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IV.- RESUMEN 

Las células cebadas (CCs) son células del sistema inmune que participan en 
respuestas de la inmunidad innata. Para dicha función, expresan receptores como 
el receptor tipo Toll 4 (TLR-4). El TLR-4 al ser activado desencadena la producción 
de mediadores inflamatorios en las CCs, lo que contribuye a reacciones de defensa 
contra patógenos, pero también perpetúa reacciones inflamatorias que son 
perjudiciales para el organismo.  

Recientemente, fue propuesto que varios ligandos pueden regular la activación de 
las células del sistema inmune mediante su acción sobre receptores acoplados a 
proteínas G (GPCRs). Este tipo de moléculas son definidas como HAMPs (patrones 
moleculares asociados a homeostasis), debido a que en condiciones fisiológicas 
regulan procesos fisiológicos celulares como migración; mientras que, en estados 
patológicos activan mecanismos antinflamatorios que retornan a la célula a la 
homeostasis.  

Un grupo de lípidos bioactivos conocidos como lisofosfolípidos, están descritos 
como HAMPs. Dentro de este grupo destaca el α-lisofosfatidilinositol (LPI), un 
fosfolípido con una sola cadena acilada con un esqueleto de glicerol y un grupo 
polar de mioinositol. El LPI es el ligando endógeno del receptor 55 acoplado a 
proteína G (GPR55), el cual está acoplado a proteínas G12/13.  

Debido a lo anterior, fue de interés para este proyecto investigar si el LPI pudiera 
ser considerado un HAMP para las CCs. Para este fin, se planteó conocer los 
efectos del LPI sobre las respuestas fisiológicas de las CCs y analizar si ese lípido 
bioactivo contribuye al regreso a la homeostasis de las CCs inhibiendo la vía de 
señalización del receptor TLR4.  

Se utilizaron CCs derivadas de médula ósea (BMMCs) de ratones wild type (WT). 
Se analizó la activación (fosforilación) inducida por el LPI de proteínas mediante 
Western-Blot; en condiciones fisiologicas se analizaron las proteínas ERK 1/2, LIMK 
y cofilina, mientras que en condiciones patológicas se analizaron proteínas de la vía 
clásica del TLR-4 (ERK1/2, p-38, JNK, IKK, Tak-1 y p-65). Para el estudio de los 
efectos del LPI sobre la migración celular, se analizó el anillo de actina cortical 
(AAC) mediante inmunofluorescencia y se realizaron ensayos de migración en la 
cámara de Boyden. La expresión de diferentes citocinas se evaluó tras un estímulo 
con LPI, analizando el mRNA de diferentes citocinas inducidas por la activación del 
TLR-4 con LPS. Como control de la activación del GPR55 se utilizó al O-1602 
(agonista) y al ML-193 (antagonista). Como control positivo de la migración se utilizó 
a otro lípido bioactivo la esfingosina-1-fosfato (S1P).   

El LPI en condiciones fisiológicas participa en la activación de proteínas como ERK 
1/2, LIMK y cofilina en CCs, induciendo cambios en el anillo de actina cortical y la 
migración con una potencia mayor a la observada con S1P. En condiciones 
patológicas, el LPI reguló negativamente la vía de señalización del TLR-4 activada 
por LPS, al inhibir la fosforilación de proteínas como JNK, IKK y p-64 y el mRNA de 
diferentes cittocinas (IL-2, IL-4, IL-6, TNF-, TGF-, VEGF, CCL2). Lo anterior nos 
permite concluir que el LPI actúa como un HAMP en las CCs.  



14 
 

IV.-ABSTRACT 

Mast Cells (MC) are cells of the immune system that participate in innate immunity 
events. For this function, MC express receptors such as Toll like receptor 4 (TLR-4). 
When activated, TLR-4 produces inflammatory mediators in MC, contributing to host 
defense mechanisms against pathogens, but also, perpetuating harmful 
inflammatory reactions for the organism.  

Recently, various ligands have been proposed as regulators of the activation of 
immune cells through their action on G protein coupled receptors (GPCRs).  These 
types of molecules have been defined as HAMPs (homeostasis associated 
molecular patterns), since under physiological conditions, they regulate cellular 
physiological events such as migration, while in pathological conditions, they 
activate anti-inflamatory mechanisms that return cells to homeostasis.  

A group of bioactive lipids known as lysophospholipids have been described as 
HAMPs. Within this group of lipids, α-lysophosphatidylinositol (LPI) stands out. LPI 
is a phospholipid with a single acylated chain, a glycerol skeleton and a polar group 
of myoinositol. LPI is the endogenous ligand of G-protein coupled receptor 55 
(GPR55), which is coupled to G12 / 13 proteins. 

Hence, it was our interest for this project to investigate if LPI could be considered as 
a HAMP for MC. For this purpose, we studied if LPI participated in MC physiological 
responses and whether this bioactive lipid could contribute to MC return to 
homeostasis by inhibiting the TLR-4 signaling pathway. 

Bone marrow derived MC (BMMCs) from WT mice were used. LPI-induced 
activation (phosphorylation) of proteins was analyzed by Western-Blot. Under 
physiological conditions, ERK 1/2, LIMK and cofilin proteins were studied, while 
proteins from the classical pathway of TLR-4 (ERK1 / 2, p-38, JNK, IKK, Tak-1 and 
p-65) were studied under pathological conditions. To study the effects of LPI on cell 
migration, the cortical actin ring (CAR) was analyzed by immunofluorescence and 
migration tests were carried out in the Boyden chamber. The expression of various 
cytokines was evaluated after stimulation with LPI, analyzing the mRNA of different 
cytokines induced by the activation of TLR-4 with LPS. O-1602 (agonist) and ML-
193 (antagonist) were used as control of GPR55 activation. As a positive control of 
migration sphingosine-1-phosphate (S1P), another bioactive lipid, was used.  

LPI under physiological conditions participates in the activation of proteins such as 
ERK 1/2, LIMK and cofilin in MC, inducing changes in the CAR and migration, with 
more potency than the one observed with S1P.Under pathological conditions, LPI 
negatively regulated the LPS-activated TLR-4 signaling pathway, by inhibiting 
phosphorylation of proteins such as JNK, IKK and p-64 and the mRNA of different 
cytokines (IL-2, IL-4, IL-6, TNF-, TGF-, VEGF and CCL2). These results allow us to 
conclude that LPI acts as a HAMP in MC.  
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1.- MARCO TEÓRICO 

1.1 CÉLULAS CEBADAS 

    1.1.1 Generalidades 

Las células cebadas (CCs) fueron descritas por primera vez por Paul Ehrlich en 

1878.(1) Son células centinelas consideradas componentes importantes de las 

respuestas inmunes innatas y adaptativas.(2)  

Se distribuyen ampliamente en el organismo, encontrándose en tejido conectivo, en 

regiones subepiteliales y rodeando vasos sanguíneos en músculo liso, nervios, 

folículos pilosos y glándulas mucosas presentes en piel, tracto respiratorio y tracto 

digestivo. (3) Esta localización estratégica les permite responder de manera rápida 

contra sustancias y/o organismos patógenos, siendo participantes clave dentro de 

la etapa inicial de procesos inflamatorios.  

Las CCs miden aproximadamente 8-12µm y se caracterizan por la presencia de 

gránulos electrodensos en su citoplasma. En cada célula pueden encontrarse de 

50-200 gránulos que contienen diferentes mediadores. (2)  

Las CCs se clasifican bioquímicamente dependiendo del contenido de sus gránulos. 

En ratones se clasifican en Células Cebadas de Tejido Conectivo (CCTC), que son 

ricas en heparina, y en Células Cebadas de Tejido Mucoso (CCTM), pobres en 

heparina. En humanos, se clasifican de manera diferente dependiendo de la 

expresión de Triptasa (CCT) o Quimasa (CCQ), o bien ambas enzimas (CCTQ). (4) 

    1.1.2 Origen 

Las CCs son células de origen dual. En etapas embrionarias se generan del 

endotelio del saco vitelino y en el adulto se producen a partir de tejido 

hematopoyético en la médula ósea. (5)  

Está descrito que, en la médula ósea de los seres humanos, derivan de progenitores 

granulocíticos /monocíticos (PGM), los cuales darán origen a Células Cebadas 

progenitoras (CCps), CD34/CD117 positivas, a partir de las células troncales 

hematopoyéticas. (6) Las CCps deben abandonar los tejidos hematopoyéticos y 
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migrar a la circulación periférica e invadir todos los tejidos vascularizados, donde 

proliferarán y se diferenciarán a su forma madura. (7) El reclutamiento de las CCps 

a sus tejidos está mediado por la integrina α4β7, mientras que su maduración 

depende de la activación del receptor KIT mediada por su ligando, el Factor de 

Células Troncales (SCF, por sus siglas en inglés) y, en ausencia de éste, se ha 

demostrado que las interleucinas (IL-) 3 y 6 son capaces de llevar a cabo este 

proceso. (2, 8)  

A pesar de que todas las CCs comparten un mismo linaje, la forma madura de las 

células varía en su morfología y funciones. Esta heterogeneidad se debe a la 

influencia que ejerce el microambiente del tejido en donde se localizan, así como de 

las necesidades fisiológicas del organismo. (9) 

    1.1.3 Papel de las CCs en la inmunidad innata y adaptativa 

Las CCs expresan una amplia diversidad de receptores capaces de reconocer 

diferentes estímulos immunogénicos que inducen su activación. El mecanismo más 

estudiado es la activación mediada por el receptor de alta afinidad para la 

inmunoglobulina E (FcεRI) que participa en respuestas alérgicas. Si bien es el 

mecanismo que ha ganado más relevancia, las CCs participan en varios eventos de 

la inmunidad innata. Actualmente sabemos que las CCs se consideran células 

multifuncionales, involucradas en diferentes eventos fisiológicos como 

angiogénesis, vasodilatación, reparación tisular, defensa contra patógenos, 

regulación del crecimiento óseo y su remodelación, homeostasis de minerales, 

neurogénesis y tolerancia inmunológica. En la inmunidad adaptativa, participan al 

presentar antígenos vía el Complejo Principal de Histocompatibilidad (CMH) tipo I y 

II. Además, regulan la función de otras células del sistema inmune, como 

macrófagos, células dendríticas, células T o B, fibroblastos, eosinófilos, células 

endoteliales o epiteliales. (10, 11, 12, 13, 14)    

Tras su activación, se induce la liberación selectiva y gradual de mediadores 

inflamatorios. (15) Para su estudio, los mediadores están clasificados de acuerdo con 

su forma de producción en pre-formados (almacenados en gránulos secretores de 
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pH ácido) y sintetizados de novo. (16) Los principales mediadores producidos por 

este tipo celular son los siguientes: (2, 10) 

• Aminas biogénicas: Histamina, serotonina, dopamina y poliaminas. De 

manera particular, la histamina, fue la primera sustancia estudiada en las 

CCs y es liberada en abundancia a tiempos muy cortos (15-90 segundos) 

después de la activación del receptor FceRI (15).  

 

• Enzimas lisosomales: Como la β-hexosaminidasa, la β-glucoronidasa, la β-D 

galactosidasa, la arilsulfatasa o varios tipos de catepsinas. La β-

hexosaminidasa se utiliza para monitorear el proceso de desgranulación, 

dado que existen ensayos sensibles y sencillos para monitorear su actividad. 

 

• Proteasas: Como carboxipeptidasa A o G, metaloproteinasas, renina, 

quimasas y triptasas. Estas dos últimas permiten clasificar a las CCs 

dependiendo del contenido granular.  

 

• Proteoglicanos: Serglicina, heparina y sulfato de condroitina. 

 

• Citocinas: Es abundante el número de citocinas sintetizadas y liberadas por 

las CCs. Existen diferentes tipos de interleucinas como IL-4, IL-6, IL-10, IL-

15, IL-1, entre otras. Además del Factor de Necrosis tumoral-α (TNF-α) e 

interferones.  

 

• Factores de crecimiento: Como el Factor de Crecimiento Transformante β  

(TGF-β), Factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), Factor de 

Crecimiento Neural (NGF) o SCF. 

 

• Péptidos: Como entotelina, endorfina, sustancia P o péptido intestinal 

vasoactivo. 

 

 



18 
 

• Mediadores lipídicos: Prostaglandinas, esfingosina-1 fosfato (S1P), 

Leucotrienos o factores activadores de plaquetas (PAF). 

 

               1.1.3.1 Reacciones de hipersensibilidad 

Las reacciones de hipersensibilidad son respuestas exageradas o inapropiadas 

contra un antígeno o alérgeno. De acuerdo con Gell y Coombs, las reacciones se 

clasifican en cuatro tipos (I, II, III, IV). Las CCs participan en las reacciones de 

hipersensibilidad tipo I, que son reacciones alérgicas o anafilácticas, mediadas 

por la interacción entre la inmunoglobulina E (IgE) con un antígeno (Ag). (17) 

La unión de complejos de IgE/Ag al receptor FcεRI permite su entrecruzamiento, 

provocando su activación. El FcRI es un receptor multimérico de superficie que 

puede existir en forma completa (tetramérica), conteniendo una cadena α, una β 

y un homodímero de cadenas γ unidas por puentes disulfuro. Asimismo, puede 

existir en una forma incompleta (trimérica) carente de la cadena β y que es 

expresada únicamente por células presentadoras de antígeno y eosinófilos. (18) 

 

La cadena α tiene dos dominios extracelulares que se unen a IgE, un dominio 

transmembranal con un residuo de ácido aspártico conservado y una cola 

citoplasmática corta con 7 sitios de N-glucosilación. (19) Las cadenas β y γ no 

reconocen ligandos, éstas tienen motivos de inmuno-receptor activados por 

tirosina (por sus siglas en inglés, ITAMs) los cuales se fosforilan después del 

entrecruzamiento antigénico. La cadena β amplifica la señal del receptor, 

mientras que las γ son esenciales para la señalización. (18) 

 

La vía de señalización del FcRI (ver Figura 1) es regulada por proteínas cinasas 

de tirosinas (PTKs) de la familia Src: LYN, SYK y FYN. Y dependiendo de la 

cinasa que se active, la vía se divide en una vía principal (LYN, SYK) y otra vía 

complementaria (FYN, SYK). En ambas vías se lleva a cabo una compleja 

cascada de señalización en la que participan muchas proteínas, que en minutos 

conducen a la liberación de mediadores pre-formados por un mecanismo de 
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desgranulación en el que hay una gran movilización de Ca2+, y una estimulación 

más prolongada permite la síntesis de novo de citocinas mediada por la 

activación de diferentes factores de transcripción. (18)  

        

         1.1.3.2 Inmunidad innata  

 

El sistema inmune innato es el sistema de defensa del huésped más conservado 

evolutivamente. Y éste está constituido por barreras físicas y químicas, células 

inmunes y mediadores solubles. (20) 

Las CCs son consideradas parte de este sistema, aunque existe un 

entendimiento limitado de su función en estas respuestas. Respecto al papel de 

las CCs en la inmunidad innata, Paker y colaboradores (2010)(21) mencionan que 

de todos los fondos otorgados para proyectos relacionados con CCs por el NIH 

Figura 1. Vías de señalización del FcεRI. La Inmunoglobulina E (IgE) se una al receptor FcεRI, 
permitiendo su activación y la consecuente fosforilación de proteínas de la familia Src: FYN, LYN y SYK. 
Se muestra la vía principal LYN-SYK-LAT-PLCγ y la vía complementaria FYN-SYK-NLAT-Gab2. Ambas 
vías participan en la desgranulación de las CCs, así como en la síntesis de mediadores de inflamatorios. 
Imagen creada por Martínez-Aguilar, 2020.   
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desde 1954 (aproximadamente 1000), únicamente el 10% están enfocados en el 

estudio de la participación de este tipo celular en ese tipo de respuestas inmunes.  

Sabemos, que como el resto de las células que participan en la inmunidad innata, 

las CCs expresan receptores que reconocen patrones (PRRs), capaces de 

reconocer Patrones Moleculares Asociados a Patógenos (PAMPs) o Patrones 

Moleculares Asociados a Daño (DAMPs).  

 

Los PRRs mejor caracterizados en las CCs son los receptores Tipo Toll (TLRs). 

Los TLRs son una familia amplia de receptores. Son proteínas transmembranales 

de tipo I, conformadas por 3 regiones: un ectodominio que contiene repeticiones 

ricas en leucina que reconocen PAMPs o DAMPs; una región transmembranal y 

un dominio citosólico Toll/IL-1R (TIR), que activa la cascada de señalización. (22) 

Estos receptores se expresan en diferentes tipos celulares del sistema inmune, 

como células dendríticas, macrófagos, neutrófilos, linfocitos y CCs. Localizados 

en la membrana celular (TLR1/2/4/5/6/10) o en la membrana endosomal 

(TLR3/7/8/9). (23)  

El TLR4 fue el primero en caracterizarse funcionalmente y en CCs su expresión 

ya está comprobada, (24) así como caracterizada su vía de señalización (ver 

Figura 2). Su ligando mejor descrito es el lipopolisacárido (LPS) bacteriano 

producido por bacterias Gram (-), el cual, en macrófagos y células dendríticas, es 

detectado por la proteína de unión al LPS (LBP) que lo presenta al co-receptor 

CD14 formando un trímero. El trímero se une al complejo formado por el TLR4 y 

la proteína de Diferenciación Mieloide 2 (MD-2) lo que activa al receptor. 

 Una vez activado, promueve el reclutamiento de proteínas con dominio TIR 

como las proteínas Mal y MyD88, las cuales reclutan a cinasas asociadas al IL-

1R conocidas como IRAK-1 y 4 que permiten la ubiquitinación del complejo 

TRAF-6. A su vez, TRAF-6 ubiquitina a un complejo preformado que contiene a 

la cinasa TAK-1. Este paso es clave, ya que de aquí se bifurca la señalización, 

que puede llevar a la cascada de fosforilación de MAPK como ERK 1/2, p-38 y 

JNK, o bien, se puede activar a la cinasa inhibitoria del NFκB (IKK), lo que genera 

la fosforilación de la proteína IkBα, la cual es degradada; esto resulta en la 
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liberación del factor de transcripción NFκB en el citoplasma y su translocación al 

núcleo. Tanto este factor como los generados por las MAPK están involucrados 

en la proliferación celular, supervivencia y producción de citocinas como TNF-α, 

IL-6 o IL-1, entre otras. (25)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La activación de los receptores TLR-4 desencadena la producción de mediadores 

inflamatorios en las CCs, lo que contribuye a reacciones de defensa contra 

patógenos, pero también perpetúa reacciones inflamatorias que son perjudiciales 

para el organismo, generando varias patologías. Actualmente, dentro de la 

inmunidad innata, se conocen otros mecanismos inmunomoduladores que regulan 

procesos fisiológicos y patológicos, y que necesitan ser considerados para 

Figura 2. Vía de señalización del TLR4. El LPS activa al TLR4. Su activación induce una cascada 

de fosforilaciones y ubuquitinaciones que activan a las Proteín-Cinasas Activadas por Mitógeno 

(MAPK) y a NFB. Ambas vías favorecen la síntesis de citocinas. Imagen creada por Martínez-

Aguilar, 2020.   
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comprender la participación de las CCs en las respuestas del sistema inmune 

innato.  

Recientemente, se reporta que varios ligandos pueden regular la activación de las 

células del sistema inmune mediante su acción sobre receptores acoplados a 

proteínas G (GPCRs). (26) Este tipo de moléculas se definen como DAMPs 

condicionales o HAMPs (patrones moleculares asociados a homeostasis). Estos 

DAMPS condicionales o HAMPs (ver Figura 3) se encuentran a bajas 

concentraciones en estados fisiológicos, regulando funciones celulares como 

diferenciación, proliferación, actividad metabólica o migración celular. Cuando el 

organismo pierde la homeostasis, se producen condiciones patológicas, generando 

un aumento en la concentración de estas moléculas y promoviendo la exacerbación 

de respuestas inflamatorias o bien, induciendo respuesta anti-inflamatorias que 

conducen a la homeostasis. El regreso a la homeostasis se da al producir 

mediadores anti-inflamatorios o regulando la activación de otros PRRs, como los 

TLRs. En los últimos años, un grupo de lípidos bioactivos conocidos como 

lisofosfolípidos (LPLs), fueron descritos como HAMPs. Hasta el momento, la 

información sobre las acciones de HAMPs en CCs es muy escasa. (26)  

Espinosa-Riquer y colaboradores (2019)(27), reportaron que otro lípido bioactivo del 

grupo de endocannabionoides, el 2-aranquidonoilglicerol (2-AG),  conduce a 

respuestas anti-inflamatorias en las CCs. Observaron que induce respuestas de 

tolerancia al LPS similares a las observadas por la estimulación prolongada del 

receptor TLR-4, y que la activación del receptor CB2 por 2-AG regula negativamente 

la activación del TLR-4. Aunque no se comprobaron los efectos de este lípido en 

estados fisiológicos, ni en un modelo patológico, los resultados son interesantes, ya 

que otros lípidos bioactivos como los LPLs son considerados como posibles 

HAMPs.  
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1.2 MIGRACIÓN CELULAR 

     1.2.1 Migración celular y CCs 

Para que las CCs lleven a cabo sus funciones tanto en las reacciones de 

hipersensibilidad como en las del sistema inmune innato, tienen que migrar a los 

sitios donde son requeridas. De tal manera que migran desde la médula ósea como 

células cebadas progenitoras (CCp) o bien, como CC maduras que se desplazan 

dentro del tejido en el que se diferenciaron o hacia otros.  

Por muchos años se creyó que únicamente las CCp eran capaces de migrar, sin 

embargo, existe evidencia experimental que demuestra que, ya sea en su forma 

inmadura, o instaladas en los tejidos residentes, las CCs, en condiciones 

fisiológicas, migran hacia zonas donde hay contacto con antígenos o donde se 

Figura 3. Funciones de los DAMPs condicionales ó HAMPs. Los lípidos bioactivos que funcionan como 

DAMPs condicionales controlan respuestas fisiológicas en ausencia de daño tisular (panel azul). Sin 

embargo, al presentarse un estado patológico (panel rosa), aumenta la concentración de esos compuestos, 

ocasionando la activación de factores de transcripción y el apagado de vías pro-inflamatorias, con el fin de 

contribuir al regreso de las células a la homeostasis. Imagen tomada y modificada de Wang y colaboradores 

(2016). (26) 
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llevan a cabo reacciones inflamatorias. Huang y colaboradores (2008)(28) 

demostraron que las células de hepatocarcinoma H22 son productoras de SFC in 

vitro y cuando inyectaron CCs derivadas de Medula Ósea (BMMCs, por sus siglas 

en inglés) marcadas fluorescentemente en la vena de la cola de ratones BALB/C  

con hepatocarcinoma, las BMMCS migraron a los tejidos tumorales. Para 

comprobar los efectos del SCF como el quimioatrayente responsable de la 

migración utilizaron al anticuerpo neutralizante de SCF y al anticuerpo bloqueador 

de c-Kit (receptor del SCF) y demostraron que la migración fue significativamente 

inhibida, concluyendo que las CCs son capaces de migrar del torrente sanguíneo a 

sitios de daño y que la migración es mediada principalmente por la liberación de 

SCF del tejido tumoral.    

Por su parte, Silverman y colaboradores (2000)(29) purificaron CCs peritoneales de 

ratas Wistar, las marcaron con colorantes vitales PKH26 o CellTracker Green y las 

inyectaron en ratas huéspedes. Después de una hora pudieron demostrar la 

presencia de estas células cerca de vasos sanguíneos talámicos, y que estas 

células representaban el 2-20% de las CCs cerebrales, concluyendo que CCs 

maduras son capaces de entrar por el torrente sanguíneo al Sistema Nervioso 

Central (SNC) a través de un mecanismo de quimioatracción hacia la laminina, IL-3 

o TGF-β.  

Como CCps o CC maduras, las células se desplazan a sitios donde son requeridas. 

Para hacerlo se activan diferentes mecanismos en los que participan muchos 

componentes. En el siguiente capítulo, se detallan algunos de éstos.  

     1.2.2 El citoesqueleto y polarización celular 

El citoesqueleto es una estructura reticular-fibrosa compleja, dinámica y adaptativa 

cuyos componentes y proteínas regulatorias están en constante flujo. (30,31) Tiene 

tres funciones principales: organizar espacialmente el contenido celular, conectar a 

la célula física y bioquímicamente con el ambiente intra y extracelular, y generar 

fuerzas coordinadas que permitan la migración, la endocitosis o exocitosis y la 

división celular. (31,32) Estas funciones están mediadas por tres tipos de filamentos 

principales: los microtúbulos, los filamentos intermedios, y los microfilamentos. (30) 
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Éstos forman una red altamente estructurada y dinámica resistente a la 

deformación, capaz de reorganizarse en respuesta a estímulos externos. (32) 

Los microtúbulos son cilindros huecos de aproximadamente 25 nm, esenciales para 

la división celular, el transporte intracelular y la organización de compartimientos en 

la célula. Están conformados por heterodímeros de subunidades globulares de 

tubulina α y β, que se ensamblan para formar protofilamentos. Éstos se asocian 

lateralmente entre sí para formar un microtúbulo: aproximadamente trece 

protofilamentos conforman un microtúbulo. (33) Los microtúbulos son estructuras 

polares, con un extremo positivo, de crecimiento rápido, y uno negativo, de 

crecimiento lento. Su dinámica de despolimerización y polimerización, así como su 

organización dentro de la célula están reguladas por diferentes proteínas de unión 

a microtúbulos (MAPs) que coordinan estos procesos. (34) 

Los filamentos intermedios son estructuras de 10 nm formados por un arreglo 

helicoidal de tetrámeros. Existen seis familias de proteínas que los conforman, sin 

embargo, dos proteínas de la familia III son las más abundantes: la vimentina y la 

desmina, en una proporción de 6:1 respectivamente. (35) Estos filamentos son 

resistentes a fuerzas producidas por estrés mecánico, cualidad que les permite 

anclar y soportar el posicionamiento de los organelos citoplasmáticos de una 

manera más eficiente que los demás componentes.  (36) 

Los microfilamentos, también conocidos como filamentos de actina, participan en 

diversas funciones, como mantener la forma celular, la división celular, la formación 

de uniones intercelulares y célula-sustrato, el tráfico vesicular y, de interés en este 

trabajo, la migración celular. Los microfilamentos están formados por dos polímeros 

helicoidales trenzados, de un diámetro de 7nm. (36) Como su nombre lo indica, su 

componente principal es la actina, que es una proteína monomérica globular (G-

actina) de 5 nm de diámetro y 42 kDa, que cuando polimeriza (unión de monómeros 

de actina) forma actina filamentosa (F-actina).  

El proceso de polimerización y despolimerización involucra eventos complejos en el 

que participan una gran cantidad de proteínas (ver Figura 4B). El proceso inicia con 

un gasto energético importante, para que los filamentos se estabilicen, se tiene que 
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formar un núcleo trimérico de actina, proceso conocido como nucleación, en el que 

participan proteínas como Arp 2/3, Wasp y forminas. Al igual que los microtúbulos, 

los filamentos de actina tienen dos extremos, uno positivo (+) o barbado de 

crecimiento rápido, y uno negativo (-) o raso, de crecimiento lento; una vez 

nucleado, el filamento crece de forma rápida por la adición de actina en el extremo 

(+), proceso en el que participan proteínas conocidas como profilinas. Este evento 

se conoce como elongación o polimerización. La longitud del filamento es 

controlada por proteínas conocidas como proteínas coronadoras o capping, las 

cuales bloquean la adición de nuevos monómeros de actina. Dentro de éstas 

encontramos a la CapZ, la gelsolina y la tensina. A su vez, los filamentos se 

entrecruzan entre sí para formar redes de actina. En este paso participan proteínas 

como filamina, transgelina y α-actinina. Finalmente, el último paso del ciclo es la 

despolimerización, el cual es regulado por el complejo de proteínas conocido como 

ADF/cofilina. (37, 38, 39) 

Además del complejo proceso de polimerización/despolimerización, los 

microfilamentos tienen una característica especial, su localización; ésta puede ser 

citoplasmática, o bien, cortical, dando origen a un anillo de actina cortical (AAC) o, 

como algunos autores señalan, el citoesqueleto cortical. (30) 

El AAC es una red delgada de actina localizada por debajo de la membrana 

plasmática, en donde los filamentos de actina se organizarán como una malla 

reticulada densa con más de cien proteínas de unión a actina (PUA), que generarán 

cierta tensión a la célula necesaria para mantener su morfología. Los cambios en la 

composición o localización de la corteza de actina dan lugar a gradientes de tensión 

que inducirán deformaciones y contracciones necesarias para el re-arreglo del 

citoesqueleto, por ejemplo, en migración. (40) 

     1.2.3 Regulación de la migración celular 

La migración celular es un proceso fundamental en las respuestas del sistema 

inmune innato y adaptativo que permite la translocación de un grupo de células o 

una célula individual a través de los tejidos o fluidos. En mamíferos los procesos de 

migración son importantes en el desarrollo y morfogénesis, disminuyendo después 
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de la diferenciación; sin embargo, en procesos patológicos, esta maquinaria se 

reactiva. (41) Por otro lado, la migración celular nunca desaparece y es un proceso 

fundamental en el sistema inmune, ya que la mayoría de las células que lo 

componen no se encuentran fijas, sino que transitan por los distintos tejidos 

realizando procesos de vigilancia y protección.  

El ciclo de motilidad celular se puede dividir en cuatro fenómenos (ver Figura 

4A):(41,39)  

1. Activación: La activación se refiere a una señal interna o externa capaz de 

inducir a la célula a iniciar el movimiento. Tal señal se da, con frecuencia, a 

través de un receptor o canal iónico, lo que inducirá la polarización de la 

célula. (39)  

 

2. Polarización: La polarización está mediada por los filamentos de actina, que 

permiten una reorganización de la membrana y el citoplasma, generando 

distribuciones asimétricas de organelos, mecanismos de señalización y 

receptores, transportadores y canales, focalizándolos en una estructura 

conocida como “extremo guía”. (41) El “extremo guía” está formado por 

protrusiones del AAC que se extienden sobre la matriz extracelular (MEC) en 

sentido de la locomoción. Son dos las protrusiones importantes: los 

lamelipodios y los filopodios. Los primeros son protuberancias anchas y 

planas que se extienden en el frente de la célula; los segundos son procesos 

celulares delgados que se extienden del lamelipodio y contienen haces 

paralelos de filamentos cuya función es censar el ambiente local. Opuesta al 

extremo guía existe una región llamada urópodo, la cual sufre cambios 

opuestos a los del extremo guía con la finalidad de permitir la polarización.(35) 

3. Adhesión célula- matriz extracelular: La célula en movimiento generará 

otro tipo de protrusiones: las adhesiones focales. En éstas, las integrinas, a 

través de sus dominios extracelulares, se pondrán en contacto con la MEC, 

mientras que los dominios intracelulares se asociarán a proteínas como 

vinculina y talina, uniéndose de forma indirecta a los filamentos de actina.(41) 
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Además de las adhesiones focales se encuentran otras protrusiones 

llamadas invadopodios localizadas en el filopodio; éstas se extienden por 

pequeños canales de la MEC y se adhieren a fibras de colágeno. Ambas 

estructuras permiten que la célula se estabilice durante el proceso de 

arrastre. (35,41) 

4. Retracción: Después de las adhesiones focales, señales externas inducen 

el ensamblaje de fibras de estrés, formadas por microfilamentos, proteínas 

motoras y otras proteínas de unión a actina. Las fibras de estrés activan a la 

ATPasa de la actomiosina, generando la fuerza de propulsión necesaria para 

impulsar a la célula hacia adelante. (35) 

 

Como podemos darnos cuenta, los filamentos de actina constituyen una parte 

importante durante la migración celular. Diferentes receptores pueden fomentar el 

re-arreglo del AAC en respuesta a diferentes señales y activar numerosas vías de 

señalización, sin embargo, de todas estas vías, aquellas activadas por proteínas 

Rho parecen ser fundamentales en este proceso. (36)  

Las proteínas RhoGTPasas son miembros de la superfamilia RAS de proteínas 

monoméricas capaces de unirse a GTP e hidrolizarlo mientras transitan en ciclos de 

activación e inactivación. Existen alrededor de 25 proteínas dentro de este 

subgrupo, sin embargo tres son escenciales: RhoA, Rac y Cdc42 (ver Figura 4B). 

Son proteínas que se encuentran en la membrana y deben ser activadas  por el 

factor intercambiador de nucleótidos de guanina (GEF); una vez activas participan 

en la reorganización dinámica del citoesqueleto de actina.  

La estimulación de RhoA (Figura 4B) activa a la proteín-cinasa asociada a Rho 

(ROCK), que fosforila proteínas como la cadena ligera de miosina (MLC), la cinasa 

de adhesión focal (FAK2), la cinasa del fosfatidil-inositol-4-5 bifosfato (PI(4)P-5, 

PIP5K), el complejo de proteínas mDia y las cinasas con un dominio LIM (LIMK1 y 

2). Cada una de estas proteínas participa activamente en el ciclo de migración, 

favoreciendo la polimerización de actina (mDía) o fibras de estrés (PIP5K), la 

formación de adhesiones focales (FAK), la contracción (MLC) o, en el caso de LIMK, 
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como una proteína que favorece ciclos de recambio. (42,43) LIMK es una proteína 

fundamental, ya que regula el proceso despolimerización-polimerización de los 

filamentos de actina. LIMK fosforila la serina 3 de la proteína cofilina y, de esta 

forma, inhibe las acciones de esta última. La cofilina participa en el proceso de 

despolimerización de la F-actina e impide su re-incorporación a los filamentos, ésto 

lo logra ya que se une al ADP de la F-actina y promueve su disociación. Cuando 

LIMK fosforila a la cofilina, ésta regresa a la membrana plasmática, donde es 

bloqueada por su unión al fosfatidil-inositol 4,5 bifosfato (PtdIns-4,5-IP2). Diversas 

fosfatasas serán las encargadas de desfosforilar a la cofilina, permitiendo su 

liberación y consecuentemente continúe el proceso de despolimerización. Por ello, 

la actividad de la LIMK, al fosforilar a la cofilina e impedir sus acciones, permite un 

aumento en la polimerización. (39) 

Figura 4. Migración celular. A) Ciclo de motilidad celular, se señalan el proceso de activación (1), polarización 

(2), adhesión (3) y retracción (4), así como los nombres de las estructuras generadas. B) En la región izquierda, 

se observa el ciclo de polimerización/despolimerización de actina: nucleación, polimerización, capping, 

entrecruzamiento y despolimerización. En la región derecha se muestran a las proteínas Rho (Ras, RhoA y 

Cdc42), y la vía de señalización mediada por RhoA, destacando el proceso de fosforilación-desfosforilación de la 

cofilina mediado por LIMK. Imagen creada por Martínez-Aguilar, 2020.    
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               1.2.4 Quimioatrayentes de las CCs 

Como vimos anteriormente, el primer paso del ciclo de motilidad celular es la 

activación de receptores que generan una cascada de señalización que culmina con 

la migración de las células a los sitios requeridos. Las sustancias que generan los 

gradientes químicos necesarios para activar a los receptores se conocen como 

quimioatrayentes. (44) 

En las CCs están descritos diversos quimioatrayentes (ver Tabla 1) (44) capaces de 

inducir migración efectiva. Como podemos observar, pertenecen a diversas clases 

de moléculas como citocinas, quimiocinas, factores de crecimiento o mediadores 

lípidicos. Cabe mencionar que estos últimos han ganado relevancia en años 

recientes debido a que todos los quimioatrayentes lipídicos mencionados en la 

Tabla (S1P, PGE2, PGD2, LTB4, LTD4 o LTC4) pertenecen a una clase de lípidos 

denominados lípidos bioactivos.  

Tipos de quimioatrayentes Ejemplos 

Factores de crecimiento  SCF, TGF-β 

Factores activadores  PAF 

Inmunoglobulinas IgE 

Mediadores lipídicos  S1P, PGE2, PGD2, LTB4, LTD4, LTC4 

Quimiocinas CCL-1, 3,5, 7, 8, 11, 13, 14, 16, 19, 21, 

23, 24, 26, 28, también CXCL-6, 9, 10, 

12, 16 o CX3CL1 

Citocinas IL-8, TNF-α 

Factores del complemento  C1q, C3a, C5a 

Proteínas y péptidos  5-HT, catestatina 

Purinas  adenosina 

 

Tabla 1. Quimioatrayentes de las células cebadas (CCs). Esfingosina-1-fosfato (S1P), 

prostaglandina E2 (PGE2), prostaglandina D2 (PGD2), leucotrieno B4, D4 o C4 (LTB4, LTD4 y 

LTC4, respectivamente).  
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1.3 LÍPIDOS BIOACTIVOS 

1.3.1 Generalidades 

Los lípidos bioactivos son lípidos capaces de activar diferentes vías de 

señalización y, por ende, regular respuestas inmunológicas e inflamatorias, así 

como la homeostasis celular.(45) Se producen a partir de lípidos de la membrana 

o de componentes dietéticos, con precursores en común de los ácidos grasos 

poli-insaturados esenciales omega-6 o 3, que son esterificados a lípidos de 

membrana y que actúan al unirse y activar a receptores acoplados a proteínas 

G (GPCRs). De acuerdo con Chiurchiú y colaboradores (2016)(46), los lípidos 

bioactivos se clasifican en 4 grupos: los eicosanoides clásicos, los mediadores 

especializados pro-resolvedores, lisofosfolípidos/esfingolípidos y 

endocannabinoides. (Ver Figura 5) 

Figura 5. Clasificación de los lípidos bioactivos. Se muestran las clases de lípidos bioactivos 

con ejemplos de cada una: Eicosanoides, lisofosfolipidos/esfingolípidos, endocannabinoides y 

mediadores lipídicos pro-resolvedores especializados. Imagen modificada de Chiurchiú, y 

colaboradores. (46)  
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1.3.2 Lisofosfolípidos/Esfingolípidos 

El grupo de los lisofosfolípidos y esfingolípidos ha ganado importancia en los últimos 

años debido a sus recientes descubrimientos como reguladores fisiológicos.  Este 

grupo de moléculas se caracteriza por contener fosfolípidos con una sola cadena 

acilada y está formado por muchos compuestos con un esqueleto de glicerol o 

esfingosina. (45) 

Los que tienen esfingosina (2-amino-1,3—dihidroxi-octadec-4-eno), se conocen 

como esfingolípidos, como la ceramida y sus productos la ceramida-1-fosfato (C1P) 

y la esfingosina-1-fosfato (S1P).  Por otro lado, los que contienen glicerol conforman 

el grupo de los lisofosfolipidos. (46) 

Los lisofosfolípidos son compuestos lipídicos bioactivos que poseen una cadena de 

hidrocarburos de tamaño variable y un grupo polar en la cabeza de la estructura, 

dependiendo del grupo polar acoplado se clasifican en: Ácido fosfatídico (LPA), 

Liso-fosfatidilserina (LPSs), Liso-fosfatidilcolina (LPC), Liso-fosfatidilglicerol (LPG), 

Liso-fosfatidiletanolamina (LPE) y el Liso-fosfatidilinositol (LPI). (46) 

 

          1.3.2.1 Esfingosina-1-fosfato (S1P) 

La S1P es un producto fosforilado de la esfingosina, considerada un producto 

dipolar hidrofóbico componente de la membrana plasmática. (47)  Su síntesis 

parte de la esfingosina derivada de la ceramida.  

Las CCs, al igual que los eritrocitos, plaquetas, astrocitos, células endoteliales 

y células vasculares son células productoras de S1P. La S1P producida puede 

actuar intracelularmente o salir por medio de transportadores para actuar de 

forma autocrina o paracrina. En las CCs, el único transportador descrito es el 

transportador dependiente de ATP, ABCC1. 

Una vez producida y liberada, la S1P circula unida a la lipoproteína HDL (60%) 

y a albúmina (30%), siendo la concentración en suero de 0.4-1.1 µM, en linfa de 

100 nM, y en tejidos una concentración mucho más baja. (48,49) 
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La S1P participa en diferentes procesos fisiológicos como en el desarrollo del 

sistema cardiovascular, neuronal y de extremidades,  en la regulación arterial y 

de vías aéreas, en el mantenimiento de la  integridad endotelial, la recirculación 

de linfocitos, la reparación de heridas, en la protección neuronal y astrocítica, la 

hiperreactividad de las vías áreas, la movilización de calcio de manera 

independiente del IP3; aumenta el influjo del mismo a través de la corriente Icrac 

y, finalmente, destaca su papel en la migración de diferentes componentes 

celulares, incluyendo células B y T, células NK, neutrófilos, células dendríticas, 

macrófagos, CCs y progenitores hematopoyéticos. (50-56)  

Tal es la importancia de la S1P en procesos de migración, que uno de los 

tratamientos más efectivos contra enfermedades como la esclerosis múltiple, 

está basado en el uso de un antagonista de sus receptores. El fingolimod (o 

FTY20), es un compuesto derivado del metabolito fúngico miriocina que, al 

entrar al organismo, es fosforilado convirtiéndose en FTY20-fosfato (p-FTY20). 

Este último compuesto antagoniza a los receptores de esfingosina (S1PRs), 

previniendo la migración leucocitaria y, por ende, la reacción inflamatoria 

generada por la misma. (48)  Debido al conocido papel que la S1P tiene en la 

inducción de la quimiotaxis de células del sistema inmune (incluyendo CCs), se 

considera que es un buen control positivo para el estudio de la migración celular 

de otros lípidos de este grupo.  

Todas las funciones descritas para la S1P se llevan a cabo a través de sus 

receptores. Se reportan cinco receptores acoplados a proteínas G (GPCRs), 

denominados S1PR1, S1PR2, S1PR3, S1PR4 y S1PR5. (47-49) 

En las CCs (ver Figura 6) está demostrada la expresión de tres de los cinco 

receptores, el S1PR1, el S1PR2, y el S1PR4. (50,57) El S1PR1 es el que está 

involucrado en la migración. El S1PR2 participa en el proceso de 

desgranulación, aunque de forma muy limitada, así como en la disminución de 

la motilidad. (55) Las funciones del S1PR4 todavía no son claras, pero se sabe 

que participa en la regulación negativa de la desgranulación de CCs en 
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respuesta a la estimulación con IgE o la co-estimulación de IgE/antígeno e IL-

33. (64)  

       1.3.2.2 α- Lisofosfatidilinositol (LPI) 

El LPI es un lisofosfatidilinositol conformado por un esqueleto de glicerol y una 

cadena acil en la posición sn-1 o sn-2, así como un grupo de mioinositol en la 

cabeza de la estructura. (60) Se reportan diferentes especies de este lípido 

dependiendo del ácido graso esterificado; el 50.5% contiene ácido esteárico, 

22.1% contiene ácido araquidónico y el resto del porcentaje lo forman las 

especies que contienen acido palmítico, oléico o palmitoleico. A pesar de que 

Figura 6. S1P y CCs. La estimulación del FcR1 por la IgE induce vías de señalización que 

permiten la activación de las esfingosin-cinasas (SphK 1 y 2) que transforman esfingosina (Sph) 

a esfingosina-1-fosfato (S1P), la cual induce el flujo de calcio o bien sale a través del 

transportador ABCC1 para actuar sobre S1PR1, S1PR2 y S1PR4 para permitir la 

desgranulación, migración o bien la modulación de estas. Por su parte el calcio induce la síntesis 

de citocinas y eicosanoides. Imagen creada por Martínez-Aguilar, 2020.    
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las especies que contienen ácido esteárico son las más abundantes, las 

especies con ácido araquidónico (2-araquidonil LPI) son 15 veces más afines 

por sus receptores que las especies de ácido esteárico (1-estearoil LPI). (61) 

                1.3.2.2.1 Síntesis y metabolismo 

La síntesis y metabolismo del LPI es bastante compleja (ver Figura 7), puede 

partir de fosfatidilinositoles (PIs) ubicados en la membrana plasmática de 

síntesis de novo o bien del 1- estearoil-2-araquidonoil-fosfatidilinositol que es un 

precursor más directo de las especies de LPI. Los fosfatidilinositoles se generan 

a partir de glicerol-3-fosfato. Una vez sintetizados, son hidrolizados por dos 

enzimas, la fosfolipasa A1 (PLA1) y la fosfolipasa A2 (PLA2). La PLA1 hidroliza 

ácidos grasos en la posición sn-1 dando como resultado 2-acil-LPI mientras que 

la PLA2 hidroliza a los PIs en la posición sn-2 formando 1-acil LPI. De aquí, 

tanto el 1-acil LPI como el 2-acil-LPI pueden transformarse gracias a enzimas 

como lisofosfolipasa C, D o A (lisoPLC, lisoPLD, lisoPLA), en otros compuestos 

como ácido lisofosfatídico (LPA), glicerol-3-fosfoinositol, 1-acil-glicerol o 2-

araquidonoilglicerol (2-AG). Este último compuesto es un elemento importante 

del sistema endocannabinoide. (62) 

Si el 1-acil-LPI y el 2-acyl-LPI no son transformados a ninguno de los 

componentes antes mencionados, entonces se convertirán en 2-araquidonoil-

LPI o 1-estearoil-LPI, respectivamente.   A partir de estas especies de LPI, se 

genera el precursor más directo de los lisofosfatidilinositoles, el 1-estearoil-2-

araquidonoil-fosfatidilinositol. Este precursor es el más abundante en la 

membrana plasmática y normalmente sobre éste actúan las enzimas PLA1 y 

PLA2 generando 2-araquidonoil-LPI o 1-estearoil-LPI respectivamente.  (62) 

En la línea celular PC-3, de cáncer de próstata, se encontró que el 45% del LPI 

formado, sale al medio mediante el transportador ABCC1 y esta salida permite 

al LPI actuar de forma autocrina y/o paracrina. (63)  
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Hasta la fecha, poco se sabe de células específicas productoras de LPI. En 

células del sistema inmune, la única evidencia sobre la síntesis de LPI proviene 

de Masquelier y colaboradores (2018),(68) quienes demostraron que una línea 

de los macrófagos murinos (J774) tiene las enzimas necesarias para sintetizar 

y metabolizar LPI, concluyendo que este tipo de línea celular es productora de 

este lípido. Por otro lado, se reporta un aumento en los niveles de LPI 

plasmático en pacientes con cáncer de colon, próstata, mama u ovario.(63-66)  

Figura 7. Síntesis y metabolismo del LPI. Se detalla la síntesis de LPI, la cual puede iniciar de 

fosfatidilinositoles (PIs) o 1-estearoil-2araquidonoil-PI, que sintetizan las dos subespecies más importantes 

de LPI: el 2-araquidonoil-LPI y 1-estearoil-LPI. Sus metabolitos el 1-acil-LPI y 2-acil-LPI pueden sintetizar 

otros compuestos con la participación de la lisofosfolipasa C, D o A (lisoPLC, lisoPLD, lisoPLA), destacando 

la síntesis de 2-araquidonoilglicerol (2-AG). Imagen modificada de Yamashita y colaboradores (2013). (62) 
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Esto lleva a pensar que las células  transformadas también pueden producir LPI. 

Sus concentraciones fisiológicas están determinadas únicamente en mujeres 

sanas, con un promedio de 0-1.5 µM en plasma. (67)   

                1.3.2.2.2 El LPI como un posible HAMP 

Existe evidencia experimental que indica que el LPI puede ser considerado un 

DAMP condicional o HAMP. Por ejemplo, está demostrado un aumento en su 

concentración en varios estados patológicos, comparando las concentraciones 

fisiológicas del LPI con las producidas en sujetos enfermos, con padecimientos 

como infarto agudo al miocardio o el síndrome coronario agudo, obesidad o 

diabetes (69) y cáncer de ovario. (70) Estos hallazgos llevaron a proponer al LPI 

como un posible biomarcador temprano de tales patologías. 

El efecto del LPI sobre el proceso de migración celular en diversos tipos 

celulares ha sido reportado principalmente en células transformadas, como en   

modelos de cáncer de mama, próstata y colon, donde el LPI lleva a la formación 

de filopodios y potencia la polarización y migración celular, lo que resulta en 

aumento de metástasis. (63-68 y 71) Poco se sabe sobre sus efectos en células del 

sistema inmune. Uno de los dos antecedentes que existe es el de Balenga y 

colaboradores (2011),(72) quienes demostraron que el LPI induce la migración y 

la polarización de neutrófilos, generando cambios importantes en su 

citoesqueleto de actina. Sin embargo, falta información sobre otras líneas 

celulares del sistema inmune innato, como las CCs.  
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1.4 RECEPTOR ACOPLADO A PROTEÍNAS G 55 (GPR55) 

1.4.1 Proteínas G12 /13 

Los receptores acoplados a proteínas G son receptores transmembranales 

expresados ampliamente en los diferentes tejidos, controlando diversos procesos 

fisiológicos. En la actualidad se sabe que se encuentran codificados en 800 genes 

y existen aproximadamente 850 miembros. (73) Son estructuras complejas, con 7 

dominios transmembranales helicoidales, 3 asas extracelulares y 3 asas 

intracelulares, un dominio N-terminal extracelular y un dominio C-terminal 

intracelular. Tienen diferentes ligandos como hormonas, neurotransmisores, 

agentes paracrinos, fotones, odorantes y saborizantes. (74) Una vez activados, se 

acoplan a diferentes proteínas G heterotriméricas, que están conformadas por una 

subunidad α, una subunidad β y una subunidad γ.  La subunidad α señaliza 

independientemente, mientras que las subnunidades β y γ forman heterodímeros 

que tienen funciones regulatorias, así como de señalización. (73)  

De estas subunidades, la α es la que permite clasificar a las distintas proteínas G, 

existiendo 4 familias: la Gs, Gi, Gq/11 y G12/13. La menos conocida de todas es la 

familia de G12/13.  

Las proteínas G12 y G13 (denominadas en conjunto G12/13) fueron identificadas en 

1991. (74) Ambas formas se expresan ubicuamente, siendo activadas de forma 

simultánea por la mayoría de sus ligandos. Algunos de los ligandos descritos de 

estas proteínas son la angiotensina II, la endotelina, la trombina, el tromboxano 2 A, 

S1P o LPA. (75)  

Las proteínas G12/13 activan a la GTPasa pequeña RhoA que, como ya vimos en 

capítulos anteriores (ver capítulo de migración celular), regula el citoesqueleto de 

actina, la forma celular, la polaridad, la migración, la transcripción de genes, vías de 

transporte y el crecimiento celular.  
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   1.4.2 Generalidades GPR55 

El GPR55 fue aislado y clonado por primera vez por Sawzdargo y colaboradores en 

1999. (76) El GPR55 es miembro de la familia de receptores purinérgicos o de 

quimiocinas. (77) El gen del GPR55 humano fue mapeado en el cromosoma 2q17 y 

la proteína se expresa principalmente en el Sistema Nervioso Central (SNC), en los 

núcleos caudado y putamen, hipocampo, tálamo, puente de Valorio, cerebelo, 

corteza frontal e hipotálamo. En la periferia, se localiza en glándula adrenal, ganglio 

de la raíz dorsal, células endoteliales, en linfocitos, hígado, pulmón, útero, vejiga, 

riñón, hueso, bazo, islotes de Langerhans, yeyuno, íleon y estómago. (76, 78)  

Se reportan diferentes ligandos del GPR55 que se comportan como agonistas 

sesgados, esto debido a sus enigmáticas características farmacológicas. El término 

agonismo sesgado hace referencia a la capacidad de un agonista para dirigir la 

señalización del receptor a través de una vía u otra, (79) es decir que la señalización 

del receptor será dependiente del ligando. El LPI se une a un residuo en el bolsillo 

de unión dentro del dominio transmembranal 2 del GPR55 a través de su grupo 

polar y así inicia su activación. (76)   

 

1.4.3 Señalización   

Ryberg y colaboradores (2007)(78) demostraron que, a diferencia de los receptores 

clásicos a cannabinoides que están acoplados a la proteína Gi, el GPR55 está 

acoplado a las proteínas G12/13. Adicionalmente, otros autores sugieren que también 

se encuentra acoplado a la proteína Gq. (80) 

 Actualmente, las vías mediadas por G12/13 y Gq son las mejor caracterizadas para 

el LPI. La activación de G13 lleva a la activación de GTPasas como RhoA, Cdc42 y 

Rac1. (92) Ya hemos descrito previamente las acciones derivadas de la activación de 

la GTPasa RhoA, la cual activa a ROCK. Sin embargo, la señal del LPI a partir de 

ROCK sigue dos caminos: uno que lleva a la fosforilación de la MAPK-ERK1/2 y 

otro que lleva a la fosforilación de LIMK. En la vía que conduce a la fosforilación de 

ERK 1/2, ROCK activa la vía de la fosfolipasa C (PLCγ y β), incrementando los 
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niveles de Ca2+ intracelular; donde el calcio activa diferentes isoformas de proteinas-

cinasas C (PKCs), generando la fosforilación de ERK1/2 e iniciando olas de Ca2+. 

La fosforilación de ERK1/2 activa factores de transcripción como NFκB, ETV4 o 

CREB, siendo CREB y NFκB los más activados por el LPI; por otro lado, el calcio 

lleva a la activación de NFAT, lo que permite regular la transcripción génica. (60, 81, 

82) En la vía que regula al citoesqueleto, la fosforilación de la LIMK inhibe la 

fosforilación de la cofilina, promoviendo la acumulación de F-actina.  

Por su parte, la proteína Gq estimula a la PLC, que conduce a la liberación de Ca 2+ 

y a la activación de PKC, concluyendo en la fosforilación de ERK1/2. (60,83) 

   1.4.4 Funciones del LPI y el GPR55 

Las funciones del LPI pueden depender de su principal receptor (GPR55), o bien, 

ser independientes de éste. Los efectos no mediados por su receptor se observan 

Figura 8. Vía de señalización del receptor GPR55. El LPI se une al GPR55 activando a la proteína 

Gα12/13 que conduce a la fosforilación de RhoA/ROCK estimulando la fosforilación de cofilina mediada 

por LIMK y a la MAPK p-38. Adicionalmente el LPI induce la fosforilación de la MAPK ERK ½ la cuál 

estimula factores de transcripción. El LPI puede salir a través de su transportador ABCC1 y actuar de 

forma autocrina o paracrina. El LPI puede ser metabolizado a 2-AG activando a sus receptores CB1 y 

CB2. Finalmente, se muestra la posible dimerización entre el GPR55 y estos receptores. Imagen de 

autoría propia. 
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principalmente sobre canales iónicos. El LPI puede activar a canales de K+ tipo 

TREK-1, TRAAK y b-Kv1.4k. (71,84) Estos canales se encuentran en el botón 

sináptico de neuronas, por lo que se sugiere que el LPI es un modulador de la 

función sináptica en el SNC. (85) Del mismo modo, en células de la pituitaria, el LPI 

inhibe a las corrientes de Ca2+ dependientes de canales de calcio tipo L, (86) mientras 

que en células neuroendocrinas regula el proceso de exocitosis de forma 

dependiente de calcio.(87) En células endoteliales induce la movilización intracelular 

de Ca2+, generando cambios en el potencial de membrana. (88) Por otro lado, se 

demostró que el LPI en la mitocondria induce la liberación de Ca2+ e inhibe su 

recaptura.(89)   

La activación del GPR55 se asocia a diferentes procesos inflamatorios, agudos y 

crónicos. En procesos agudos se relacionacon patologías como la isquemia 

cardiaca, (90) colitis (91) y neuroencefalitis, (92) mientras que en procesos inflamatorios 

crónicos está asociado con obesidad (69) y cáncer. (63,64,65,93)  

 

   1.4.5 Relación del binomio LPI/GPR55 con el sistema endocannabinoide 

Existe una gran relación entre las vías activadas por el LPI a través del receptor 

GPR55 (LPI/GPR55) y el sistema endocannabinoide. En la Tabla 2 se muestran 

algunos ejemplos. Desde el descubrimiento del GPR55, éste se proponía como un 

posible receptor tipo 3 del sistema endocannabinoide debido a la capacidad del 

GPR55 de reconocer ligandos clásicos de los receptores CB1 y CB2. (60,78) Aunque 

posteriormente se descartó debido a la baja homología en su secuencia de 

aminoácidos con los receptores CB1 y CB2, de tan sólo 13.5% y 14.4% 

respectivamente. (77, 94, 95)  

Adicionalmente, como se mencionó en el apartado de síntesis y metabolismo del 

LPI, el metabolito 2-acil-LPI puede transformarse en 2-AG por la enzima lisoPLC. A 

su vez, el LPA formado del metabolismo del LPI también puede transformarse a 2-

AG. Como consecuencia, el 2-AG producido por el metabolismo del LPI activará a 

los receptores CB1 y/o CB2.  
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Tabla 2. Ligandos endocannabinoides y el GPR55. Se muestra la funcionalidad y potencia 

de agonistas y antagonistas cannabinoides sobre el sistema del GPR55.  Δ9-

Tetrahidrocannabidiol (Δ9-THC).  

 

 

 

 

La interacción entre los receptores también ha sido esclarecida. Como muchos 

otros GPCRs, se demostró que el GPR55 puede heterodimerizar con los 

receptores CB1 y el CB2 teniendo consecuencias funcionales. Se demostró la 

presencia de heterodímeros CB1/GPR55 en SNC (en el tejido estriatal) (96) y 

heterodímeros CB2/GPR55 en células cancerosas de mama, neutrófilos y, 

posiblemente, en las CCs ha sido demostrada. (72, 97, 98) En todos los casos, la 

presencia del dímero y la activación de uno o los dos receptores generó cambios 

en la señalización. En el caso específico de los neutrófilos, el LPI indujó la 

migración de éstos, aunque el efecto aumentó cuando se co-estimuló con 2-AG. 

Ligandos CB1/CB2 CB1/CB2 GPR55 EC50 o IC50 

GPR55 

Anandamida Agonista Agonista/ 

antagonista 

EC50=18nM 

IC50=5.91µM 

2-araquidonoilglicerol Agonista Agonista EC50=3nM 

Δ9-THC Agonista Agonista EC50=8.1nM 

Virodamina Agonista Agonista/ 

antagonista 

EC50=12nM 

IC50=6.57µM 

Éter de noladina Agonista Agonista EC50=10nM 

Palmitoiletanolamida Agonista Agonista EC50=4nM 

O-1602 Agonista (30µM) Agonista EC50=1.4-13nM 

AM251 Antagonista CB1 Agonista EC50=5.115µM 

Cannabidiol Agonista Antagonista IC50=354nM 

ML-193 Antagonista IC50= 

24.6μM (CB1) y 

32μM (CB2) 

Antagonista IC50=221nM 
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La co-estimulación también inhibió la desgranulación y producción de especies 

reactivas de oxígeno.(72) 

La relación entre este grupo de receptores es muy evidente, por lo que, para 

estudiar alguno de los dos sistemas de receptores (GPR55 ó CBs) en los efectos 

del LPI, es necesario incluir la posible participación del otro. 

2.- JUSTIFICACIÓN 

 

La inflamación es un mecanismo de defensa contra condiciones y estímulos 

nocivos, sin embargo, si ésta no se resuelve en etapas tempranas, genera procesos 

inflamatorios de tipo crónico. Las patologías que cursan con inflamación tanto aguda 

como crónica han ido en aumento en las últimas décadas, representando un 

problema de salud pública a nivel mundial.  

El sistema inmune innato es el regulador principal de los procesos inflamatorios, 

reclutando componentes celulares necesarios para el reconocimiento, 

mantenimiento y resolución de la inflamación; y una de las líneas celulares que 

participa activamente en etapas iniciales de la inflamación son las CCs.  

Recientemente fue propuesto que un grupo de lípidos bioactivos, los 

lisofosfolípidos, son reguladores de procesos fisiológicos y patológicos, y son 

considerados ahora como DAMPs condicionales o HAMPs.  

Debido a lo anterior, fue de interés para este proyecto investigar si el LPI pudiera 

ser considerado un HAMP para las CCs. Para este fin, se planteó conocer los 

efectos del LPI sobre las respuestas fisiológicas de las CCs y analizar si ese lípido 

bioactivo podría contribuir también al regreso a la homeostasis de las CCs 

inhibiendo la vía de señalización del receptor TLR4.  

Entender estos mecanismos permitirá ampliar los pocos conocimientos que se 

tienen sobre los mecanismos de activación y silenciamiento de las CCs en la 

inmunidad innata, y, al ser el LPI un regulador potencialmente importante en 

procesos patológicos, permitirá generar conocimientos novedosos sobre nuevas 

líneas de tratamiento en procesos inflamatorios.   
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3.- HIPÓTESIS 

El LPI se comportará como un HAMP en las CCs, al activar vías de señalización 

que llevan a la quimiotaxis y a la inhibición de la vía del receptor TLR-4 en ese tipo 

celular.  

 

4.-OBJETIVOS 

4.1-Objetivo general 

Estudiar los efectos del α-Lisofosfatidilinositol (LPI) en las vías de señalización que 

llevan a la remodelación del citoesqueleto de actina y a la migración de las CCs, así 

como sus efectos sobre la activación del receptor TLR-4 en ese tipo celular.  

 

4.2-Objetivos particulares 

• Caracterizar la activación de la MAPK ERK1/2 por el LPI en las células 

cebadas.   

• Investigar el posible papel quimioatrayente del LPI sobre las células cebadas, 

determinando la migración celular y la activación de proteínas clave en la vía 

de señalización que controla cambios en el citoesqueleto (LIMK y cofilina).  

• Comparar los efectos del LPI en la señalización y migración con los efectos 

de la esfingosina-1-fosfato (S1P).  

• Comparar los efectos del LPI con los del agonista selectivo del receptor 

GPR55, O-1602, en algunos parámetros de activación y quimiotaxis de las 

CCs.  

• Analizar los efectos del antagonista selectivo del receptor GPR55 (ML-193 

en algunos de los efectos observados con el LPI y el O-1602). 

• Determinar el efecto del LPI sobre el sistema de transducción de señales del 

receptor TLR4. 
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5.-MATERIALES Y MÉTODOS  

5.1 MÉTODOS  

   5.1.1 Animales 

Se utilizaron ratones de la cepa C57BL/6J (WT; No. de stock 000664 de Jackson 

Laboratories) de 4 a 6 semanas de edad. Los animales se mantuvieron en 

instalaciones adecuadas, con control de temperatura (22-24°C) y humedad, en 

condiciones invertidas de ciclo luz/oscuridad (12:12h) y con acceso libre a agua y 

alimento. Los procedimientos experimentales fueron aprobados por el Comité 

Institucional de Cinvestav para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio 

(CICUAL, protocolos no. 074-13 y 0137-13), siguiendo las reglas de la Norma Oficial 

Mexicana para el uso y cuidado de animales de laboratorio (NOM-062- ZOO-1999). 

   5.1.2 Generación de BMMCs 

Se sacrificaron ratones C57BL/6J de aproximadamente 6-8 semanas de edad en 

una cámara de CO2. Se disecaron ambas tibias y se extrajo la médula ósea de las 

mismas conforme al protocolo de Steffen K. Meurer 2016.(99) El canal medular se 

lavó rigurosamente por ambos extremos con 1 mL de medio de cultivo RPMI-1640 

(SIGMA, cat. R4130-1L) suplementado con 20ng/mL de IL-3 (Preprotech, cat 213-

13), 1x de aminoácidos no esenciales (NEAA 100x; Biofluids #332-100), 50μM de 

β-mercaptoetanol (SIGMA #M6250), 25 nM del buffer HEPES (1 M, pH 7.7; SIGMA 

#H7006), 10% de Suero Fetal Bovino (FBS,, GIBCO BRL cat. 261400779), 1mM de 

piruvato de sodio (stock 100mM, Biofluids #33-100), 1U/ de penicilina-0.1 mg/mL de 

estreptomicina (Gibco #1378-016) y 1X de antimicótico (stock 100X Gibco 

#15240062). Los trozos de tejido recuperados con el líquido colectado fueron 

disociados y la suspensión celular se centrifugó por 5 minutos a 450xg a 4°C. 

Después, el sobrenadante fue removido y el pellet celular se disolvió en 30 mL de 

medio en cajas de cultivo Nunc T-75. Finalmente, los cultivos fueron incubados a 

37°C en una atmósfera con 5% CO2 durante 4-6 semanas, con cambios de medio 

cada 7-8 días.  
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   5.1.3 Ensayos de desgranulación 

Para probar la funcionalidad de las CCs se evaluó la secreción de la enzima β-

hexosaminidasa después de la estimulación del receptor FcRI como un parámetro 

para evaluar la capacidad de la célula de responder a LPI o S1P y llevar a cabo la 

liberación de sus mediadores inflamatorios.  

Para cada ensayo, se utilizaron dos millones de células, las cuales fueron 

sensibilizadas con 100ng/mL de IgE monoclonal anti-dinitrofenol (DNP), clona SPE-

7, por 24 horas a 37°C. Después de eso, se centrifugaron a temperatura ambiente 

450xg por 4 minutos, se retiró el medio por decantación y se re-suspendió el botón 

en 1mL de buffer Tyrodes-BSA (20mM HEPES pH7.4, 135 mM NaCl, 5 mM KCl, 1.8 

mM  CaCl2, 1 mM MgCl2, 5.6 mM glucosa, 0.05% albúmina bovina BSA). A 

continuación, se estimularon con diferentes concentraciones LPI o S1P (1, 10, 100 

y 1000 nM), como control positivo se utilizó un antígeno artificial de albúmina sérica 

humana acoplada a dinitrofenol (DNP-HSA, SIGMA cat. A6661), y se incubaron a 

37°C por 30 minutos. Transcurrido el tiempo se centrifugaron a 4°C 450xg. En una 

placa de 96 pozos (para ELISA) se colocaron 60µL del sobrenadante y se 

adicionaron 40 µL de p-nitrofenil-N-acetil-β-d-glucosaminida 1 mM (PNAG, de 

SIGMA). La placa fue incubada durante 1 hora a 37 °C. Al término de la incubación, 

se añadieron 120 µL de solución Stop (Na2CO3 0.1 M/Na2HCO3 0.1 M) para detener 

la reacción. La reacción de la enzima β-hexosaminidasa con PNAG provoca la 

oxidación del paranitrofenol, generando un cambio en la coloración que es 

directamente proporcional a la actividad enzimática y que, por ende, dependerá de 

la cantidad de enzima presente. La liberación de β-hexosaminidasa fue cuantificada 

en un espectrofotómetro (Tecan Sunrise) a una longitud de onda de 405nm y el 

porcentaje de liberación se calculó utilizando la siguiente fórmula:  

 

% Desgranulación= (D.O. de la muestra x 100) / D.O. de la muestra control) 
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5.1.4 Western-Blot 

En todos los experimentos, 2x106 BMMCs por condición fueron sensibilizadas con 

IgE 100ng/mL por 24 horas. Pasado ese lapso, las células fueron centrifugadas a 

temperatura ambiente a 420xg por 4 minutos, el medio fue decantado y las células 

re suspendidas en 1mL de Buffer Tyrodes BSA (20mM HEPES pH7.4, 135mM NaCl, 

5mM KCl, 1.8 mM de CaCl2, 1 mM MgCl2, 5.6 mM glucosa, 0.05% albúmina bovina 

BSA).  

Para estudiar los efectos fisiológicos del LPI se estudió la fosforilación de la MAPK 

ERK 1/2, LIMK y cofilina (ver Anexos V.I.II) con incubaciones a 37°C en diferentes 

tiempos (0, 5 10, 15, 30 y 60 minutos). Las células se incubaron con 10 nM y 100 

nM de LPI, O-1602 o S1P, esta última como control. Todos los experimentos 

incluyeron sus respectivos controles positivos de DNP/HSA 27ng/mL; y controles 

negativos en condiciones sin estimular (basales), con vehículo DMSO (O-1602 o 

S1P) y en el caso del LPI, con una solución 27% metanol, 3% H2O y 70% cloroformo.  

Para estudiar los efectos del LPI (10nM) sobre proteínas de la vía canónica del TLR-

4, se analizó la fosforilación de diferentes proteínas: ERK1/2, JNK, p-38, TAK-1, IKK 

y p-65. (ver Anexos V.I.II). Se utilizaron diferentes condiciones que abarcaron: 

Basal, Vehículo, LPS (100ng/mL), Vehículo+LPS, LPI (10nm) y LPI+LPS.  En los 

casos donde se colocaron dos estímulos, se realizó una pre-incubación de 30 

minutos a 37°C para el estímulo 1 y posteriormente se continuó con una incubación 

de 37°C por 30 minutos para el estímulo 2.  Los estímulos solos se incubaron por 

30 minutos a 37°C.  

El Western-Blot se realizó utilizando un gel de acrilamida- SDS al 10%, 12% o 16%. 

Por lo general, el gel resolvedor fue preparado mezclando 6.14 mL de agua 

desionizada, 5 mL de 30% de acrilamida/Bis, 3.76 mL de 1.5M Tris-HCl pH 8.8, 150 

µL de 10% SDS y 50 µl de persulfato de amonio, APS, al 10%). La cantidad de la 

mezcla de acrilamida/bisacrilamida varió dependiendo de la concentración final del 

gel resolvedor. El gel concentrador fue preparado mezclando 1.425 mL de agua 

bidestilada, 425 µL de 30% de acrilamida/Bis, 625 µL de 0.5 M Tris-HCl pH 6.8, 25 

µL de 10% SDS y 12.5 µL de 10% de APS). Los tubos con los extractos fueron 
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puestos en baño María a punto de ebullición por 2 minutos, se centrifugaron las 

muestras y se cargaron en el gel. De todas las muestras se cargó un total de 20 µL. 

El gel corrió a 110V por un total de 2:30 o 3:00 horas. Posteriormente el gel se 

transfirió a una membrana de PVDF (PerkinElmer, Polyscreen NEF1002001PK) 

utilizando una cámara de transferencia semi-húmeda a 20V por 30 minutos por gel. 

En el caso de las membranas en donde se evaluaría p-cofilina únicamente se 

transfirieron 15 minutos. Al finalizar la transferencia, la membrana se bloqueó 

durante dos horas con leche descremada (Svelty de Nestlé) al 5% en Tris 

adicionado con 0.1% de Tween (TBS-T). La membrana fue lavada e incubada con 

el anticuerpo específico de cada experimento (p-ERK 1:20,000, cofilina 1:3,000, 

LIMK 1:5,000, β-actina 1:15,000, JNK 1:5000, p-38 1:20,000, p-65 1: 5000, TAK1 

1:5000 e IKK:1:5000) toda la noche a 4°C. Al día siguiente, se realizaron tres 

lavados a la membrana con TBS-Tween 1X de 10 minutos cada uno y se incubó 

con el anticuerpo secundario anti-Rabbit (1:15,000) o anti-Mouse (1:15,000) por una 

hora. Después de ese tiempo, nuevamente se realizaron tres lavados de 10 minutos 

y se continuó con la detección de la proteína utilizando soluciones para la reacción 

de quimioluminiscencia (BM Chemiluminiscense Western Bloting Mouse/Rabbit de 

Roche #1152070901). Las membranas fueron expuestas a placas de rayos X de 

KODAK. La cuantificación de las bandas (blots), se realizó mediante el análisis de 

densitometría utilizando el programa Image Studio (LI-COR Biosciences).  

   5.1.5 Inmunofluorescencia 

 Para evaluar los efectos del LPI sobre los cambios en el AAC de las BMMCs, se 

realizaron ensayos de inmunofluorescencia. Para cada ensayo, se utilizaron 2x106 

BMMCs, las cuales se trataron con LPI (10 nM) incubadas a 37°C en diferentes 

tiempos (15, 30, 60 y 120 minutos). Se usó como control a la S1P (100 nM) con 30 

minutos de incubación. Una vez tratadas, se colocaron 200,000 BMMCs en un 

portaobjetos de cristal electrocargado por 15 minutos. Posteriormente se fijaron las 

células con paraformaldehído (PFA) al 4% por 15 minutos y se lavó la laminilla en 

tres ocasiones con PBS 1X. A continuación, se agregó solución de bloqueo (PBS1X 

919 μL, BSA al 10% 30 μL, Suero de burro 50 μL y Tween-20 1 μL). Una vez 
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bloqueada la laminilla se dejó incubando con Faloidina acoplada a Rodamina 

(1:750) durante toda la noche. Al día siguiente se lavó la laminilla por 5 ocasiones 

con PBS 1X y se trataron las células con 4´6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, 1:750) 

por 5 minutos. Al finalizar, se lavaron nuevamente las células por 5 ocasiones y se 

añadió DABCO para sellar la preparación. Las células fueron analizadas por 

microscopia confocal utilizando el microscopio Carl-Zeiss LSM780 con el objetivo 

63x.  

   5.1.6 Ensayos de migración en la cámara de Boyden  

Se utilizaron 2x106 de BMMCs, las cuales fueron sensibilizadas con IgE 100 ng/mL 

24 horas antes. Se utilizó una cámara de Boyden de 48 pozos (Neuro Probe, 

Gaithersburg, MD), con filtros de policarbonato de 25x80 mm con poros de 8µm. 

Los filtros se cubrieron con gelatina bovina (Sigma-Aldrich) al 2% (0.2 g de gelatina 

en 10 mL de agua MilliQ incubada a 37 C) durante 2 horas y se dejaron secar a 

temperatura ambiente. Las células se lavaron del medio RPMI con PBS 1X en dos 

ocasiones con centrifugaciones de 450xgpor tres minutos, posteriormente se 

trataron con calceína-AM (1 g/L) por 1 hora a 37°C en condiciones de oscuridad, 

transcurrido ese tiempo se lavaron tres veces más con PBS 1X. Finalizando los 

lavados, las células fueron re suspendidas en 2 mL de medio de migración (1.64 g 

de medio (para 100 mL), 80 mL de agua bidestilada y  desionizada, 0.2% de 

NaHCO₃). Los pozos de la cámara inferior fueron llenados con un volumen de 30 

L de diferentes soluciones, en el caso del control únicamente se colocó medio de 

migración, para nuestros pozos problema se colocaron diferentes soluciones, 

dependiendo del experimento. Primero, se realizaron curvas concentración-

respuesta al LPI (10 nM, 100 nM y 1 µM), O-1602 (1 nM, 10 nM, 100 nM y 1 µM), 

S1P (1 nM, 10 nM, 100 nM y 1 µM) y ML-193 (16 nM, 40 nM, 100 nM, 251 nM y 631 

nM). En el caso de los experimentos con el ML-193, se hizo una incubación previa 

por 15 minutos a 37°C y en los pozos inferiores de la cámara se cargaron 30 μL de 

O-1602 (100 nM). Una vez cargados los pozos inferiores, se colocó la membrana 

gelatinizada, evitando generar burbujas de aire y se procedió a cargar los pozos 

superiores, colocando 50 L de la suspensión de las BMMCs en cada pozo (40, 000 
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BMMCs). La cámara se incubó durante 3 horas a 37°C y 5% CO2. Concluido ese 

tiempo la membrana se fijó con metanol durante 15 minutos y, una vez seca, se 

colocó en un portaobjetos electrocargado y fue analizada en el microscopio de 

epifluorescencia con el objetivo 20X. La cuantificación de células por campo se 

realizó en cuatro campos diferentes tomados al azar con ayuda del software ImageJ 

(Java, 2019) y se realizó un promedio de éstas.  

5.1.7 RT-PCR 

Para estudiar los efectos del LPI (10 nM) sobre la producción de citocinas inducidas 

por el LPS, se analizó la síntesis del mRNA de diferentes citocinas: IL-4, IL-2, IL-6, 

TNF-α, TGF-β, CCL-2 y VEGF (ver Anexos V.I.III). 

Para sintetizar el cDNA se utilizó un kit comercial (Thermo Fisher Scientific). Se 

preparó una reacción inicial que contenía 1 µL de oligo(dT), 1 µg de RNA y se aforó 

con agua estéril tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) hasta obtener 12 µL. La 

mezcla se centrifugó brevemente y se incubó a 65°C por 5 minutos. Terminada la 

incubación se preparó otra reacción que contenía 4 µL de 5X Buffer de reacción, 1 

µL de RiboLock RNase inhibitor (20 u/µL), 2 µL del mix de dNTP 10 nM, 1µL de 

RevetAid Minus M-MuLV Reverse Transcriptase (200 u/µL) para un volumen total 

de 20µL, el cual se añadió a la reacción previa. Esta reacción fue incubada a 42°C 

durante 60 minutos. Posterior a esta incubación se detuvo la reacción mediante una 

incubación a 70°C durante 10 minutos. Finalmente, se añadiron 130 µL de H2O 

tratada con DEPC para obtener un volumen final de 150µL del templado.  

Para la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) (Thermo Fisher Scientific), se 

preparó una mezcla que contenía 2.5 µL de 10X PCR buffer con MgCl2, 0.5 µL de  

dNTP Mix 10mM, 0.2 µL de Taq polimerasa (5 u/µL) y 17µL de DEPC/Water. Al Mix 

se le agregarón 3.2 µL de cDNA, más 1 µL de cada primer. Las condiciones del 

PCR fueron las siguientes: 95 °C por 10 minutos; 95 °C por 45 segundos, 60 °C por 

1 minuto, 72 °C por 45 segundos y un paso final de 72 °C por 7 minutos realizándose 

diferentes ciclos para cada citocina. Finalizada la PCR los productos fueron 

analizados mediante electroforesis en un gel de agarosa-TBE al 2% y teñido con 
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bromuro de etidio. Las imágenes del gel se obtuvieron utilizando MiniBis Pro from 

BioImaging Systems.  

 

5.2 DISEÑO EXPERIMENTAL 

Se generaron CCs derivadas de médula ósea (BMMCs) de ratones C57BL/6J, 

utilizando protocolos ya estandarizados. (99) Para todos los experimentos, las 

BMMCs fueron sensibilizadas por 24 horas con una inmunoglobulina E (IgE) 

monoclonal anti dinitro-fenol (DNP), ya que esta incubación aumenta el contenido 

de mediadores pro-inflamatorios en este tipo celular. (100) Para evaluar los efectos 

del LPI sobre la funcionalidad de las BMMCs se realizaron ensayos de 

desgranulación, utilizando diferentes concentraciones de LPI (1 nM, 10 nM, 100 nM, 

1 μM y 10 μM) con 30 minutos de incubación a 37°C. Como control se utilizó a la 

S1P, en las mismas concentraciones, ya que sus efectos ya se conocen en este tipo 

celular.  

Para determinar los efectos del LPI sobre la vía clásica de transducción de señales 

del GPR55 se analizó la fosforilación de ERK1/2, la cual ya ha sido descrita en otros 

modelos celulares. Se realizaron cursos de fosforilación (0, 5, 10, 15, 30 y 60 

minutos) con 10 nM y 100 nM de LPI, y para corroborar que lo efectos eran 

mediados por el GPR55, se usó al agonista selectivo O-1602, en las mismas 

concentraciones y tiempos que el LPI. Los cambios en fosforilación de proteínas 

activadas clásicamente por el receptor GPR55 involucradas en migración, como la 

proteína LIMK y la cofilina, se estudiaron siguiendo los mismos cursos temporales 

y concentraciones, utilizando al LPI, el O-1602 y se agregó como control a la S1P. 

Para todos los experimentos se utilizaron controles negativos (sin estimular y 

vehículo) y controles positivos con IgE/DNP-HSA de 100 ng/mL en 30 minutos de 

incubación.  

Para evaluar los cambios en el citoesqueleto de actina cortical de las BMMCs, se 

realizaron ensayos de inmunofluorescencia con faloidina (una micotoxina selectiva 

para F-actina) acoplada a rodamina (1:750). Las preparaciones se visualizaron en 
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un microsopio confocal Zeiss, modelo LSM 800, con un objetivo de 63x. La 

polarización de las células se determinó observando estructuras propias de la 

polarización como formación de prolongaciones, el aumento en el diámetro celular, 

el aplanamiento de las células y la localización del núcleo. Además, se analizó el 

perfil de distribución de la rodamina en cuatro campos diferentes por condición.  

Para estudiar el posible efecto quimioatrayente del LPI sobre las células cebadas 

se utilizó la técnica modificada de la Cámara de Boyden. (101)  Se utilizaron 1x106 

BMMCs, que se incubaron por una hora con calceína (1 µg/µL) a 37°C. Además del 

LPI, se utilizó 1) el agonista sintético del GPR55, O-1602; 2) la esfingosina 1-fosfato, 

S1P; y 3) el antagonista del GPR55, ML-193.  Como control negativo se utilizó medio 

sin suero fetal bovino (FBS), mientras que como control positivo se utilizó medio con 

FBS. En los pozos superiores se colocaron 40,000 células por condición. La cámara 

se incubó por 3 horas a 37 y, posteriormente, se observó la membrana en un 

microscopio de epifluorescencia, con un objetivo 20x. La cuantificación de 

fluorescencia se realizó con el software ImageJ en 4 campos diferentes por 

condición.  

Finalmente, para determinar el efecto del LPI (10 nM) sobre el sistema de 

transducción de señales del receptor TLR4, se evaluó la fosforilación de proteínas 

clásicas de la vía del TLR4 en presencia del LPI. Las proteínas analizadas fueron 

ERK1/2, p-38, JNK, TAK-1, JNK y p-65 en su forma fosforilada (activa) por Western 

Blot.  Adicionalmente, se estudiaron los efectos del LPI sobre la síntesis del mRNA 

de citocinas inducidas por la activación de TLR4 como IL-4, IL-2, IL-6, TNF-α, TGF-

β, CCL-2 y VEGF mediante la técnica de RT-PCR.  
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Figura 9. Mapa conceptual del diseño experimental. En tonalidad azul se muestran los experimento que 

analizaron las funciones fisiológicas del LPI (fosforilación de ERK 1/2 y migración), mientras que en tonalidad 

rojiza se encuentran los efectos del LPI en procesos patológicos (sobre la vía del TLR-4).  
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6.-RESULTADOS 

6.1 EFECTO DEL LPI SOBRE LA FUNCIONALIDAD DE LAS CCs 

Para determinar los efectos del LPI sobre la funcionalidad de las CCs se realizaron 

ensayos de desgranulación cuantificando la liberación de la enzima β-

hexosaminidasa. Como control, se compararon los efectos del LPI con los 

producidos por la S1P, otro lípido bioactivo cuyas funciones ya se conocen en las 

CCs. Se utilizaron diferentes concentraciones de ambos lípidos, las cuales fueron 1 

nM, 10 nM, 100 nM y 1000 nM, utilizando como control positivo al antígeno DNP-

HSA (27 ng/mL).  

En la Figura 10, se observa que el antígeno provocó la desgranulación de las 

BMMCs en un 60-70%. La S1P no indujo la desgranulación con ninguna de las 

concentraciones probadas. Del mismo modo, el LPI tampoco indujo la 

desgranulación con ninguna de las concentraciones utilizadas. Aunque en algunos 

experimentos se observó un efecto del vehículo utilizado para disolver el LPI, éste 

no mostró una diferencia estadísticamente significativa con el basal. 

 

Figura 10. Efectos del LPI y la S1P sobre las CCs. Se utilizó un millón de CCs por condición. Las células 

fueron estimuladas con LPI y S1P a diferentes concentraciones (1, 10, 100, y 1000 nM) por 30 minutos a 

37°C. Posteriormente, se cuantificó la liberación de β-hexasominidasa y se graficó el porcentaje de 

desgranulación. El análisis estadístico corresponde a 3-4 experimentos independientes determinado por un 

análisis de varianza de una vía, seguido de una prueba de Dunett. * Diferencia significativa comparada con 

las condiciones basales (p˂0.05).  
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6.2 EFECTO DEL LPI SOBRE VÍAS ACTIVADAS POR EL GPR55 

6.2.1 Análisis del LPI sobre la fosforilación de ERK1/2 

Para conocer los efectos de LPI en las CCs, primero se corroboraron los efectos de 

ese lípido sobre la vía clásica del GPR55, evaluando la fosforilación de la MAPK 

ERK1/2. Así mismo, para corroborar que los efectos observados fueran 

dependientes de la activación del GPR55 se utilizó al agonista selectivo O-1602.  

Como control positivo se utilizó el antígeno a una concentración de 27ng/mL. 

Se realizó un curso temporal (0, 5, 10, 15, 30 y 60 minutos) utilizando las 

concentraciones de 10nM y 100nM de LPI. El O-1602 se utilizó a las mismas 

concentraciones.  

Los resultados con LPI (Figura 11) muestran que 10 nM y 100 nM de LPI inducen la 

fosforilación de ERK1/2 a los 10 minutos, sin embargo, la respuesta con 100nM a 

los 10 minutos es 30% mayor a la observada con 10 nM. Ambos datos son 

estadísticamente significativos (Anova de 1 vía seguida de una prueba Holm-

Sidak(p˂0.05)). 

 El O-1602 (10 nM) (Figura 12) induce la fosforilación de ERK1/2 a los 10 minutos, 

aumentando 4 veces su fosforilación respecto a los niveles basales, estos datos son 

muy similares a los observados con 100 nM de LPI. Por su parte, 100 nM de O-1602 

induce la fosforilación de ERK1/2 a partir de los 10 minutos y se mantiene a lo largo 

del curso temporal con un máximo a los 15 minutos.  
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Figura 11. Curso temporal de fosforilación de ERK con LPI. Dos millones de células por condición fueron 

incubadas a diferentes tiempos (0, 5, 10, 15, 30 y 60 min) con 10 y 100 nM de LPI. Se observó el efecto del 

LPI sobre la fosforilación de la MAPK-ERK mediante la técnica de Western Blot. Western-Blot representativo 

de la concentración de 10nM (A) y 100nM (B) con las gráficas correspondientes a la densitometría realizada 

que muestran los valores del error estándar, así como las imagenes representativas. Los resultados 

corresponden a 3 experimentos independientes. Determinado por un análisis de varianza de una vía, seguida 

de una prueba de Holm-Sidak. * Diferencia significativa comparada con las condiciones basales (p˂0.05).  

Figura 12. Curso temporal de fosforilación de ERK con O-1602. Dos millones de células por condición fueron 
incubadas a diferentes tiempos (0, 5, 10, 15, 20, 30 y 60 min.) con 10 y 100 nM de LPI. Se observó el efecto del 
LPI sobre la fosforilación de LIMK mediante la técnica de Western Blot. A) Western-Blot representativo de la 
concentración de 10nM con las gráficas correspondientes a la densitometría realizada que muestran los valores 
del error estándar. B) Western-Blot representativo de la concentración de 100nM con las gráficas 
correspondientes a la densitometría realizada que muestran los valores del error estándar. Los resultados 
corresponden a 3 experimentos independientes. Determinado por un análisis de varianza de una vía, seguida de 
una prueba de Holm-Sidak (A) y Bonferrioni (B). * Diferencia significativa comparada con las condiciones basales 
(p˂0.05). 
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6.2.2 Análisis del LPI sobre la fosforilación de proteínas que regulan al 

citoesqueleto de actina (LIMK y cofilina) 

Con el fin de evaluar si el LPI (10 nM y 100 nM) activa vías de señalización que 

regulan el citoesqueleto de actina, se analizaron sus efectos sobre la fosforilación 

de las proteínas LIMK y cofilina. Para corroborar que los efectos eran determinados 

por la activación del GPR55, se utilizó al ligando sintético, O-1602. Como control 

positivo se evaluaron los cambios inducidos por la S1P. Tanto el O-1602 como la 

S1P se utilizaron a las mismas concentraciones que el LPI. Se realizaron cursos 

temporales con los tiempos ya descritos, usando al antígeno (27 ng/mL) como 

control positivo. En las tres condiciones (LPI, O-1602 y S1P), en las células tratadas 

con antígeno se observó la fosforilación de la LIMK y se detectó también la 

desfosforilación de cofilina. 

El LPI (Figura 13), a la concentración de 10 nM indujo la fosforilación de LIMK hasta 

los 60 minutos, mientras que a 100nM indujo la fosforilación desde tiempos más 

tempranos, a los 10, 30 y 60 minutos. El curso temporal de fosforilación de cofilina 

se realizó únicamente con la concentración de 10 nM de LPI, observando 

fosforilación significativa a los 5, 30 y 60 minutos.  

Para conocer la posible participación del GPR55 en la fosforilación de LIMK y 

cofilina por el LPI, se realizaron los experimentos mencionados con el LPI, pero 

utilizando al agonista selectivo O-1602 (Figura 14). El tratamiento con 10 nM de O-

1602 produjo una fosforilación significativa de LIMK a los 60 minutos. Por otro lado, 

100 nM de O-1602 indujo la fosforilación de LIMK desde los 15 hasta los 60 minutos, 

con un máximo en la fosforilación a los 30 minutos.  El curso temporal de la 

desfosforilación de la cofilina se realizó únicamente con 10 nM de O-1602, en donde 

se observó un efecto significativo a los 60 minutos.  
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Figura 13. Curso temporal de fosforilación de LIMK y cofilina por LPI. 2x106 de células por condición 

fueron incubadas a diferentes tiempos (0, 5, 10, 15, 20, 30 y 60 min.) con 10 y 100 nM de LPI. Se observó el 

efecto del LPI sobre la fosforilación de LIMK y cofilina mediante la técnica de Western Blot. Se muestran las 

gráficas correspondientes a la densitometría que muestran los valores del error estándar, así como una imagen 

representativa. A) Western-Blot representativo de la concentración de 10 nM sobre la fosforilación de LIMK.  

B) Western-Blot representativo de la concentración de 100 nM sobre la fosforilación de LIMK.  C) Western-

Blot representativo de la concentración de 10 nM sobre la fosforilación de cofilina.  Los resultados 

corresponden a 3-4 experimentos independientes. Determinado por un análisis de varianza de una vía, 

seguida de una prueba de Holm-Sidak (A) y Bonferrioni (B) y Tukey y Dunett (C). * Diferencia significativa 

comparada con las condiciones basales (p˂0.05).  

C) 
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Figura 14. Curso temporal de fosforilación de LIMK y cofilina por O-1602. 2x106 células por condición 

fueron incubadas a diferentes tiempos (0, 5, 10, 15, 20, 30 y 60 min.) con 10 y 100 nM de O-1602. Se muestran   

las gráficas correspondientes a la densitometría que muestran los valores del error estándar, así como una 

imagen representativa. A) Western-Blot representativo de la concentración de 10 nM sobre la fosforilación de 

LIMK.  B) Western-Blot representativo de la concentración de 100 nM sobre la fosforilación de LIMK.  C) 

Western-Blot representativo de la concentración de 10 nM sobre la fosforilación de cofilina.  Los resultados 

corresponden a 3 experimentos independientes. Determinado por un análisis de varianza de una vía, seguida 

de una prueba de Holm-Sidak (A y B) y de Dunett y T-Student (C). * Diferencia significativa comparada con 

las condiciones basales (p˂0.05).  

C) 
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Para contrastar los cambios inducidos por la activación del GPR55 con un 

compuesto de efectos conocidos en BMMCs, se utilizó a la S1P. En la Figura 15 se 

muestran los resultados del curso temporal con 10 nM y 100 nM de S1P. Se observa 

que 10 nM de S1P induce la fosforilación de LIMK desde etapas tempranas, 

alcanzando el máximo a los 30 minutos, y mostrando una disminución a los 60 

minutos. Cuando se utilizó 100 nM de S1P, si bien se observó una fosforilación (5 y 

30 minutos), también se detectó una ola de fosforilación-desfosforilación rápida. La 

cofilina analizada únicamente en presencia de S1P (10 nM), se desfosforiló 

significativamente a los 30 minutos, sin embargo, sí se aprecia una disminución 

desde los 15 minutos.  

Figura 15. Curso temporal de fosforilación de LIMK 

y cofilina por S1P. 2x106 células por condición fueron 

incubadas a diferentes tiempos (0, 5, 10, 15, 20, 30 y 60 

min.) con 10 y 100 nM de S1P. Se muestran con las 

gráficas correspondientes a la densitometría que 

muestran los valores del error estándar, así como una 

imagen representativa. A) Western-Blot representativo 

de la concentración de 10 nM sobre la fosforilación de 

LIMK.  B) Western-Blot representativo de la 

concentración de 100 nM sobre la fosforilación de LIMK 

C) Western-Blot representativo de la concentración de 

10 nM sobre la fosforilación de cofilina Los resultados 

corresponden a 3 experimentos independientes. 

Determinado por un análisis de varianza de una vía, 

seguida de una prueba de Holm-Sidak. * Diferencia 

significativa comparada con las condiciones basales 

(p˂0.05).  

C) 
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6.3 DETERMINAR EL POSIBLE EFECTO QUIMIOATRAYENTE DEL LPI SOBRE 

LA CCS 

6.3.1 Evaluación del LPI en cambios del anillo de actina cortical.  

Para evaluar los cambios en el anillo de actina cortical (AAC), se realizó un curso 

temporal de 15´, 30´, 60´y 120 minutos con un estímulo de 10 nM de LPI. La técnica 

que se utilizó fue inmunofluorecencia con faloidina acoplada a rodamina. Como 

control positivo se utilizó una incubación de 30 min con 100 nM de S1P. 

Con la técnica utilizada, se obtuvieron imágenes mediante microscopía confocal del 

corte ecuatorial de las células. Así, el anillo de actina cortical se muestra en color 

rojo (rodamina) y el núcleo celular en azul (DAPI).  

En la Figura 16 se muestran los resultados del experimento, en condiciones basales 

y con vehículo, el AAC se observó como un estructura delgada y bien delimitada 

con el núcleo localizado en la parte central de las células. En el control con S1P se 

aprecia engrosamiento del AAC, así como la formación de prolongaciones, un 

aumento en el diámetro celular y la movilización del núcleo hacia un extremo celular.  

 Los resultados con LPI muestran que a los 15 y 30 minutos hay engrosamiento del 

AAC, así como la presencia de prolongaciones cortas tipo espigas; cuando las 

imágenes se sobreponen, se observa el núcleo hacia un extremo disminuido en 

tamaño en comparación al basal. Después de 60 minutos de tratamiento con LPI se 

observa un aumento en el diámetro celular y un aplanamiento de la célula, con la 

desaparición de las prolongaciones. A los 120 minutos se aprecia heterogeneidad 

en la respuesta encontrando células similares a cada una de las condiciones 

previas.  
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Se analizaron las imágenes midiendo el perfil de distribución de la rodamina en 

imágenes representativas de cada condición (Figura 17). Se observa que, en 

condiciones basales, la intensidad máxima es de 34,940 unidades arbitrarias, con 

un ancho en la membrana de 1 a 1.5 μM y tamaño celular de 11 m, como con el 

vehículo. Las células tratadas 30 min con S1P muestran un grosor de la membrana 

de 1.5 a 2 μm y un tamaño celular promedio de 13.7 micras, con un trazo irregular.  

Con un tratamiento de 15 min con LPI el grosor de la membrana aumenta a 

aproximadamente 3 μm y el tamaño celular alcanza un máximo de 14.2 μm. 

Después de 30 min, el grosor de la membrana y el tamaño de las células son 

similares a la condición previa. A los 60 minutos después del tratamiento, el grosor 

de la membrana regresa a condiciones similares a basales de aproximadamente 

1μm, pero el tamaño celular se mantiene aumentado, con un valor promedio de 13.5 

micras. Finalmente, a los 120 minutos, el grosor en la membrana es de 2 μm, con 

un patrón irregular en el trazo del gráfico y las células mostraron un tamaño 

promedio de 14 micras.   

Figura 16. Reorganización del AAC en respuesta al LPI. Un millón de células por condición fueron 
incubadas con vehículo, S1P 100 nM o LPI 10 nM en diferentes tiempos (15, 30, 60 y 120 min.) 
Posteriormente las células fueron procesadas para microscopia confocal, incubadas con faloidina 
acoplada a rodamina (rojo) y DAPI (azul). Las imágenes se observaron en 63x, tomando 4 campos al 
azar para obtener una n=20 p por estímulo. Cuantificación pendiente* 
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6.3.2 Efecto de la activación del GPR55 en la migración de las CCs 

Para evaluar si el LPI a través del GPR55 induce la migración de las CCs, se utilizó 

la técnica modificada de la cámara de Boyden. Para el ensayo, se utilizaron 

diferentes concentraciones del LPI (10 nM, 100 nM y 1000 nM). Para corroborar que 

los efectos observados fueran exclusivos del GPR55 se realizaron ensayos con 

diferentes concentraciones del O-1602 (1 nM, 10 nM, 100 nM, 1000 nM) y un 

antagonista del receptor, el ML-193, también con diferentes concentraciones (16 

nM, 40 nM, 100 nM, 251 nM).  Como control se realizó el ensayo con S1P (1 nM, 10 

nM, 100 nM y 1000 nM).  

En la Figura 18, observamos los ensayos con el LPI, el O-1602 y la S1P. Todos los 

fármacos inducen la migración estadísticamente significativa con concentraciones 

de 100nM y 1000nM, sin embargo, se observa que los ligandos del GPR55, el LPI 

Figura 17. Análisis del perfil de polimerización del AAC. Se analizaron las imágenes representativas 
de cada condición utilizando el programa Zen 3.0 (blue edition). Con la aplicación de profile se graficó 
la intensidad y distancia de cada célula, analizándose 4 campos diferentes. En rojo se muestra la 
rodamina.  
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y el O-1602, inducen más eficazmente la migración que la S1P. La concentración 

de LPI que generó mayor migración fue la de 1000 nM con un promedio de 

migración de 531 células por campo; para O-1602 la concentración más significativa 

fue la de 100 nM alcanzando, un promedio de 483 células por campo. De manera 

contrastante, la S1P, si bien si indujo la migración, lo hizo en menor medida que el 

LPI, dando un valor promedio de 205 células por campo a una concentración de 

1000 nM. Por lo que el LPI demostró ser 2.5 veces más potente que la S1P para 

inducir la migración.  
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Con el fin de averiguar el papel del receptor GPR55 en la migración inducida por el 

LPI, se analizaron los efectos del antagonista ML-193 sobre la migración inducida 

por el O-1602 (Figura 19). Las células fueron pre-incubadas 15 minutos a 37°C con 

las diferentes concentraciones de ML-193, posteriormente se colocaron en la 

cámara de Boyden y se dejaron migrar hacia una concentración de 100 nM de O-

1602. Los resultados se compararon contra células que no fueron pre-incubadas 

con el antagonista. En la gráfica de la Figura 19 se observa que existe una inhibición 

en la migración desde la concentración de 16 nM, siendo 100 nM la concentración 

que mayoritariamente inhibió.  Con estos resultados corroboramos que los efectos 

en la migración de las BMMCs son dependientes del GPR55, dado que 100 nM de 

ML-193 inhibió casi en su totalidad la migración inducida por el O-1602.  

Figura 18. Migración de las CCs. 1x106 BMMCs se incubaron con calceína-AM (1µL/mL). En los pozos 

inferiores se colocaron diferentes concentraciones de LPI (10 nM, 100 nM y 1000 nM), O-1602 (1 nM, 10 

nM, 100 nM y 1000 nM), SPI (1 nM, 10 nM, 100 nM y 1000 nM) y como control positivo medio con FBS. En 

los pozos superiores se cargaron 40,000 células. La cámara se incubó por 3 horas a 37°C.  Por cada 

experimento (“n”), se tomaron 4 campos al alzar de cada concentración y se realizó un promedio del número 

de células. Se muestran los resultados de LPI en amarillo, de O-1602 en verde y en rosa claro los del S1P. 

Los resultados corresponden a 3 experimentos por condición. Las comparaciones de un mismo grupo se 

analizaron con un Anova de una vía seguida de una prueba de Tukey, mientras que las comparaciones 

entre grupos se analizaron con Anova de 2 vías seguida de una prueba de Bonferroni. * Diferencia 

significativa comparada con las condiciones basales (p˂0.05).  
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6.4 EFECTOS DEL LPI SOBRE LA ACTIVACIÓN DEL TLR4 

6.4.1 Efectos del LPI sobre proteínas de la vía canónica del TLR4  

Para determinar si el LPI ejercía algún efecto sobre la vía de señaliación del receptor 

TLR4 en las CCs, se realizó un análisis de las proteínas de la vía clásica de ese 

receptor activado por LPS mediante Western- Blot, en ausencia o presencia del LPI. 

Se analizaron 6 proteínas de esta vía y sus cambios en fosforilación estimulados 

por LPS, dando una pre-incubación de 30 min con vehículo o con 10 nM de LPI. Las 

proteínas analizadas fueron ERK 1/2, p-38, JNK, IKK, TAK-1 y p-65. En la Figura 20 

se muestran los resultados de este experimento. En el panel A se muestra la gráfica 

de la densitometría de la fosforilación de ERK 1/2 estimulada por LPS, en donde, si 

bien el LPI sí disminuye la fosforilación inducida por el LPS, este efecto no es 

estadísticamente significativo. Lo mismo sucede con p-p38 y con TAK-1 (paneles B 

y D), donde el LPI muestra una tendencia a disminuir la fosforilación mediada por 

LPS, sin que estos datos sean estadísticamente significativos. En los paneles C, D 

Figura 19. Efectos del ML-193 en la migración de CCs. 1x106 BMMCs fueron marcadas con calceína-

AM(1 µL/mL) e incubadas con diferentes concentraciones de ML-193 (16, 40, 100 y 251 nM) por 15 

minutos. Las células migraron por 3 horas hacia 100 nM de O-1602. Concluido el ensayo en la Cámara 

de Boyden las preparaciones se observaron en un microscopio de epifluorescencia con el objetivo 20X. 

Panel A) Imágenes representativas de las diferentes condiciones. B) Análisis cuatitativo. Cada 

condición representa el promedio del número de células de 4 campos tomados al azar. Los resultados 

corresponden a un experimento.  

 

B) A) 
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y F se encuentran los resultados de JNK, IKK y p-65 respectivamente, en donde la 

pre-incubación con LPI sí inhibió la fosforilación mediada por LPS. En el panel F 

está el análisis de p-65, donde además de encontrar que el estímulo con LPI inhibe 

la fosforilación mediada por LPS, también se muestra que el LPI solo, es capaz de 

inducir la fosforilación de esta proteína, lo cual ya se encuentra reportado en la 

literatura.  

 



69 
 

6.4.2 Efectos del LPI en la expresión del mRNA de citocinas inducidas por la 

activación del TLR-4 

La señalización del receptor TLR4 lleva a la síntesis de citocinas pro y anti-

inflamatorias. Con el fin de caracterizar los efectos que el LPI pudiera tener sobre la 

síntesis de citocinas estimulada por ese receptor, se analizó el efecto que una pre-

incubación con ese lípido pudiera tener sobre la síntesis de TNF-α, IL-6, IL-4, IL-2, 

TGF-β, VEGF y CCL2 estimulada por LPS.  

Los resultados obtenidos en la expresión del mRNA (Figura 21) muestran que el 

LPS aumenta la síntesis de dichas citocinas, y que la pre-incubación con 10 nM de 

LPI induce una inhibición en su expresión. Asimismo, se observa que el LPI per se 

induce la síntesis de TGF-β siendo la única citocina en donde se observa este 

efecto. 

Figura 20. Análisis del efecto de LPI sobre la vía de señalización del TLR4. 2x106 de células por 
condición fueron incubadas con vehículo, 10 nM de LPI, 100 ng/mL de LPS o ambos a 37°C. Se 
muestran los Western-Blots representativos y su densitometría. En el panel A) ERK, B) p-38, C) JNK, 
D) IKK, E) TAK-1 y F) p-65.  Los resultados corresponden a 3-5 experimentos independientes. 
Determinado por un análisis de varianza de una vía, seguido de una prueba de Dunett y/o Tukey y 
análisis con T-Student. * Diferencia significativa comparada con las condiciones basales (p˂0.05). 
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Figura 21. Efecto del LPI en la expresión de 
mRNA de diferentes citocinas. Dos millones de 
células fueron tratadas con vehículo, 10nM de 
LPI, 100ng/mL de LPS o ambos a 37°C. Se 
muestran las imágenes representativas de la 
expresión del RNA y su análisis estadístico. Los 
resultados corresponden a 2-4 experimentos 
independientes. Determinado por un análisis de 
varianza de una vía, seguido de una prueba de 
Dunett y análisis con T-Student. * Diferencia 
significativa comparada con las condiciones 
basales (p˂0.05).  
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7.-DISCUSIÓN 

 

La acción de los lípidos bioactivos sobre las células del sistema inmune es un campo 

de gran interés en inmunología, debido al potencial efecto modulador que esas 

moléculas pueden tener en las reacciones inflamatorias. De especial interés es el 

estudio de esos lípidos (como el LPI) sobre las CCs, debido a que este tipo celular 

desencadena reacciones inmunes inmediatas y participa de manera importante en 

la inflamación crónica.  En este trabajo se estudiaron los efectos del LPI sobre la 

fosforilación de proteínas y la quimiotaxis en CCs, así como su efecto en el sistema 

de señalización del receptor TLR-4.  

Los principales hallazgos obtenidos en la presente investigación son los siguientes: 

1) El LPI no induce la desgranulación de las BMMCs; 2) El LPI y el agonista sintético 

del GPR55 (O-1602), inducen la fosforilación de la MAPK ERK1/2; 3) el LPI, el O-

1602 y la S1P provocan cambios en el estado de la fosforilación de las proteínas 

LIMK y cofilina; 4) el LPI induce cambios en la polimerización del anillo de actina 

cortical característicos de la adquisición de un fenotipo migratorio; 5) el LPI y el O-

1602 son quimioatrayentes de las CCs, y tienen una mayor potencia que la S1P;  6) 

el antagonista del GPR55 (ML193) inhibió los efectos del O-1602 sobre la migración; 

7) El tratamiento de las BMMCs con LPI previene la fosforilación de JNK, IKK y 

NFB (p-65) y la síntesis de mRNA de citocinas dependientes de la activación del 

receptor TLR-4. 

La desgranulación de las CCs consiste en la liberación de una gran variedad de 

mediadores con diferente actividad biológica contenidos en los gránulos pre-

formados. Debido a que la liberación del contenido granular es rápida y 

desencadena la fase temprana de las respuestas alérgicas, se considera que ese 

evento es el más característico de las CCs. Se induce tras la activación mediada 

por diversos estímulos, que pueden ser dependientes de una reacción antígeno-

anticuerpo (a través del receptor FcεRI) o independientes de anticuerpos y 

receptores Fc (a través de GPCRs y otros receptores). (102) Nuestros resultados 

demuestran que, a diferencia de los complejos IgE/Ag y al igual que la S1P, el LPI 
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no induce la desgranulación de las BMMCs. Los resultados con la S1P concuerdan 

con lo reportado por Prieschi y colaboradores (1999)(103) y Jolly y colaboradores 

(2004)(50), quienes utilizando el mismo modelo celular (BMMCs) no observaron que 

la S1P (10 nM-30 μM), indujera una desgranulación estadísticamente significativa. 

Con respecto al LPI, Goth y colaboradores (1971),(104) demostraron que el 

fosfatidilinositol (precursor del LPI) únicamente genera 7% de desgranulación en 

CCs derivadas del peritoneo de ratas, lo cual no es diferente del valor obtenido en 

células no estimuladas. Nuestros resultados serían la primera evidencia de que el 

LPI no participa en la desgranulación de CCs murinas derivadas de médula ósea, y 

sugieren que los efectos del LPI no incluyen necesariamente la liberación rápida del 

contenido granular.  

Debido a que hay numerosos agentes que no inducen desgranulación, pero pueden 

tener otros efectos en las CCs, evaluamos algunas vías canónicas de señalización 

que indican la activación de ese tipo celular. En nuestro estudio observamos que el 

LPI y el O-1602 inducen la fosforilación de ERK 1/2, con un pico en la fosforilación 

a los 10 minutos. La cinética que observamos en la fosforilación de ERK 1/2 por LPI 

ya fue reportada en otros modelos celulares (HEK-293), en donde el efecto máximo 

se observó a los 5 minutos. (105) Si bien los efectos que observamos en las CCs son 

un poco más tardíos, cabe señalar que tanto el modelo celular como las condiciones 

experimentales son distintas.  

También observamos que el O-1602 parece ser más potente que el LPI para inducir 

la fosforilación de ERK 1/2, debido a que la concentración de 10 nM de O-1602 

provocó la fosforilación de ERK 1/2 a los 10 minutos con la misma intensidad que 

100 nM de LPI. Esto concuerda con las EC50 reportadas de ambos ligandos, que 

son, para el O-1602 ,de 13 nM (Ryberg y colaboradores, 2007)(78) y para el LPI, de 

200 nM (Oka y colaboradores, 2007).(105) Para corroborar que realmente el O-1602 

es más potente que el LPI, sería útil estudiar los efectos de concentraciones 

menores del O-1602 (1 nM, por ejemplo) y contrastarlos con los efectos de 

concentraciones más pequeñas de LPI (por ejemplo, 10 nM), para ver si esta 

relación se mantiene. Otro aspecto interesante por estudiar serían los efectos 



73 
 

fisiológicos a los que conduce la activación de ERK 1/2 en este modelo celular. Se 

sabe, en otros modelos, que la activación de ERK 1/2 por el LPI induce a un 

marcado incremento dependiente de la concentración en la fosforilación de CREB 

(96) y se sabe que CREB participa en la proliferación, supervivencia y diferenciación 

celular, (106) por lo que efectuar futuros experimentos para averiguar si el LPI afecta 

la proliferación y sobrevivencia de las CCs a través de la activación de ERK1/2 y 

CREB  sería muy útil para documentar acciones fisiológicas no descritas hasta 

ahora para el LPI sobre este tipo celular.  

Uno de los efectos más importantes que el LPI tuvo sobre las CCs fue inducir la 

fosforilación de proteínas implicadas con cambios en el citoesqueleto. Como era de 

esperarse, la S1P indujo la activación de LIMK y cofilina. Al ser un quimioatrayente 

conocido de distintos tipos celulares del sistema inmune, ya se ha reportado 

anteriormente los efectos de la S1P en la activación de estas proteínas en otros 

modelos celulares. (107, 108)  

 Nuestros datos muestran que el LPI y el O-1602 son capaces de inducir cambios 

en la fosforilación de las proteínas LIMK y cofilina, aunque en tiempos más tardíos 

que la S1P. El LPI y el O-1602 son equieficaces para inducir la fosforilación de LIMK, 

ya que produjeron una cinética similar en el curso temporal de fosforilación. Estos 

datos concuerdan con lo reportado en la literatura, donde la afinidad de ambos 

compuestos para inducir la activación de RhoA es la misma, EC50=1 μM.(96,109) Si 

bien ya se sabía que el LPI conduce a la activación de RhoA y de ROCK, ésta es la 

primera evidencia sobre la participación del LPI en la activación de LIMK y cofilina. 

La diferencia entre las cinéticas de activación de LIMK y cofilina, con los agonistas 

del GPR55 (LPI y O-1602) y la S1P, se explica debido a que los mecanismos de 

señalización que son activados por cada ligando son diferentes. Mientras que el 

GPR55 está acoplado a proteínas G12/13 y activa a la GTPasa pequeña Rho, 

conduciendo a la activación de ROCK-LIMK-cofilina, la S1P utiliza al S1PR1, el cual 

está acoplado a una proteína Gi que induce la activación de LIMK y cofilina a través 

de la GTPasa pequeña Ras y la subsecuente activación de PAK. Estas diferencias 

en la señalización podrían ser las responsables de la diferencia en las cinéticas.  
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Respecto a la cofilina, el LPI indujo fosforilación, mientras que la S1P y el O-1602 

provocaron su desfosforilación. Independientemente del efecto, todos los ligandos 

generaron cambios en su estado de activación por lo que concluimos que todos 

modulan a esta proteína. Esta falta de correlación entre la proteína LIMK y cofilina 

es explicable por dos situaciones. Primero, en cada experimento se utilizaron 2 

millones de células que no estuvieron sincronizadas de ninguna manera y estaban 

en suspensión. Esto debió ocasionar que el estímulo produjera cambios en 

diferentes sitios de la célula. Así, mientras que en unas regiones se podría estar 

formando el extremo guía y diversos tipos de prolongaciones, en otras regiones de 

la misma célula podrían existir contracciones y la formación del urópodo. Debido a 

esto, al observar los efectos globales en las células, es entendible que existan 

diferencias entre la cantidad de formas fosforiladas y desfosforiladas de esta 

proteína. Segundo, aunque la LIMK es la principal proteína que fosforila a la cofilina, 

hay otras proteínas que regulan este evento, tal es el caso de las proteínas TESK 

1/2 o las proteínas PPAR2, (39, 110) que fosforilan a cofilina en el mismo sitio que LIMK 

(ser3). Por lo dicho hasta ahora, las diferencias en la fosforilación y desfosforilación 

de la cofilina con los distintos ligandos son esperadas.    

Durante la migración se producen cambios en el anillo de actina cortical (AAC). Los 

resultados muestran que la S1P (100 nM) y el LPI (10 nM) indujeron cambios en el 

AAC. Los hallazgos con la S1P están en línea con lo reportado por otros autores, 

Jolly y colaboradores (2004),(50) en otro modelo de CCs conocido como RBL-2H3, 

demostraron la presencia de estructuras onduladas denominadas ruffles en la 

membrana, una redistribución de la F-actina hacia el AAC y la formación de 

protrusiones remanentes del lamelipodio en respuesta a ese lípido.  

Existen pocos estudios que analicen los efectos del LPI en el AAC en células del 

sistema inmune, el único antecedente a nuestro trabajo es el de Balenga y 

colaboradores (2011), (72) quienes observaron que el LPI indujo cambios en el AAC. 

Nuestros resultados son sugerentes de un fenotipo migratorio debido a que 

observamos la polarización del núcleo, engrosamiento-adelgazamiento 

(polarización-despolarización) del AAC, la formación de prolongaciones similares a 
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filopodios y el aumento en el diámetro celular. Un diseño experimental diferente, en 

donde tengamos un gradiente de concentración que estimule a la célula en un solo 

punto nos permitirá observar el fenotipo migratorio típico. En esos experimentos 

también será conveniente crecer a las CCs sobre un soporte fijo, para que pueda 

establecerse el fenotipo migratorio. Debido a que otros autores han encontrado la 

participación del sistema endocannabinoide en las acciones del LPI, es necesario 

realizar estudios para saber si los receptores para endocannabinoides (eCN) 

expresados en las CCs pudieran ser responsables de algunos efectos del LPI.  

El LPI y el O-1602 resultaron ser potentes quimioatrayentes de las CCs, induciendo 

la migración de manera más evidente que la S1P. El papel de la S1P en la migración 

se conoce desde hace tiempo en diversos tipos celulares del sistema inmune, 

incluyendo las CCs. Jolly y colaboradores (2004)(50) demostraron que las células 

RBL-2H3  migran hacia la S1P mediante la activación del S1PR1 logrando un efecto 

máximo de 250-300 células por campo con 10 nM de S1P.  En BMMCs, Olivera y 

colaboradores (2006), (111) también demostraron que la S1P induce la migración, 

pero en menor medida que en las RBL-2H3.  

Nuestros resultados sugieren que la activación del receptor GPR55 es responsable 

de la quimiotaxis, ya que un ligando endógeno de este receptor (LPI) o uno sintético 

(O-1602), estimulan la migración de las CCs, incluso más que la S1P. De manera 

particular, nuestra investigación reporta, por primera vez, que existe un 

quimioatrayente más potente que la S1P para las CCs: el LPI.   

La diferencia encontrada entre los agonistas del GPR55 y la S1P posiblemente se 

deba a diferencias en las vías de señalización que inducen la migración. Por 

ejemplo, cabe mencionar que el S1PR1, que es el receptor de la S1P involucrado 

en migración, es regulado negativamente por el receptor S1PR2, y dado que la S1P 

que usamos no discrimina entre receptores es difícil aislar el efecto exclusivo del 

S1PR1.  

Los efectos del LPI en la migración abre nuevas áreas de investigación para la 

modulación de procesos inflamatorios. Recordemos brevemente que el fingolimod 

(un pro-fármaco antagonista del receptor S1PR1), genera una disminución en la 
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migración de células inmunes al antagonizar a receptores de S1P limitando la 

inflamación. Nuestro estudio sugiere que antagonistas del receptor GPR55 también 

se podrían utilizar como una herramienta farmacológica para frenar la migración 

celular, sin embargo, faltan estudios en otras células del sistema inmune, así como 

conocer más a detalle sobre los mecanismos que regulen este proceso.  

Existen antecedentes del LPI como quimioatrayente en otros modelos celulares, sin 

embargo, estos estudios fueron realizados en células transformadas de cáncer de 

mama (64) y colon, (65) y, en ambos casos, se utilizaron concentraciones altas (1-2.5 

μM) y tiempos de exposición prolongados (17-24hrs). En células del sistema inmune 

el conocimiento es limitado. Balenga y colaboradores (2011)(72) observaron que LPI 

(3μM) indujo la migración y esto se inhibió parcialmente con cannabidiol 

(antagonista del GPR55. Ver Tabla 2).   

Las diferencias en las concentraciones necesarias de LPI y O-1602 para inducir la 

migración (1000 nM en el caso del LPI y 100 nM en el caso del O-1602) pueden 

deberse a distintas razones.  Lo primero que hay que considerar es si los efectos 

del LPI se producen exclusivamente a través de la activación del GPR55 o sí existe 

la participación de los receptores a cannabinoides (CBRs). Sabemos que el LPI no 

se une a receptores a cannabinoides, por lo que, de existir una participación de los 

CBRs, ésta podría deberse a la heterodimerización del GPR55 a estos receptores 

o al metabolismo del LPI a 2-AG (que sí podría activar a receptores CB). Por otro 

lado, el O-1602 tampoco activa a los receptores de cannabinoides a las 

concentraciones que nosotros utilizamos, pero otros autores como McHugh y 

colaboradores (2010) (112) y Schicho y colaboradores (2011) (113) sugieren que el O-

1602 en neutrófilos actúa independientemente del GPR55, proponiendo que los 

efectos en la migración son dependientes de otro receptor huérfano, el GPR18 

(kd=65.3nM). (114) Hasta la fecha, no se tiene información de la expresión del GPR18 

en las BMMCs.  

Para corroborar que los efectos sobre la migración estuvieran mediados por el 

GPR55, se utilizó al antagonista ML-193, observando que este fármaco inhibe la 

migración de las BMMCs inducida por el O-1602.  La IC50 reportada del ML-193 



77 
 

para inhibir los efectos del LPI es de 220 nM, aunque en nuestro estudio 

observamos la inhibición casi total de la migración con 100 nM, e incluso, desde 

concentraciones más bajas (16 nM), este comportamiento farmacológico sugiere 

que el O-1602 induce la migración a través del GPR55 y no a través del GPR18.   

Será interesante concluir los experimentos del bloqueo de la migración inducida por 

O-1602 y por LPI con el ML-193, ésto ayudaría a dilucidar el posible papel del 

GPR55 en la respuesta migratoria. Al mismo tiempo, estudiar la participación de los 

receptores CB1, CB2 y GPR18 con antagonistas específicos, nos ayudaría a 

entender mejor el fenómeno observado.   

Con los resultados previos finalizamos el estudio del LPI en condiciones 

homeostáticas. Debido a que existe evidencia de la participación de este lípido como 

un posible HAMP, continuamos evaluando sus efectos en un modelo de inflamación 

mediado por la activación del TLR-4.  

Estudiamos el efecto del LPI (10 nM) sobre proteínas de la vía canónica del TLR4 

activada por el LPS (100 ng/mL) y encontramos que las proteínas JNK, IKK y p-65 

no se fosforilan cuando las células son pre-incubadas con el lípido y tratadas con el 

LPS.  De manera interesante, la pre-incubación con LPI no ocasionó cambios 

significativos en la fosforilación de ERK1/2, p-38 o TAK-1 en respuesta al LPS, ésto 

indica que el bloqueo inducido por el GPR55 sobre la vía de señalización del TLR4 

es específico y debe ocurrir en un punto necesario para que se lleve a cabo la 

activación de ERK1/2, p38 o TAK-1 pero no de JNK, IKK y p-65. Este bloqueo en la 

vía de señalización condujo al bloqueo de la síntesis del mRNA de las citocinas 

evaluadas (TNF, IL-6, Il-4, TGF-β, IL-2, VEGF y CCL2). El control de los mRNA para 

distintas citocinas en las células cebadas es un proceso complejo que involucra no 

solamente la inducción de la transcripción a través de factores específicos, sino 

también cambios en la regulación de la vida media de los mRNA y la traducción de 

las proteínas.  

Existen estudios que demuestran la comunicación cruzada de las vías inducidas por 

el receptor GPR55 con las del receptor TLR4. Por ejemplo, Saliba y colaboradores 

(2018), (115) realizaron un screening de diferentes antagonistas del GPR55 derivados 
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de la cumarina y demostraron que el compuesto KIT-17, al antagonizar al GPR55, 

inhibe significativamente la liberación de PGE2 inducida por LPS (10 ng/mL) en 

células primarias de microglía de ratas y demostraron que este efecto es 

dependiente de la disminución de COX-2 y mPGE2 e independiente del sistema 

endocannabinoide. Concluyeron que el antagonista KIT-17 tiene una función anti-

inflamatoria, debido a que ejerce un agonismo inverso en el GPR55, alterando la 

vía de señalización del TLR-4, lo que disminuye la inflamación.  

Masquelier y colaboradores (2018)(68) incubaron macrófagos murinos de la línea 

J774 con 10 μM de LPI y los activaron con LPS (100 ng/mL) por 8 horas. En tales 

condiciones, observaron que el LPI disminuyó la expresión del mRNA de IL-1β, IL-

6 y COX-2, y que, al antagonizar al GPR55 con el antagonista CID16020046, se 

invertía este efecto. Para estudiar si había una regulación bidireccional entre el TLR-

4 y el GPR55 realizaron un experimento in vivo. Inyectaron LPS (300 μg/kg) 

intraperitoneal en ratones C57BL6/J por 4 y 8 horas, sacrificaron a los animales y 

analizaron la concentración de LPI en diferentes tejidos, encontrando que estaba 

incrementado por la inflamación en hígado, bazo y pulmón (en este último sólo la 

especie 18:2 del LPI), mientras que en colon hubo un decremento en la 

concentración. Este antecedente refuerza la teoría de que el LPI se comporta como 

un HAMP, tanto en un modelo de macrófagos como en nuestro propio modelo de 

CCs.  

Finalmente, Hill y colaboradores (2019)(116) trataron a ratones C57BL/6 con LPS de 

forma crónica, y mostraron que agonistas del GPR55 (O-1602) protegen contra la 

reducción de neurogénesis mediada por IL-1, además de inhibir la expresión de 

mRNA de citocinas inflamatorias; incluso, en animales GPCR55 -/-  observaron que 

existe una prolongación de la respuesta inflamatoria mediada por IL-1, IL-6 y TNF-

α, concluyendo que la activación del GPCR55 produce una respuesta protectora, 

así como una posible existencia de un crosstalk entre el GPCR55 y el TLR4.  

Nuestros resultados coinciden con esos datos, ya que en nuestro modelo de 

inflamación en BMMCs, el LPI regula negativamente al TLR-4, como en los estudios 

de Hill y colaboradores o Masquelier y colaboradores. 
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El cómo se lleva a cabo la interacción a nivel molecular entre el receptor GPR55 y 

el TLR4 es un punto interesante por evaluar en estudios futuros. En nuestro estudio, 

se resalta el hecho de que de las MAPK analizadas, únicamente JNK fuera inhibida 

por el pre-tratamiento con LPI, y que también la cinasa IKK fuera inhibida. Debido a 

que en la vía canónica de señalización del receptor TLR4 las MAPK e IKK son 

brazos independientes, es posible pensar que la inhibición dada por el LPI puede 

ocurrir en dos puntos distintos de la vía. Sin embargo, también existe evidencia de 

vías no canónicas de señalización del TLR4, lo que abre nuevas posibilidades en 

los puntos donde el LPI pudiera bloquear la señal del TLR4.   

Por ejemplo, diferentes grupos (DeSmaele y colaboradores 2001, Papa y 

colaboradores 2004, Moriguchi y colaboradores 2004, Tang y colaboradores 2001) 

(117-120) han demostrado una comunicación cruzada entre las vías de IKK/NFkB y 

JNK. DeSmaele y colaboradores (2001), (117) encontraron que NFkB activa a la 

proteína Gadd45β, la cual inactiva a MKK7/JNKK2, que actúa río arriba de JNK e 

induce su activación. Si esta vía existiera en BMMCs, el bloqueo de NFkB llevaría 

también a la inhibición de JNK.  Otras propuestas incluyen a los ROS (Sakon y 

colaboradores, 2003)(121) o a la proteína XIAP, que también es blanco de NFkB y su 

inducción disminuye a JNK sin afectar a p-38 y ERK 1/2. (120) Independientemente 

de cómo se lleve a cabo el crosstalk entre NFkB y JNK, es clara la existencia de 

esta interacción. Si NFkB y JNK estuvieran conectados de alguna manera en las 

CCs, entonces los efectos inhibidores del LPI podrían estar en un solo punto: la 

cinasa IKK, y eso sería suficiente para conducir a la inhibición de NFkB (p-65) y de 

JNK.  

Si bien la inhibición del LPI sobre el sistema de señalización del TLR4 puede ser en 

IKK, también podría deberse a otras razones e involucrar a otras proteínas. Los 

efectos de otros lípidos bioactivos sobre células del sistema inmune y la evidencia 

existente de comunicación cruzada de otros GPCRs con el TLR4, o la participación 

del sistema endocannabinoide podrían ofrecer una explicación a la inhibición 

observada.  
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Jackson y colaboradores (2008), (122) observaron que una de las enzimas que regula 

la síntesis de lisofosfatidilcolina (LPC), la lisofosfatidilcolina aciltransferasa, regula 

la translocación del TLR-4 a balsas lipídicas en la membrana lipídica y, por 

consiguiente, regula las funciones del TLR-4. Más recientemente Wang y 

colaboradores (2016), (26) en estudios con micro-arreglos, demostraron que el LPA 

disminuye la expresión de los receptores TLR-7 y TLR-3, mientras que la S1P inhibe 

la expresión del TLR-5. Si bien nosotros no evaluamos los efectos del LPI sobre la 

expresión del TLR4, sería interesante realizarlos y observar si la cantidad de TLR4 

en células pre-tratadas con LPI es la misma que la existente en células pre-tratadas 

con el vehículo.  

Por otro lado, dentro de la vía de señalización del GPR55, una de las proteínas 

fundamentales es la proteína Rho y río abajo, la cinasa de unión a Rho (ROCK). 

Algunos autores demostraron que la inhibición farmacológica de estas proteínas 

aumenta la producción de citocinas, así como la fosforilación de algunas proteínas 

en el sistema del TLR4. Gruber y colaboradores (2018)(123) inhibieron a ROCK 1/2 

en macrófagos y observaron que ésto potenció la producción de TNF-α y la 

fosforilación de proteínas como NFkB, ERK 1/2 y p-38. En astrocitos, distintos 

autores (Konat y colaboradores, 2008 y Borysiewicz y colaboradores, (2009) (124,125) 

antagonizaron a proteínas Rho con toxina B y observaron que la inhibición aumenta 

la expresión de genes de citocinas inducidas por LPS como IL-1β, TNF-α, IL-6 y 

TGF-β lo cual también se vió a nivel protéico. Estos antecedentes sugieren que Rho 

o ROCK, activadas por el LPI, pueden ser las proteínas que interactúan con el 

sistema del TLR.  

La interacción GPCRs-TLR4 ha sido documentada en repetidas ocasiones. Por 

ejemplo, en nuestro laboratorio, Madera-Salcedo y colaboradores (2013), (100) 

demostró que otros receptores GPCRs, como son los receptores a opioides μ y δ, 

también modulan los efectos del TLR4 en BMMCs. Sin embargo, esa modulación 

se observó en proteínas río arriba, como TAK-1 y TRAF-6, sugiriendo que la 

proteína β-arrestina (componente de las vías de señalización activadas por todos 

los GPCRs) se unía a TRAF-6 previniendo su ubiquitinación y, por ende, inhibiendo 
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la vía. Adicionalmente, otros autores (126) encontraron que la β-arrestina inhibe la 

fosforilación de IkBα, disminuyendo su degradación y, por ende, bloqueando la 

liberación de NFkB. También se sabe que la subunidad β1 de las proteínas G 

interactúa directamente con la deacetilasa de histona (HDAC) que regula la 

expresión de genes inflamatorios inducidos por el LPS. (127) Las proteínas 

reguladoras de la señalización de proteínas G (RGSs) también regulan al TLR-4. 

Lattin y colaboradores (2007), (128) mencionan que las RGS1, 2, 10, 18 y 19 están 

expresadas en macrófagos y modulan los efectos producidos por el LPS aunque no 

mencionan el mecanismo. Finalmente, las cinasas reguladoras de proteínas G 

(GRKs) como la GRK1 regulan la desensibilización del receptor TLR4. (129) Estas 

evidencias muestran que los GPCRs pueden interactuar con la vía del TLR-4 por 

diferentes mecanismos y alguno de ellos podría estar participando en los efectos 

inhibitorios del LPI sobre la señalización del TLR4 que nosotros observamos.  

Finalmente, los efectos del LPI y de agonistas del receptor GPR55 sobre el receptor 

TLR4 podrían requerir de la participación del sistema endocannabinoide. En nuestro 

laboratorio, Espinosa-Riquer et al (2019),(27) en un modelo de tolerancia crónica 

inducido por el endocannabinoide, 2-Araqudonoilglicerol (2-AG), observaron un 

efecto similar en la vía del TLR4, con la inhibición de p-65 e IKK pero no de ERK o 

p-38. En dicha investigación, se encontró que los efectos del 2-AG requerían del 

receptor CB2. Aunque en ese trabajo no se evaluó a la proteína JNK, es interesante 

que el LPI ocasione efectos similares a los del 2-AG, por lo que será necesario 

comprobar si existe o no la posibilidad de la participación de un dímero entre el 

GPR55 y el CB2 en las acciones del LPI. En BMMCs, Cruz y colaboradores (2018), 

reportaron un posible dímero entre el GPR55 y el CB2 para explicar las acciones de 

otro endocannabionoide, la anandamida, sobre la desgranulación de las CCs 

estimulada por el receptor FcεRI. (98)  

El LPI es un lipído “recientemente redescubierto” que ha mostrado semejanzas con 

otros lípidos bioactivos como la S1P, de los cuales se tiene un amplio conocimiento 

sobre su participación en funciones fisiológicas y patológicas e incluso ha sido 

considerada como blanco terapéutico para controlar la inflamación.   
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En este estudio observamos los efectos del LPI como un probable HAMP, dado que 

en situaciones fisiológicas induce la activación de ERK 1/2, así como de proteínas 

que regulan el citoesqueleto (LIMK y cofilina), lo que determina su papel en la 

migración. Por otro lado, en condiciones patológicas, es capaz de regular 

negativamente las respuestas del TLR-4 e inducir mecanismos anti-inflamatorios 

que regresan a la célula a la homeostasis.   

Nuestros resultados resaltan la importancia de este lípido en respuestas inmunes y 

sugiere que el LPI y/o el GPR55 deberían considerarse como un blanco terapéutico 

en procesos inflamatorios de tipo agudo o crónico. En procesos agudos otros lípidos 

provenientes de la dieta como el aceite de oliva o pescado han demostrado tener 

efectos neuroprotectores, Morales-Martínez y colaboradores (2019), (130) observaron 

que estos ácidos grasos enriquecen la membrana de sinaptosomas mejorando la 

fluidez de la membrana y confieren un efecto anti-oxidante previniendo el daño 

oxidativo. En procesos inflamatorios crónicos como cáncer, tanto el LPI como las 

CCs han demostrado una importante participación. (64,65) Recientemente Kaesler y 

colaboradores (2019), (131) demostraron que las CCs en cáncer de piel (melanoma), 

son activadas por el LPS producido por la microbiota y que su activación regula la 

defensa inmune del tumor a expensas de células T, por lo que modular este tipo de 

respuestas tendrá repercusiones clínicas importantes.  

Antecedentes como estos remarcan la importancia de la participación de las CCs 

en el sistema inmune innato y sugieren que nuevas aproximaciones terapéuticas, 

como la manipulación del binomio LPI/GPR55 pueden ser estrategias útiles en 

diferentes patologías. Será entonces relevante conocer el alcance de las funciones 

del LPI en diferentes condiciones para generar conocimiento suficiente que 

justifique su uso como un modulador de las respuestas inflamatorias en las CCs.  
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8.-RESUMEN DE RESULTADOS 

El LPI en condiciones fisiológicas participa en la activación de proteínas como ERK 

1/2, LIMK y cofilina en CCs, induciendo cambios en el anillo de actina cortical y la 

migración con una potencia mayor a la observada con S1P.  (Ver Figura 22) 

Ante un estímulo patológico, el LPI disminuyó las acciones pro-inflamatorias del 

receptor TLR-4, al inhibir la fosforilación de JNK, IKK y p-65 inducida por LPS y 

previniendo la acumulación del mRNA de las citocinas TNF, IL-6, Il-4, TGF-β, IL-2, 

VEGF y CCL2.  (Ver Figura 22) 

 

9.-CONCLUSIÓN 

El LPI cumple con los criterios necesarios para ser considerado un patrón molecular 

asociado a homeostasis (HAMP) en las células cebadas.  

 

Figura 22. El LPI como HAMP de las CCs. Efectos del LPI en las CCs, en condiciones 
fisiológicas induce la activación de ERK y proteínas relacionadas con el citoesqueleto de actina 
(LIMK y cofilina). Estas últimas, inducen cambios necesarios que le permiten a la célula migrar. 
También se observan los efectos inhibitorios del LPI en el sistema de transducción de señales 
del TLR-4 y en la síntesis del mRNA de diferentes citocinas. La participación de los receptores a 
cannabinoides (CB1 y CB2) tendrá que ser descartada en experimentos futuros.  
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10.-PERSPECTIVAS 

Nuestros hallazgos abren la puerta a nuevos experimentos que nos permitan 

ampliar el conocimiento del LPI en nuestro modelo celular. Algunos puntos por 

considerar son:  

• Determinar la participación del GPR55 u otros receptores involucrados (CB1, 

CB2, GPR18) en los efectos observados con LPI, con aproximaciones 

farmacológicas utilizando antagonistas de estos receptores (AM251, AM630 

y PBS) o por técnicas de biología molecular como siRNAs para los receptores 

involucrados (GPR55, CB1, CB2 y GPR18). 

• Determinar si las CCs son productoras de LPI. Para este fin, se puede 

determinar la actividad de enzimas involucradas en la síntesis del lípido o 

bien analizar el sobrenadante de un cultivo celular y cuantificar la 

concentración del LPI.  

• Investigar el significado funcional de la activación de ERK 1/2 o p-65 inducida 

por el LPI en CCs. Por ejemplo, se podrían estudiar los efectos de ERK1/2 

en la activación de CREB y su papel en la proliferación celular.  

• Investigar el mecanismo por el cual el binomio LPI/GPR55 interactúa con el 

sistema de señalización del TLR4. En este punto se tendrá que estudiar si el 

LPI modifica la expresión del TLR4 usando técnicas de biología molecular. 

Para investigar proteínas que puedan interactuar con la vía del TLR4 se 

pueden usar agonistas o antagonistas de ciertas proteínas como Rho o 

ROCK, GRKs, β-arrestinas o GRPs, y, una vez localizado el punto de 

interacción, realizar ensayos de co-localización o co-inmunoprecipitación.  

Adicionalmente se tendrá que descartar la participación del dímero entre el 

GPR55 y el CB2, antes reportado en las acciones del LPI. 

• Comprobar si en modelos de inflamación in vivo se reproducen los efectos 

inhibitorios del LPI sobre el TLR4, tanto en animales WT como en animales 

carentes de CCs para valorar la participación de este tipo celular en alguna 

respuesta sistémica al LPS.  Se puede realizar un modelo de inflamación 
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aguda y crónica inyectando LPS intraperitoneal y analizar, tanto la 

concentración del LPI como sus efectos en el sistema del TLR4. 

• Dada la relevancia de la participación del LPI y CCs en procesos 

inflamatorios crónicos de tipo oncológico, también sería interesante estudiar 

los efectos de este lípido en migración y sus efectos como HAMP en un 

modelo in vivo de melanoma, el cual ya se encuentra estandarizado en 

nuestro laboratorio.  
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V.- ANEXOS 

V.I. Materiales  

    V.I.I Reactivos  

Reactivo Descripción 

General 

Descripción 

Funcional 

No. De 

Catálogo Y 

Proveedor 

Vehículo 

IgE  (Ratón) Anticuerpo 

monoclonal anti-

dinitrofenol clona 

SPE7 

IgE capaz de 

reconocer a un 

antígeno artificial 

compuesto por 

albúmina humana 

acoplada a 

dinitrofenol (DNP-

HSA).  

Sigma Aldrich 

#D8406 

Agua MQ 

Dinitrofenol unido a 

albúmina sérica 

humana (DNP-HSA) 

Antígeno artificial 

reconocido por la 

IgE de la clona 

SPE7.  

Activa al receptor 

FcRI en células 

sensibilizadas con 

la IgE SPE7. 

Sigma Aldrich 

#A6661 

Agua MQ 

Lipopolisacárido 

bacteriano (LPS) 

Componente de la 

pared externa de E. 

coli, Serotipo 

026:B6 

Ligando del co-

receptor CD14 y 

del Receptor Tipo 

Toll 4 (TLR-4) 

Sigma Aldrich 

#L8274-

100mg 

Agua MQ 

L-α -

lisofosfatidilinositol 

(LPI), sal de sodio de 

glicina max (frijol de 

soya) 

 

1-acil-sn-glicero-

3-fosfo-(1-D-myo-

inositol) 

Agonista del 

receptor GPR55 

Sigma Aldrich 

#L7635-1MG 

70% 

Cloroformo, 

27% 

Metanol y 

3% Agua 

O-1602 5-metil-4-[(1R,6R)-

3-metil-6-(1-

metiletanil)-2-

ciclohexan-1-il]-1,3-

benzenediol 

Agonista selectivo 

del GPR55 

Cayman 

Chemical 

#10006803 

DMSO 

ML-193 N-[4-[[(3,4-Dimetil-

5-isoxazolil)amino] 

sulfonil]fenil]-6,8-

dimetil-2-(2-

piridinil)-4-

quinolinacarboxami

da 

Antagonista del 

GPR55 

R&D Systems 

#4860/10 

DMSO 

AM251 1-(2,4-

Diclorofenil)-5-(4-

iodofenil)-4-metil-

N-1-piperidinil-1H-

Agonista inverso 

del CB1 

Sigma Aldrich 

#A6226 

Etanol 
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pirazol-3-

carboxamida 

 

AM630 6-Iodo-2-metil-1-[2-

(4-morfolinyl)etil]-

1H-indol-3-il](4-

metoxifenil)metano

na 

 

Agonista Inverso 

del CB2 

Tocris 

Bioscience 

#1120 

Etanol 

 

Esfngosina-1-fosfato 

(S1P) 

(2S,3R,4E)-2-

Amino-4-

octadecen-1,3-diol 

1-fosfato, D-eritro-

esfingosina 1-

fosfato 

Agonista de los 

S1PRs 

Sigam Aldrich 

#S9666 

DMSO 

 

 

 

Faloidina acoplada a 

Rodamina  

Micotoxina 

acoplada a 

Isotiocianato de 

Tetrametilrodamina  

Reconoce F-

actina 

Life Thecnolo-

gies 

# R415 

Solución de 

Bloqueo 

DAPI 4´6-diamino-2-

fenilindol 

Reconoce el DNA Invitrogen 

#D1306 

PBS 1X 
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      V.I.II Anticuerpos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Anticuerpo Especie Sitio de 

reconocimiento 

Tipo Catálogo Marca Dilución 

p-ERK 1/2 Conejo Tyr 202/Tyr 204 Policlonal 9101 Cell Signaling 1:15,000 

p-p65 NF-κB Conejo Ser 536 (9H1) Monoclonal 3033 Cell Signaling 1: 5,000 

p-IKK/ Conejo Ser 176/180 Monoclonal 2697 Cell Signaling 1:5,000 

p-LIMK  Conejo Thr 508/505  28409-R Santa Cruz 

Biotechnology 

1:5,000 

p-TAK1 Conejo Thr 184/187 Policlonal 4531 Cell Signaling 1:5,000 

p-p38 Conejo  Thr180/Tyr 182 Policlonal 9211 Cell Signaling 1:20,00 

p-JNK Conejo Thr183/Tyr 185 Policlonal 9252 Cell Signaling 1:5,000 

p-Cofilina Conejo Phospho Ser3 Monoclonal 3313 Cell Signaling 1:4,000 

Β-actina ratón C-terminal de la 

actina 

Monoclonal ACTBD1

1B7 

Santa Cruz 

Biotechnology 

1:15,000 

Anticuerpo 

secundario 

Conejo/

Ratón 

Anticuerpos de 

conejo o Ratón 

Monoclonal  Jackson 

Immunoresearc

h 

1:15,000 
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      V.I.III Oligos 

 

 

Citocina UP DOWN No. De 

catálogo o 

referencia 

IL-2 5´- 

TCAAGCTCCACT 

TCAAGCTCTACA 

GCGGAAG-3´ 

5´- 

GACAGAAGGCTA 

TCCATCTCCTCA 

GAAAGTCC-3´ 

Lofstrand 

Labs Limited 

GOIL2U 

IL-4 5´- 

CCAGCTAGTTGT 

CATCCTGCTCTT 

CTTTCTCG-3´ 

5´- 

CAGTGATGTGGA 

CTTGGACTCATT 

CATGGTGC-3´ 

Lofstrand 

Labs Limited 

GOIL4D 

IL-6 5´-

ATGAAGTTCCTC 

TCTGCAAGAGAC 

T-3´ 

5´- 

CACTAGGTTGCC 

GAGTAGATCTC-3´ 

Lofstrand 

Labs Limited 

GOIL6D 

TNF-α 5´- 

TTCTGTCTACTG 

AACTTCGGGGTG 

ATCGGTCC-3´ 

5´- 

GTATGAGATAGC 

AAATCGGCTGAC 

GGTGTGGG-3´ 

Lofstrand 

Labs Limited 

GOTNFAD 

TGF-β 

818 

5´- 

CGCAACAACGCC 

ATCTATGAGAAA-3´ 

5´- 

TTGCAGGAGCGC 

ACAATCATGTTG-3´ 

 

CCL2 5´- 

GTCACACTGGTC 

ACTCCTAC-3´ 

5´- 

AGAGAGCCAGAC 

GGAGGAAG-3´ 

Invitrogen 

custom 

primers  

VEGF 5′-

CTGCTCTCTTGG 

GTCCACTGG-3′ 

5′-CACCGCCTTGGC 

TTGTCACAT-3′  

 

GAPDH 5´- 

TGAAGGTCGGTG 

TGAACGGATTTG 

GC-3´ 

5´- 

CATGTAGGCCAT 

GAGGTCCACCAC- 

3´ 

Lofstrand 

Labs Limited  

GOG3D 


