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1. Glosario 1 

ADN  Ácido desoxirribonucleico 2 

AMPc  Adenosin monofosfato cíclico 3 

Akt  Proteína cinasa B 4 

ARN  Ácido ribonucleico 5 

AP1  Proteína activadora de la transcripción 1 6 

CREB  Elemento de respuesta a unión con AMPc 7 

CBP  Proteína de unión a CREB 8 

GSK3  Glucógeno sintasa cinasa 3 9 

IκB-α  Inhibidor de NF-κB-α 10 

IKK  IκB-α cinasa 11 

LTA  Ácido Lipoteicoico 12 

LPS  Lipopolisacárido 13 

MCP1  Proteína quimioatrayente de monocitos 1 14 

mTORC1/2 Complejo de mamífero diana de rapamicina 1/2 15 

NOD  Receptor tipo oligomerización de nucleótidos 16 

PDK1  Cinasa dependiente de fosfoinositido 1 17 

PGN  Péptidoglucano 18 

PKA  Proteína cinasa A 19 

PKB  Proteína cinasa B 20 

PKC  Proteína cinasa C 21 

PI3K  Fosfatidil-inositol 3-cinasa 22 

PIP2  Fosfatidil inositol 2-fosfato 23 

PIP3  Fosfatidil inositol 3-fosfato 24 

PMAP  Patrón molecular asociado a patógeno 25 

PRR  Receptor de reconocimiento de patógeno 26 

PTEN  Fosfatidil inositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa 27 

RTK  Receptor con actividad tirosina cinasa 28 

S6K  Proteína ribosomal S6 cinasa 29 

STAT  Proteína traductora de señal y activadora de la transcripción 30 

TIR  Dominio homólogo del receptor Toll/Interleucina-1 31 

TLR  Receptor tipo Toll 32 

NF-κB  Factor nuclear kappa B 33 

 34 
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4. Resumen 111 

En mamíferos la enzima glucógeno sintasa cinasa 3 (GSK3) participa en diversos 112 

procesos celulares como la diferenciación, la apoptosis y la inflamación. Durante la 113 

inflamación producida por infecciones bacterianas, la enzima GSK3 se inhibe por 114 

fosforilación, lo que conduce a cambios en la expresión de genes que codifican para 115 

las interleucinas IL-8 (pro-inflamatoria) e IL-10 (anti-inflamatoria) mediante la 116 

activación de NF-κB y CREB, respectivamente. Se han identificado dos parálogos de 117 

la enzima GSK3 llamados GSK3α y GSK3β. Aunque la función de GSK3β en la 118 

producción de citocinas está bien establecida en modelos de monocitos estimulados 119 

con lipopolisacárido (LPS), no hay estudios que demuestren la participación de la 120 

isoforma GSK3α en este proceso. Previamente, nuestro equipo de trabajo observó que 121 

durante las infecciones de células de endotelio bovino (CEB) con el patógeno 122 

Staphylococcus aureus ocurre la inhibición preferencial de la isoforma GSK3α.  123 

El objetivo de este trabajo fue demostrar que durante las infecciones de células 124 

endoteliales por S. aureus, la isoforma GSK3α controla la expresión de citocinas y 125 

como consecuencia de ello, la inflamación. En cursos temporales de infección, se 126 

observó una inhibición preferencial por fosforilación de la isoforma GSK3α, comparada 127 

con la inhibición de la isoforma GSK3β durante los primeros 40 min de infección se 128 

incrementó la fosforilación de NF-κB en Ser536 (fosfo-NF-κB), su translocación al 129 

núcleo y la interacción con el co-activador CBP, lo que resultó en una mayor expresión 130 

de IL-8. Sin embargo, transcurridos los 40 min iniciales de infección, GSK3α pierde 131 

gradualmente su actividad constitutiva, incrementa la activación de CREB por 132 

fosforilación en Ser133 y su interacción con el co-activador CBP, lo que produjo un 133 

incremento en la expresión de IL-10. Simultáneamente, se redujo de manera gradual 134 

la abundancia relativa de fosfo-NF-κB y disminuyó también su presencia en el núcleo. 135 

Estos hallazgos fueron confirmados en modelos celulares por la técnica silenciamiento 136 

con ARN de interferencia (siRNA) específico dirigido a cada una de las isoformas de 137 

GSK3. El silenciamiento del gen de la isoforma GSK3α dio como resultado un 138 

incremento de la expresión de IL-10, mediado por el complejo CBP/CREB, y una 139 

reducción de la expresión de IL-8 por la disminución de la formación del complejo 140 

CBP/NF-κB. Los resultados indican que la isoforma GSK3α regula la expresión de las 141 

citocinas IL-8 e IL-10 en endotelio bovino infectado con S. aureus. 142 

Palabras clave: Citocinas, célula endotelial, Staphylococcus aureus, GSK3, 143 

Inflamación. 144 
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5. Abstract 145 

In mammals the enzyme glycogen synthase kinase 3 (GSK3) participates in various 146 

cellular processes such as differentiation, apoptosis and inflammation. During episodes 147 

of inflammation caused by bacterial infections, the GSK3 enzyme is inhibited by 148 

phosphorylation, which leads to changes in expression of IL-8 (pro-inflammatory) and 149 

IL-10 (anti-inflammatory) interleukins by activating NF-κB and CREB, respectively. Two 150 

GSK3 enzyme paralogs called GSK3α and GSK3β have been identified. Although the 151 

role of GSK3β as a regulator of cytokine production is well established in models of 152 

lipopolysaccharide stimulated monocytes (LPS), there are no studies demonstrating 153 

the involvement of GSK3α isoform in this process. Previously, our team observed that 154 

during bovine endothelial cell (BEC) infections with the pathogen Staphylococcus 155 

aureus, a preferential inhibition of the GSK3α isoform was detected.  156 

The aim of this study was to assess if during endothelial cell infections with S. aureus, 157 

the GSK3α isoform controls cytokine expression and, as a consequence, inflammation. 158 

In temporary courses of infection, a preferential inhibition by phosphorylation of the 159 

GSK3α isoform was observed, compared to the inhibition of the GSK3β isoform, during 160 

the first 40 minutes of infection NF-κB phosphorylation was increased in Ser536 161 

(phospho-NF-κB), its translocation to the nucleus and interaction with the CBP co-162 

activator, which resulted in an induction of IL-8 expression. However, after the initial 40 163 

minutes of infection, GSK3α gradually lost its constituent activity, CREB activation by 164 

phosphorylation increased in Ser133 and its interaction with the CBP co-activator, 165 

resulting in an increase in IL-10 expression. Simultaneously, the relative abundance of 166 

phospho-NF-κB was gradually reduced and its presence in the nucleus also 167 

decreased. These findings were confirmed in cellular models by the specific RNA 168 

interference silencing technique (siRNA) targeting each of the GSK3 isoforms. The 169 

silencing of the isoform GSK3α gene resulted in an increase in IL-10 expression, 170 

mediated by the CBP/CREB complex, and a reduction in IL-8 expression by decreasing 171 

the formation of the CBP/NF-κB complex. The results indicate that the GSK3α isoform 172 

regulates expression of IL-8 and IL-10 cytokines in S. aureus infected bovine 173 

endothelium. 174 

 175 
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6. Introducción 176 

6.1. Generalidades de Staphylococcus aureus. 177 

La bacteria Staphylococcus aureus pertenece a la familia microccocaceae, género 178 

Staphylococcus. Es un coco gram positivo no móvil que no forma esporas, tiende a 179 

crecer en forma de racimo, pero también puede encontrarse en pares y cadenas 180 

cortas. Es anaerobio facultativo y produce enzimas como coagulasa, catalasa y 181 

nucleasa (Thomer et al., 2016). A esta esta bacteria se le considera uno de los 182 

mayores patógenos de animales y humanos. En el humano es capaz de colonizar e 183 

invadir cualquier tejido, debido en parte a la diversidad de factores de virulencia que 184 

expresa. 185 

Se estima que alrededor del 30% de la población humana está colonizada por esta 186 

bacteria, lo que indica que puede vivir como comensal; sin embargo, puede producir 187 

enfermedades que van desde infecciones leves de la piel hasta infecciones 188 

potencialmente fatales como bacteriemia, endocarditis infecciosa, osteomielitis, 189 

meningitis, neumonía, etc (Tong et al., 2015). 190 

El estudio de las características de S. aureus ha recobrado importancia en los últimos 191 

años debido en parte al surgimiento de cepas  resistentes a la acción de antibióticos. 192 

En este contexto, se ha reportado que esta bacteria carece del sistema de edición 193 

genética CRISPR/CAS (Marraffini 2013), lo que se ha asociado a un aumento de la 194 

capacidad de incorporación de material genético exógeno, incluidos los genes 195 

necesarios para desarrollar resistencia a una amplia variedad de antibióticos (Palmer y 196 

Gilmore 2010). 197 

En el ambiente hospitalario S. aureus cobra particular interés por la presencia de 198 

cepas seleccionadas que presentan una alta resistencia a los antibióticos y a que es la 199 

principal causa de infecciones en tejidos blandos en pacientes canalizados o con 200 

dispositivos ortopédicos y en infecciones post-operatorias. Dada la versatilidad de 201 

infecciones que produce, el alto índice de personas colonizadas por esta bacteria y el 202 

incremento gradual de la resistencia a los antibióticos, S. aureus se considera 203 

actualmente un problema de salud mundial. Esta bacteria ha sido designada como el 204 

mejor ejemplo del desarrollo de la resistencia antimicrobiana (Chambers & DeLeo, 205 

2009) y se han descrito ya varias cepas resistentes a todos los antibióticos disponibles 206 

excepto a la telavancina, un derivado semi-sintético de la vancomicina. No obstante, el 207 

uso de telavancina está altamente restringido porque ha inducido efectos 208 

teratogénicos en ratones (Bookstaver et al., 2015).  209 
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6.2. Factores de virulencia 210 

La patogénesis ligada a las infecciones por S. aureus está asociada a la evasión de la 211 

respuesta inmune y la pérdida de regulación de la respuesta inflamatoria. Se ha 212 

reportado que aunque la incidencia de infecciones producidas por la bacteria se 213 

incrementa en aquellos individuos pre-colonizados, ésta no es una característica 214 

indispensable. Además, las exposiciones previas no producen protección contra 215 

futuras infecciones (Giersing et al., 2016), lo que indica el desarrollo de mecanismos 216 

por parte de la bacteria que impiden la instauración de una respuesta inmune 217 

adaptativa. Esta observación está apoyada también en la falla del desarrollo de 218 

vacunas efectivas en las que se han empleado proteínas capsulares o de pared celular 219 

sin efectividad clínica (Giersing et al., 2016). 220 

Para lograr colonizar e invadir tejidos en el hospedero S. aureus produce una amplia 221 

variedad de proteínas que pueden estar unidas covalentemente a su pared celular o 222 

que son secretadas y que tienen un papel fundamental en la virulencia de la bacteria. 223 

En la Tabla 1 se resumen algunas de las proteínas asociadas a la virulencia de S. 224 

aureus y su efecto en el hospedero (Thomer et al., 2016). 225 

Tabla 1. Factores de virulencia de Staphylococcus aureus 226 

 

Nombre Gen Función propuesta Defecto en la virulencia asociado a la pérdida 
del gen 

Sintasa de adenosina adsA Síntesis de los 
inmunosupresores Ado,dADO 

Supervivencia reducida en sangre 

Nucleasa nuc Degradación de trampas 
extracelulares de neutrófilos 

Supervivencia reducida en sangre 

Factor de coagulación A clfA Coagulación Incremento de la fagocitosis 

Coagulasa coa 
vwb 

Coagulación Incremento de la fagocitosis 

Proteína A spa Unión al dominio Fcγ de Igs Incremento de la opsonización y fagocitosis 

Leucocidinas blgAB 
blgCB 
lukAB 

Lisis de leucocitos Supervivencia reducida en sangre 

Proteína repetida de unión a 
fibronectina A, B 

fnBPA 
fnBPB 

Unión a fibrinógeno y 
reconocimiento de la 
integrina α5β1 

Desconocida 

Inhibidor del complemento 
estafilocócico 

scin 
scinB 
scinC 

Bloqueo de la convertasa 
C3 

Desconocida 

Proteína de unión extracelular 
del complemento 

ecb Bloqueo de la convertasa C3 Desconocida 

Aureolisina aur Degradación de péptidos 
antimicrobianos 

Reducción de la carga bacteriana en órganos 

α-hemolisina hla Disrupción de barreras 
epiteliales y endoteliales 

Reducción de la carga bacteriana en órganos 

Proteína de repetidos Ser-Asp 
C,D 

sdrC 
sdrD 

Ligandos desconocidos Reducción de la carga bacteriana en órganos 



8 
 

Determinantes de uso de 
hierro en superficie 

isdA 
isdB 
isdC 

Utilización del hierro del grupo 
hemo 

Reducción de la carga bacteriana 

Lipoproteína de transferencia 
diacil-glicérido 

lgt Lipidación de lipoproteínas Hipervirulencia, abscesos sin células inmunes 
debido a la pérdida de ligandos de TLR-2 

Proteína de adhesión 
extracelular 

eap Inhibición de la adherencia de 
neutrófilos al endotelio 

Reducción de la carga bacteriana en órganos 

Proteína de unión a 
fibrinógeno 

efb Unión a fibrinógeno Reducción de la carga bacteriana en órganos 

Modulinas solubles en fenol psmα Modulación de la producción 
de citocinas 

Incremento de la carga bacteriana en órganos 

Superantígenos 
estafilocócicos 5, 10 

ssl5 
ssl10 

Inhibidor de la quimiotaxis 
de neutrófilos 

Desconocida 

Proteína inhibidora de 
quimiotaxis 

chips Inhibidor de la quimiotaxis de 
neutrófilos 

Desconocida 

Proteína inhibidora del 
receptor de péptidos 
formilados 

flipr 
flipr-
like 

Inhibidor de la quimiotaxis de 
neutrófilos 

Desconocida 

 227 

6.3. Fisiopatología de las infecciones por Staphylococcus 228 

aureus. 229 
Una infección típica producida por S. aureus comienza con el ingreso de la bacteria a 230 

los tejidos blandos o al torrente sanguíneo a través de heridas en la piel (cortes 231 

superficiales) o el ingreso de cuerpos extraños (catéteres o tubos de respiración en 232 

hospitales). También se pueden producir infecciones en zonas sin heridas aparentes 233 

como los folículos capilares (Tong et al., 2015). Una vez en el interior del hospedero la 234 

bacteria comienza a expresar proteínas en la superficie de su pared celular que le 235 

facilitan la adherencia a las membranas celulares, por medio su interacción con 236 

receptores en las células del hospedero (Van Belkum et al., 2002). Una característica 237 

de las infecciones producidas por S. aureus es la generación de infiltrados al sitio de la 238 

infección de células inmunitarias como neutrófilos en una primera etapa y de 239 

macrófagos en una segunda etapa. Sin embargo, la bacteria logra sobrevivir a la 240 

respuesta inmunitaria mediante distintos mecanismos y se mantiene viable en las 241 

lesiones denominadas abscesos en los que induce la apoptosis de los fagocitos y la 242 

formación de células “foam” (Kobayashi et al., 2015). Se ha reportado que cuando S. 243 

aureus entra al torrente sanguíneo de ratones, se observa una disminución de la carga 244 

bacteriana en el transcurso de minutos hasta un par de horas y simultáneamente se 245 

detecta un incremento en la abundancia bacteriana en tejidos y órganos(Thomer et al., 246 

2016).  247 

Aunque no se le considera un patógeno intracelular, se reconoce que S. aureus se 248 

internaliza en las células fagocíticas, epitelios y endotelios (Oviedo-Boyso et al., 2011). 249 

Al inhibir la formación y acción de los fagolisosomas, la bacteria adquiere su propio 250 

nicho donde sobrevive y replica. Esto da como resultado la instauración de infecciones 251 
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recurrentes y de carácter crónico. En estas circunstancias, se ha reportado que la 252 

bacteria es capaz de modificar su fenotipo hacia el denominado “variantes de colonia 253 

pequeña” que muestra una capacidad inmunoreguladora disminuida en comparación 254 

con las bacterias de fenotipo normal (Tuchscherr et al., 2010, Tuchscherr et al., 2011). 255 

Estas variantes fenotípicas pueden permanecer en el interior de las células y sobrevivir 256 

durante el tiempo suficiente para producir infecciones recurrentes. 257 

La capacidad de la bacteria para reclutar células inmunitarias en una primera etapa y 258 

de inhibir su función a través de la inducción de apoptosis o la inhibición de la 259 

formación de los fagolisosomas maduros radica en el potencial que tiene para 260 

manipular la respuesta inflamatoria, mediante la expresión de citocinas de carácter 261 

pro- o anti-inflamatorio como interleucina-8 (IL-8) o interleucina-10 (IL-10), 262 

respectivamente (Pietrocola et al., 2017, Thammavongsa et al., 2015). Estas 263 

características de la infección por S. aureus son explicadas por el modelo de infección 264 

“Trojan horse” (Figura 1), el cual establece que durante la primera etapa de la 265 

infección, la bacteria induce la expresión de citocinas quimioatrayentes y pro-266 

inflamatorias con el fin de favorecer la infiltración de neutrófilos, mientras que en una 267 

segunda etapa las bacterias son fagocitadas por los neutrófilos y monocitos. Esto es 268 

sin duda un excelente modelo de co-adaptación porque las bacterias son capaces de 269 

sobrevivir durante días en las vacuolas de estas células, y pueden servir como 270 

vectores que ayudan a la extravasación y diseminación de la bacteria por el torrente 271 

sanguíneo y los tejidos sanos. Este modelo ha sido probado mediante la inoculación 272 

en ratones de neutrófilos viables con S. aureus internalizado, en los cuales se ha 273 

observado que los ratones que reciben los neutrófilos infectados desarrollan abscesos. 274 

La caracterización de estas lesiones muestra una predominancia de la población 275 

celular neutrofílica, lo que destaca su importancia en la instauración de una respuesta 276 

contra la bacteria, en parte porque son las células inmunitarias predominantes en el 277 

torrente sanguíneo y las más rápidas en acudir al sitio de la infección (Tan et al., 278 

2013). 279 

6.4. Manipulación de la respuesta inflamatoria por Staphylococcus 280 

aureus. 281 
Diversos estudios en modelos de experimentación en animales y cultivos celulares, 282 

han demostrado que la estimulación con S. aureus se caracteriza por una expresión 283 

alta de citocinas pro-inflamatorias, como IL-1, IL-6, IL-8 y factor de necrosis tumoral α 284 

(TNFα) tras el contacto inicial. Sin embargo, a medida que evoluciona la infección, la 285 

expresión de estas citocinas se abate y se estimula la expresión de citocinas anti-286 
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inflamatorias en una segunda etapa como IL-4 e IL-10 (Tajima et al., 2007) (Björkander 287 

et al., 2016) (Ferreira et al., 2012) (Günther et al., 2011) (Günther et al., 2017). 288 

IL-8 es una citocina pro-inflamatoria y quimioatrayente de neutrófilos. Se le considera 289 

una de las primeras citocinas en liberarse tras el reconocimiento de la presencia de 290 

bacterias en el hospedero y juega un papel fundamental en la eliminación de S. aureus 291 

en modelos experimentales (Weitkamp et al., 2002) (Venza et al., 2007). Hay reportes 292 

aparentemente contradictorios acerca del papel de S. aureus en la inducción de esta 293 

citocina. Por ejemplo, se ha reportado que en células de endotelio estimuladas con S. 294 

aureus durante 30 min y posteriormente eliminado con lisostafina, se observa un 295 

incremento en la expresión de IL-8 a nivel de ARN mensajero y el péptido (Yao et al., 296 

1996). Otro estudio revela que la incubación de células de endotelio humano con 297 

cepas virulentas de S. aureus durante 60 min muestra niveles disminuidos de 298 

expresión de IL-8 en comparación a los niveles inducidos por cepas comensales 299 

(Tajima et al., 2007). Dichos efectos también han sido observados en cultivos celulares 300 

estimulados con el sobrenadante de cultivos de la bacteria (Al Alam et al., 2010), por lo 301 

que se sospecha que las cepas más virulentas secretan factores al medio de cultivo 302 

que son los responsables de llevar a cabo la modulación en la expresión de IL-8 y por 303 

ende de la transmigración de neutrófilos (Tajima et al., 2009). Además, debido a que la 304 

expresión de los factores de virulencia de S. aureus son dependientes de la densidad 305 

poblacional, los tiempos de incubación de la bacteria antes de la estimulación y el 306 

tiempo de contacto con las células es importante en el efecto final (Proctor et al., 307 

2014). 308 

Por otra parte, la expresión de la síntesis de IL-10 induce la apoptosis prematura de 309 

neutrófilos, lo que contribuye a la sobrevivencia de la bacteria en los tejidos y se 310 

asocia a la formación de las capas de neutrófilos apoptóticos típicos de los abscesos 311 

provocados por S. aureus (Keel et al., 1997) (Zurek et al., 2015). La expresión de IL-10 312 

inhibe la función y síntesis de las citocinas pro-inflamatorias y por ende la activación 313 

de la inflamación. Se ha especulado que la inducción de su expresión por S. aureus se 314 

asocia a la inhibición de la respuesta inmune innata para favorecer su sobrevivencia. 315 

Esta observación ha quedado de manifiesto en experimentos en ratones IL-10 KO los 316 

cuales presentan una elevada resistencia a las infecciones producidas por S. aureus 317 

durante episodios de infecciones localizadas. Sin embargo, en el aspecto fisiológico la 318 

función de IL-10 es de vital importancia para controlar procesos inflamatorios 319 

innecesarios o exacerbados, ya que la falta de su función resulta fatal durante 320 

episodios de infecciones agudas sistémicas (Leech et al., 2017). 321 
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                                                                                                                                                                S. aureus  es capaz de 

invadir los tejidos directamente o a través de heridas en la piel. Una vez dentro de los tejidos vivos, es reconocido 

por células epiteliales y endoteliales que producen citocinas de carácter pro-inflamatorio para favorecer la 

extravasación de neutrófilos principalmente. Los neutrófilos entonces se agrupan formando una barrera de células 

alrededor de las colonias de bacterias para impedir su diseminación (Absceso). En esta etapa, la bacteria, induce la 

expresión de citocinas anti-inflamatorias que reprimen las funciones bactericidas de los neutrófilos. Finalmente la 

bacteria fagocitada pero viable dentro de los neutrófilos es diseminada al torrente sanguíneo y otros órganos 

 322 

Figura 1. Diagrama del modelo de infección de Staphylococcus aureus “Trojan Horse”. 323 

 324 

 325 

 326 

Estos mecanismos que emplea S. aureus para producir en las células hospederas el 327 

cambio en la síntesis de citocinas de inmuno-activadoras en la primera etapa a 328 

inmunosupresoras en la segunda etapa se encuentra sin resolver hasta ahora. No 329 

obstante, se reconocen bien que diversas mutantes bacterianas en proteínas como las 330 

modulinas solubles en fenol no son capaces de inducir la expresión de IL-10 por las 331 

células dendríticas, lo que resulta en un incremento de la fagocitosis y eliminación de 332 

la bacteria (Armbruster et al., 2016). Estas observaciones sugieren que estos 333 

mecanismos son responsabilidad más de la bacteria que una respuesta de la célula 334 

hospedera. 335 

6.5. Reconocimiento de Staphylococcus aureus por las células del 336 
hospedero. 337 
Se ha postulado que la patogenicidad de S. aureus depende de la expresión de  338 

factores de virulencia que secreta la bacteria o que están presentes en su pared 339 

celular (Lacey et al., 2016). Sin embargo la función de estos factores en la 340 

estimulación del sistema inmune innato es incierta y existen reportes contradictorios 341 

(Fournier & Philpott, 2005). La respuesta celular a varios componentes de la pared 342 
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celular como son péptidoglucano (PGN) y el ácido lipoteicoico (LTA) ha sido  343 

ampliamente descrita (Kumar y Kumar, 2015).  344 

LTA es el compuesto anfipático más abundante de la pared celular de S. aureus. Sus 345 

propiedades fisicoquímicas son similares a las del lipopolisacárido (LPS) de las 346 

bacterias Gram negativas (Su et al., 2006). Se ha demostrado que LTA de S. aureus 347 

provoca la secreción de citocinas y quimiocinas (TNF-α, IL1-β, IL-10, IL-8, IL-12, 348 

leucotrienos y MCP1) de monocitos y macrófagos (Finney et al., 2012) y que es similar 349 

en potencia al LPS para inducir respuestas inmunitarias en diversos cultivos celulares 350 

(Su et al., 2006). Además, la inducción de la expresión de citocinas por LTA es similar 351 

a la que se observa con la bacteria completa cuando es administrada por vía 352 

intranasal, lo que desencadena una fuerte infiltración de neutrófilos y monocitos en 353 

pulmón (Leemans et al., 2003). Se cree que TLR2 es importante en la respuesta 354 

inmune mediante el reconocimiento de LTA de S. aureus, debido a diversos estudios 355 

llevados a cabo en ratones TLR2-/- o por la reducción significativa de TNF-α e IL-6 en 356 

monocitos pre-tratados con anticuerpos anti-TLR2 y estimulados con LTA (Kielian et 357 

al., 2005b) (de Oliviera Nascimento et al., 2012).  358 

PGN es un polímero constituido por cadenas de N-acetilglucosamina y ácido N-359 

acetilmurámico interconectadas por anillos de pentaglicina, formando de esta manera 360 

el componente principal de la pared celular de S. aureus. Se ha reportado que PGN 361 

induce la producción de citocinas y quimiocinas como TNF-α, IL1-β, IL-6 e IL-8 en 362 

monocitos, macrófagos y otros tipos celulares (Tabla 2). Algunos datos experimentales 363 

han indicado que sólo una fracción de PGN es activa. Las cadenas solubles e 364 

insolubles de alto peso molecular de PGN son agonistas débiles y la hidrólisis de estas 365 

cadenas a azúcares y péptidos inhibe la reacción inflamatoria. En el caso particular de 366 

PGN de S. aureus, se considera que tres cadenas peptídicas entrecruzadas es la 367 

estructura mínima para ejercer un estímulo inflamatorio (Kielian et al., 2005a) 368 

(Moreillon & Majcherczyk, 2003). 369 

 370 

 371 

 372 

 373 

 374 

 375 
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 376 

Tabla 2. Estimulación de la expresión de citocinas por S. aureus o por 377 
componentes de su pared celular. 378 

Tipo celular Componente bacteriano de S. 

aureus. 

Proteínas que aumentan su 

expresión 

Referencia 

Macrófagos de ratón S. aureus inactivado por calor IL-10, TNF Volz et al., 2010 

Hepatocitos humanos S. aureus completo TLR2 Sweeney et al., 2011 

Monocitos humanos S. aureus inactivado por calor TLR2 Esen et al., 2004 

Monocitos, células T y células 

presentadoras de antígenos 

humanos 

PGN, LTA IL-10, IL-1β, IL-6, TNF, IL-

12p40 

Von-Aulock et al., 2003 

Standiford et al., 1994 

Queratinocitos humanos PGN, LTA IL-8, TNF Mempel et al., 2003  

Células de riñón embrionario 

humano 

PGN IL-8, TNF Farhat et al., 2008 

Microglía de ratón S. aureus completo TLR2, TNF Kielian et al., 2005 

Endotelio pulmonar de rata LTA eNOS Mitchell et al., 2011 

 379 

Se ha descrito que las células de microglia de ratones TLR2-/-, estimuladas con PGN, 380 

expresan menos TNF-α e IL-10 que células de microglia derivadas de ratones 381 

normales (Fournier & Philpott, 2005). No obstante, si se estimulan con S. aureus 382 

inactivado por calor, las células de microglía TLR2-/- producen citocinas al igual que las 383 

células que expresan niveles normales de TLR2. Aparentemente, TLR2 es necesario 384 

para inducir la expresión de estas citocinas en células estimuladas con PGN, pero no 385 

es necesario si la estimulación se lleva a cabo con S. aureus inactivado por calor 386 

(Fournier, 2013). Diversos estudios han puesto en entredicho la especificidad de TLR2 387 

en el reconocimiento de PGN de S. aureus. Esto es porque PGN altamente purificado 388 

o con deficiencias en la maduración de lipopéptidos es incapaz de estimular TLR2 389 

humano, por lo que se ha propuesto que son precisamente estos lipopéptidos, dentro 390 

de la estructura del PGN y no el PGN en sí, los responsables de la activación de TLR2 391 

(Travassos et al., 2004). Un estudio posterior demostró que PGN purificado por HPLC 392 

es incapaz de estimular CD a través de TLR2; sin embargo, si las CD se pre-estimulan 393 

con PGN purificado y posteriormente con distintos ligandos de TLRs se induce un 394 

efecto sinérgico en la respuesta celular (Volz et al., 2010, Ko & Lee, 2016).  395 

Los macrófagos derivados de ratones TLR2-/-, que no muestran cambios en la 396 

producción de TNF o IL-10 cuando se infectan con S. aureus inactivado por calor, 397 

muestran disminución de la producción de estas citocinas cuando se inhibe la 398 

internalización de la bacteria. De este trabajo se concluyó que además de TLR2 399 

existen receptores intracelulares que modulan la respuesta inflamatoria contra S. 400 

aureus (Kielian et al., 2005a). Estos receptores posteriormente identificados como 401 

receptores de unión a dominios de oligomerización (NOD), al igual que los receptores 402 
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TLR, inducen la activación de vías de señalización celular como la vía del factor 403 

nuclear kappaB (NF-κB) y la vía del fosfatidilinositol trifosfato (PI3K) que constituyen 404 

vías moduladoras importantes de la producción de citocinas (Oviedo-Boyso et al., 405 

2014). 406 

6.6. La vía de transducción NF-κB. 407 

El factor de transcripción NF-κB pertenece a la familia Rel de factores 408 

transcripcionales, constituida por las proteínas NF-κB1 (p50 y su precursor p105), NF-409 

κB2 (p52 y su precursor p100), RelA (p65), RelB y c-Rel (Hoesel & Schmid, 2013). 410 

Estas proteínas se caracterizan por la presencia de un dominio homólogo a Rel (RHD) 411 

que incluye una secuencia de localización nuclear (NLS), lo que les permite 412 

introducirse y permanecer en el núcleo (Oeckinghaus & Ghosh, 2009). Se les 413 

considera factores de transcripción pro-inflamatorios debido a que su actividad 414 

transcripcional es esencial para estimular la expresión de citocinas pro-inflamatorias 415 

como IL-1β, TNF-α, IL-8, e IL-6 (Lawrence, 2009).  416 

Esta vía se puede activar cuando los receptores tipo TLR o NOD interaccionan con 417 

sus respectivos ligandos, lo que resulta en la fosforilación del complejo cinasa de IκB-α 418 

(IKK) formado por las proteínas IKKα e IKKβ. Esto a su vez estimula la fosforilación de 419 

la proteína inhibidora de NF-κB (IκB-α) que mantiene a NF-κB anclado en el 420 

citoplasma. Como resultado IκB-α es poli-ubiquitinada y degradada en el proteasoma 421 

26S liberando así a NF-κB que es translocado al núcleo donde interacciona con co-422 

factores como la acetiltransferasa CBP y con el ADN en el sitio consenso 5′-423 

GGGRNYYYCC-3′ (R representa una purina, Y una pirimidina y N a cualquier 424 

nucleótido) (Oeckinghaus & Ghosh, 2009). 425 

La estimulación de células tipo macrófagos, epitelio de córnea y endotelio con S. 426 

aureus induce la translocación de NF-κB al núcleo por la vía activada mediante TLR-2, 427 

dando como resultado el incremento en la expresión de citocinas pro-inflamatorias 428 

como IL-8 (Figura 2) (Kapetanovic et al., 2007) (Yao et al., 1996) (Heimer et al., 2010). 429 

Es importante destacar que este efecto se observa solo durante las etapas iniciales de 430 

estimulación con la bacteria pero en etapas posteriores esta actividad es inhibida 431 

(Tajima et al., 2007) (Tajima et al., 2009). 432 

 433 

 434 

 435 
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                                                                                                                                        El PGN presente en la pared celular de 

la bacteria es reconocido por los receptores tipo Toll-2 (TLR-2) presente en la membrana celular. Esto conduce a 

la activación del complejo de cinasas IKK formado por las proteínas IKKα e IKKβ. Este complejo activado cataliza 

la fosforilación de IκB-α lo que estimula su ubiquitinación y posterior degradación en el proteasoma 26S. Como 

resultado NF-κB se libera del efecto represor de IκB-α y se transloca al núcleo, donde interacciona con  la 

acetiltransferasa CBP y favorece la expresión de genes como IL-8. 

 436 

 437 

 438 

 439 

 440 

 441 

 442 

 443 

 444 

 445 

Figura 2. La vía de transducción NF-κB activada por Staphylococcus aureus. 446 

 447 

 448 

 449 

6.7. La vía de transducción PI3K. 450 

La enzima PI3K es un heterodímero formado por una subunidad catalítica de 110 kDa 451 

(p110) y una reguladora de 85 kDa (p85). Mediante la activación de receptores con 452 

actividad de tirosina cinasa (RTK), PI3K regula numerosas funciones fisiológicas, 453 

como la supervivencia y proliferación celular, la reorganización del citoesqueleto, la 454 

apoptosis, el metabolismo de la glucosa o la síntesis de citocinas (Fruman et al., 455 

2017). La activación de esta vía por TLRs se inicia cuando un estímulo promueve la 456 

fosforilación de residuos de Tyr en el dominio citosólico de los receptores. Estas fosfo-457 

Tyr son reconocidas a su vez por el dominio SH2 (Src Homology 2 domain) de la 458 

subunidad p85 en el sitio consenso YXXM, lo que trae como consecuencia la 459 

activación de la subunidad catalítica p110. La subunidad p110 activada cataliza la 460 

síntesis de fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3) por fosforilación del fostatidilinositol-461 

4,5-bisfosfato (PIP2), cuya presencia en la cara citosólica de la membrana celular 462 

promueve el reclutamiento de proteínas con dominios homólogos de plekstrina como 463 

el caso de la enzima Akt (Figura 3) (Vanhaesebroeck et al., 2010). 464 

 465 
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 466 

 467 

 468 

 469 

 470 

 471 

 472 

 473 

 474 

 475 

 476 

 477 

 478 

 479 

 480 

 481 

 482 

 483 

 484 

 485 

La enzima Akt, también llamada proteína cinasa B (PKB) por su homología con las 486 

enzimas PKA y PKC, tiene 3 isoformas con 80% de homología entre ellas, aunque son 487 

codificadas por genes distintos (Gonzalez & McGraw, 2009). En su región N-terminal 488 

tienen un dominio homólogo de plekstrina que corresponde al dominio de unión a 489 

PIP3. Después de su reclutamiento a la cara interna de la membrana, Akt es 490 

fosforilada por la cinasa dependiente de 3’-fosfoinosítido (PDK1) en Thr308 y por 491 

Figura 3. Esquema de la vía PI3K activada por receptores tipo TLR.                                                                                                                         Cuando el receptor TLR-2 se une a su 

ligando, se transduce la señal al interior de la célula y se induce la autofosforilación de los residuos de 

tirosina del receptor (TIR) lo que activa la cinasa PI3K formada por las subunidades p85 y p110 que catalizan 

la fosforilación del fosfolípido de membranan fosfatidil-inositol bifosfato (PIP2) a fosfatidil-inositol trifosfato 

(PIP3). El incremento en la abundancia de PIP3 en la membrana celular induce el reclutamiento de la 

proteína Akt a través de su dominio homólogo de Plekstrina (PH) la cual a su vez es fosforilada por las 

enzimas PDK1 en el residuo Thr308 y por mTORC2 en Ser473 lo que induce la completa activación de Akt. 

Akt activado entonces fosforila a GSK3β en el residuo Ser9 lo que resulta en la inactivación de GSK3β. La 

inactivación de GSK3β modifica la expresión de genes debido a la influencia que esta enzima tiene sobre 

varios factores transcripcionales. 
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mTORC2 en Ser473. Estas fosforilaciónes de Akt resultan en su completa activación 492 

para que pueda fosforilar a sus proteínas sustratos, como la enzima glucógeno sintasa 493 

cinasa 3 (GSK3) (Fang et al., 2000) que se ha identificado como uno de los principales 494 

reguladores de la producción de citocinas en células fagocíticas profesionales 495 

(leucocitos) y no profesionales (células endoteliales y epiteliales) (Cortés-Vieyra et al., 496 

2012).  497 

6.8. La enzima GSK3. 498 

La enzima GSK3 es una Ser/Thr cinasa que en mamíferos se encuentra en forma de 2 499 

parálogos llamados GSK3α y GSK3β, que cumplen funciones diferentes aunque 500 

frecuentemente superpuestas. Estas isoformas son codificadas por genes diferentes y 501 

conservan un 98% de homología en el sitio catalítico (Beurel et al., 2015). Se les 502 

puede encontrar formando parte de complejos en la membrana celular, el citoplasma y 503 

el núcleo. 504 

Ambas isoformas pueden fosforilar a los mismos sustratos, aunque experimentos en 505 

ratones a los cuales se les ha borrado la copia de una u otra isoforma demuestra que 506 

en la mayoría de los casos la expresión de una isoforma puede compensar la falta de 507 

la otra con la excepción del hígado en el cual la eliminación de la isoforma beta induce 508 

la muerte embrionaria por malformaciones hepáticas (Hoeflich et al., 2000). 509 

Recientemente, también se ha descrito que algunos sustratos presentan preferencia 510 

por una u otra isoforma lo que sugiere alta especificidad de sus funciones en distintos 511 

contextos (Soutar et al., 2010).  512 

GSK3 constituye una enzima particular en la célula por el hecho de que requiere que 513 

sus sustratos estén prefosforilados, es constitutivamente activa y es capaz de 514 

autofosforilarse en los residuos Tyr279 de GSK3α y Tyr216 de GSK3β durante su 515 

síntesis para estimular su propia actividad cinasa (Cole et al., 2004). Esto significa que 516 

su actividad se inhibe por estimulación celular. En contraste a la mayoría de proteína 517 

cinasas que son específicas y tienen un promedio de 12 sustratos, se ha predicho por 518 

análisis computacional que GSK3β puede fosforilar 500 sustratos, de los cuales 100 519 

han sido confirmados por experimentación in vitro (Linding et al., 2007).  520 

La regulación de la actividad de las isoformas de GSK3 se lleva a cabo por la 521 

fosforilación en los residuos Ser21 de GSK3α y Ser9 de GSK3β, lo que induce un 522 

cambio conformacional de la enzima que resulta en el bloqueo de su sitio catalítico por 523 

su propio amino terminal (Figura 4) (Beurel et al., 2015). 524 
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                                                                                                                                           Después de 

fosforilar los residuos Ser21 y Ser9 presentes en GSK3αβ, el extremo amino-terminal de las enzimas se pliega 

sobre la misma enzima por constituir un pseudo-sustrato lo que resulta en el bloqueo físico de su sitio catalítico e 

impide el acceso de los sustratos de GSK3αβ lo que inhibe su función cinasa 

. 525 

 526 

Figura 4. Modelo de fosforilación-inactivación de las isoformas de GSK3α/β en Ser21/9 por Akt. 527 

 528 

 529 

GSK3β participa en la regulación de la síntesis de citocinas en respuesta a la infección 530 

por Francisella tularensis, Mycobacterium tuberculosis o Helicobacter pylori (Zhang et 531 

al., 2009) (Chan et al., 2009) (Nakayama et al., 2009). Esta regulación está asociada a 532 

la vía PI3K-Akt en respuesta a estimulación de monocitos con LPS, lo que resulta en la 533 

pérdida de la regulación de la producción de citocinas pro- y anti-inflamatorias (Martin 534 

et al., 2005). 535 

6.9. Regulación de la inflamación por GSK3. 536 

Los inhibidores farmacológicos de GSK3 como LiCl o el inhibidor específico SB216763 537 

potencian la expresión de citocinas anti-inflamatorias como IL-10 y reprimen la 538 

expresión de citocinas pro-inflamatorias como IL-8 o IL-12p40 en distintos tipos 539 

celulares estimulados con ligandos de TLR (Deplanche et al., 2016). Por otro lado, la 540 

expresión de mutantes puntuales constitutivamente activas de GSK3α (Ser21Ala) y 541 

GSK3β (Ser9Ala), favorecen la expresión de IL-8, TNF e IL-6 al mismo tiempo que 542 

abaten la expresión de IL-10 en modelos de infección bacteriana (Wang et al., 2011). 543 

El mecanismo de GSK3 que regula la síntesis de citocinas se estudió inicialmente en 544 

ratones GSK3β KO. Sin embargo, se observó que la eliminación de GSK3β produjo la 545 

muerte embrionaria de ratones, lo que constituye un fenotipo que es similar al 546 

observado en ratones NF-κB KO. El mismo estudio reportó que el tratamiento de 547 

fibroblastos con cloruro de litio (inhibidor de GSK3), inhibe la activación de NF-κB 548 
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inducido por TNFα. Estos datos, condujeron a la propuesta de que GSK3β constituye 549 

un regulador positivo de la actividad de NF-κB (Hoeflich et al., 2000), aunque GSK3β 550 

parece no fosforilar a NF-κB en los residuos Ser536 o Ser276, que son importantes 551 

para estimular la actividad de este factor transcripcional. Tampoco se han observado 552 

alteraciones en la estabilidad de IκB-α, la proteína inhibidora de NF-κB, como 553 

resultado de la actividad de GSK3 (Martin et al., 2005). En conjunto estos resultados 554 

sugieren que la regulación de GSK3 sobre NF-κB se lleva a cabo a nivel de complejos 555 

transcripcionales (Hoeflich et al., 2000). En contraste, se ha reportado que la actividad 556 

del factor transcripcional CREB y el co-factor β-catenina se favorece por la inhibición 557 

de GSK3. CREB es un factor transcripcional importante para la expresión de IL-10, en 558 

respuesta a estímulos inflamatorios. β-catenina es un co-factor que regula la 559 

diferenciación celular, pero también se ha involucrado en la regulación negativa de la 560 

vía de NF-κB en modelos de infección con Salmonella typhimurium (Silva-García et al., 561 

2014).  562 

Aunque se ha demostrado que GSK3α puede regular la expresión de citocinas en 563 

contextos celulares diversos (Banko et al., 2014, Silva-García et al., 2018), esta 564 

isoforma, a diferencia de GSK3β, no ha sido relacionada con la regulación de la 565 

expresión de citocinas en el contexto de inflamación inducida por bacterias.  566 

6.9.1. El mecanismo de competencia de NF-κB y CREB por CBP. 567 

Los factores de transcripción NF-κB y CREB requieren como un paso esencial de su 568 

actividad transcripcional interaccionar con co-factores que tienen actividad de acetil-569 

transferasa, como la proteína de unión a CREB (CBP). A pesar de que CBP es una 570 

proteína de expresión ubicua en las células, sus cantidades son limitadas y la 571 

formación de complejos transcripcionales depende de la abundancia de los factores 572 

transcripcionales activados (Vo & Goodman, 2001).  573 

La competencia entre NF-κB y CREB por unirse a CBP fue demostrada en monocitos 574 

estimulados con LPS. Los datos demostraron que la actividad de GSK3β no estimuló 575 

directamente la actividad transcripcional de NF-κB, pero favoreció su función represora 576 

sobre el factor transcripcional CREB (Martin et al., 2005). En este modelo se propuso 577 

que cuando los monocitos son estimulados con LPS, las vías de activación de NF-κB y 578 

CREB son procesos que ocurren simultáneamente y de manera paralela. No obstante, 579 

la actividad constitutiva de GSK3 mantiene un efecto inhibidor sobre CREB al 580 

fosforilarlo en el residuo Ser129, con lo cual disminuye su afinidad por CBP y 581 

promueve la formación del complejo NF-κB/CBP. El tratamiento de los monocitos con 582 
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                                                                                                                    (A) Tras el reconocimiento inicial, los receptores 

TLR induce la activación de la vía de NF-κB lo que resulta en su translocación al núcleo y la inducción de la 

expresión de genes como IL-8, al mismo tiempo la actividad constitutiva de GSK3β reprime la activación del factor 

transcripcional CREB lo que impide en esta etapa la expresión de genes como IL-10. (B) Pasado el tiempo necesario, 

GSK3β pierde su actividad constitutiva, se libera el efecto represor sobre CREB, el cual ahora compite con NF-κB 

por interactuar con el co-activador CBP e induce la expresión de genes como IL-10 al mismo tiempo que reprime la 

expresión de genes dependientes de NF-κB como IL-8. 

SB216763 o el silenciamiento de GSK3β favorecen la formación del complejo 583 

CREB/CBP, al mismo tiempo que se reduce la formación del complejo NF-κB/CBP. 584 

Aunque este mecanismo está ampliamente aceptado para GSK3β, no ha sido probado 585 

si la isoforma GSK3α presenta las mismas características. Recientemente, se ha 586 

descrito que GSK3α tiene preferencia sobre GSK3β por la inhibición de CREB en 587 

células cerebrales de ratón (Liang & Chuang, 2006) e inhibe la función cinasa de Akt 588 

(su principal represor en la vía PI3K) lo que constituye una retro-regulación (Gulen et 589 

al., 2012). 590 

Es importante destacar que los mecanismos de regulación en la producción de 591 

citocinas por las isoformas de GSK3 no ha sido estudiado en el contexto de las 592 

infecciones producidas por el patógeno S. aureus, siendo la desregulación de la 593 

inflamación una de las características más significativas de las infecciones producidas 594 

por esta bacteria (Ver anexo I). 595 

 596 

Figura 5. Modelo de competencia por CBP regulado por GSK3β.  597 

 598 

 599 

 600 

 601 

 602 

 603 

 604 

 605 
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pGSK3α  Ser21 
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Staphylococcus aureus 40 min - - - + + + 

 606 

 607 

 608 

7. Antecedentes 609 

En nuestro laboratorio se estudió previamente que las estimulaciones de células de 610 

endotelio bovino con una cepa de S. aureus, induce la activación de la vía PI3K-Akt lo 611 

que conduce a la inhibición-fosforilación de las isoformas de GSK3α/β con una mayor 612 

abundancia relativa de la isoforma GSK3α fosforilada (Figura 6). Esto resultó de 613 

particular interés debido a que en estudios previos de otros autores se ha mencionado 614 

que la isoforma GSK3α no se fosforila por estimulación con ligandos de TLR´s. 615 

Posteriormente, reportamos que la estimulación del endotelio bovino con PGN, 616 

procedente de S. aureus, indujo la fosforilación e inhibición preferentemente de la 617 

isoforma GSK3α.  618 

Mediante la técnica de silenciamiento con ARN dirigido a las isoformas de GSK3, se 619 

observó que el silenciamiento de la isoforma GSK3α altera la expresión de IL-12p40 620 

de manera diferencial con respecto a la isoforma GSK3β (ver ¡Error! No se encuentra 621 

el origen de la referencia.). Sin embargo, no se ha profundizado en el mecanismo por 622 

el cual GSK3α pudiera estar efectuando la regulación de la producción de citocinas. 623 

 624 

 625 

 626 

 627 

 628 

 629 

 630 

 631 

 632 

 633 

Figura 6. Efecto en la fosforilación de las isoformas de GSK3 en Células endoteliales de bovino estimuladas con 
Staphylococcus aureus.                                             Se cultivaron células de endotelio bovino hasta en placas hasta confluencia, entonces se 

cultivaron en medio sin suero durante 4 h y se infectaron con 20 unidades formadoras de colonia (UFC) de S. aureus 

durante 40 min. Se obtuvieron los extractos de proteína total y se separaron mediante electroforesis desnaturalizante 

en geles de SDS al 10%. Se inmunodetectaron las proteínas pGSK3α Ser21 y pGSK3β Ser9. La proteína p38 se detectó 

para mostrar uniformidad de carga. Se muestran los resultados de 3 experimentos independientes. 
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 634 

 635 

8. Justificación 636 

 637 

Staphylococcus aureus es una de las principales bacterias causante de infecciones en 638 

humanos y animales. Puede ocasionar infecciones severas y potencialmente fatales 639 

aun en individuos con sistemas inmunes competentes, y es altamente resistente a la 640 

terapia con antimicrobianos. La fisiopatología de las infecciones producidas por esta 641 

bacteria está asociada a la alteración de mecanismos inmunológicos relacionados con 642 

la inducción de inflamación a través de la producción de citocinas. 643 

La respuesta inflamatoria provocada por S. aureus se caracteriza en la primera etapa 644 

por la expresión de citocinas pro-inflamatorias como IL-8, que además es quimio-645 

atrayente de neutrófilos, seguida por la expresión de IL-10 que provoca la inactivación 646 

del sistema inmune e induce inmunotolerancia. Parece que el resultado de este 647 

cambio en la expresión del tipo de citocinas resulta en la sobrevivencia de la bacteria 648 

en el hospedero, debido a la incapacidad del sistema inmune para eliminarla. Se sabe 649 

que la producción de citocinas con actividad pro- o anti-inflamatoria en modelos de 650 

infección bacteriana está regulada por la actividad de la enzima GSK3 sobre factores 651 

transcripcionales como NF-κB y CREB. 652 

Experimentos preliminares de nuestro laboratorio han demostrado que la infección de 653 

células de endotelio bovino con una cepa de S. aureus o con la molécula PGN induce 654 

la fosforilación-inhibición de GSK3α de manera preferencial. Esta inhibición 655 

preferencial está asociada a cambios en la expresión de la citocina IL-12p40. Sin 656 

embargo, hasta la fecha el mecanismo por el cual GSK3α regula la expresión de 657 

citocinas durante infecciones producidas por S. aureus no se ha caracterizado. El 658 

reconocimiento de los mecanismos moleculares por los cuales S. aureus manipula la 659 

respuesta inmunológica permitirá el diseño de estrategias efectivas para su control y 660 

erradicación. 661 

 662 

 663 

 664 
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9. Hipótesis 665 

La expresión de citocinas pro- o anti-inflamatorias en células de endotelio bovino 666 

infectadas con Staphylococcus aureus depende de la actividad de GSK3α y su 667 

influencia sobre NF-κB y CREB. 668 

10. Objetivo general 669 

Determinar la participación de la enzima GSK3α en la expresión de citocinas que 670 

dependen de la actividad transcripcional de NF-κB y CREB. 671 

11. Objetivos específicos 672 

 Comparar los niveles de fosforilación de las isoformas de GSK3 inducidos por 673 

la infección de S. aureus. 674 

 Analizar la activación de NF-κB y CREB, en función de la actividad de GSK3. 675 

 Determinar la participación de GSK3α o GSK3β en la activación de NF-κB y 676 

CREB. 677 

 Relacionar los niveles de expresión de IL-8 e IL-10 con la actividad de NF-κB y 678 

CREB. 679 

  680 
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 681 

 682 

 683 

 684 

 685 

 686 

 687 

 688 

 689 

 690 

 691 

 692 

12. Resultados 693 

 694 

 695 

 696 

 697 

 698 

 699 

 700 

 701 

 702 

 703 

 704 

 705 

 706 



25 
 

13. Capítulo I 707 

Los antecedentes de nuestro equipo de trabajo señalan que S. aureus induce de 708 

manera preferencial la inhibición de la isoforma GSK3α en células endoteliales de 709 

bovino. Este tipo celular forma parte de las barreras físicas del sistema inmune y 710 

forman parte de los fagocitos no profesionales. Además son capaces de reconocer la 711 

presencia de microorganismos patógenos mediante los receptores tipo TLR y como 712 

resultado expresan citocinas que coordinan la respuesta inmunológica innata. La 713 

manipulación de la respuesta inflamatoria es un elemento clave de la patogénesis de 714 

S. aureus y se sabe que la enzima GSK3 regula la expresión de citocinas de carácter 715 

pro- o anti-inflamatorias en modelos de infección bacteriana. En este apartado se 716 

muestra evidencia experimental que señala a GSK3α como la principal isoforma 717 

responsable de la regulación de los factores de transcripción NF-κB y CREB y, como 718 

resultado de esta regulación, también la expresión de las citocinas pro-inflamatoria IL-719 

8 y de la anti-inflamatoria IL-10. 720 
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14. Capítulo II 734 

En la sección anterior se mostró evidencia que indica que la estimulación de células de 735 

endotelio bovino con S. aureus induce la inhibición de las isoformas de GSK3α/β con 736 

una preferencia sobre la isoforma GSK3α. Sin embargo, GSK3 es una enzima 737 

particular en las células de mamífero por la cantidad de sustratos potenciales (aprox. 738 

500) y confirmados (aprox 100) que posee. Esto significa que la regulación de su 739 

actividad tiene impacto en varios procesos celulares. Una de las proteínas reguladas 740 

por GSK3 es el co-activador β-catenina, el cual favorece su actividad cuando las 741 

isoformas de GSK3 se encuentran inactivas. β-catenina es el principal regulador de la 742 

vía de transducción canónica Wnt y su función forma parte de mecanismos de 743 

diferenciación y desarrollo celulares. De manera interesante la vía Wnt/β-catenina 744 

constituye un regulador negativo para la vía de NF-κB en modelos de infección con 745 

Salmonella typhimurium. La evidencia indica que la infección de las células 746 

endoteliales inhibe la actividad de la vía NF-κB en etapas tardías de la estimulación. 747 

Además, se sabe que las infecciones crónicas por S. aureus modifican la arquitectura 748 

celular y producen la diferenciación de macrófagos en células “foam”. La degeneración 749 

de los macrófagos en este tipo celular se ha asociado a la actividad de la vía Wnt en 750 

infecciones por Mycobacterium tuberculosis. En modelos de infección por S. aureus en 751 

el nemátodo Caenorhabditis elegans se ha observado que la proteína homóloga de β-752 

catenina bar-1 regula la respuesta inmune. En esta sección se conjuntan y discuten 753 

datos acerca de que la inhibición de GSK3 inducida por S. aureus afecta la estabilidad 754 

de β-catenina, lo que puede derivar en la función de la vía Wnt. También se muestra la 755 

evidencia obtenida hasta el momento de la regulación de la vía Wnt por otros 756 

patógenos. Se incluye una revisión publicada en una revista internacional indizada en 757 

JCR.  758 

 759 

 760 

 761 

 762 

 763 

 764 

 765 

 766 
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14.1. Introducción 767 

La vía de transducción de señales Wnt/β-catenina controla la expresión de genes que 768 

regulan diversas funciones celulares como la diferenciación y el ciclo celular (Silva et 769 

al., 2014). En células en reposo, los niveles relativos del co-activador β-catenina son 770 

controlados mediante su degradación en el proteasoma 26S. Para que este proceso 771 

se lleve a cabo, la proteína primero es fosforilada por las isoformas de la enzima 772 

GSK3α/β, lo que estimula la poli-ubiquitinación de β-catenina y la marca para ser 773 

degradada. Esto reprime la expresión de los genes que dependen de su actividad. 774 

Cuando las células son estimuladas con glicoproteínas de la familia Wnt, se induce la 775 

inactivación de la enzima GSK3α/β lo que reduce la ubiquitinación de β-catenina e 776 

induce un incremento de los niveles relativos de esta proteína en citoplasma y 777 

posteriormente en el núcleo. Como resultado se estimula la interacción de β-catenina 778 

con los factores transcripcionales de la familia Tissue Cell Factor/Leukocyte 779 

Enhancement Factor (TCF/LEF) que se encuentran unidos a la cromatina e inducen la 780 

expresión de genes involucrados en el desarrollo y diferenciación celular (Sun et al., 781 

2011). 782 

Se ha reportado que la estimulación de células epiteliales con diversas bacterias 783 

induce cambios en la actividad de la vía Wnt/β-catenina que conducen a cambios de la 784 

arquitectura celular y tisular en modelos de infección crónica (Liu et al., 2010) 785 

(Villaseñor et al., 2017). También se ha descrito que la activación de esta vía de 786 

transducción de señales reduce la expresión de citocinas pro-inflamatorias e inhibe la 787 

actividad de la vía NF-κB (Ma & Hottiger, 2016). 788 

La estimulación de células de endotelio bovino con la bacteria S. aureus reduce la 789 

actividad de las isoformas de la enzima GSK3 que es la principal enzima que fosforila 790 

a β-catenina para que sea degradada. Además se ha observado que la actividad de la 791 

vía NF-κB se reduce en periodos mayores de 40 min de estimulación con la bacteria.  792 

14.2. Materiales y métodos. 793 

Se utilizaron células de endotelio bovino inmortalizadas y una cepa de S. aureus 794 

ATCC 27543. Los métodos de cultivo y estimulación fueron los reportados por Silva-795 

García et al. (2018). 796 
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Las CEB se incubaron durante 4h en ausencia de suero y se estimularon con una media de infección de 20 
bacterias/célula durante 40-480 min (A) o se pretrataron con 1µM de Akt-IV durante 1h previa a la estimulación 
con la bacteria (B) y se evaluó la abundancia relativa de la proteína β-catenina. 

14.3. Resultados 797 

14.3.1. Staphylococcus aureus induce la estabilización de β-798 

catenina en células de endotelio bovino. 799 

Para probar si la inactivación de las isoformas de GSK3 inducida por S. aureus 800 

(Capítulo I) tiene efecto en otras vías de transducción reguladas por esta enzima. Se 801 

infectaron las CEB con S. aureus durante 40-480 min, se obtuvieron los extractos 802 

proteicos y se evaluó la abundancia relativa de la proteína β-catenina. En la Figura 7A 803 

se observa que la abundancia relativa de β-catenina fue mayor en los extractos 804 

proteicos provenientes de las células infectadas con S. aureus un pico máximo 805 

alcanzado a los 120 min y que permanece en niveles similares hasta los 480 min. Para 806 

evaluar la participación de GSK3 en la estabilización de β-catenina inducida por S. 807 

aureus, las CEB se pre-trataron con el inhibidor de Akt AktIV (1 µM) con el objetivo de 808 

prevenir la inactivación de las isoformas de la enzima GSK3. Entonces se estimularon 809 

con la bacteria por 40-480 min y se obtuvieron los extractos proteicos. En la figura 6B 810 

se observa que el pre-tratamiento de las CEB con AktIV previene el aumento de los 811 

niveles relativos de β-catenina inducidos por la estimulación con S. aureus. 812 

 813 

Figura 7. Efecto sobre el co-activador β-catenina en células de endotelio bovino (CEB) infectadas con S. aureus. 814 

 815 

 816 

14.4. Discusión. 817 

La estimulación de la vía de transducción de señales Wnt/β-catenina por bacterias ya 818 

se ha reportado previamente, excepto para S. aureus. En este trabajo presentamos 819 

evidencia que sugiere que esta bacteria es capaz de inducir la estabilización del co-820 

activador β-catenina y que este efecto involucra la actividad de las isoformas de la 821 

enzima GSK3, las cuales son inactivadas como resultado de la infección de las CEB 822 

con S. aureus. La estabilización de la proteína β-catenina tiene varios efectos en la 823 

célula; por ejemplo, inducir la expresión de los genes dependientes de la vía Wnt o la 824 

función de reprimir la actividad de la vía pro-inflamatoria NF-κB, lo que indica que la 825 

estabilización de β-catenina regula negativamente la producción de citocinas pro-826 

inflamatorias. En este contexto se ha reportado que las infecciones por S. aureus 827 
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pueden producir degeneración del tejido infectado (García-Betancur et al., 2017) y 828 

también inactivan la vía de transducción NF-κB, por lo que la estabilización de β-829 

catenina es un efecto que podría estar relacionado. Más experimentos son necesarios 830 

para corroborar esta hipótesis. 831 

 832 
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14.5. La vía Wnt/β-catenina estimulada por ligandos bacterianos. 833 
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15. Discusión general 840 

Staphylococcus aureus es un patógeno reemergente exitoso que es causante de una 841 

amplia gama de infecciones en el hombre y los animales. Los factores de virulencia 842 

que es capaz de expresar esta bacteria le permiten invadir y colonizar cualquier tejido 843 

(Tong et al., 2015). La fisiopatología de las infecciones provocadas por la bacteria está 844 

representada por el modelo “trojan horse”, caracterizado por una respuesta inmune de 845 

inflamación intensa en la primera etapa y su inhabilitación en etapas posteriores. Esta 846 

estrategia le permite a la bacteria evadir la respuesta inmune innata y establecer 847 

infecciones crónicas o recurrentes que son potencialmente fatales para el hospedero 848 

(Liu, 2009).  849 

Se ha propuesto que S. aureus manipula la respuesta inmune del hospedero por su 850 

habilidad de expresar factores de virulencia cuya actividad se ha asociado a la 851 

expresión de citocinas pro- o anti-inflamatorias (Thammavongsa et al., 2015). Por 852 

ejemplo, las moléculas de pared celular PGN y LTA inducen la expresión de IL-1β, 853 

TNFα o IL-8 (Kumar & Kumar, 2015). Estas moléculas de pared celular se expresan 854 

constitutivamente por la bacteria y son algunas de las primeras en ser reconocidas por 855 

el sistema inmune, lo que explica la intensa respuesta inflamatoria en la primera etapa 856 

de la infección (Bekeredjian-Ding et al., 2015). 857 

La expresión de otros factores de virulencia en S. aureus depende de su densidad 858 

poblacional o la formación de biofilms; por ejemplo, las leucocidinas, proteína A o 859 

modulinas (Kanangat et al., 2007). Entre estas proteínas, las modulinas se han 860 

reportado que son esenciales para inducir la represión de las citocinas IL-8, IL-1 861 

(Deplanche et al., 2016). Simultáneamente, las modulinas también se han reportado 862 

como responsables en la expresión de citocinas anti-inflamatorias como IL-10 lo que 863 

conlleva la evasión de la respuesta inmune y favorece el establecimiento de 864 

infecciones por la bacteria (Schreiner et al., 2013). 865 

Dentro de los mecanismos de inactivación del sistema inmune es importante 866 

mencionar la inducción de apoptosis de neutrófilos, que constituye el principal tipo 867 

celular de la respuesta inmune innata y se ha reportado que juega un papel 868 

fundamental en la prevención de infecciones provocadas por S. aureus. En este 869 

contexto, es sabido que la estimulación de neutrófilos con la citocina IL-8 constituye un 870 

mecanismo por el cual estas células son atraídas a los focos de infección provocados 871 

por bacterias y además favorecen su sobrevivencia en presencia de TNF-α (Zurek et 872 

al., 2015). En contraste, la estimulación de neutrófilos con citocinas anti-inflamatorias 873 

como IL-10 en presencia de TNF-α induce su apoptosis e inactivan la fagocitosis de 874 
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microorganismos (Roilides et al., 2000, Ward et al., 2005). Este efecto ha sido 875 

observado dentro de lesiones provocadas por S. aureus que se caracterizan por la 876 

presencia de núcleos formados por neutrófilos apoptóticos que rodean las colonias 877 

bacterianas (Kobayashi et al., 2015). Se ha propuesto que estas estrategias son 878 

mecanismos inducidos por la bacteria más que una respuesta celular debido a que la 879 

generación de distintas mutantes bacterianas reducen su capacidad de generar 880 

lesiones celulares y son eliminadas más eficientemente (Thomer et al., 2016). Sin 881 

embargo, aunque se han reconocido distintas moléculas bacterianas que son 882 

esenciales en la manipulación de la respuesta inmune, los blancos moleculares en las 883 

células hospederas son menos conocidos. 884 

En este contexto, nuestro equipo de trabajo reportó previamente que la vía de 885 

transducción de señales PI3K/Akt es importante en la internalización de la bacteria, lo 886 

que resultó en la fosforllación de las isoformas de la enzima GSK3α y GSK3β (Ver 887 

Anexo I) y (Anexo II). Este trabajo es el primero que propone y analiza la participación 888 

de GSK3α en la regulación de la expresión de citocinas inducida por una bacteria. 889 

Como se observa en la Figura 3 del Capítulo I, la isoforma GSK3α es más sensible a 890 

fosforilación por estimulación con S. aureus que la isoforma GSK3β. Estos 891 

incrementos de fosforilación indujeron la reducción de su actividad cinasa como se 892 

evidencia en la disminución de la fosforilación del sustrato específico fosfo-glucógeno 893 

sintasa Ser641. Efectos similares han sido reportados en otros contextos de infección 894 

con otras especies de bacterias con respecto a la isoforma GSK3β. 895 

La infección de endotelio con S. aureus indujo la fosforilación de la subunidad de NF-896 

κB p65 en ser536 y su translocación al núcleo durante los primeros 40 minutos. En 897 

etapas posteriores no se observaron cambios en NF-kB, lo que indica que este factor 898 

transcripcional solo se mantuvo activo hasta los 40 minutos de contacto con la 899 

bacteria. La inhibición de Akt con 1 μM de AktIV produjo un incremento en la activación 900 

de NF-κB por fosforilación que podría explicar por qué la actividad de GSK3 es 901 

importante para estimular la actividad de NF-κB. Sin embargo, la inhibición de GSK3 902 

con su inhibidor específico SB216763 no alteró los niveles de fosforilación de NF-κB ni 903 

su translocación al núcleo, lo que sugiere que el mecanismo por el que GSK3 favorece 904 

la actividad de NF-κB no involucra una regulación directa. Estos resultados 905 

concuerdan con lo observado en el desarrollo embrionario de ratones en donde la 906 

actividad de GSK3β favorece la actividad de NF-κB (Götschel et al., 2008, Hoeflich et 907 

al., 2000). Sin embargo, no se ha determinado aún que GSK3α o GSK3β participen 908 

directamente en los mecanismos involucrados en la  activación de NF-κB (Cortés-909 

Vieyra et al., 2012). 910 
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Si bien la actividad transcripcional de NF-κB es importante para la expresión de IL-8, 911 

los factores de transcripción c-Jun, AP1 y STAT-3 también se han implicado (Roebuck, 912 

1999, Piperi et al., 2011). La inhibición de NF-κB con su inhibidor específico 913 

partenólido redujo la expresión de IL-8 inducida por S. aureus (Figura 7-Capítulo I). 914 

Diversos estudios han reportado resultados similares; por ejemplo, la inhibición de NF-915 

κB en neutrófilos reprime la expresión de IL-8 inducida por la cepa de S. aureus 916 

USA300 (Zurek et al., 2015) y además se ha relacionado con la inducción de apoptosis 917 

de células en infecciones con Escherichia coli, Yersinia pestis y Salmonella 918 

typhimurium (Neish & Naumann, 2011). De manera interesante, nuestro equipo de 919 

trabajo previamente ha reportó que la actividad de NF-κB es importante para favorecer 920 

la fagocitosis y eliminación S. aureus intracelular (Oviedo‐Boyso et al., 2008), por lo 921 

que su inactividad podría estar relacionada con la evasión de la fagocitosis y la muerte 922 

celular, lo que resultaría en la sobrevivencia de la bacteria. 923 

Por otra parte el factor transcripcional CREB es esencial para estimular la expresión 924 

de IL-10 en distintos contextos celulares (Avni et al., 2010). En este trabajo se observó 925 

que la fosforilación de CREB en Ser133, que es importante para estimular su actividad 926 

transcripcional, fue promovida por la infección con S. aureus principalmente durante el 927 

tiempo en el que las isoformas de GSK3 presentaron una actividad cinasa baja 928 

(después de 40 minutos). De acuerdo con una revisión exhaustiva de la literatura, este 929 

es el primer reporte que ubica la activación del factor transcripcional CREB como parte 930 

de la respuesta celular ante la infección con S. aureus. Además, observamos que la 931 

incubación de las células con el inhibidor específico de GSK3 aceleró la fosforilación 932 

de CREB en Ser133 y, en contraste, la incubación de células con el inhibidor de Akt 933 

AktIV (1 µM) abatió la estimulación del incremento de fosforilación de CREB Ser133. 934 

Aunque ya se ha relacionado la actividad de Akt con la estimulación de CREB (Du & 935 

Montminy, 1998), este es el primer reporte en el contexto de la estimulación inducida 936 

por bacterias. Además, mediante los experimentos de silenciamiento de las isoformas 937 

de GSK3 observamos que el silenciamiento de la isoforma GSK3α indujo un mayor 938 

incremento en la abundancia de fosfo-CREB Ser133 inducido por la bacteria que el 939 

silenciamiento de la isoforma GSK3β. Experimentos en células de corteza cerebral de 940 

ratón señalan que GSK3α es la isoforma predominante de la regulación de CREB y su 941 

actividad transcripcional (Liang & Chuang, 2006). No obstante, debido a que GSK3 no 942 

fosforila a CREB, a menos que este factor se encuentre previamente fosforilado en 943 

Ser133 (Sweatt, 2001), el mecanismo por el cual GSK3 reprime el incremento de 944 

fosfo-CREB Ser133 no está claro. Es probable entonces que exista una cinasa de 945 

CREB aún no identificada y cuya actividad es reprimida por la actividad de GSK3. 946 
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Esta regulación sobre CREB, inducida por S. aureus, regula la expresión de IL-10 947 

debido a que la expresión de mutantes de CREB incapaces de interaccionar con el co-948 

activador CBP no expresan IL-10 a los niveles que las células control, lo que confirma 949 

la función de CREB en la expresión de IL-10. La expresión de IL-10 es un evento 950 

posterior a la expresión de citocinas pro-inflamatorias, es decir, que son citocinas que 951 

se expresan durante etapas posteriores al contacto inicial con bacterias (Witchell et al., 952 

2010, Tuchscherr et al., 2011). La actividad constitutiva de las isoformas de GSK3 953 

participaría en este “reloj biológico” favoreciendo así la expresión de citocinas pro-954 

inflamatorias en la etapa inicial, a través de la estimulación de NF-κB y represión de 955 

CREB, mientras que en etapas posteriores cuando GSK3 reduce su actividad cinasa, 956 

lo opuesto ocurre y se favorece la expresión de citocinas anti-inflamatorias. Este 957 

modelo parece sustentarse por el hecho de que la inhibición de las isoformas de GSK3 958 

con SB216763 acelera la interacción física de CBP con CREB y reprime la interacción 959 

de NF-κB/CBP. Tal efecto se ha reportado previamente en monocitos estimulados con 960 

LPS o por bacterias como Helicobacter pylori o Francisella tularensis (Nakayama et al., 961 

2009, Zhang et al., 2009) pero no para S. aureus.  962 

Estos experimentos revelan que el silenciamiento de GSK3α induce preferencialmente 963 

la interacción de CREB/CBP y simultáneamente reduce la asociación de NF-κB/CBP. 964 

Esto significa que el modelo de competencia por CBP entre NF-κB y CREB puede ser 965 

promovido por la isoforma GSK3α, de una manera similar como lo hace la isoforma 966 

GSK3β en otros contextos (Martin et al., 2005). Al respecto, estos resultados sugieren 967 

que los programas de regulación de la inflamación como respuesta celular en el 968 

contexto de las isoformas de GSK3 puede ser específica dependiendo del estímulo y 969 

sugieren también que GSK3α es la isoforma de GSK3 mediante la que S. aureus 970 

promueve el cambio en la síntesis de citocinas con actividad pro-inflamatoria en la 971 

etapa inicial a anti-inflamatoria en etapas posteriores. Además, experimentos iniciales 972 

de silenciamiento en células HeLa revelaron que el silenciamiento de GSK3α induce 973 

apoptosis, lo que indica que la actividad de GSK3α puede ser importante para 974 

favorecer la supervivencia celular y señala que la apoptosis de neutrófilos inducida por 975 

S. aureus puede ser consecuencia de la inactivación de GSK3α, puesto que en los 976 

neutrófilos GSK3α es la principal isoforma expresada (Giambelluca et al., 2013). 977 

La cuantificación de la expresión de las citocinas IL-8 e IL-10 reveló que GSK3α es la 978 

isoforma responsable de su regulación inducida por S. aureus, debido a que el 979 

silenciamiento de esta isoforma promueve la expresión de IL-10 y la represión de IL-8 980 

en mayor magnitud que el silenciamiento de la isoforma GSK3β. Este conocimiento 981 

permitirá facilitar el diseño de estrategias orientadas al control de las infecciones 982 
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causadas por este patógeno, alternas al uso de terapia antimicrobiana (Ver anexo III) e 983 

inclusive como se ha reportado previamente, la capacidad de S. aureus para inhibir la 984 

inflamación puede ser benéfica en ciertos contextos de enfermedades autoinmunes 985 

como la esclerosis múltiple donde se ha observado que la capacidad de la bacteria 986 

para regular negativamente la inflamación favorece la sobrevivencia neuronal en ratas 987 

con esclerosis múltiple inducida (Kumar et al., 2015). El estudio de los mecanismos 988 

por los cuales S. aureus controla negativamente la inflamación podría ser utilizado 989 

como una terapia alterna al uso de medicamentos anti-inflamatorios esteroideos y no 990 

esteroideos. 991 

Finalmente, como se muestra en el Capítulo II, la vía de transducción de señales 992 

Wnt/β-catenina parece ser activada por la estimulación con S. aureus. Aparentemente, 993 

S. aureus provoca un incremento en la estabilización del co-activador β-catenina como 994 

resultado de la inhibición de la actividad de las isoformas de GSK3, lo que podría 995 

explicar la alteración de la arquitectura celular inducida por las infecciones crónicas de 996 

S. aureus (García-Betancur et al., 2017). Sin embargo, se requiere obtener mayor 997 

evidencia experimental que corrobore los incrementos de la expresión de genes de la 998 

vía Wnt a la estabilización inducida de β-catenina por S. aureus. Otra posibilidad 999 

derivada de la estabilización de β-catenina sería la inhibición de la vía de NF-κB, 1000 

puesto que en periodos prolongados de la infección de las CEB con la bacteria se ha 1001 

observado la inactivación de la vía (Silva-García et al., 2018). Estas observaciones 1002 

sientan las bases para estudios futuros que profundicen en la caracterización 1003 

molecular de la patogénesis de S. aureus. 1004 
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16. Anexos 1015 

16.1. Anexo I 1016 

Los factores de transcripción NF-κB y CREB requieren la asociación con co-1017 

activadores como la acetil-transferasa CBP para inducir la expresión de sus genes 1018 

dependientes como las citocinas pro- y anti-inflamatorias, respectivamente. En 1019 

modelos de infección con ligandos bacterianos, virales y fúngicos está reportado que 1020 

el balance de este proceso depende de la influencia que la enzima GSK3 tiene sobre 1021 

estos factores transcripcionales. Sin embargo, para el patógeno Staphylococcus 1022 

aureus este proceso no había sido probado hasta ahora a pesar de que el desbalance 1023 

en la producción de citocinas y la coordinación de la respuesta inflamatoria son 1024 

características esenciales de las infecciones producidas por esta bacteria. Los 1025 

experimentos preliminares aunados a la bibliografía escrita hasta el momento nos 1026 

permitieron plasmar esta idea en al artículo de revisión que está actualmente 1027 

publicado en la Revista de Educación Bioquímica. En esta revisión participé como co-1028 

autor brindando ideas para el escrito, escritura de secciones y elaboración de 1029 

diagramas. 1030 
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16.2. Anexo II 1235 

Los experimentos de estimulación de células de endotelio bovino (CEB) con la cepa de 1236 

Staphylococcus aureus ATCC 27543 indican que la fosforilación de las isoformas de 1237 

GSK3 se incrementa por efecto de la infección, con una preferencia hacia la isoforma 1238 

GSK3α. Esto es importante porque la isoforma GSK3α no se ha asociado a la 1239 

regulación de la expresión de citocinas en contextos de infección bacteriana. Sin 1240 

embargo, la estimulación con la bacteria completa (Oviedo-Boyso et al. (2011) resultó 1241 

en una amplia variedad de posibilidades por las que la bacteria puede inducir la 1242 

fosforilación de las isoformas de GSK3. Para probar si ciertas estructuras específicas 1243 

de la pared celular de S. aureus son responsables de la fosforilación de GSK3, se 1244 

decidió probar la respuesta celular ante la molécula péptidoglicano (PGN), que es el 1245 

componente principal de la pared celular de S. aureus. Se observó que la estimulación 1246 

de las CEB con PGN purificado indujo la fosforilación de las isoformas de GSK3 con 1247 

preferencia sobre la isoforma GSK3α, de manera similar a lo observado con la bacteria 1248 

completa. Además, los experimentos de silenciamiento con ARN de interferencia sobre 1249 

las isoformas de GSK3α/β indican que el silenciamiento de la isoforma GSK3β reduce 1250 

la expresión de la citocina IL-12p40, mientras que el silenciamiento de la isoforma 1251 

GSK3α induce el incremento de la misma citocina en las CEB estimuladas con PGN. 1252 

Este es el primer trabajo que valora la participación de GSK3α en la regulación de la 1253 

expresión de citocinas inducida por modelos bacterianos. Estos resultados están 1254 

actualmente publicados en la revista Plos One. Durante la elaboración de este trabajo 1255 

aporté ideas para los experimentos llevados a cabo, el silenciamiento de las isoformas 1256 

de GSK3 y la medición de IL-12p40 por PCR semicuantitativo y ELISA, lo que me 1257 

permitió ocupar un lugar como primer autor del trabajo, junto a mi compañera Ricarda 1258 

Cortes Vieyra. 1259 
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16.3. Anexo III 1289 

Recientemente, se han sintetizado moléculas sintéticas como los péptidos 1290 

inmunoreguladores (Innate Defense Regulator, IDR) que pueden inducir el control de 1291 

la expresión de citocinas pro-inflamatorias, al mismo tiempo que inducen la expresión 1292 

de ciertas quimiocionas como MCP-1 y MCP-3. Esto se traduce en una mayor 1293 

eficiencia por parte del sistema inmune para eliminar microorganismos invasores en 1294 

modelos de infección bacteriana. Además, estos péptidos han demostrado eficacia 1295 

para eliminar Staphylococcus aureus, aun cuando se infecten ratones con cepas 1296 

multiresistentes. Sin embargo, los mecanismos por los cuales los péptidos IDR como 1297 

IDR-1002 controlan este proceso están poco explorados. Para probar si los péptidos 1298 

IDR regulan la expresión de citocinas de una manera similar a la infección producida 1299 

por S. aureus se analizó el efecto del péptido IDR-1002 en la activación de la vía de 1300 

NF-κB y CREB. Estos experimentos demostraron que la estimulación de células tipo 1301 

macrófago de ratón con el péptido IDR-1002 produjo la estabilización del inhibidor de 1302 

NF-κB, la proteína IκBα y simultáneamente se produjo la activación del factor 1303 

transcripcional CREB por la vía dependiente de p38-ERK-1/2-MSK1 lo que se tradujo 1304 

en la disminución de la expresión del factor de necrosis tumoral α (TNFα) y la enzima 1305 

ciclo-oxigenasa 2 (COX-2). Mi participación en este trabajo consistió en la co-1306 

inmunoprecipitación de los complejos CBP/CREB, CBP/NF-κB, NF-κB/IκBα, así como 1307 

la detección de la fosforilación de las cinasa de IκBα e IKKα. Además, aporté ideas 1308 

para experimentos y escritura parcial del artículo, lo que me permitió ser primer autor, 1309 

junto a mi compañero Alejandro Huante Mendoza. 1310 
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