/Rac-

2, causa una reducción en las células B del bazo y del peritoneo, mientras que 

la deficiencia de VAV-1 (una GEF expresada en células B) afecta diferentes 

linajes (células T, linfocitos B y células NK); por lo tanto, evaluamos si la 

proteína motora Myo1e tiene repercusión en el desarrollo de células B. Se 

analizaron los números absolutos de las células B maduras (B220+, 

CD24Intermedio, CD21Intermedio), de las células B (T2) (B220+, CD24High, CD21High), 

de las células B (T1) (B220+, CD24High, CD21low). (Figura 17-18); así mismo, se 

evaluaron las células B del peritoneo como las B1a (B220+, CD5High, CD23), 

las células B1b (B220+, CD5-, CD23-) y las células B2 (B220+, CD5-, CD23+) 

(Figura 19-20); además, se analizó en las células B de las placas de Peyer 

(B2) (Figura 21-22). Esto fue posible gracias al uso de diversos anticuerpos 

específicos, que nos permiten identificar las diferentes poblaciones de 

linfocitos B.   

Células B  

Actina 
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Células B 

activadas con 

LPS + IL-4 
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42 kDa 

Figure 16.  Expresión de la Myo1e en las células B en reposo y activadas 

“Western Blot” y análisis densitométrico de la expresión de la Myo1e en lisados celulares 

de las células B en reposo y activadas (ver materiales y métodos) del ratón Myo1e+/+.  se 

utilizó actina como control de carga. N=3. (media  ± SD).  
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Figure 17.  Grafica de puntos de las células B del bazo 

Las células de bazo fueron analizadas por citometría de flujo. Se analizaron los eventos  de la 

población B220+.y de acuerdo con la expresión de CD24 y CD21. Se identificó a las 

poblaciones de células B  (maduras), las células B (T2) y las células B (T1). N=3. Para el análisis 

se utilizó el programa Flowjo v.10 
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Figure 18. Números absolutos de las poblaciones de las células B. 

Números absolutos de las poblaciones de células B (Maduras, T1 y T2) determinadas por citometría 

de flujo, utilizando los anticuerpos B220, CD24 y CD21. N=3 (media ± SD) 
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Figure 19. Grafica de puntos de las células B de la cavidad peritoneal 

Las células de cavidad peritoneal fueron analizadas por citometría de flujo. Las células se seleccionaron 

de la población B220+.y se analizaron con base en la expresión de CD5 y CD23. Se identificó a las 

poblaciones de células B2, B1a y B1b. N=3. Para el análisis se utilizó el programa Flowjo v.10 
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Figure 20.  Números absolutos de las poblaciones de las células B 

Números absolutos de las poblaciones de células B de cavidad peritoneal (B2, B1a y B1b) determinadas 

por citometría de flujo, utilizando los anticuerpos B220, CD5 y CD23. N=3.  (media ± SD) 
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Figura 21.  Grafica de puntos de las células B en las placas de Peyer.  

Las células de placas de Peyer fueron analizadas por citometría de flujo. Las células se les hizo 

región en la población B220+.y se seleccionaron con base en la expresión de CD5 y CD23. N=3. 

Para el análisis se utilizó el programa Flowjo v.10 
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De acuerdo con estos resultados y dado que no encontramos diferencia a 

significativa en los números absolutos entre las diferentes subpoblaciones de 

células B, concluimos que la Myo1e no afecta el desarrollo de los linfocitos B. 
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Figure 22.  Números absolutos de las poblaciones de las células B en las placas de 

Peyer. 

Números absolutos de poblaciones celulares de las células B  de placas de Peyer  (B2, B1 

y MZ) determinadas por citometría de flujo, utilizando los anticuerpos contra B220, CD23 y 

CD5. N=3.  (media ± SD). 
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7.4 Ensayos de migración in vivo de células totales en el cremáster del 

ratón Myo1e+/+ y Myo1e-/-  

La migración celular es un evento coordinado de diferentes proteínas, donde 

se ha visto que las miosinas de clase I participan en la migración celular tanto 

en las células T como de las células las B [123]. Para mostrar si la Myo1e 

participa en la migración celular se evaluó este fenómeno “in vivo” a través de 

la microscopia intravital de los leucocitos en el cremáster del ratón Myo1e+/+ y 

del ratón Myo1e-/-. El análisis indica que la deficiencia de Myo1e afecta la 

velocidad, la adhesión y la transmigración celular de los leucocitos en el 

cremáster. (Figura 23-24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ratón Myo1e+/+ Ratón Myo1e+/+ 

Figura 23 Imágenes representativas de la migración de los leucocitos en el cremáster de los 

ratones Myo1e+/+ y Myo1e-/- . 

Imágenes representativas de microscopia intravital (objetivo 40X) del cremáster del ratón Myo1e+/+ 

y del ratón Myo1e-/-. N=3. Para el análisis se usó el programa Zeiss blue.  
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Figura 24. Parámetros de migración en el cremáster de los ratones silvestre y carente de 

la Myo1e -/-. Análisis de tasa de transmigración, velocidad de migración y células adherentes en 

el cremáster en el ratón Myo1e+/+ y Myo1e-/-. N=3.  (media  ± SD). *** p<0.001. 
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7.5 Ensayos de migración in vivo de células B en el cremáster del ratón 

Myo1e+/+  

Para determinar la participación de la Myo1e en las células B “in vivo”. 

Evaluamos por microscopia intravital, la migración de los linfocitos B en el 

cremáster del ratón, por consiguiente, marcamos las células B tanto del ratón 

Myo1e+/+ como del ratón Myo1e-/- con un “cell tracker” (Hoescht 33346) el cual 

se une al surco menor del ADN. (Ver materiales y métodos, sección 6.3). Las 

células B se inocularon a un ratón hospedero (Myo1e+/+) previamente se le 

inyecto TNF-α (10 nM), Nuestros resultados indican que la ausencia de Myo1e 

causa un menor tiempo de adhesión y de transmigración en comparación con 

las células B del ratón Myo1e+/+ (Figura 25-26). De acuerdo con estos datos 

concluimos que la Myo1e participa en adhesión y migración de linfocitos B 

celular in vivo. 
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Figure 25. Tiempo de adhesión de las células B silvestre y carente de la Myo1e en el 

cremáster del ratón silvestre. 

A) Imágenes representativas de la microscopia intravital (Objetivo 40X) de las células B silvestres 

(Myo1e+/+) o carentes de la Myo1e (Myo1e-/-) marcadas con Hoescht 33342. Las células fueron 

inoculadas en el ratón hospedero Myo1e+/+ qué previamente le fue inoculado con TNF-α, B) Análisis 

del tiempo de adhesión celular de células B del ratón Myo1e+/+ o Myo1e-/-en el endotelio del 

cremáster del ratón hospedero (Myo1e+/+ ). N=3 (media  ± SD). *** p<0.001. 
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Figura 26. Tasa de transmigración celular de las células B silvestre y carente de la 

Myo1e en el ratón hospedero. 

Imágenes representativas de la microscopia intravital (Objetivo 40X) de las células B silvestre 

(Myo1e+/+) o deficientes de Myo1e (Myo1e-/-) marcadas con Hoescht 33342, las células fueron 

colocadas en el ratón hospedero Myo1e+/+, que previamente fue inoculado con TNF-α. B). 

Análisis del total de células que transmigraron en el cremáster del ratón hospedero. N=3 

(media ± SD).*** p<0.001. 
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7.6 Análisis de la participación de la Myo1e en el ganglio linfático inguinal 

Para corroborar el resultado anterior, se realizó la microscopia intravital en los 

ganglios linfáticos inguinales. ya que los linfocitos B migran a los órganos 

linfoides secundarios (para montar una respuesta inmunológica). El ganglio 

linfático inguinal se localiza entre parte baja izquierda o derecha del abdomen, 

altamente irrigada por diferentes vénulas, venas y arterias (Figura 27) 

 

 

Figura 27. Localización del ganglio linfático inguinal en el ratón 

Esquema representativo de la localización de los ganglios linfáticos 

inguinales en el ratón 

 

 

 

Para evaluar la migración en este órgano, se expusieron los ganglios linfáticos 

inguinales y se clasificaron las vénulas del ganglio linfático inguinal de acuerdo 

a sus ramificaciones (Figura 28). 
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Figura 28, Diagrama representativo de las diferentes vénulas del ganglio linfático 

inguinal. 

Clasificación de las diferentes vénulas del ganglio linfático inguinal que van numeradas de 

acuerdo el diámetro (I a V),  

De acuerdo con esta clasificación las vénulas pueden numerarse de acuerdo 

con su diámetro. Así mismo se evaluó el flujo sanguíneo usando perlas de 

látex de un tamaño menor a 5 µm (Figura 29). De acuerdo con esta 

clasificación las vénulas del endotelio alto (HEV) corresponden a las vénulas 

III y IV  

 

 

 

 

 



52 
 

  

 

 

 

 

 

Al evaluar la migración de células B en el ganglio linfático inguinal, se le inoculo 

al ganglio linfático CXCL12 (25 ng/ml) por una hora, después se le inocularon 

los linfocitos B marcados con Hoescht (33346). Primeramente, se determinó 

el reclutamiento de las células B a diferentes tiempos en las vénulas del 

ganglio linfático (0, 30 y 45 minutos). En este análisis se observó una reducción 

en el reclutamiento de los linfocitos B carentes de la Myo1e (Figura 30A-B) 

comparados con el ratón silvestre. 
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Figura 29. Determinación del diámetro y el flujo sanguíneo de las vénulas en el ratón 

silvestre 

Determinación del diámetro de las vénulas y la velocidad del flujo sanguíneo en el ganglio linfático 

inguinal del ratón silvestre (Myo1e+/+) que van desde la vénula I a la vénula IV 
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El análisis del flujo celular (el cual puede ser definido como el movimiento 

uniforme del paso de las células entre las vénulas del sistema sanguíneo) nos 

mostró un incremento del flujo celular en las vénulas I y II en las células B 

carentes de la Myo1e, pero una disminución en la adhesión celular en las 

vénulas III y IV (corresponden a las HEV) comparadas con las células B del 

ratón silvestre. Figura 31 A-C, por lo que es posible que la expresión de 

moléculas de adhesión en los linfocitos B sea diferente cuando se pierde la 

expresión de la Myo1e.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30. Reclutamiento de las células B  en el nódulo linfático inguinal 

Imágenes representativas de la microscopia intravital (Objetivo 40X) a de diferentes tiempos 

(0, 30 y 45 minutos) de células B activadas (marcadas con Hoescht 33342) del ratón 

Myo1e+/+ y del ratón Myo1e-/- en las vénulas del ganglio linfático inguinal, el cual previamente 

había sido inoculado con CXCL12 (25ng/ml). Las vénulas fueron identificadas del IV a I, 

Barra de la escala 25 um. N=5. B) Cuantificación de las células B del ratón Myo1e+/+ y del 

ratón Myo1e-/- reclutadas a diferentes tiempos (0, 30 y 45 minutos) en  el ratón hospedero. 

N=3 (media  ± SD). *** p<0.001, **p<0.01  
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La velocidad del paso de las vénulas IV a las vénulas I es crítico para la 

adhesión, esto puede ser corroborado al medir la velocidad de 

desplazamiento. El análisis mostro que la carencia de la Myo1e en los 

linfocitos B causa un incremento en la velocidad (Figura 32 A-B) y esto 

repercute en el rodamiento normal y el rodamiento lento de las células en las 

HEVs. El rodamiento permite la interacción entre las células B y las moléculas 

de adhesión del endotelio, esta interacción es relevante para que las células 

se extiendan sobre el endotelio y migren al intersticio. El análisis del 

rodamiento normal y rodamiento lento (figura 33 A-B) mostro un incremento 

en las células B carentes de la Myo1e; mientras, que el rodamiento lento se 

encuentra disminuido cuando se pierde la expresión de Myo1e en los linfocitos 

B.  
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Figura 31. Cuantificación del flujo celular y de la adhesión en las células B de los 

ratones Myo1e+/+ y Myo1e-/- 

A) Cuantificación del flujo celular de las células B en las diferentes vénulas del ganglio 

linfático inguinal. B) Cuantificación del flujo celular de las células B por 5 minutos las 

diferentes vénulas del ganglio linfático inguinal. C) Numero de las células B adherentes en 

las diferentes vénulas . La cuantificación de las células fue realizada en diferentes vénulas 

(IV a I). N=5. (media ± SD). **p<0.01 *p<0.05. 
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Para confirmar si la reducción del rodamiento lento tiene un efecto sobre las 

células B analizamos la transmigración celular, encontrando que los linfocitos 

B carentes de la Myo1e tienen una menor tasa de transmigración en 

comparación con las células B del ratón silvestre (Figura 34). Por lo que 

concluimos que la Myo1e es necesaria para la migración celular, la adhesión 

y la trasmigración celular. 
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Figura 32. Cuantificación de  la velocidad en las células B  de los ratones Myo1e+/+ 

y Myo1e-/-en las vénulas del ganglio linfático inguinal   

A) Imágenes representativas de la microscopia intravital (Objetivo 40X) del 

desplazamiento de las células B  del ratón del ratón Myo1e+/+  y del ratón Myo1e-/- en las 

vénulas IV a la I  B) Cuantificación de la velocidad de migración desde la vénula IV a la 

vénula I del ratón Myo1e+/+ y del ratón  Myo1e-/-. N=5. (media ± SD). **p<0.01 . 
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Figura 33. Cuantificación  del rodamiento normal y del rodamiento lento en las células B 

de los ratones Myo1e+/+ y Myo1e-/- 

A) Cuantificación del rodamiento normal de las células B del ratón Myo1e+/+ y del ratón Myo1e-/- 

en las vénulas del IV al I en el ganglio linfático inguinal.  B) Cuantificación del rodamiento normal 

de las células B del ratón Myo1e+/+  y del ratón Myo1e-/- en las vénulas del IV al I en el ganglio 

linfático inguinal. N=5. (media ± SD) **p<0.01 *p<0.05. 
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Figura 34. Cuantificación de la transmigración en las células B de los ratones Myo1e+/+ 

y Myo1e-/- 

A) Cuantificación de las células B del ratón Myo1e+/+  y del ratón Myo1e-/-  que transmigraron 

al espacio intercelular  en el ganglio linfático inguinal del ratón hospedero Myo1e+/+. N=5. 

(media ± SD). *p<0.05. 
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7.7 Ensayos de “homing” de las células B del ratón Myo1e+/+ y del ratón 

Myo1e-/- marcadas con CFSE en diferentes órganos linfoides- 

Los ensayos in vivo nos indican que el reclutamiento de las células B está 

afectado, por consiguiente, se realizaron ensayos de “homing” al nódulo 

linfático, debido a que las células B ausentes de Myo1e tienen una reducción 

en la llegada al ganglio linfático inguinal. Para analizar el “homing” se inoculo 

en el ganglio inguinal derecho con la quimiocina CXCL12 y en el ganglio 

inguinal izquierdo con PBS; posteriormente, se inyectaron células B del ratón 

Myo1e+/+ y Myo1e-/-; previamente marcadas con carboxyfluorescein 

succinimidyl ester (CFSE). Para después exponer ambos ganglios (ver 

materiales y métodos). Encontramos una reducción de las células B carentes 

de la Myo1e en el ganglio inguinal derecho que fue inoculado con CXCL12 

(Figura 35-C), pero incrementan en el bazo y en la sangre (Figura 35-B). Este 

resultado sugiere que la Myo1e tiene un papel relevante en el reclutamiento 

especifico de células B al ganglio linfático.  Esta aseveración fue corroborada 

a través de imágenes tomadas a  los diferentes ganglios linfáticos inguinales, 

donde se contó una mayor cantidad de células en ganglio inoculado con 

CXCL12. (Figura 36 A-B).  
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Figura 35. “Homing” de las células B de los ratones Myo1e+/+ y Myo1e-/- en la sangre, bazo 

y en los ganglios linfáticos inguinal 

A) Representación esquemática de inoculación del ratón Myo1e+/+ con CXCL12 en el ganglio 

linfático derecho y con PBS en el ganglio linfático izquierdo  B) Cuantificación de rango de 

recuperación de las células B teñidas con CFSE del  ratón Myo1e+/+ y del ratón Myo1e-/-  en la 

sangre y el bazo del ratón hospedero C) Cuantificación de rango de recuperación de las células 

B teñidas con CFSE del ratón Myo1e+/+ y del ratón  Myo1e-/- en el ganglio linfático inguinal 

derecho e izquierdo  del ratón hospedero N=5. media ± SD., **p<0.01 *p<0.05. 
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7.8 Migración en 2D 

La migración en 2D es un sistema para evaluar las trayectorias de 

desplazamiento de diferentes estirpes celulares utilizando diferentes sustratos 

o quimioatrayentes. La cámara Zigmond (Neuroprobe) es una herramienta que 

nos permite evaluar este fenómeno. La cuantificación de la adhesión se realizó 

usando linfocitos B en reposo o activados (ver materiales y métodos), para 

adherir las células se usó como sustrato fibronectina (esta proteína interactúa 

con la integrina LFA-1) y como quimioatrayente CXCL12 (El receptor de esta 

quimiocina es CXCR4). El análisis de la migración mostro que las células B 

activadas del ratón carente de la Myo1e, las trayectorias son más cortas en 

comparación con las células B activadas del ratón silvestre (Figura 37-A). 

El análisis de las distancias recorridas en los linfocitos B de ambos ratones 

nos mostró que el mismo contexto, se encontró que las células B activadas 

carentes de la Myo1e, recorren una menor distancia esto se determinó cuando 

se analizó los parámetros de la distancia euclidiana (la distancia lineal entre el 

punto inicial y el punto final) y la distancia acumulada (la suma de la distancia 

entre el punto inicial y el punto final) (Figura 37 B-C). La velocidad es una 

medida que nos permite determinar el tiempo que se tarda una célula en 

recorrer una distancia. En este trabajo se encontró que las células B activadas 

carentes de la Myo1e recorren en un tiempo mayor una distancia determinada, 

en comparación con los linfocitos B carentes de la Myo1e (Figura 37D).  Una 

cosa interesante es que no se encontraron diferencias significativas en las 

células B en reposo de ambos ratones. 

Figura 36.  Reclutamiento de las células B en el ganglio linfático inguinal derecho e 

izquierdo 

A) Imágenes representativas de la microscopia intravital (40X) del ganglio linfático derecho e 

izquierdo, previamente fueron inoculados con diferentes proporciones de linfocitos B tanto del 

ratón Myo1e+/+ como en el ratón Myo1e-/- B) Cuantificación de numero de las células B 

recuperadas del ganglio linfático izquierdo y del ganglio linfático derecho. N=5. (media ± SD). 

**p<0.01. 
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7.9 Análisis de la transmigración celular y de las protrusiones de la 

membrana 

La transmigración celular es un evento importante en las células B para montar 

la respuesta inmunológica. Se evaluó este fenómeno utilizando una cámara 

transwell con un poro de 5 µm. Las células B en reposo y activadas (ver 

materiales y métodos) se colocaron en la parte superior de la cámara y en la 

parte inferior CXCL12 (un quimioatrayente) por 4 horas; previamente, la 

cámara fue recubierta con las células bEnd.3 que fueron estimuladas con la 

citocina TNF-α (10 nM) por 24 horas. Para la cuantificación de la 

transmigración los linfocitos B, se recuperaron las células  de la parte inferior 

de la cámara transwell y se contaron el número de células por citometría de 

flujo. El análisis de transmigración mostro que los linfocitos B activados 

carentes de la Myo1e tienen una menor tasa de transmigración en 

comparación con los linfocitos B activados del ratón silvestre. 

Un dato interesante es que no se encontraron diferencias significativas en los 

linfocitos B en reposo de ambos ratones (Figura 38-A). 

 Los cambios en la morfología celular ocurren cuando una célula migra y se 

forman protrusiones de la membrana, que se hacen visibles a través de la 

tinción de la actina filamentosa. Las células B del ratón Myo1e+/+ y del ratón 

Myo1e-/- fueron teñidas con Faloidina (TRITC) para visualizar la actina 

filamentosa, donde se observó que las células B carentes de la Myo1e tiene 

Figura 37. Trayectorias de desplazamiento en las células B de los ratones silvestres y 

de ratones carentes de la Myo1e  en las condiciones de reposo y estado de activación 

A) Representación esquemática de las diferentes trayectorias de las células B en reposo 

(Myo1e+/+ y Myo1e-/-) y de las células B activadas (Myo1e+/+ y Myo1e-/-)  con el estímulo 

CXCL12,  B) Distancia euclidiana de las células B en reposo (Myo1e+/+ y Myo1e-/-) y de las 

células B activadas (Myo1e+/+ y Myo1e-/-) C) Velocidad D) Distancia Acumulada E) 

Representación gráfica de tipos de distancia en la migración. N=5. (media ± SD). *** p<0.001, 

*p<0.05. 

 



65 
 

una longitud de la prolongación más corta en comparación con las células B 

del ratón silvestre (Figura 38-B). 
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7.10 Determinación de las moléculas en la membran celular de las células 

B carentes de la Myo1e 

La migración, la adhesión, la transmigración y la formación de las 

prolongaciones de la membrana están determinadas por diferentes moléculas 

de la superficie entre las cuales encontramos las integrinas. Se determino la 

expresión de estas proteínas a través de la citometría de flujo (LFA-1, VLA-4 

y la molécula de adhesión CD44), se encontró una disminución en las células 

B activadas deficientes de la Myo1e en comparación con las células B del ratón 

silvestre (Figura 39), posteriormente se analizó la expresión total de las 

integrinas y de la proteína CD44 en los linfocitos B de ambos ratones. No se 

encontraron diferencias significativas en la expresión total de estas moléculas; 

así mismo, cuando se analizó la expresión de las moléculas CD62-L, CXCR4 

y TLR-4. 

Figura 38.  Tasa de transmigración y de la  longitud de la prolongaciónes de membrana 

A) Tasa de transmigración de las células B en reposo y activadas del ratón Myo1e+/+ y del 

ratón Myo1e-/- estimulados con CXCL12 o con medio base (RPMI 1640). N=3. media ± SD. 

**p<0.01. B) Imágenes representativas (Objetivo 40X) de la longitud de la prolongación de 

las células B activadas del ratón Myo1e+/+ y del ratón Myo1e-/-. Las células fueron teñidas con 

Faloidina (TRITC) C) Cuantificación de la longitud de las prolongaciones entre células B 

activadas del ratón Myo1e+/+ y del ratón Myo1e-/-, la medición se realizó trazando una línea 

recta desde el centro de la celula hasta el final de la prolongación de membrana. N=3. (media 

± SD). *** p<0.001. 
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Figura 39.  Expresión de diferentes moleculas en las células B analizadas por citometría 

de flujo 

A) Expresión de LFA-1, VLA-4  y CD44 en la membrana de las células B del ratón Myo1e+/+ y 

Myo1e-/-  N=3. media ± SD. *** p<0.001, **p<0.01 *p<0.05  B) Expresión total de LFA-1, VLA-4  

y de la molécula CD44 en el ratón Myo1e+/+ y Myo1e-/-  N=3 C) Expresión  de las moléculas 

CD62-L, CXCR4  y TLR-4  en la membrana de las células B del ratón Myo1e+/+ y del ratón 

Myo1e-/-. N=3. (media ± SD).  

VLA-4 LFA-1 

Expresión Total  

VLA-4 LFA-1 CD44 

CD44 

0

50

100

150

200

M
F

I

L-Selectin

0

100

200

300

IM
F

CXCR4

0

50

100

150

200

IM
F

TLR-4
CD62-L‘’ CXCR4 TLR-4 

A) 

B) 

 v 
v 

v 

 

v 

C) 

 v 

 v 

v 

 

v 

 

 v 

* ** ** 
v 

 

v 

 

Células B (Myo1e+/+) LPS+IL-4 

Células B (Myo1e+/+)  
Células B (Myo1e-/-)  

Células B (Myo1e-/-) LPS+ IL4 



68 
 

7.11 Cuantificación de la adhesión celular en células B ausentes de la 

Myo1e 

Las integrinas y las moléculas de adhesión como CD44 se pueden unir a 

diferentes sustratos como es ICAM-1, VCAM-1, fibronectina o ácido 

hialurónico. Los experimentos de adhesión in vitro es un modelo que nos 

permite evaluar la adherencia sobre ligandos específicos. Los ensayo de 

adhesión de las células B  se realizaron en una placa de 96 pozos recubierta 

con fibronectina, ácido hialurónico y como control como poli-L lisina (Figura 

40), Se encontró una reducción en la adhesión de las células B activadas 

carentes de la Myo1e comparadas con las células B del ratón silvestre, La 

disminución fue en la adhesión fue corroborada usando linfocitos B en reposo 

y activados tanto del ratón Myo1e+/+ como del  Myo1e-/-  y colocados sobre una 

monocapa de células bEnd3 (Figura 40). En conclusión, la Myo1e tiene un 

papel crítico en la expresión de integrinas en la membrana celular y esto 

repercute en la adherencia celular. 
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Figura 40.  La pérdida de la Myo1e afecta la adhesión celular  

A) Cien mil células B activadas de los ratones Myo1e+/+ y Myo1e-/- fueron colocadas en una placa de 

96 pozos, previamente los pozos de la placa fue recubierta con ácido hialurónico, fibronectina y poli-

L-lisina  por 2 horas; después, la placa fue lavada exhaustivamente y las células que se adhirieron 

fueron teñidas con cristal violeta, finalmente inalmente, las células fueron lisadas y la absorbancia 

del colorante fue leído a la longitud de onda de 590 nm; N=3 media ± SD. *p<0.05 B) Imágenes 

representativas (10X, objetivo)  de las células B activadas (teñidas con Hoescth 33342) de los ratones 

Myo1e+/+ y Myo1e-/-. Las células fueron sembradas sobre las células b.End3 por 4 horas. Después 

de la adhesion, las células que no se adhirieron fueron lavadas y se observaron en el microscopio 

de epifluorescencia. C)  Numero de las células B adherentes del ratón Myo1e+/+ y Myo1e-/-. que se 

adhirieron a las células b.End3.  N=3.  (media ± SD) *p<0.05. 
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7.12 La Myo1e participa en la localización de LFA-1 pero no de CXCR4 

De acuerdo con el resultado anterior; exploramos la posibilidad de que la 

Myo1e está involucrada en el transporte de moléculas de adhesión, por lo cual 

analizamos la localización de LFA-1 en las protrusiones de membrana. 

La evaluación de LFA-1 se colocaron las células B de los ratones Myo1e+/+ y 

del Myo1e-/- sobre la cámara Zigmond, tal como se describió anteriormente. 

Las células B fueron incubadas con el anticuerpo anti- LFA-1 (FITC) y se 

analizó su localización en la protrusión de la membrana (Figura 41-A). El 

análisis demostró que las células B activadas y carentes de la Myo1e tienen 

una menor cantidad de LFA-1 en la protrusión comparadas con las células B 

del ratón control (Figura 41-B). estos resultados indica que la Myo1e participa 

en esta vía de señalización mediada por integrinas. De la misma forma se 

realizó el mismo procedimiento analizando la localización de la molécula 

CXCR4, sin embargo, no se encontró diferencia significativa (Figura 42A-B) 
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Figura 41 La ausencia de la Myo1e afecta la localización de LFA-1 

A) Imágenes representativas (Objetivo 63x) de las células B activadas de los ratones Myo1e+/+ y 

Myo1e-/-, bajo un gradiente de CXCL12. Las células fueron teñidas con anti-LFA-1 (verde) y DAPI 

(Azul). Barra de escala 5 µm. B) Intensidad de pixeles en la protrusión de membrana de las células B 

activadas de  los ratones Myo1e+/+ y Myo1e-/-. La cuantificación fue realizada con el programa LAS X 

(Leica) N=3. (media ± SD). *p<0.05 
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7.13 Myo1e interactúa con FAK y su ausencia disminuye la fosforilación en 

la tirosina 397 de FAK 

La adhesión celular es un proceso determinado por la formación de “clúster” 

de integrinas en la membrana celular, donde diferentes proteínas pueden 

participar en este fenómeno, una proteína candidata es la Myo1e. Se evaluó 

por medio del método de la co-inmunoprecipitación, si la cinasa de adhesión 

focal (FAK) se asocia a Myo1e a las células B en un estado en reposo o 

activado. Se encontró una asociación en ambas condiciones; sin embargo, 

existe una mayor asociación de Myo1e con FAK en los linfocitos B activadas 

(Figura 43-A).  

Este resultado es muy interesante, por lo que se evaluó la fosforilación de FAK. 

Por lo tanto, se realizaron ensayos de “Western blot” en las células B que 

fueron estimuladas con (CXCL12) donde se encontró que las células carentes 

de la Myo1e, bajo el estímulo de CXCL12, presentaban una reducción en la 

fosforilación de FAK; mientras, que las células sin estimulo de CXCL12 no 

presentan esta reducción (Figura 43 B-C).  Esto resultados nos sugiere la 

participación de la Myo1e en la formación de los “clúster” de integrinas. 

 

 

 

 

Figura 42 La ausencia de la Myo1e no afecta la localización de CXCR4 

A) Imágenes representativas (Objetivo 63x) de las células B activadas del ratón Myo1e+/+ y 

del ratón Myo1e-/- bajo un gradiente de CXCL12. Las células fueron teñidas con anti-CXCR4 

(verde) y DAPI (Azul). Barra de escala 5 µm. B) Intensidad de pixeles en la protrusión de 

membrana de células B activadas de los ratones Myo1e+/+ y Myo1e-/-. La cuantificación fue 

realizada con el programa LAS X (Leica). N=3. (media ± SD). 
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Figura 43.  La proteína Myo1e interactúa con FAK, y su ausencia causa una 

reducción en la fosforilación de FAK  

A) Ensayo de co-immunoprecipitatción de la  Myo1e con la cinasa de adhesión focal (FAK) 

en las células B en reposo y activadas. N=3. B) Western blot de la fosforilación de la 

tirosina 397 de la proteína FAK en células B estimuladas o con sin CXCL12. N=3. C) 

Análisis densitométrico de la fosforilación de la tirosina 397 en la proteína FAK. N=3. 

(media ± SD). *p<0.05 
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7.14 La Myo1e afecta la polimerización de la actina en la protrusión de la 

membrana 

La polimerización de actina es un evento dinámico que participa en la adhesión 

y en la migración celular. La actina está regulada por un sistema de 

polimerización y despolimerización regulado por proteínas de unión a la actina 

(cofilina) y puede ser detectado estos eventos a través de la G-actina y la F-

actina. Se cuantifico la G-actina mediante la enzima DNAsa I (FITC) y la actina 

filamentosa a través de la Falodina (TRITC) en las células B, esto se realizó a 

través de la citometría de flujo y el análisis de la intensidad de pixeles. La 

cantidad de G-actina o de F-actina en la célula no mostró diferencia 

significativa por ambos sistemas, pero cuando se analizó en la protrusión de 

membrana la cantidad de F-actina en las células B activadas, se encontró una 

disminución de la actina filamentosa en las células B activadas carentes de la 

Myo1e (Figura 44A-C). 
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7.15 La Myo1e interacciona con CARMIL y su ausencia repercute en una 

pérdida del “spreading” de las células B.  

Las prolongaciones de la membrana requieren de la polimerización de actina, 

así como de factores promotores de la nucleación de la actina. La proteína 

CARMIL en su dominio amino terminal interacciona con las proteínas de 

“capping” α y β (son proteínas que se unen al extremo “+” del filamento de 

actina e inhiben la elongación tanto de los filamentos de actina, como de la 

membrana plasmática). La interacción de la molécula CARMIL con la Myo1e 

es relevante para formar prolongaciones de membrana. 

Ensayos de co-inmunoprecipitación mostraron la interacción entre la Myo1e 

con la proteína CARMIL en células B activadas (Figura 43A-C). Este resultado 

indica que la Myo1e ayuda indirectamente a la formación de prolongaciones 

de membrana. 

El “spreading” celular es un evento que permite ampliar el área de contacto 

con el antígeno, por lo que se evaluó este fenómeno. Se colocaron las células 

B se colocaron sobre fibronectina por una hora y se cuantifico el factor elíptico 

(es la razón entre la longitud y el ancho de la célula). Al evaluar este fenómeno 

en células B del ratón Myo1e-/-, se observó que una reducción en la formación 

de dendritas y en el factor elíptico comparadas con las células B del ratón 

Myo1e+/+. (Figura 45). 

 

Figura 44.  La deficiencia de la Myo1e causa una disminución de la F-actina en las 

prolongaciones de la membrana 

A) Imágenes representativas (objetivo 63X) de las células B activadas del ratón Myo1e+/+ y  del 

ratón Myo1e-/- bajo estimulación de CXCL12. Las células fueron teñidas con Faloidina-TRITC 

(Rojo) y DNASA I (FITC). Barra de escala 5 µm. N=5. B). Intensidad de pixeles de F-actina, en la 

protrusión de membrana. N=5. (media ± SD)., **p<0.01 C) Intensidad de media de fluorescencia 

de actina total en diferentes tiempos. N=5 (media ± SD). **p<0.01. 
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Figura 45.  La Myo1e interactúa con CARMIL 

A) Imágenes representativas (Objetivo 63x) de las células B activadas del ratón Myo1e+/+ teñidas con anti-

Myo1e (Rojo) anti-CARMIL (Verde) y DAPI (Azul). Barra de escala 5 µm. N=3.  B) Ensayos de co-

localización (correlación de Pearson) de la Myo1e con la proteína CARMIL. La colocalización fue medida 

en 50 células por experimento. N=3. (media ± SD). C) Ensayo de co-inmunoprecipitación de la Myo1e 

con CARMIL en células B activadas del ratón Myo1e+/+ N=3 
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Figura 46 la ausencia de la Myo1e afecta el “spreading” celular 

Imágenes representativas del “spreading” (Objetivo 63 X) de las células B activadas de los 

ratones Myo1e+/+ y Myo1e-/- teñidas con Faloidina (Rojo) Barra de escala 5 µm.  B) Cuantificación 

del factor elíptico de células en spreading de células B del ratón Myo1e+/+  y del ratón Myo1e-/- . 

N=3 (media ± SD) *p<0.05 
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7.16 Análisis de la actividad de la GTPasa Rac-1 y de la proteína AKT en 

linfocitos B carentes de la Myo1e  

Rac-1 es una GTPasa involucrada en la polimerización de actina, ya que activa 

el complejo  WASp-ARP2/3 lo que permite la ramificación de los filamentos de 

actina [124]. Se evaluó la actividad de Rac-1 cuando se pierde la expresión de 

la Myo1e esto fue llevado a cabo mediante ensayos de  “Western blot” en 

células B activadas con o sin el estímulo de CXCL12 encontrando una 

disminución de la forma activa de Rac-1 en las células B activadas carentes 

de la Myo1e y bajo el estímulo de CXCL12. La activación de Rac-1 es mediado 

por diferentes proteínas, una de ellas es la molécula AKT la cual se ancla a la 

membrana plasmática a través de su dominio BH (Basic Homology) 

ocasionando que se fosforile AKT y permita el reclutamiento de diversas GEFs 

como VAV1 [125]. Se analizo la fosforilación de AKT en la treonina 308 donde 

se observó una reducción en la fosforilación en las células B carentes de la 

Myo1e, bajo el estímulo de CXCL12 (Figura 47). 
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Figura 47. La deficiencia de la Myo1e causa una reducción en la actividad de Rac-1 y la 

fosforilación de AKT1  

A) “Western blot” de Rac-1 en las células B activadas de los ratones Myo1e+/+ y Myo1e-/-,  con  o 

sin estimulo de CXCL12 B) Análisis densitometrico de la actividad de Rac-1 en las células B 

activadas  del ratón Myo1e+/+ y Myo1e-/-,  con o sin estímulo de CXCL12. N=3 (media ± SD)  

*p<0.05. C) “Western blot” de la fosforilación en la treonina 308 de AKT en las células activadas 

de los ratónes Myo1e+/+ y Myo1e-/-,  con o sin estimulo de CXCL12 D) Análisis densitométrico de 

de la fosforilación en la treonina 308 de AKT en células B activadas  de los ratones Myo1e+/+ y 

Myo1e-/-,  con o sin estimulo de CXCL12. N=3 (media ± SD). *p<0.05 
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7.17 La Myo1e participa en la vía de señalización FAK/PI3K/Rac-1 

La Myo1e induce la actividad de Rac-1, pero esta proteína está regulada por 

la actividad enzimática de PI3K, la cual intercambia los fosfolípidos de PIP2 a 

PIP3. Para evaluar la participación de la Myo1e sobre la actividad de PI3K, se 

utilizó el inhibidor LY294002 (que actúa sobre el sitio activo de la enzima PI3K) 

y analizando los cambios morfológicos en los linfocitos B ( (Figura 48). El 

análisis mostro que utilizando el inhibidor LY294002 se observaron 

prolongaciones similares a las que presenta los linfocitos B activados carentes 

de la Myo1e. Esto nos sugiere la participación de la Myo1e sobre la actividad 

de la enzima PI3K. 
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La utilización del inhibidor LY294002 causa cambios morfológicos similares a 

los que se obtienen en las células B carentes de la Myo1e, por lo que se evaluó 

la actividad de Rac-1, la fosforilación de la molécula FAK y de la proteína AKT. 

Esto se realizó  utilizando las células B de los ratones Myo1e+/+ y Myo1e-/- y el 

inhibidor de PI3K anteriormente mencionado. En análisis mostro una reducción 

en la actividad de Rac-1, de FAK  y de AKT. Por lo tanto, podemos concluir 

que la Myo1e participa en la vía de señalización FAK/PI3K/Rac-1. 
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Figura 48.  La pérdida de la Myo1e afecta la función de PI3K disminuyendo la 

polarización celular  

A)  Imágenes representativas (Objetivo 63X) de la longitud de la prolongación de membrana 

en las células B activadas de los ratones Myo1e+/+ y Myo1e-/- con o sin estímulo de CXCL12; 

adicionalmente, las células B del ratón Myo1e+/+  fueron puesta con el inhibidor LY294002, y 

se tiñeron con Faloidina (Roja) y DAPI (Azul). N=3  B) Cuantificación de la longitud de las 

prolongaciones  y la intensidad de pixeles entre las células B de los ratones Myo1e+/+ y Myo1e-

/-; además de las células B Myo1e+/+ con el inhibidor Ly294002. N=3. (media ± SD) **p<0.01 

*p<0.05  
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7.18 Proliferación celular de las células B. 

La proliferación celular es un evento presente en todas las células y que 

diversas proteínas están involucradas en este fenómeno. Se realizaron 

ensayos de incorporación de timidina tritiada (3H) en las células B activadas 

de los ratones Myo1e+/+ y Myo1e-/-. El control negativo de la proliferacion fueron 

celulas B en reposo. No se encontraron diferencias en la proliferación 

utilizando el estímulo de LPS + IL-4, esto indica que la Myo1e no participa en 

la proliferación celular inducida por TLR-4 o a través del receptor de IL-4 

(Figura 50).  
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Figura 49.  La ausencia de la Myo1e afecta la actividad de Rac-1 y las fosforilaciónes 

de AKT así como de la proteína FAK 

A) “Western blot!” para evaluar la actividad de Rac-1 y la fosforilación de FAK en la tirosina 

398 ademas de la fosforilación de AKT en la treonina 308  en las células B activadas de 

los ratones Myo1e+/+ y Myo1e-/- con o sin estímulo de CXCL12; además, se analizaron las 

células B Myo1e+/+ con el inhibidor LY294002 B) Análisis densitometrico de la actividad de 

Rac-1 y la fosforilación de FAK en la tirosina 398 así como la fosforilación de AKT en la 

treonina 308  en las células B activadas de los ratones Myo1e+/+ y Myo1e-/-  con o sin 

estimulo de CXCL12; además, se analizaron las células B  del ratón Myo1e+/+ con el 

inhibidor LY294002. N=3 (media ± SD). *p<0.05.  
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En conclusión, la Myo1e es una proteína motora abundante en las células B 

del ratón participando en la adhesión, la migración y la transmigración celular 

de los linfocitos B. La Myo1e permite una eficiente expresión y localización de 

las integrinas en la membrana celular. La  Myo1e se asocia a la proteína FAK 

permitiendo la formación de “clúster” de integrinas, esto favorece la activación 

de la enzima PI3K, la molécula AKT y la GTPasa Rac-1. El conjunto de estas 

proteínas son críticas para la activación de los factores promotores de la 

nucleación de la actina y la formación de protrusiones de membrana.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 50  La deficiencia de la  Myo1e no afecta la proliferación celular 

Ensayo de proliferación mediada por la incorporación de timidina tritiada en las células B 

en reposo  o activadas con LPS + IL-4  de los ratones Myo1e+/+ y Myo1e-/-. N=3. (media ± 

SD).  
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8. Resumen Gráfico 

 

La migración celular es un evento regulado por diferentes proteínas. Las 

células B migran en respuesta a CXCL12 permitiendo que se activen 

diferentes vías de señalización. La presencia de la Myo1e ocasiona que se 

reclute la molécula FAK y se autofosforile en la tirosina 397, posteriormente la 

proteína FAK fosforila el dominio p85 de la enzima PI3K, causando el 

intercambio de fosfolípidos de la membrana de PIP2 a PIP3. 

El fosfolípido PIP3 permite que se ancle la molécula AKT a la membrana 

plasmática ocasionando su fosforilación en la treonina 308, esto permite que 

se activen la GTPasa Rac-1. La activación de la vía FAK/PI3K/Rac-1, causa 

que los factores promotores de la nucleación (CARMIL o WASP) se recluten a 

sitios específicos de la célula B y se formen prolongaciones de membrana las 

cuales son críticas para la migración y la adhesión celular.  
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9.Discusión  

La adhesión celular a los diferentes sustratos causa cambios en el rearreglo 

del citoesqueleto de actina, esto promueve el “spreading” celular y la formación 

de protrusiones de membrana durante el proceso de migración. Las 

protrusiones de membrana son críticas para generar una fuerza motriz que se 

requiere para el desplazamiento celular; concomitante a esta función, la 

adhesión celular requiere de sitios de la polimerización de actina para la 

formación de puntos de adhesión [126].  

Los leucocitos en el torrente sanguíneo se adhieren al endotelio vascular, esto 

causa cambios morfológicos en la célula que son necesarios para el 

rodamiento y transmigración [127]. En órganos linfoides secundarios es 

posible que los linfocitos B establezcan sitios de adhesión en las vénulas del 

endotelio alto (HEVs), estos sitios contienen moléculas de adhesión como: 

LFA-1, VLA-4, MAdCAM-1. En las placas de Peyer la primera interacción con 

el endotelio es a través de las selectinas (CD62-L) y de las integrinas (α4β7 y 

LFA-1). Estas proteínas regulan el arresto y el “spreading” de las células en el 

endotelio [128]. 

Las integrinas son moléculas de adhesión, las cuales se dividen en 24 

miembros con subunidades hetero-diméricas α y β, estas median la 

adherencia a la matriz extracelular y la interacción célula-célula. Las integrinas 

las podemos clasificar de acuerdo con su naturaleza, tenemos los receptores 

tipo RGD (arginina, glicina y acido aspártico), las integrinas de reconocimiento 

a laminina y de reconocimiento a colágeno; además, de los receptores 

específicos de leucocitos. La integrina  denominada: antígeno 1 asociado a la 

función de linfocitos (LFA-1), pertenece a la familia de receptores específicos 

de leucocitos y está compuesta por la subunidad αL y β2 [129]. 

La integrina LFA-1 es una molécula que consiste en un heterodímero, que 

contiene una subunidad α de 180 kDa, que se asocia no covalentemente a una 

subunidad β de 95 kDa. Esta proteína esta expresada en todos los leucocitos, 

existen entre 15,000 a 40,000 moléculas de. LFA-1 en las células B y se 
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expresa abundantemente desde los estadios pre-proB hasta los linfocitos B 

maduros. La participación de LFA-1 no solo se limita a la adhesión celular, sino 

también en la presentación antigénica, la liberación de anticuerpos, la 

formación de centros germinales y el anclaje a otras células para la liberación 

de citocinas [130]. 

Las miosinas de clase I están involucradas en la adhesión, la motilidad y el 

reciclamiento de receptores, esto es llevado a cabo por medio del transporte 

de vesículas [81, 85]. En el presente estudio, nosotros demostramos a través 

de la microscopia intravital y de un sistema de migración en 2D, la relevancia 

de la Myo1e en la motilidad de las células B activadas  

De acuerdo con la expresión de arreglos de RNA (www.Immgen.com), la 

Myo1e se expresa en macrófagos, células dendríticas, células B de bazo y del 

peritoneo. Nuestros ensayos de “Western blot” demostraron que la Myo1e, es 

la miosina de clase I más expresada en linfocitos B; sin embargo, no se 

observa un incremento en la expresión de la Myo1e cuando se activan los 

linfocitos B con LPS + IL-4  

Las miosinas se han visto involucradas en regular ciertas funciones de los 

linfocitos B, por ejemplo, se conoce que las miosinas de clase IIa regulan a las 

células B en la medula ósea, en el peritoneo, en los centros germinales [131]. 

Nuestros resultados indican que la Myo1e no participa en el proceso de 

maduración de los linfocitos B, ya que no encontramos diferencias en el ratón 

carente de la Myo1e en los números absolutos de las diferentes 

subpoblaciones de las células B  

La pérdida de la Myo1e en las células B activadas causa una reducción en el 

reclutamiento a los nódulos linfáticos inguinales previamente inoculados con 

CXCL12, este proceso va acompañada de una reducción del rodamiento lento 

y en la adhesión a las vénulas del endotelio alto (HEVs). Un estudio similar en 

neutrófilos ha reportado que la Myo1f tienen una reducción en el “spreading”, 

la transmigración y la extravasación en las vénulas del cremáster. El motivo 

http://www.immgen.com/
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de esta deficiencia es debido a una alteración en la morfología celular 

ocasionando una ineficiente adherencia a las células endoteliales [132]. 

En las placas de Peyer, la neutralización de la integrina LFA-1 o la subunidad 

α4, causa un decrecimiento en la adhesión y reclutamiento celular. Este mismo 

fenómeno se observa cuando se inhibe la molécula VCAM-1 en las células T 

[133]. Por lo tanto, las integrinas juegan un papel fundamental en la adhesion 

y migración de las células.  

La disminución en el reclutamiento de las células B carentes de la Myo1e, 

puede ser debido a una ineficiente adhesión celular. Las vénulas del endotelio 

alto (HEVs), expresan abundantemente las selectinas CD62L, MAdCAM, así 

como las moléculas ICAM-1 y VCAM-1[134]. Estas proteínas están reguladas 

por diferentes estímulos, un ejemplo de esta regulación es dada por la proteína 

ICAM-1, la cual incrementa su expresión cuando existe en el medio citocinas 

pro inflamatorias (TNFα, IL-1β o Il-6,) las cuales puede ser liberadas tanto por 

células dendríticas, por macrófagos y por células T [135], el caso contrario es 

la molécula VCAM-1 esta no es inducible por acción de citocinas inflamatorias 

y en ciertos tejidos  mantiene una expresión similar todo el tiempo [136-138]. 

La deficiencia en el reclutamiento de las células B carentes de la Myo1e fue 

corroborada por ensayos de “homing” donde se observó una reducción en el 

arribo de estas células a los nódulos linfáticos; sin embargo, se acumularon en 

la sangre y el bazo. [139, 140]. Estos resultados sugieren que la adhesión es 

crítica para la llegada de las células B a los ganglios linfáticos.  

Experimentos con miosinas de clase I muestran que la presencia de las 

integrinas es necesaria para la migración celular; por ejemplo, la Myo1g es una 

miosina de cola corta que se expresa en células hematopoyéticas y su 

ausencia en los linfocitos B provoca una disminución en el desplazamiento 

celular, este fenómeno también se ha observado en neutrófilos carentes de la 

Myo1f. Esta reducción en el desplazamiento se puede atribuir a que las 

miosinas de clase I participan en la expresión y localización de integrinas en 

la membrana plasmática [84, 123]. 
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La migración es dependiente de la adhesión celular. Las integrinas  y los 

receptores de quimiocinas (CXCR4, CXCR5, CCR7) se incrementan con la 

activación celular [141] [142, 143], esto ocasiona cambios en el rearreglo del  

citoesqueleto de actina El papel de la Myo1e  en la adhesión es crítica ya que 

observamos una reducción en la adherencia celular cuando se pierde la 

expresión de la Myo1e; así mismo, se observó prolongaciones de membrana 

fueran más cortas en los linfocitos B carentes de Myo1e, esta reducción está 

relacionada con la activación celular debido a que se incrementa la actividad 

de los factores promotores de la nucleación bajo ciertos estímulos.  

La formación de las prolongaciones de la membrana es modulada por 

moléculas de adhesión (CD44, CD62-L, LFA-1, LFA-2, VLA-4) las cuales 

contribuyen a la formación de puntos focales, que permiten que la célula se 

deforme y se generen estructuras como lamelipodios y filopodios. La 

adherencia permite generar una fuerza motriz suficiente para deformar la 

membrana celular, la cual es crítica para la migración de las células [144, 145]. 

 La ausencia de las integrinas β1en las células GD25 (blastocitos de ratón) 

afecta la formación de las protrusiones de la membrana [146]; a su vez, en 

neutrófilos se ha descrito que la perdida de LFA-1 afecta el reclutamiento y la 

adhesión celular [147]. Por lo tanto, al evaluar si la deficiencia de Myo1e afecta 

la expresión de estas moléculas, medimos por citometría de flujo su expresión. 

Se encontró que las integrinas LFA-1, VLA-4 y la molécula de adhesión CD44 

se encontraban disminuidas en las células B carentes de la Myo1e, mientras 

que las proteínas CD62-L y el receptor de quimiocina CXCR4 no mostraron 

diferencias con las células B del ratón Myo1e+/+, esto nos habla de un 

transporte vesicular especifico  

Las integrinas y receptores de quimiocinas son transportadas a través de las 

proteínas SNARE, ambos grupos de proteínas utilizan la proteína SNAP-23 

para ser transportada a la membrana celular, pero difieren en los receptores 

de transporte (las sintaxinas), las integrinas LFA-1 y VLA-4 ocupan la 

sintaxina-5 [148], mientras los receptores de quimiocina utilizan la sintaxina-3 
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[149], esto sugiere que posiblemente la Myo1e interacciona selectivamente 

con estos receptores. 

La formación de “clusters” sirven como centros de señalización y modula la 

migración celular. [150]. La formación de los “clusters” está regulado por 

diferentes proteínas del citoesqueleto como la paxilina [151], la tensina [152] y 

la talina [153], las cuales forman un complejo donde se recluta la cinasa de 

adhesión focal (FAK), este reclutamiento causa la autofosforilación en la 

tirosina 397 de FAK, [154]; que a su vez ocasiona la fosforilación de las 

tirosinas- 180, 652, y 958, que están presentes en el dominio SH2 de la FAK; 

sin embargo, no se conoce en detalle el mecanismo secuencial de fosforilación 

[155].  

La asociación de la Myo1e con FAK, ha sido reportado en células de 

melanoma (WM858) [65]; así mismo, nosotros reportamos por primera vez la 

asociación en células B  tanto en reposo y activadas. Se propone la hipótesis 

que la Myo1e permite el reclutamiento de FAK a los “clúster” de las integrinas 

ocasionando que se activen diferentes vías de señalización.  

La interacción de la Myo1e con FAK permite un incremento en la fosforilación 

de FAK en la tirosina 397 cuando las células están bajo el estímulo de 

CXCL12. Se ha descrito en las células DU-145 (células epiteliales) y en los 

precursores hematopoyéticos, donde  la quimiocina CXCL12 modula la 

autofosforilación de FAK y la expresión de las integrinas β3 y α5, permitiendo 

la formación de los “clúster” y el rodamiento de las células a través del 

endotelio [156, 157]. 

El rodamiento lento es un mecanismo que permite la transmigración celular, la 

cual es precedida por cambios morfológicos. El “spreading” celular es un 

mecanismos donde la célula incrementa su área de contacto con los diferentes 

ligandos o permite un incremento en la tasa de captura antigénica [158, 159]. 

En neutrófilos deficientes de la Myo1f, la morfología de se encuentra alterada 

ocasionando una reducción en el “spreading” y por consiguiente una 

disminución en la adherencia y en el rodamiento de los neutrófilos en las 
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vénulas del cremáster. [132]. En este estudio se encontró que la ausencia de 

la Myo1e causa una disminución en el “spreading” celular, medido a través del 

factor elíptico, sugiriendo que el spreading afecta el rodamiento en la (HEVs).  

La GTPasa Rac-1 se expresa en diversos tipos celulares y está involucrada 

en producir cambios morfológicos en la célula, en la movilidad y la formación 

de protrusiones de membrana. La deficiencia de Rac-1 altera la morfología 

celular, [160] a su vez, la molécula Rac-1 interacciona con otras proteínas del 

citoesqueleto (Rap-1) [161]. La actividad de Rac-1 es regulada por la molécula 

AKT mediante la interacción con las GEFs, esta interacción es debido a la 

fosforilación de AKT en la treonina 308 mediante la cinasa PDK1 [162-164].La 

fosforilación de AKT ocasiona qie se active Rac-1 y esta interaccione conl 

WASp ocasionando rearreglos en el citoesqueleto En este trabajo 

demostramos a través de ensayos de “Western Blot” que la Myo1e participa 

en la regulación de Rac-1 y de la molécula AKT. 

La actividad de AKT, requiere que su dominio BH (dominio básico) interactúe 

con los fosfolípidos de la membrana, específicamente con fosfatidilinositol, 

3,4,5  trifosfato (PIP3) [165]. La molécula PI3K es una enzima involucrada en 

la conversión de fosfatidilinositol 4,5, bifosfato (PIP2) a fosfatidilinositol 3,4,5, 

trifosfato (PIP3) [109]; sin embargo, la enzima PI3K está regulada por la 

actividad de FAK, ya que permite la fosforilación del dominio P85 la cual es 

requerida para la activación de la unidad catalítica p110 de PI3K y de esta 

forma la proteína FAK, participa en la activación de PI3K [166, 167] 

La enzima PI3K participa en diferentes vías de señalización, entre las cuales 

encontramos la vía FAK/PI3K/Rac-1 en la línea celular EA. hy926 (células 

humanas endoteliales) y en la línea celular MCF7 (células epiteliales 

humanas). La inhibición de esta vía de señalización causa una migración 

alterada [109, 168].  En este trabajo se encontró que la ausencia de Myo1e en 

las células B activadas, bajo el estímulo de CXCL12, muestran un fenotipo 

similar cuando son tratadas con el inhibidor Ly294002 (un inhibidor de PI3K). 
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Esos resultados nos indica que la Myo1e participa en la vía de señalización 

FAK/PI3K/Rac-1. 

La vía de señalización FAK/PI3K/Rac-1, es muy importante en la migración 

celular, ya que permite la formación de cúmulos de integrinas necesarios para 

la adhesión celular y la deformación de la membrana plasmática. Esta  vía está 

involucrada en el cambio de los fosfolípidos de membrana los cuales son 

necesarios para el anclaje de diversas proteínas que activan a los factores 

promotores de la nucleación. 
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10. Conclusiones 

 La Myo1e es crítica para la migración de las células B que fueron 

previamente activadas con LPS + IL-4. 

 La Myo1e participa en la vía de señalización FAK/PI3K/Rac-1. 

 La Myo1e participa en el reclutamiento de células B en el ganglio linfático 

inguinal. 

 La Myo1e regula el reclutamiento de las integrinas a sitios específicos de 

la célula. 

 

11.  Perspectivas 

 Analizar la  migración de las células B en el ganglio linfático inguinal en el 

ratón carente de la Myo1e. 

 Analizar si la Myo1e participa en el tráfico vesicular de las integrinas 

 Determinar si la Myo1e participa en la formación de centros germinales. 

 Analizar la participación de la Myo1e en la vía “inside-out” o “outside-in” 

durante el proceso de adhesión. 
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