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RESUMEN
Las quimioquinas son citoquinas quimiotácticas que controlan los patrones migratorios y
el posicionamiento de muchas células, entre ellas de las inmunitarias. Aunque inicialmente
se consideró que las quimioquinas eran importantes mediadores de la inflamación aguda,
ahora sabemos que este complejo sistema de ligandos y receptores es fundamental para
la generación de respuestas inmunitarias adaptativas primarias y secundarias, tanto
celulares como humorales. Además, desencadenan también otras respuestas biológicas
que van desde la polarización celular o el movimiento, a la prevención de la infección por
VIH- 1. La activación celular mediada por quimioquinas se creía debida a la unión de una
quimioquina monomérica a su receptor monomérico. Sin embargo, la biología de estos
mediadores es más compleja de lo inicialmente previsto, ya que varios estudios indican
que las quimioquinas dimerizan. El uso de nuevas técnicas de imagen óptica avanzada ha
permitido observar que también los receptores forman dímeros, homo y heterodímeros,
e incluso oligómeros de orden superior en la superficie celular. Son
estructuras/conformaciones muy dinámicas y plásticas, influenciadas por la presencia de
los ligandos, la coexpresión de otros receptores y proteínas en la membrana celular, la
composición lipídica de la misma o del entorno donde la célula realizar su función. 
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ABSTRACT
Chemokines are chemotactic cytokines that control the migratory patterns and positioning
of many cells, including immune cells. Although chemokines were initially considered to
be important mediators of acute inflammation, we now know that this complex system
of ligands and receptors is essential for the generation of primary and secondary  adaptive
cellular and humoral immune responses. In addition, they also trigger other biological
responses ranging from cell polarization or movement or the prevention of HIV-1
infection. Chemokine-mediated cell activation was believed to be due to the binding of
a monomeric chemokine to its monomeric receptor. However, the biology of these
mediators is more complex than initially anticipated, as several studies indicate that
chemokines dimerize. In addition, the use of new advanced optical imaging techniques
have made possible to determine that the receptors also form dimers, homo- and
heterodimers, as well as higher order oligomers at the cell surface. These are very
dynamic and plastic structures/conformations, influenced by the presence of ligands, the
co-expression of other receptors and proteins, the lipid composition of the cell membrane
or the environment where cells perform their function. 
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macrófagos, les permitirá activarse.  Las células T
y las células dendríticas en los ganglios, gracias a
su movimiento constante aumentan las
posibilidades de encontrarse y así hacen posible
que un antígeno presentado por una célula
presentadora de antígeno sea reconocido
específicamente por el TCR de una célula T. Se
establece  entonces una sinapsis inmunológica que
será responsable de la activación y proliferación de
la célula T, generando clones de células hijas con
una especificidad de antígeno determinada (8).

Las células ya activadas que reconocen un
determinado antígeno, salen a circulación
periférica y se distribuyen por el organismo. Sin
embargo, los vasos sanguíneos son estructuras
cerradas y en su mayor parte no son permeables a
la salida de leucocitos.  En consecuencia, cuando
en un tejido existe una infección, las diversas
poblaciones leucocitarias necesitan ser reclutadas
desde el torrente circulatorio hacia el foco
inflamatorio; es el proceso de extravasación y
permite la infiltración tisular de las células del
sistema inmunológico de forma específica,
ordenada y secuencial (9,10) para luchar
eficazmente contra la infección.

La extravasación celular es un proceso complejo
y en él participan de forma orquestada muchas
proteínas, selectinas y sus ligandos, integrinas,
moléculas de adhesión, quimioquinas y sus
receptores, entre otras.  Del correcto
entendimiento entre ellas y de la sucesión temporal
de eventos se consigue la salida ordenada de los
leucocitos, y su llegada en tiempo y espacio
adecuado al tejido donde la respuesta inmunológica
es necesaria (10). Es importante además considerar
que el movimiento no se limita a un mero
desplazamiento en dos dimensiones, sino que las
células sufren cambios estructurales para conseguir
avanzar y superar las barreras que en forma de
matriz extracelular y de otras células presentes en
el entorno dificultan su avance (11–13).

La señalización generada por la combinación de
la unión de integrinas y sus ligandos, las moléculas
de adhesión, y la exposición a quimioquinas
inmovilizadas por glicosaminoglicanos sobre la
superficie de las células endoteliales, induce
cambios en la morfología de los leucocitos. Esto
provoca una distribución asimétrica del contenido
celular (14), originando un eje antero-posterior en
la célula. Los leucocitos extienden un frente rico
en actina polimerizada, F-actina, denominado

1. INTRODUCCIÓN

Los seres vivos reaccionamos e interactuamos con
el entorno, recibiendo estímulos que procesamos
y convertimos en respuestas para adaptarnos al
mismo. Todas esas reacciones son fruto de la
complejidad de células que se organizan en tejidos
y órganos y que se comunican activando y
reprimiendo armónicamente miles de moléculas.
Si descendemos al mundo de la unidad biológica
mínima de la vida, la célula, descubriremos de
nuevo la complejidad de componentes, orgánulos,
moléculas, reacciones químicas que de manera
coordinada en tiempo y espacio permiten a las
células responder a los estímulos y realizar sus
funciones, dividirse, modular su metabolismo,
promover o reprimir su expresión génica, organizar
su citoesqueleto o incluso moverse.  Desde un mar
de células en división, la coordinación temporal y
espacial del movimiento de células y moléculas
permite la generación de un embrión (1), la
formación de un tubo neural, los procesos de
mitosis (2), la modificación de la forma celular  (3)
o el cerramiento de heridas (4) entre otras muchas
funciones.  Sin embargo, quizás sea el sistema
inmunológico el paradigma del movimiento
celular. Su funcionamiento requiere del continuo
tráfico leucocitario en labor de patrulla a través
del torrente circulatorio y los diferentes órganos
y tejidos. Esta capacidad permite extender la
respuesta inmunológica por todo el organismo. Así
garantiza una respuesta ubicua, contra agentes
extraños procedentes del exterior y frente a
células del propio organismo que han sufrido
alguna alteración patológica (5). 

2. EL MOVIMIENTO CELULAR ES CLAVE PARA LA
FUNCIÓN DEL SISTEMA INMUNOLÓGICO

Las células del sistema inmunológico se generan
en la médula ósea de los organismos adultos y
deben salir a circulación periférica para alojarse
en los órganos linfoides secundarios, bazo,
ganglios linfáticos, estructuras linfoides asociadas
a mucosas, donde tendrá lugar el inicio de la
respuesta inmunológica (6,7).  Dentro de los
órganos linfáticos secundarios, los leucocitos
siguen en continuo movimiento. Por ejemplo, las
células B, en los folículos linfoides de los ganglios
linfáticos, se mueven para facilitar la captura de
antígenos que en forma soluble o presentados por
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3. QUIMIOQUINAS: MOLÉCULAS CLAVES EN LA
GENERACIÓN DE GRADIENTES QUIMIOATRAYENTES

Las citoquinas quimioatrayentes o quimioquinas son
una familia de proteínas de bajo peso molecular (7-
12 kDa), con un alto grado de homología, que
originalmente fueron identificadas por su capacidad
de atraer poblaciones leucocitarias específicas (17).
Estructuralmente, las aproximadamente 50
quimioquinas descubiertas hasta la fecha en
humanos, son proteínas muy relacionadas entre sí
que en un principio fueron clasificadas con criterios
estructurales, en base a la posición de cuatro
residuos de cisteína altamente conservados, en
quimioquinas CC, CXC, C y CX3C (18).  Sin embargo,
en la actualidad la clasificación más extendida
atiende al tipo de proceso biológico en el que
participan, lo que está directamente relacionado
con que su expresión sea constitutiva o inducible
(19).  Las primeras juegan un papel relevante en la
homeostasis del sistema inmunológico, entre ellas
cabe destacar CXCL12, CCL19, o CCL21.  El segundo
grupo se relaciona con procesos inflamatorios,
entre ellas  las quimioquinas CCL2, CCL3, CCL5 o
CXCL8, por ejemplo.
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lamelipodio, el cual constituye el frente de
avance, mientras que en el extremo opuesto, se
forma el urópodo, una zona más delgada que se
eleva sobre la célula endotelial. En el urópodo se
acumulan moléculas de adhesión como ICAM1,
ICAM2 o CD44, que facilitan la interacción con
otras células y que además interaccionan con las
proteínas ERM (erzina, ranexina y monensina),
organizando así toda la red de microtúbulos y
filamentos intermedios implicados en los procesos
de retracción de la célula durante la migración
(15). Mientras, en el lamelipodio se redistribuyen
los receptores de quimioquinas actuando como una
“nariz celular” para detectar el gradiente
quimioatrayente y dirigir el movimiento. En el
lamelipodio también se acumulan moléculas
señalizadoras que posibilitan la polimerización de
actina dependiente de GTPasas, Rac, RhoA y cdc42
(16). Todo ello se traduce finalmente en la
generación de un acúmulo asimétrico de lípidos
fosforilados y de F-actina que permite una
polarización celular estable y orientada a la
trayectoria (Figura 1).
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Figura 1. Polarización durante la migración de células T. Representación esquemática de la polarización de las células T en migración, que
implica la reorganización orquestada del citoesqueleto de actina y de la red de microtúbulos. En la parte frontal de la célula, frente de
avance, la estimulación por quimioquinas induce la polimerización de la actina, proceso en el que participa la GTPasa Rac-1 y el complejo
efector Arp2/3 que conduce a la ramificación necesaria para la extensión del lamelipodio. Los receptores de quimioquinas de la zona del
frente de avance se organizan formando oligómeros lo que facilita el reconocimiento del sentido del gradiente quimioatrayente. Se produce
también, mediado por las quimioquinas, la activación de las integrinas que se unen a las moléculas de adhesión presentes en el sustrato
formando adhesiones focales. En la parte posterior, la fosforilación dependiente de RhoA de las proteínas ERM induce su segregación
selectiva al urópodo, donde reclutan moléculas de adhesión transmembrana. En el proceso, la red de tubulina facilita la polarización de
los orgánulos celulares y la generación de fuerzas de tracción que posibilitan el movimiento. Figura modificada de las publicadas por
Mastrogiovanni y col. (100) y Kenific y col. (101). 
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Las quimioquinas ejercen sus acciones por unión
a receptores presentes en la membrana de la
célula diana.  Estos receptores, aproximadamente
20 en humanos, pertenecen a la familia de
receptores de siete dominios transmembrana
acoplados a proteínas G, GPCRs (G Protein-
Coupled Receptors) (Figura 2A, B).  Constan de una
única cadena polipeptídica que cruza siete veces
la membrana celular e inician su ruta de
señalización activando proteínas G, proteínas que
unen nucleótidos de guanina (20), mayoritariamente
Gi aunque también se han asociado a proteínas Gq
y G11/12 (21).

Atendiendo al ligando que unen, los receptores
se clasifican en cuatro grupos denominados CCR,
CXCR, CX3CR y XCR.  El sistema es complejo pues
existe una alta promiscuidad entre las
quimioquinas y los receptores que las unen, de
hecho, una quimioquina puede unirse a distintos
receptores con similar afinidad (CCL5, por
ejemplo, une CCR1, CCR3 y CCR5), y un mismo
receptor puede interaccionar con varias
quimioquinas como es el caso de CCR2 que
interacciona con CCL2, CCL7, CCL8 y CCL13.  Sin
embargo, también existen pares ligando/receptor

altamente específicos como es el caso de CXCL12
y su receptor CXCR4  (22) (Figura 2A, B).  La
complejidad es mayor si consideramos que una
misma célula puede expresar sobre su superficie a
lo largo de su vida o incluso simultáneamente más
de un receptor (23). El resultado final es una
compleja red de interacciones que gobierna el
correcto funcionamiento del sistema.  Además,
existen receptores denominados atípicos capaces
de unir quimioquinas de las familias CC y CXC y
que no activan una proteína G, su señalización
está ligada a la activación de b-arrestinas y no
inducen migración celular, aunque si son
internalizados en respuesta al ligando (Figura 2C).
Su función se relaciona con el control de los
niveles de quimioquinas en el entorno extracelular
(24) y con la modulación de la función de los
receptores quimioatrayentes (25,26). Por último,
algunos virus codifican receptores de quimioquinas
(citomegalovirus (CMV) o Herpesvirus saimirii
(HHV8)) e incluso quimioquinas (i.e. Moluscum
contagiosum) (27).  El significado biológico de
estos receptores y ligandos codificados por virus
está relacionado con la manipulación del sistema
inmunológico durante la infección viral de las
células huésped.

Figura 2. D. Gabriel Herrero Tejedor nacido en Aldea del Rey (Segovia) en 1873, licenciado en Farmacia por la Universidad Central de
Madrid en 1894 y farmacéutico en Navas de Oro (Segovia) desde 1917.

Figura 2. Las redes de señalización de quimioquinas humanas son muy promiscuas. Hay 23 receptores y aproximadamente 50 ligandos en
la red de señalización de quimioquinas humanas, incluidos diez miembros de la familia CCR (A), seis CXCR (B), un CX3CR (B) y un XCR (B).
Las quimioquinas CCL se muestran en tonos azules, CXCL en tonos verdes, CX3CL en gris y XCL en marrón. En todos los casos en negrilla se
expresa la nueva nomenclatura de las quimioquinas y en tono normal la antigua denominación. Además hay cinco AKCR caracterizados (C)
que regulan los niveles extracelulares de algunas quimioquinas y modulan la función de los receptores de quimioquinas convencionales.
Figura modificada de Bogacka y col. (102).
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4. LOS RECEPTORES DE QUIMIOQUINAS ADOPTAN
DISTINTAS CONFORMACIONES EN LA MEMBRANA
CELULAR.

Los métodos más tradicionales para el estudio
de la función de las quimioquinas (34,35) han
generado una visión demasiado estática de los
sistemas. Debemos recordar que el movimiento
celular es un proceso dinámico que se realiza a
favor de gradiente de concentración de moléculas
quimioatrayentes y las células deben decidir en
fracciones de segundo sobre la presencia de
diferentes gradientes para continuar avanzando.
Además, es un proceso influido por muchos
factores de la propia célula y de su entorno. En la
actualidad el uso de técnicas de microscopía
óptica avanzada nos proporciona una visión mucho
más dinámica que nos permite abordar y analizar
con otra perspectiva todos estos procesos (36). Por
ejemplo, la transferencia de energía resonante
(RET), basada en fluorescencia (FRET) o en
luminiscencia (BRET), que tiene su fundamento en
que una molécula (fluorescente o luminiscente)
excitada ceda energía a otra que se encuentra
suficientemente cerca siempre que pueda
excitarse con la longitud de onda de la energía
emitida por la primera, nos permite detectar y
evaluar las interacciones proteína-proteína o
proteína lípido en células vivas de manera
dinámica (37,38) (Figura 3A-C). Gracias a ello, hoy
sabemos que los receptores de quimioquinas
además de monómeros forman dímeros en la
membrana celular; homodímeros si son complejos
formados por el mismo receptor o heterodímeros
si los complejos los forman receptores diferentes
(39). Algunos autores han indicado que estos
complejos se forman durante la síntesis y
maduración de los receptores en el aparato de
Golgi y así alcanzan la membrana celular (40).
Gracias a estas tecnologías de imagen sabemos
también que las conformaciones de estos
receptores no son estáticas, sino muy dinámicas,
modulándose por la presencia de los ligandos y la
expresión de los propios receptores (41). Este
concepto dinámico concuerda con el modelo que
explica la función de los GPCRs, según el cual las
conformaciones del receptor sin ligando están en
equilibrio entre estados activos e inactivos y que
es la unión del ligando quien estabiliza una
conformación activa, desplazando el equilibrio
(42,43). Los dímeros de receptores de

Tomando como ejemplo la unión de CXCL12 a su
receptor CXCR4, se ha propuesto que la unión del
ligando sigue un modelo en dos pasos (28,29).
Primero se produce la interacción del cuerpo
central de la quimioquina con el N-terminal de
CXCR4, es el “Chemokine Recognition Site 1”  (30)
(CRS1). Esta interacción hace que el ligando se
posicione en una orientación óptima sobre el
receptor y permite que su región N-terminal
penetre profundamente en el receptor y se una a
la región CRS2, “Chemokine Recognition Site 2”.
Este CRS2 se localiza en el interior del barril que
forman las siete a-hélices transmembranas
incluidas en la bicapa lipídica. La estructura de la
quimioquina puede variar si hablamos de
monómeros o de dímeros de ligando y también
depende de la concentración de ligando en el
medio. Además, se han descrito dímeros no
disociables de CXCL12 que se unen a CXCR4,
inducen la movilización de Ca2+, pero no median
la migración celular in vitro (31), lo que sugiere
funciones específicas de los ligandos asociadas a
la estabilización de distintas conformaciones del
receptor. En todo caso, la unión del ligando a los
receptores promueve cambios conformacionales
en los dominios transmembrana de estos, que son
transmitidos por una cadena de residuos
“señalizadores” presentes a lo largo de las a-
hélices transmembrana (30) y cuya función es
conectar los cambios conformacionales iniciados
por la unión del ligando con la unión y activación
de moléculas señalizadoras, como la proteína G,
con los bucles intracelulares y región C-terminal
del receptor.

La mayoría de las quimioquinas, son de carácter
básico, lo que explica que se unan tanto a los
dominios extracelulares de los receptores, como a
glucosaminoglicanos (GAGs) presentes en la
superficie del endotelio (32).  De hecho, los GAGs
actúan a modo de moléculas presentadoras, ya
que poseen un elevado número de residuos ácidos.
La interacción quimioquina-GAGs, facilita la
retención de las quimioquinas en la superficie
celular y además produce el efecto de aumentar
su concentración local, de manera que, por
ejemplo, permanezcan asociadas en presencia de
corrientes provocadas por el flujo sanguíneo en los
capilares, facilitando de ese modo su
reconocimiento por los leucocitos (33).
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Figura 3. La hemofilia B en la Casa Real Española a partir de la Reina Victoria de Inglaterra, portadora espontánea de la enfermedad por
una mutación espermática en su padre Eduardo de Kent. Su hija Beatriz también portadora, introduce directamente la enfermedad a través
de su hija Victoria Eugenia que desposa con Alfonso XIII Rey de España. Dos hijos de este matrimonio, Alfonso y Gonzalo sufren la
enfermedad.
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Muchos autores han demostrado el impacto de
estos complejos diméricos en las funciones de las
quimioquinas (47–51). Hauser y col. asociaron los
tetrámeros de CCR7 con la activación de Src y la
integración de distintas vías de señalización
necesarias para una migración celular eficaz (52).
La dimerización/oligomerización de los receptores
de quimioquinas afecta a diferentes aspectos de la
fisiología del receptor, como la transducción de
señales o los procesos de internalización mediados
por ligando, que a su vez influyen en procesos como
la activación y migración celular (53). Los
complejos de receptores se acumulan en
estructuras celulares especializadas, como el frente
de avance de una célula en migración o la sinapsis
inmunológica (54–56). Por lo tanto, es posible que
la agregación de receptores facilite, en lugares
específicos de la célula, el acoplamiento eficiente
del receptor con moléculas de señalización (57) o
incluso la modulación de la actividad de otros
receptores también presentes (58).

quimioquinas existen en ausencia de ligando y
algunos estudios muestran que los valores de
eficiencia de FRET y BRET no están afectados por
los ligandos específicos, sugiriendo que las
conformaciones de los receptores no son
moduladas por la unión del ligando (44). Por
ejemplo, se ha descrito que CCL2 no promueve
cambios conformacionales en los heterodímeros
CXCR4/CCR2 (45).  Sin embargo, otros estudios si
detectan variaciones en la eficiencia FRET o BRET
tras la adición del ligando. Es el caso de CXCL12
que aumenta la eficiencia de BRET entre
homodímeros CXCR4 (45) o CXCL8 que suprime la
eficiencia FRET para los heterodímeros
CXCR1/CXCR2 mientras que estabiliza los valores
de FRET para ambas formas homodiméricas (41).
Los ligandos no desencadenan la dimerización del
receptor pero parecen estabilizar la conformación
activa del mismo, como se ha descrito para CCL2
y CCL11 en CCR2 (41,46).
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Figura 3. Esquema de funcionamiento de técnicas para evaluar conformaciones de receptores: FRET Y TIRF-M. (A-C) Tecnología FRET: (A,
B) La transferencia de energía resonante entre fluorocromos se basa en el hecho de que una molécula fluorescente donante (por ejemplo,
“Cyan Fluorescent protein, CFP”) en un estado excitado puede transferir una parte de su energía por acoplamiento dipolo-dipolo no radiante
a una molécula fluorescente aceptora (por ejemplo “Yellow fluorescent protein, YFP”) si la distancia entre ellas es menor de 10 A, indicando
entonces que las proteínas acopladas a los fluorocromos interaccionan. La tecnología implica la fusión de proteínas fluorescentes donantes
y aceptoras a moléculas de interés. La coexpresión de constructos de fusión en células vivas permite estudiar su interacción en tiempo
real de manera cuantitativa. (C) Es imprescindible que exista solapamiento entre la longitud de onda a la que emite el fluorocromo dador
y la que necesita el aceptor para excitarse. Tecnología TIRF (D,E): (D) Los microscopios tradicionales de campo amplio iluminan toda la
profundidad de una muestra. (E) La microscopía de fluorescencia de reflexión interna total (TIRF) se utiliza para adquirir imágenes de una
sección muy fina con alta resolución. Para ello se utiliza un rayo láser que se coloca con precisión en el plano focal posterior de los objetivos.
De este modo se crea un ángulo ideal para la reflexión interna total del haz láser, de modo que también pueda ser recogido por la lente del
objetivo. Por lo tanto, el rayo láser nunca se transmite a través de una muestra durante el TIRF, y en su lugar sólo una pequeña área de
aproximadamente 200 nm del cubreobjetos es iluminada por un campo evanescente. Este campo evanescente está causado por la diferencia
de índices de refracción entre la muestra y el cubreobjetos de vidrio sobre el que se asienta, y es responsable de la elevada relación señal-
ruido de las imágenes TIRF.
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En 1972, basado en principios termodinámicos
de organización de lípidos y proteínas, se definió
el modelo mosaico fluídico de la estructura de las
membranas celulares (67). Se trata de un modelo
dinámico y que explica que los componentes de la
membrana están en continuo movimiento debido
sobre todo a energías térmicas.  El modelo incluye
que los componentes proteicos y lipídicos están
limitados en su movilidad rotacional y lateral en
el plano de la membrana, lo que influye en las
interacciones lípido-lípido, proteína-proteína y
lípido-proteína, algo que también se ve afectado
por las interacciones célula-matriz extracelular o
célula-célula. El citoesqueleto celular resulta
crítico en la dinámica de las membranas (68,69)
pues el equilibrio polimerización/
despolimerización de actina crea regiones donde
las proteínas pueden estar temporalmente
confinadas y permite que proteínas que tienen una
interacción directa con la actina puedan dificultar
la difusión de otras proteínas que se mueven en el
entorno (70). También influye la formación de
dominios lipídicos específicos fuertemente
empaquetados que condicionan el movimiento de
las proteínas embebidas en ellos (71,72).

De hecho muchos receptores, también los
miembros de la familia de GPCRs, se integran en
esos dominios lipídicos densamente
empaquetados. Este es el caso de los receptores
muscarínicos M1 y M2 (73), del receptor de
bradiquinina (74), del receptor b-adrenérgico (75),
del receptor de Angiotensina 1 (76) y también de
algunos de receptores de quimioquinas como CCR5
y CXCR4 (77). Aunque el término balsa lipídica del
inglés “lipid raft” es controvertido pues su
descripción se basa en el uso de técnicas de
fraccionamiento de membranas y en la resistencia
al tratamiento con detergentes de lípidos y
proteínas, la existencia de interacciones lípido-
lípido que se organizan lateralmente en las
membranas como dominios con diferente
estructura y composición está fuera de toda duda
(78). En este contexto, los experimentos de TIRF-
M han demostrado que en situación basal, sin
estimular, los receptores de quimioquinas se
organizan en entidades no agrupadas (monómeros
y dímeros) y en pequeños nanoclusters (grupos de
≥3 receptores) y que la unión del ligando
promueve la agrupación de los receptores en
complejos de mayor tamaño, que contienen hasta
10-18 receptores, con una reducción significativa

Otra observación interesante es la diversidad
farmacológica asociada a estos complejos de
receptores. Mientras que AMD3100, un antagonista
específico de CXCR4, bloquea la unión de ligandos
específicos de otro receptor como CCR2, TAK779,
el antagonista de CCR2 y CCR5 (59), inhibe
potentemente la unión de CXCL12 en células que
coexpresan CXCR4 (60),  proporcionando un
excelente ejemplo de inhibición alostérica entre
heterodímeros de receptores de quimioquinas (55).

5. OLIGOMERIZACIÓN DE RECEPTORES DE
QUIMIOQUINAS: UN PASO MÁS EN LA
COMPLEJIDAD DE ESTOS MEDIADORES
INFLAMATORIOS

Otra tecnología de imagen óptica avanzada es la
microscopia de reflexión interna total de la
fluorescencia, del inglés “Total internal reflection
fluorescence microscopy” (TIRF-M). El TIRF-M
permite la visualización y el análisis de moléculas
individuales en células vivas y es por lo tanto de
máximo interés para estudiar la dinámica de
proteínas y lípidos en la membrana celular. Se
utiliza la observación de la interfaz (61,62) entre
dos medios con diferentes índices de difracción,
como son el agua y el vidrio. La técnica depende
de la iluminación de la muestra con un ángulo de
incidencia tal que permita la reflexión total de la
luz y la consecuente creación de un campo
electromagnético, denominado “campo
evanescente”, que excita los fluoróforos cerca de
la interfaz  mientras el resto de la célula
permanece en oscuridad. Como resultado, el TIRF-
M reduce la profundidad de excitación a unos
50-100 nm en la célula, lo que permite analizar los
parámetros dinámicos y cinéticos de las proteínas
y lípidos en la interfaz célula-sustrato, es decir en
el contexto de la membrana plasmática de una
célula viva en contacto con un sustrato depositado
sobre el cristal (Figura 3D, E). El uso de esta
tecnología aplicado al campo de las quimioquinas
ha revelado que los receptores evaluados hasta la
fecha pueden formar homo- y heterodímeros, pero
también oligómeros de mayor  orden (52,63,64).
La caracterización in silico de la estructura de
CXCR4 no sólo confirma la existencia de dímeros
de receptores, sino que también nos muestra que
existen interacciones entre dímeros de CXCR4 en
complejos de mayor orden (65,66) y localiza en las
regiones transmembrana los dominios implicados
en estas interacciones.
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depende de los niveles de colesterol en la
membrana. De hecho, la presencia de un mediador
inflamatorio como la prostaglandina (PG)E2 que
reduce los niveles de colesterol (80), provoca
mayor oligomerización de CCR7 y una migración
más eficiente (52).  Todos los datos hasta la fecha
sugieren que la oligomerización de receptores de
quimioquinas en la membrana celular regula la
sensibilidad celular a los gradientes
quimioatrayentes (81), a la vez que proporciona la
base para una propagación eficiente  y robusta de
la señalización mediada por estos ligandos (82,83).
La trascendencia de este hecho puede entenderse
fácilmente al indicar que una determinada célula,
con un patrón de receptores de quimioquinas
concreto, puede ver afectado su comportamiento
funcional dependiendo del entorno en que se
encuentre en cada momento, sin modificar su
patrón de receptores (52,64,79); la dinámica en la
membrana celular juega pues un papel clave en la
regulación de las respuestas celulares. 

La unión de una quimioquina a su receptor
también provoca la agregación de los receptores
en la membrana celular como paso previo a la

del porcentaje de monómeros y dímeros, y un
aumento proporcional del porcentaje de
oligómeros que además son, en gran medida,
inmóviles (64) (Figura 4). Este comportamiento
dinámico está controlado por la expresión del
propio receptor, la disponibilidad del ligando y la
generación de dominios de confinamiento
temporal por el citoesqueleto de actina. Además,
la dinámica de estos receptores está modulada por
la coexpresión de otras proteínas en la superficie
celular (68) y por la composición lipídica de la
membrana (79). Por ejemplo, la expresión de CD4
en la membrana de células T modula el tamaño de
los oligómeros de CXCR4 (64) y en último término
también su función; la depleción de
esfingomielinas, por efecto de esfingomielinasas,
y el incremento de las correspondientes
ceramidas, bloquea la capacidad de CXCL12 de
promover oligomerización de CXCR4 e imposibilita
a las células detectar correctamente los
gradientes quimioatrayentes (79). Se ha
demostrado que los oligómeros de CCR7 en el
frente de avance de células dendríticas involucra
la activación de la quinasa Src, un efecto que
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Figura 4. El receptor CXCR4 forma oligómeros en la superficie celular que aumentan en presencia de CXCL12. (A) Porcentaje de trayectorias
móviles e inmóviles de CXCR4-AcGFP en la membrana de células T sin estimular. (B) porcentaje de trayectorias individuales de CXCR4-Ac-
GFP con movimiento confinado, de difusión libre o transporte dirigido, clasificadas en función de su MSS, “Moment Scaling Spectrum”. Los
datos corresponden a las células no estimuladas. (C) Porcentaje del número de receptores/partícula detectados según se extrae de análisis
de la distribución de la intensidad en las trayectorias individuales de CXCR4-AcGFP en células sin estimular. (D) Porcentaje del número de
receptores/partícula detectados como en C). Se comparan los datos de las células sin activar (barras grises) frente a los de células activadas
con el ligando CXCL12 (barras azules). (E) Análisis del coeficiente de difusión (D1–4) de las trayectorias individuales de CXCR4-Ac-GFP en
células no estimuladas (gris) y activadas con CXCL12 (azul). En rojo se señala la media detectada. (F) Porcentaje de trayectorias móviles e
inmóviles de CXCR4-AcGFP en la membrana de células T sin estimular y estimuladas con CXCL12. Figura modificada de Martínez-Muñoz y
col. (64).
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citoesqueleto de actina (92). Su presencia
condiciona la dinámica de fosforilación
/desfosforilación de cofilina, una proteína de
unión a actina que cataliza sus procesos de
polimerización/despolimerización (93).

La dinámica de la actina es un proceso complejo
y en él intervienen muchas proteínas y
reguladores, entre ellas las GTPasas Rac, Rho y
Cdc42 y multitud de GEFs (guanosin exchange
factors) y GAPs (GTPase-activating proteins) que
regulan la actividad de las referidas GTPasas
(94,95). Aunque la ruta exacta de señalización no
está completamente dilucidada, las evidencias
indican que también en el caso de los receptores
de quimioquinas la dinámica del citoesqueleto de
actina controla los procesos de oligomerización y
por ende la difusión en la membrana (64,68). 

El proceso de oligomerización se inicia una vez
que el ligando se une al receptor, es por lo tanto
un proceso asociado a la activación del mismo.
Así, el bloqueo de la señalización de CXCR4 por
tratamiento con toxina de pertussis (PTx), un
agente que bloquea la actividad de la proteína Gi,
conlleva la eliminación de la oligomerización. El
proceso también requiere una correcta dinámica
del citoesqueleto de actina, lo que implica
directamente la asociación de b-arrestinas al
receptor (96). La oligomerización de CXCR4 se
bloquea en células deficientes en b-arrestina 1 y,
como se ha comentado anteriormente, también en
receptores mutantes que no pueden
asociar/activar b-arrestinas.  Por otro lado,
implica a cofilina, una proteína de regula la
polimerización y despolimerización de actina y que
conecta el proceso con b-arrestinas y por ende con
el propio receptor.  La participación de la GTPasa
Rac en la oligomerización de los receptores de
quimioquinas ha sido asimismo propuesta en
células dendríticas, donde su presencia se detecta
en el frente de avance (97). La falta de
oligomerización se ha asociado con la falta de
orientación de la célula en los gradientes
quimioatrayentes. Si bien es razonable que la
célula que no oligomeriza sus receptores en el
frente de avance no detecte correctamente el
gradiente, el frente de avance celular es una zona
rica en actina polimerizada (98) que puede
favorecer la oligomerización. La realidad es que la
formación de un frente de avance es un proceso
dirigido en el que participan muchas proteínas y
lípidos que también pueden condicionar la
respuesta final de la célula (99). 

generación de vesículas de internalización ricas en
clatrina, un proceso que involucra a dinamina y a
otras proteínas adaptadoras como b-arrestinas y
adaptina-2 (AP-2) (84,85). Es pues relevante
determinar si la oligomerización de los receptores
mediada por el ligando y determinada por TIRF-M
corresponde, como hemos indicado, a un evento
de señalización o se trata de complejos de
internalización del receptor. Experimentos
realizados con CXCR4 como modelo demostraron
que en presencia de agentes inhibidores de la
internalización como Pit-Stop2 (86), la
oligomerización del receptor promovida por
CXCL12 se mantiene. Además, el receptor mutante
CXCR4K239E/V242A/L246A, que se expresa en la
membrana igual que el receptor CXCR4 salvaje y
no presenta diferencias en la unión de CXCL12, se
internaliza normalmente pero no genera
oligómeros detectables por TIRF-M ni promueve
migración celular (64). Los datos experimentales
indican pues que el proceso de oligomerización y
el de agregación previo a la internalización del
receptor son procesos independientes.

Varios datos experimentales remarcan el papel
esencial de la dinámica del citoesqueleto de
actina en la oligomerización de los receptores de
quimioquinas promovidas por ligando. El
tratamiento de las células con Latrunculina A, un
inhibidor de la polimerización de actina por
secuestro de monómeros de G-actina (87), bloquea
por completo la oligomerización de CXCR4
mediada por CXCL12 y aumenta la difusión libre
de los receptores embebidos en la membrana
celular (64). Por otro lado, los datos obtenidos
utilizando TIRF-M en un mutante natural de
CXCR4, CXCR4R334X, que se asocia al síndrome de
WHIM, una inmunodeficiencia hereditaria grave
(88), indican que, en la membrana celular, este
mutante es incapaz de oligomerizar en presencia
de CXCL12 y de hecho las células que lo expresan
tampoco se orientan a favor de gradiente (89).
CXCR4R334X presenta una deleción de los últimos 19
aminoácidos en su región C terminal (90) que le
impide, en presencia de CXCL12, ser fosforilado
por quinasas asociadas a receptores acoplados a
proteínas G (GRKs) y por lo tanto unir b-arrestina
y ser internalizado (91) lo que le convierte en un
mutante de ganancia de función. Sin embargo, b-
arrestina también juega un papel importante como
plataforma que asocia otras moléculas
señalizadoras. En concreto, su papel es crítico
para conectar estos receptores con el
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6. CONCLUSIONES

En los últimos años se ha avanzado notablemente
en el conocimiento de la función de las
quimioquinas y sus receptores. Gracias a nuevas
técnicas de cristalización y al desarrollo de la
criomicroscopía conocemos la estructura de
algunos de estos receptores, como se regula su
expresión, como se produce la unión del ligando,
los cambios estructurales que se generan y las
rutas de señalización que se activan. Además, el
uso de nuevas tecnologías, entre ellas las de
imagen óptica avanzada y el desarrollo de
algoritmos para su cuantificación, nos ha
permitido determinar que los receptores pueden
adoptar distintas conformaciones dinámicas en la
membrana celular, que también condicionan las
respuestas funcionales de estos mediadores
inflamatorios. Entender esa dinámica en la
membrana y como se modifica por la composición
lipídica de la misma, la expresión de otras
proteínas que condicionan la difusión de los
receptores y/o la dinámica del citoesqueleto de
actina es crítico para tener una visión completa
del sistema si queremos intervenir
terapéuticamente en su función.
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