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INTRODUCCI&Oacute;N
Introducci&oacute;n
El funcionamiento de los organismos multicelulares pone de manifiesto la
integraci&oacute;n de sus elementos -incluyendo c&eacute;lulas y matriz extracelular (ECMs)-,
mediante la adecuada adhesi&oacute;n y comunicaci&oacute;n entre ellos (Hynes y Zhao, 2000).
Sin embargo, a pesar de la importancia de las interacciones adhesivas, hasta
recientemente no se ha conocido c&oacute;mo estas interacciones intervienen en los diferentes
procesos fisiol&oacute;gicos.
Hoy se sabe que las c&eacute;lulas del organismo se adhieren unas a otras reuniendo
matriz extracelular alrededor de ellas y que la matriz extracelular consiste
fundamentalmente en una estructura altamente ordenada de cadenas de az&uacute;cares y
prote&iacute;nas fibrosas interconectadas, que son segregadas y ordenadas por las c&eacute;lulas, que,
a su vez, ejerce un control remarcable sobre ellas (Aplin et al., 1998).
As&iacute; pues, la respuesta espec&iacute;fica de la c&eacute;lula depende del tipo celular
involucrado, de su estado y de la composici&oacute;n de la matriz en ese momento, y viene
determinada por un acontecimiento particular (Horwitz, 1997). De esta manera, algunas
c&eacute;lulas responden cambiando su conformaci&oacute;n, otras veces migrando, proliferando,
diferenci&aacute;ndose o cambiando sus actividades.
Para entender c&oacute;mo la matriz permite estos cambios celulares y estas distintas
respuestas, se han identificado los receptores en las c&eacute;lulas, ya que &eacute;stos sirven de sitios
de anclaje para las prote&iacute;nas de la matriz, gobiernan las interacciones y la
comunicaci&oacute;n c&eacute;lula-matriz y c&eacute;lula-c&eacute;lula. En l&iacute;neas generales, se puede concluir que
la calidad de la respuesta viene determinada por el tipo de receptor estimulado y su
preponderancia, en tanto que la intensidad de la misma est&aacute; m&aacute;s bien relacionada con el
n&uacute;mero de receptores y con la cantidad de agentes estimulantes. A su vez, la
especificidad de la adhesi&oacute;n celular viene determinada por la expresi&oacute;n combinada y su
interacci&oacute;n con un determinado n&uacute;mero de receptores de adhesi&oacute;n (Hynes, 1999).
1. LOS RECEPTORES DE ADHESI&Oacute;N
Las mol&eacute;culas o receptores de adhesi&oacute;n est&aacute;n ampliamente expresadas en la
superficie celular. A su papel de adhesi&oacute;n se suma su funci&oacute;n de transducci&oacute;n de
se&ntilde;ales, a trav&eacute;s de prote&iacute;nas-G, fosfol&iacute;pidos y prote&iacute;nquinasas, para regular varias
funciones celulares, relacionadas con el comportamiento celular: forma y polarizaci&oacute;n
celular, organizaci&oacute;n del citoesqueleto, motilidad celular, proliferaci&oacute;n, supervivencia
y diferenciaci&oacute;n (Ruoslahti, 1995). Por lo tanto, al mediar las interacciones c&eacute;lulac&eacute;lula y c&eacute;lula-matriz, los receptores de adhesi&oacute;n se ven involucrados en una gran
variedad de procesos fisiol&oacute;gicos y patol&oacute;gicos.
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Las mol&eacute;culas de adhesi&oacute;n se agrupan en cuatro importantes familias: las
cadherinas, la superfamilia de las inmunoglobulinas, las selectinas y las integrinas.
Otras familias de receptores de adhesi&oacute;n como los sindecanos y los proteoglicanos
unidos a membrana, las disintegrinas y otros, son menos conocidos por el momento
(Hynes, 1999).
En las interacciones c&eacute;lula-c&eacute;lula, un receptor se encuentra en la superficie de
una c&eacute;lula mientras que su ligando espec&iacute;fico se encuentra en la superficie de la c&eacute;lula
adyacente Algunas interacciones receptor-ligando son homot&iacute;picas (entre mol&eacute;culas
parecidas) mientras que otras son heterot&iacute;picas (entre diferentes tipos de mol&eacute;culas).
La adhesi&oacute;n homot&iacute;pica se presenta en las cadherinas y algunas inmunoglobulinas; sin
embargo, la adhesi&oacute;n heterot&iacute;pica se presenta entre integrinas-inmunoglobulinas y
selectinas-glucoprote&iacute;nas (Humphries, 2000)
En la adhesi&oacute;n c&eacute;lula-matriz, los receptores de la superficie celular son casi
siempre miembros de la familia de las integrinas, reconociendo ligandos que son
componentes de algunos tipos de matriz (matriz del tejido conectivo, membranas
basales y matrices mineralizadas) (Humphries, 2000). A esta familia de receptores de
adhesi&oacute;n celular pertenecen las dos mol&eacute;culas caracterizadas en este estudio.
1.1. La superfamilia de las inmunoglobulinas
La superfamilia de las inmunoglobulinas (Ig-SF), caracterizada por la presencia
de un n&uacute;mero variado de dominios relacionados con las inmunoglobulinas (Walsh et
al., 1997) fue la primera familia de mol&eacute;culas de adhesi&oacute;n descubierta (Williams y
Barclay, 1998). Se caracterizan por ser largas glucoprote&iacute;nas de la membrana
plasm&aacute;tica cuya principal funci&oacute;n es la adhesi&oacute;n c&eacute;lula-c&eacute;lula, estando adem&aacute;s
implicadas en diferentes procesos biol&oacute;gicos y siendo expresadas por numerosos tipos
celulares. La estructura molecular t&iacute;pica de esta familia consta de un dominio
extracelular largo, un &uacute;nico segmento transmembranario helicoidal y un dominio
citoplasm&aacute;tico (Aplin et al., 1998).
Se trata de una familia de mol&eacute;culas de adhesi&oacute;n celular (CAM) constituida por
alrededor de cien miembros en vertebrados, siendo el m&aacute;s representativo la neuralCAM o N-CAM, presente en la superficie de c&eacute;lulas nerviosas y en las c&eacute;lulas de gl&iacute;a
(Rutishauser y Goridid, 1986). Un cierto n&uacute;mero de mol&eacute;culas responsables de la
adhesi&oacute;n de las c&eacute;lulas circulantes de la sangre (neutr&oacute;filos, linfocitos, eosin&oacute;filos) con
el endotelio de los vasos sangu&iacute;neos tambi&eacute;n est&aacute;n encuadradas en este grupo, por
ejemplo ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1 y LFA3. Finalmente, otras mol&eacute;culas de
relevante importancia dentro de la superfamilia de las inmunoglobulinas son las de
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clase I y II del complejo principal de histocompatibilidad, as&iacute; como sus ligandos
respectivos: de una parte CD8, expresado por los linfocitos T8 citot&oacute;xicos, y de otra
CD4, presente en los linfocitos T4 auxiliares.
1.2. Las cadherinas
Las cadherinas constituyen una familia de glucoprote&iacute;nas de la superficie
celular involucrada principalmente en la adhesi&oacute;n c&eacute;lula-c&eacute;lula mediante un sistema
dependiente de calcio (Takeichi, 1988). Atendiendo al tipo celular en el que con mayor
abundancia se expresan, las cadherinas han sido clasificadas en cuatro subfamilias:
cadherina E (epitelial), cadherina N (neuronas), cadherina P (placenta) y cadherina V
(tejido vascular) (Yap et al., 1997). La homolog&iacute;a entre las cadherinas de diversos
tejidos es elevada, siendo la regi&oacute;n citoplasm&aacute;tica la zona mejor conservada, fen&oacute;meno
sin duda ligado al importante papel que este dominio representa en el mantenimiento de
la morfolog&iacute;a celular.
Las cadherinas intervienen de manera fundamental en el reconocimiento celular
durante la embriog&eacute;nesis, regulando la compleja cascada de sucesos que tienen como
resultado la cohesi&oacute;n celular, de tal manera que una anomal&iacute;a en su expresi&oacute;n puede
conducir al desarrollo de tumores y a la formaci&oacute;n de met&aacute;stasis.
1.3. Las selectinas
Son las mol&eacute;culas que intervienen en la adhesi&oacute;n de los linfocitos al endotelio
vascular, desencadenando el fen&oacute;meno conocido como rolling linfocitario. Las
selectinas determinan el establecimiento de interacciones heterot&iacute;picas d&eacute;biles en una
etapa transitoria indispensable para la formaci&oacute;n de uniones m&aacute;s fuertes determinadas
por las integrinas. La consecuencia &uacute;ltima es la fijaci&oacute;n de los leucocitos a un punto
determinado del endotelio vascular y la extravasaci&oacute;n o diap&eacute;desis.
Hasta el momento han sido caracterizados tres tipos de selectinas designadas
por la inicial del tipo celular en el que fueron descubiertas (Bevilacqua et al., 1993)).
La selectina E interviene esencialmente en la adhesi&oacute;n y la migraci&oacute;n de los neutr&oacute;filos
a las c&eacute;lulas endoteliales y su expresi&oacute;n en este &uacute;ltimo tipo celular es mediada por
citoquinas. La selectina P, inicialmente localizada en plaquetas (Bofanti et al., 1989)
presenta una funci&oacute;n, mal definida hasta el momento, relacionada con la trombosis y la
hemostasis. Finalmente, la selectina L es una prote&iacute;na relacionada con el
reconocimiento de los linfocitos por los ganglio linf&aacute;ticos perif&eacute;ricos y que interviene
igualmente en la adhesi&oacute;n de los monocitos y los neutr&oacute;filos a las c&eacute;lulas endoteliales.
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1.4. Las integrinas
El t&eacute;rmino “integrina” fue aplicado por primera vez en un art&iacute;culo de revisi&oacute;n
para describir la mayor familia de receptores transmembranarios heterodim&eacute;ricos de la
superficie celular, relacionados estructural y funcionalmente, y cuya funci&oacute;n es la de
integrar la matriz extracelular con el citoesqueleto intracelular para mediar la migraci&oacute;n
celular y la adhesi&oacute;n (Hynes, 1987). Excepto los eritrocitos maduros, todos los tipos
celulares expresan en su superficie una o m&aacute;s integrinas (Hemler, 1990), y &uacute;nicamente
en mam&iacute;feros pueden ser encontradas m&aacute;s de 20 integrinas distintas (Kreidberg y
Symons, 2000). En algunos tipos celulares los receptores expresados en la membrana
son mayoritariamente integrinas; como es el caso de las plaquetas que presentan unas
80.000 copias del receptor αIIbβ3 en su superficie celular (Shattil et al., 1998).
Muchas integrinas son predominantemente o exclusivamente receptores para
prote&iacute;nas de la ECM tales como, fibronectinas, lamininas y col&aacute;genos, pero otras
tambi&eacute;n juegan un papel importante en la adhesi&oacute;n celular heterof&iacute;lica, m&aacute;s
notablemente en leucocitos, donde las integrinas se unen a receptores de la Ig-SF
(ICAMs, VCAM-1, MAdCAM-1) o a una cadherina (αEβ7-E-caherina).
Las integrinas juegan un papel central en la adhesi&oacute;n celular a la membrana
basal, en la polarizaci&oacute;n de las c&eacute;lulas inducidas por esta adhesi&oacute;n y en la migraci&oacute;n
celular a trav&eacute;s de la ECM y sobre ella. Adem&aacute;s, las integrinas, como receptores de
adhesi&oacute;n celular, transducen se&ntilde;ales. As&iacute; pues, las integrinas son mol&eacute;culas de
adhesi&oacute;n responsables de fen&oacute;menos de interacci&oacute;n de unas c&eacute;lulas con otras y con la
matriz extracelular que son cruciales, tanto para la diferenciaci&oacute;n de las c&eacute;lulas
animales en &oacute;rganos y tejidos, la regulaci&oacute;n de los linfocitos, como para todo el
proceso del desarrollo, teniendo igualmente un papel central en las funciones del
sistema inmune (Springer, 1990). Todo ello implica que las integrinas tienen
importantes implicaciones en los procesos biol&oacute;gicos y patol&oacute;gicos, entre los que se
incluyen: hemostasis, inflamaci&oacute;n, coagulaci&oacute;n sangu&iacute;nea, cicatrizaci&oacute;n de heridas,
respuesta inmune, maduraci&oacute;n celular, crecimiento, met&aacute;stasis tumorales, transplante y
desarrollo embriol&oacute;gico (Hynes, 1992; Horwitz, 1997; Holzknecht y Platt, 1995).
2. ESTRUCTURA DE LAS INTEGRINAS
La primera integrina descrita fue el receptor de la fibronectina (Pytela et al.,
1985) que, junto con los dem&aacute;s miembros de esta familia descubiertos posteriormente,
muestran la misma estructura b&aacute;sica: glucoprote&iacute;nas transmembranarias constituidas
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por dos cadenas prot&eacute;icas, o subunidades, una α y una β (Figura 1). De la subunidad α
se conocen hasta el momento 17 variantes y 8 de la subunidad β (Figura 2). Estas
cadenas, que se nombran generalmente con un n&uacute;mero o una letra, interact&uacute;an de una
forma no covalente para formar heterod&iacute;meros diferentes. Actualmente son conocidos
24 d&iacute;meros diferentes resultantes de la combinaci&oacute;n de las subunidades α y β
identificadas.
Si subunidades α se asociaran libremente con subunidades β, un largo
repertorio de integrinas se generar&iacute;a en cada tipo celular. En realidad, la diversidad est&aacute;
restringida, al asociarse muchas subunidades α (excepto α4 α6 y αV que se asocian
aleatoriamente) con un solo tipo de subunidad β, generando las distintas subfamilias β
integrinas, de las que las m&aacute;s importantes son las β1, β2 y β3 integrinas (Green et al.,
1998) (Figura 2).
UNI&Oacute;N MATRIZ
SUBUNIDAD β
CATIONES
DIVALENTES
DOMINIO
RICO EN
CISTE&Iacute;NA
SUBUNIDAD α
MEMBRANA
PLASM&Aacute;TICA
CITOPLASMA
UNI&Oacute;N
CITOESQUELETO
Figura 1: Esquema de la estructura de las subunidades de una integrina. La subunidad α est&aacute;
constituida por dos cadenas unidas mediante un puente disulfuro y en su dominio extracelular se
localizan 4 dominios de uni&oacute;n a cationes divalentes. El dominio extracelular de la subunidad β
contiene una regi&oacute;n rica en repeticiones de ciste&iacute;nas y el dominio citoplasm&aacute;tico es el responsable de
las fijaci&oacute;n del d&iacute;mero al citoplasma celular.
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La nomenclatura m&aacute;s usada para denominarlas es α &oacute; β seguida de un n&uacute;mero,
aunque algunos nombres usados en un principio persisten a&uacute;n en la bibliograf&iacute;a. As&iacute;
pues, uno de los miembros de la β3 integrinas, αIIbβ3, espec&iacute;fica de plaquetas es, a
menudo, denominada como GPIIb-IIIa, al igual que otras integrinas expresadas en el
mismo tipo celular (GPIaIIa=α2β1, GPIcIIa=α5β1) (Kieffer y Phillips, 1990; Phillips et
al., 1991). Las integrinas β2, espec&iacute;ficas de leucocitos, son referidas tambi&eacute;n con el
primer nombre (αLβ2=LFA-1; αMβ2=Mac-1, Mo-1 o CR3; αXβ2=p150, 95) y con
nomenclatura
CD
(cluster
de
diferenciaci&oacute;n)
(β2=CD18;
subunidades
α
asociadas=CD11a,b,c), que para otras integrinas es raramente usada (Hemler, 1990;
Springer, 1990). Finalmente, muchas β1 integrinas, a veces, son referidas como
ant&iacute;genos VLA (very late after activation), un nombre que surge al mismo tiempo que
la descripci&oacute;n de α1β1 y α2β1 en linfocitos (Hemler, 1990). Sin embargo, despu&eacute;s de
saber que muchas c&eacute;lulas expresan una o m&aacute;s β1 integrina constitutivamente y que
algunas subunidades α se asocian a otras subunidades β, la nomenclatura αβ es la m&aacute;s
aplicada (Hynes et al., 1992).
αE
α IIb
β7
β3
α2
α1
β5
αL
α3
α4
αM
αV
β2
β6
β8
α5
β1
α11
αX
αD
α6
α10
α9
α7
β4
α8
Figura 2: La familia de las integrinas. Todas las subunidades α y β conocidas se representan como
c&iacute;rculos, mientras que las l&iacute;neas muestran las asociaciones conocidas entre ellas. Se resaltan las
subunidades β m&aacute;s importantes.
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2.1. Subunidades α
Las subunidades α de las integrinas son hom&oacute;logas entre ellas, pero no
aparentemente con las subunidades β, como ponen de manifiesto los estudios de
an&aacute;lisis de secuencia de distintas subunidades. Estas homolog&iacute;as afectan al dominio
transmembranario, al dominio citoplasm&aacute;tico y a determinadas regiones del dominio
extracelular (Takada et al., 1989).
En funci&oacute;n de los motivos estructurales presentes en el dominio extracelular, las
subunidades α de las integrinas se clasifican en tres categor&iacute;as (Figura 3). Los
miembros del primer grupo-αIIb, α5, α6, α7 y α3-tienen cuatro sitios probables de uni&oacute;n
a cationes divalentes, cada uno de aproximadamente 60 amino&aacute;cidos de largo, y un
sitio de corte de una proteasa. Los miembros del segundo grupo-αM, αL, αX, α1, α2, αE
y αD-tienen tres sitios probables de uni&oacute;n a cationes divalentes, p&eacute;rdida del sitio de
corte para la proteasa y una secuencia adicional de 180-200 amino&aacute;cidos
correspondiente al denominado dominio I (de “inserto” o “interactivo”) en el extremo
amino terminal, que no se encuentra en otras subunidades α de las integrinas. Dicho
dominio I es hom&oacute;logo, entre otros, al dominio A encontrado en el factor von
Willebrand y es cr&iacute;tico para la uni&oacute;n del ligando (Harris et al., 2000). La subunidad α4
es el &uacute;nico miembro del tercer grupo de las subunidades α integrinas y consta de tres
sitios de uni&oacute;n a cationes divalentes y un sitio distinto de corte para una proteasa
(Diamond et al., 1994).
Los dominios citoplasm&aacute;ticos de las subunidades α son cortos, entre 15 y 77
amino&aacute;cidos y, en general, no est&aacute;n muy relacionados por su secuencia, aunque est&aacute;n
bien conservados entre las especies (Diamond et al., 1994). Sin embargo, un motivo de
secuencia pr&oacute;ximo a la membrana, GFFKR, es conservado entre todos los dominios
citoplasm&aacute;ticos y participa en la regulaci&oacute;n del reconocimiento del ligando y en la
asociaci&oacute;n entre las subunidades α y β (Harris et al., 2000).
2.2. Subunidades β
La primera subunidad β secuenciada fue la de la β1 integrina de pollo, deducida
de estudios del ADNc clonado (Tamkum et al.,1986). La comparaci&oacute;n entre secuencias
de subunidades β en distintas especies (Lipscomb et al., 1999; Malek-Hedayat y Rome,
1995) pone de manifiesto que se trata de estructuras prot&eacute;icas altamente conservadas
que comparten una estructura b&aacute;sica: un dominio extracelular largo, de 675-700
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amino&aacute;cidos, un &uacute;nico dominio transmembranario hidrof&oacute;bico y un corto dominio
citoplasm&aacute;tico variable en longitud. &Eacute;ste suele ser relativamente corto, 40-60
amino&aacute;cidos, excepto para la cadena o subunidad β4 que tiene un dominio
citoplasm&aacute;tico inusualmente largo de 1.000 residuos de amino&aacute;cidos (Hogervorst et al.,
1990). El largo dominio extracelular de la subunidad β contiene una regi&oacute;n altamente
conservada cerca del extremo amino terminal con afinidad por el dominio I de las
subunidades α, que es cr&iacute;tico para el reconocimiento del ligando, un dominio rico en
ciste&iacute;nas en el extremo carboxilo terminal y puentes disulfuro internos que contribuyen
al mantenimiento de la estructura de la mol&eacute;cula (Figura 3).
Repeticiones
cati&oacute;n
divalente
Subunidades α
Sitio
corte
proteasa
Dominio
Transmembranario
αIIb
Dominio I
Dominio citoplasm&aacute;tico
αM
α4
Dominio extracelular
Subunidades β
Regi&oacute;n
conservada
Repeticiones
ricas en
ciste&iacute;na
β
Figura 3: Representaci&oacute;n esquem&aacute;tica de las subunidades α y β. Se muestran las estructuras
de los ejemplos m&aacute;s representativos de las subunidades α y β.
Una caracter&iacute;stica espec&iacute;fica de la subunidad β es que una parte del dominio
intracelular o citoplasm&aacute;tico establece el anclaje de la integrina en la c&eacute;lula a trav&eacute;s de
la interacci&oacute;n con prote&iacute;nas citoplasm&aacute;ticas como la vinculina y la talina (Burridge et
al., 1988). Por consiguiente, el dominio citoplasm&aacute;tico de las subunidades β contiene
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las secuencias implicadas en la se&ntilde;alizaci&oacute;n intracelular y las asociaciones con el
citoesqueleto.
3. EL LIGANDO
Las integrinas se unen a diversos tipos de ligandos, incluyendo prote&iacute;nas de la
matriz celular, prote&iacute;nas del plasma que son depositadas en sitios de heridas en la
hemostasis (fibrin&oacute;geno) y la activaci&oacute;n del complemento, y prote&iacute;nas de membrana
integrales. Muchas integrinas se unen a m&aacute;s de un ligando y m&aacute;s de uno de estos
ligando se une a m&aacute;s de una integrina, usando el mismo o distinto sitio de
reconocimiento (Hynes et al., 1992). La Tabla I resume los principales ligandos
extracelulares de las integrinas, que incluyen un gran n&uacute;mero de prote&iacute;nas
extracelulares de la matriz (prote&iacute;nas de la matriz del hueso, col&aacute;genos, fibronectinas,
fibrin&oacute;geno, lamininas, trombospondina, vitronectina y el factor de von Willebrand), lo
que refleja la funci&oacute;n primera de las integrinas en la adhesi&oacute;n celular a la matriz
extracelular (Plow et al., 2000).
Otros muchos ligandos reflejan el papel de las integrinas en la mediaci&oacute;n de las
interacciones c&eacute;lula-c&eacute;lula (Ruoslahti y Pierschbacher, 1987). En este sentido, existen
numerosos microrganismos que utilizan las integrinas para poder entrar dentro de las
c&eacute;lulas. Por otro lado, hay conexiones m&uacute;ltiples y directas entre las integrinas y los
sistemas de defensa, creadas por el reconocimiento de los factores hemost&aacute;ticos y del
complemento.
La preferencia de las integrinas por un ligando en concreto viene determinada
por una afinidad relativa, la disponibilidad en un microambiente espec&iacute;fico y el estado
conformacional del ligando (Plow et al., 2000).
Los primeros an&aacute;lisis funcionales y estructurales de las integrinas han permitido
definir las secuencias de reconocimiento del ligando mediante el empleo de p&eacute;ptidos
deducidos de las secuencias de amino&aacute;cidos de las prote&iacute;nas de la matriz extracelular
(Ruoslahti, 1996). Un ejemplo protot&iacute;pico es la secuencia RGD (trip&eacute;ptido formado por
arginina-glicina-&aacute;cido asp&aacute;rtico-Arg-Gly-Asp-), identificada originalmente como el
motivo aminoac&iacute;dico de la fibronectina y que ahora se conoce como zona de
reconocimiento de m&uacute;ltiples ligandos.
Otros estudios han demostrado que la especificidad en el reconocimiento del
ligando por parte de la integrina est&aacute; reducida a peque&ntilde;as secuencias p&eacute;pticas que son
determinantes para que las interacciones tengan lugar o no. As&iacute;, tan importante como la
secuencia RGD es el contexto estructural en el que se encuentra y el tipo de residuos
aminoac&iacute;dicos que la flanquean (Haas y Plow, 1994). Finalmente, es necesario se&ntilde;alar
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que los estudios de inhibici&oacute;n por p&eacute;ptidos han sido fundamentales para conocer el
papel de las secuencias espec&iacute;ficas en el reconocimiento del ligando por las integrinas
(Plow et al., 2000).
Ligandos
Integrinas
Sialoprote&iacute;na del hueso
αvβ3, αvβ5
Mol&eacute;cula de adhesi&oacute;n L-1
αVβ3
Candida albicans
αMβ2
Col&aacute;genos
α1β1, α2β1, α11β1, αIIbβ3, α10β1, α3β1, α9β1, α5β1
Condroadherina
α10β1
Citotactina/tenascina-C
α8β1, α9β1, αVβ3, αVβ6
E cadherina
αEβ7
Factor X
αMβ2
Fibronectina
α3β1,α4β1,α4β7,α5β1,α8β1,αVβ1,αVβ3,αVβ5,αVβ6,αVβ8,αIIbβ3
Fibrin&oacute;geno
α5β1,αMβ2, αVβ3, αXβ2, αIIbβ3, αVβ1
iC3b
αMβ2, αXβ2
ICAM-1
αLβ2, αMβ2
ICAM-2,3,4,5
αLβ2, αDβ2
Invasina
α4β1, α5β1, α6β1,
Laminina
α1β1, α2β1, α6β1, α7β1, α6β4, α3β1, α9β1, α10β1
Metaloproteinasa-2
αVβ3
Factor inhibidor neutr&oacute;filo αMβ2
Osteopontina
αVβ3, α8β1, αVβ1, α9β1
Factor +/- Plasmin&oacute;geno
αVβ3
Fertilina
α6β1
Trombospondina
α3β1, αVβ3, αIIbβ3, α4β1
VCAM-1
α4β1, α4β7
Vinculina
α11β1
Vitronectina
αVβ1, αVβ3, αVβ5, αIIbβ3, α8β1
Factor von Willebrand
αVβ3, αIIbβ3
Tabla 1: Ligandos de las integrinas
4. LOS CATIONES DIVALENTES
Las integrinas son metaloprote&iacute;nas y contienen de 3 a 5 sitios de uni&oacute;n para
cationes divalentes de relativa baja afinidad. Entre las integrinas hay al menos dos
clases de motivos, distintos estructuralmente, para la uni&oacute;n i&oacute;nica. En las subunidades
α est&aacute;n presentes los motivos hom&oacute;logos a la estructura EF-hand, serie de cuatro
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dominios de secuencias repetidas (Tuckwell et al., 1992) y los motivos de adhesi&oacute;n
dependiente de un metal i&oacute;nico (MIDAS) (Michishita et al., 1993). Por su parte, las
subunidades β pueden contener un sitio de uni&oacute;n i&oacute;nico hom&oacute;logo al motivo MIDAS
(Loftus et al., 1990).
La uni&oacute;n de los cationes ejerce efectos transcendentales en la funci&oacute;n de la
integrina. Los cationes divalentes unidos pueden actuar como efectores,
promocionando la uni&oacute;n al ligando, como antagonistas, inhibiendo la uni&oacute;n, y como
selectores, modificando la especificidad de dicha uni&oacute;n. La influencia de los cationes
divalentes en la funci&oacute;n de la integrina se explica por el hecho de que tanto el ligando
como los iones comparten una regi&oacute;n de uni&oacute;n com&uacute;n en la integrina (D&acute;Souza et al.,
1994).
Sin embargo, a pesar de la importancia de los iones divalentes en la adhesi&oacute;n
celular y en la uni&oacute;n del ligando, en la actualidad se dispone de una limitada
informaci&oacute;n acerca del papel fisiol&oacute;gico que representan y ello, a pesar de que su
participaci&oacute;n en procesos tan importantes como la reabsorci&oacute;n de los osteoclastos por
el hueso (Ross et al., 1993) y la cicatrizaci&oacute;n de las (Grzesiak et al., 1995) ha sido
claramente evidenciada.
5. LA UNI&Oacute;N AL LIGANDO
Dentro de las integrinas, la uni&oacute;n al ligando se puede establecer de dos formas
distintas: mediante el dominio I, como en las β2 integrinas o sin &eacute;l, como en las β3
integrinas.
El dominio I consta de cinco zonas de plegamiento β rodeadas por 5-6 α h&eacute;lices
interconectadas por lazos flexibles (Emsley et al., 1997), que contienen el motivo de
uni&oacute;n cati&oacute;nica MIDAS (Figura 4). El dominio I est&aacute; altamente conservado en todas
las subunidades α de las integrinas (Dickeson et al., 1998), si bien los distintos
dominios I, a pesar de este grado de conservaci&oacute;n, son altamente selectivos para grupos
particulares de ligandos: un solo dominio I puede reconocer m&uacute;ltiples ligandos sin
relaci&oacute;n estructural.
Aunque los dominios I rigen las funciones de uni&oacute;n al ligando de las integrinas,
otras regiones de las subunidades α influyen en su reconocimiento, como la secuencias
GFFKR que participan en la regulaci&oacute;n de la interacci&oacute;n (Harris et al., 2000) (Figura
4) y las regiones EF-hand que contribuyen al reconocimiento del ligando (Dickeson et
al., 1997). Tambi&eacute;n existen otros dominios en algunas subnidades α involucrados en la
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uni&oacute;n de ligandos no proteicos cuya ocupaci&oacute;n puede modular la funci&oacute;n del dominio I
(Vetvicka et al., 1996).
Regi&oacute;n
conservada
Dominio I
Repeticiones
N-terminales
Membrana
plasm&aacute;tica
Subunidad α
Subunidad β
Figura 4: Estructura del heterod&iacute;mero αβ con los dominios y
regiones m&aacute;s significativos involucrados en la uni&oacute;n al
ligando. Los motivos MIDAS se se&ntilde;alan en naranja.
La uni&oacute;n del ligando entre integrinas sin el dominio I se ha estudiado en la
αIIbβ3 y muchos de los avances obtenidos han sido extrapolados a otras integrinas,
como las β1 integrinas.
De esta manera, estudios de mapeo epit&oacute;pico con anticuerpos monoclonales
inhibidores, las digestiones enzim&aacute;ticas de αIIbβ3, la expresi&oacute;n de sus formas
recombinantes, as&iacute; como los estudios de reactividad cruzada han demostrado la
existencia de puntos de contacto del ligando con segmentos del extremo N-terminal de
la subunidades αIIb (D&acute;Souza et al., 1990) y β3 (Santoro et al., 1987), evidenciando que
ambas subunidades participan en la interacci&oacute;n. Los residuos esenciales identificados
en ambas subunidades se agrupan en dos regiones. La primera es un segmento
altamente conservado en todas las subunidades β, que participa en la formaci&oacute;n de
motivo MIDAS (Lee et al., 1995), que est&aacute; constituido por unos 300 amino&aacute;cidos y que
engloba la regi&oacute;n espec&iacute;fica a ligandos RGD y la regi&oacute;n de uni&oacute;n a la cadena γ del
fibrin&oacute;geno en la β3. La segunda regi&oacute;n est&aacute; representada por las 7 repeticiones del
extremo N-terminal que forman el dominio β-h&eacute;lice de αIIb (Figura 4).
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La implicaci&oacute;n en la uni&oacute;n del ligando de ambos tipos de dominios plantea dos
cuestiones importantes. Por una parte, c&oacute;mo los cambios conformacionales que sufre la
integrina durante la activaci&oacute;n y la uni&oacute;n al ligando afectan a dichos dominios y, por
otra, la forma en que las subunidades αIIb y β3 se unen para establecer una base
estructural para la uni&oacute;n del ligando al receptor αIIbβ3.
6. LAS INTEGRINAS COMO RECEPTORES DE SE&Ntilde;ALIZACI&Oacute;N
Las integrinas fueron identificadas originalmente por sus propiedades
adhesivas, sin embargo, m&uacute;ltiples evidencias han puesto de manifiesto que tambi&eacute;n
act&uacute;an como receptores de se&ntilde;alizaci&oacute;n, entendido el t&eacute;rmino se&ntilde;alizaci&oacute;n como la
capacidad de estos receptores de transmitir informaci&oacute;n en ambas direcciones a trav&eacute;s
de la membrana plasm&aacute;tica (Shattil et al., 1997). De esta manera, es conocido que las
c&eacute;lulas regulan la uni&oacute;n de la integrina a su ligando a trav&eacute;s de un proceso conocido
como se&ntilde;alizaci&oacute;n intracelular (inside-out signaling) o activaci&oacute;n de la integrina,
mientras que como se&ntilde;alizaci&oacute;n extracelular (outside-in signaling) se conoce a la
cascada de reacciones que se generan hacia el interior de la c&eacute;lula como consecuencia
de la uni&oacute;n del ligando a la integrina (Figura 5).
Inactivo
Activo
Ocupado
Se&ntilde;alizaci&oacute;n
intracelular
Agonista
Cluster
Se&ntilde;alizaci&oacute;n
extracelular
Receptor de
adhesi&oacute;n
Matriz
Figura 5: Se&ntilde;alizaci&oacute;n de las integrinas.
Las integrinas se constituyen por tanto en los puentes de uni&oacute;n entre el interior y
el exterior celular, siendo una de sus funciones la adaptaci&oacute;n de las c&eacute;lulas al ambiente
que las rodea (por ejemplo, el mantenimiento de la integridad espacial y la
organizaci&oacute;n de la monocapa del endotelio) (Humphries, 2000) y el movimiento celular
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conseguido por la transducci&oacute;n de la se&ntilde;al a trav&eacute;s de la integrina desde el ligando al
citoesqueleto, generando as&iacute; tracci&oacute;n entre la c&eacute;lula y sus alrededores (Schoenwaelder
et al, 1999). Por otro lado, la acumulaci&oacute;n en el citoplasma de mol&eacute;culas de
se&ntilde;alizaci&oacute;n dependientes de integrinas y los cambios en el flujo de la se&ntilde;al al parecer
podr&iacute;an estar relacionados con modificaciones en los patrones de expresi&oacute;n de los
genes (Yamada et al., 1995). Actualmente, los mecanismos moleculares involucrados
en este proceso son desconocidos, aunque se supone que es el dominio citoplasm&aacute;tico
de la integrina, inducido por la interacci&oacute;n del ligando el que inicia esta respuesta de
se&ntilde;alizaci&oacute;n.
En las c&eacute;lulas estacionarias, muchos de estos procesos pueden estar en estado
inactivo, mientras que en las c&eacute;lulas migratorias, las interacciones adhesivas son
altamente din&aacute;micas y los mecanismos para la desorganizaci&oacute;n de los contactos
adhesivos y el reciclado de las integrinas previstas est&aacute;n en uso constante (Sheetz et al.,
1998).
Una cuesti&oacute;n clave es qu&eacute; mol&eacute;culas se unen a las integrinas como iniciadores
cr&iacute;ticos de la se&ntilde;alizaci&oacute;n y c&oacute;mo determinan la eficacia de uni&oacute;n. Diferentes estudios,
que incluyen cromatograf&iacute;a de afinidad, inmunoprecipitaci&oacute;n, uni&oacute;n de p&eacute;ptidos
sint&eacute;ticos y an&aacute;lisis de hibridaci&oacute;n, han sido llevados a cabo para identificar las
mol&eacute;culas que se unen a las integrinas, pero queda sin esclarecer cuales de estas
mol&eacute;culas participan inicialmente en la respuesta de se&ntilde;alizaci&oacute;n. Actualmente,
algunos estudios han puesto de manifiesto que muchas de las rutas de se&ntilde;alizaci&oacute;n
mejor caracterizadas incluyen las quinasas prot&eacute;icas, quinasas lip&iacute;dicas, tirosinas
quinasas, los nucle&oacute;tidos c&iacute;clicos y el flujo de iones (Dedhar, 1999). Tambi&eacute;n se ha
demostrado que los componentes del citoesqueleto (incluyendo talina, α-actinina y
laminina), los adaptadores de se&ntilde;alizaci&oacute;n (paxilina, β3-endonexina, calreticulina y
citoadhesina-1) y las quinasas (integrina quinasa y quinasa de la adhesi&oacute;n focal) unidas
a los dominios citoplasm&aacute;ticos de la integrinas, as&iacute; como otras mol&eacute;culas (como CD9,
CD47 y CD98) interact&uacute;an en la se&ntilde;alizaci&oacute;n (Humphries, 2000).
7. CD 29 O β 1 INTEGRINA
7.1. La familia de las β 1 integrinas
Esta familia de integrinas est&aacute; constituida por doce heterod&iacute;meros αβ que
comparten CD29 o β1 como subunidad β. Sin embargo, constituyen mol&eacute;culas distintas
y presentan diferentes propiedades y caracter&iacute;sticas.
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Las β1 integrinas est&aacute;n ampliamente distribuidas, siendo predominantemente
receptores de mol&eacute;culas de la matriz extracelular como fibronectina, col&aacute;geno,
vitronectina y laminina, si bien α4β1 (VLA-4, CD49d/CD29) es tambi&eacute;n receptor para
VCAM-1 o CD (Tabla 1).
La familia de las β1 integrinas tambi&eacute;n es conocida como familia VLA (Very
Late Antigens), debido a que sus primeros miembros fueron originalmente definidos
como heterod&iacute;meros que aparec&iacute;an 2-4 semanas despu&eacute;s de la activaci&oacute;n in vitro de las
c&eacute;lulas T (Hemler, 1988). Sin embargo, la expresi&oacute;n de estas estructuras no est&aacute;
restringida a los linfocitos, ya que casi todos los tipos celulares, a excepci&oacute;n de los
gl&oacute;bulos rojos y granulocitos, expresan uno o m&aacute;s de un miembro de las β1 integrinas.
A pesar de que las mol&eacute;culas de la familia de las β1 integrinas son reconocidas
con diferentes nomenclaturas (CD/CD29; VLA; αβ1), la nomenclatura αβ es la m&aacute;s
aplicada. Por otro lado, debido a su amplia distribuci&oacute;n en diferentes tipos celulares, las
funciones de estas mol&eacute;culas son claramente no espec&iacute;ficas del sistema inmune.
7.2. Funciones de la familia β 1 integrina
Al igual que el resto de integrinas, la familia β1 integrina est&aacute; involucrada en
procesos de adhesi&oacute;n y migraci&oacute;n celular, siendo tambi&eacute;n responsable de la
transducci&oacute;n de se&ntilde;ales (Cervella, 1993). En muchos tipos celulares la expresi&oacute;n del
gen β1 es constitutiva, reflejando las m&uacute;ltiples funciones mediadas por estos receptores.
A continuaci&oacute;n se detallan las funciones fisiol&oacute;gicas y patol&oacute;gicas espec&iacute;ficas
m&aacute;s relevantes de cada uno de los miembros de esta familia.
7.3. α1β 1 (VLA-1, CD49a/CD29)
Fue uno de los primeros miembros de la familia β1 identificado. Dicha integrina
es receptor de la laminina y los col&aacute;genos I, II y IV (Tabla 1), mediando la uni&oacute;n
celular a dichos ligandos (Senger et al., 1997).
Su expresi&oacute;n no est&aacute; restringida a c&eacute;lulas del sistema inmune ya que se expresa
abundantemente en l&iacute;neas celulares de neuroblastoma (Li et al., 2000), en fibroblastos
de la piel, en c&eacute;lulas mesangiales y endoteliales de los ri&ntilde;ones, en c&eacute;lulas sinusoides
del h&iacute;gado y en algunos otros tipos celulares, entre los que podemos incluir los
condrocitos (Ohno et al., 1999), las c&eacute;lulas del m&uacute;sculo liso (Wang et al., 1998),
hepatocitos (Kocken et al., 1997) y c&eacute;lulas neuronales (Li et al., 2000).
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La presencia en estos tipos celulares y tejidos demuestra la funci&oacute;n de adhesi&oacute;n
de esta integrina; sin embargo, las mol&eacute;culas de la matriz extracelular que interact&uacute;an
con este receptor no han sido completamente identificadas (Ohno et al., 1999).
7.4. α2β 1 (VLA-2, CD49b/CD29)
La integrina α2β1 es un receptor para el col&aacute;geno I y la laminina (Tabla 1),
reconociendo sitios distintos del col&aacute;geno que la integrina α1β1 (Wang et al., 1998).
Originalmente fue caracterizado como un ant&iacute;geno tard&iacute;o en las c&eacute;lulas T activadas, sin
embargo, hoy d&iacute;a es reconocido como un importante receptor del col&aacute;geno en plaquetas
(Kunicki et al., 1993). Tambi&eacute;n conocida como GPIa/IIa, esta integrina est&aacute; presente en
muchas de las c&eacute;lulas en las que se expresa α1β1 (c&eacute;lulas T inactivadas, c&eacute;lulas de
leucemia T, fibroblastos, c&eacute;lulas del neuroblastoma, etc). Sin embargo, ambas
integrinas presentan una expresi&oacute;n independiente, ya que en muchos tipos celulares en
los que se expresa α2β1 no lo hace α1β1 (plaquetas, por ejemplo) y a la inversa. En el
ri&ntilde;&oacute;n se localiza en el endotelio glomerular, t&uacute;bulos distales y colectores (Kreidberg y
Symons, 2000) y tambi&eacute;n se ha localizado en tumores primarios de pulm&oacute;n humano
(Senger et al., 1997).
7.5. α3β 1 (VLA-3, CD49c/CD29)
La α3β1 es un miembro enigm&aacute;tico de la familia de las integrinas, por
atribu&iacute;rsele desde ligandos restrictivos a una gran variedad de ellos. Fue originalmente
identificado como receptor para el col&aacute;geno (tipos I y VI), laminina-1 y fibronectina
(Tabla 1), bas&aacute;ndose en ensayos de adhesi&oacute;n celular y uni&oacute;n en columnas de afinidad
de extractos de prote&iacute;nas de membrana (Dedhar, 1992). Estudios recientes muestran,
sin embargo, que los ligandos preferidos por dicha integrina son las lamininas 5, 10 y
11 (Delwel, 1994), y que en ciertos tipos celulares puede serlo la trombospondina-1
(Guo et al., 2000).
Esta integrina tiene un papel vital en la formaci&oacute;n de varios &oacute;rganos. En la
epidermis est&aacute; presente en la membrana basal de los queratinocitos y las funciones de
α3β1 en la piel son vitales para el desarrollo de la epidermis y la cicatrizaci&oacute;n de
heridas, estando ambos procesos involucrados en la migraci&oacute;n y diferenciaci&oacute;n de los
queratinocitos basales en contacto con la ECM (Goldfinger et al., 1999). En el ri&ntilde;&oacute;n
presenta una expresi&oacute;n abundante, siendo posiblemente la &uacute;nica integrina que se
expresa en los podocitos glomerulares, expres&aacute;ndose con α2β1 y α6β1 en los conductos
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colectores (Kreidberg et al., 1996). Esta integrina tambi&eacute;n se expresa en el desarrollo
del sistema nervioso, encontr&aacute;ndose en las neuronas, representado tambi&eacute;n una funci&oacute;n
importante en la organizaci&oacute;n de la l&aacute;mina propia del c&oacute;rtex (Anton et al., 1999).
7.6. α4β 1 (VLA-4, CD49d/CD29)
Este miembro de la familia β1 integrina ha sido involucrado en la adhesi&oacute;n de
linfocitos (van Kooyk et al., 1993), monocitos (Jonjic et al., 1992), eosin&oacute;filos,
bas&oacute;filos (Schleimer et al., 1992) y c&eacute;lulas NK (Allavena et al., 1991) adheridas a
c&eacute;lulas endoteliales activadas por las citoquinas.
La expresi&oacute;n de α4β1 es alta en las c&eacute;lulas del sistema hematopoy&eacute;tico, siendo
baja o ausente en muchas c&eacute;lulas adherentes (Hemler, 1990). Entre los leucocitos hay
una expresi&oacute;n diferenciada de esta integrina siendo mayor su expresi&oacute;n en los linfocitos
B y T en reposo.
Los ligandos para α4β1 incluyen las prote&iacute;nas de la matriz extracelular VCAM-1
(Elices, 1990), fibronectina (S&aacute;nchez-Aparicio, 1993) y trombospondina (Yabkowitz et
al., 1993) (Tabla 1), y la invasina, una prote&iacute;na involucrada en la entrada de bacterias
dentro de c&eacute;lulas eucari&oacute;ticas (Ennis et al., 1993).
7.7. α5β 1 (VLA-5, CD49e/CD29)
La integrina α5β1 es el mayor receptor de la fibronectina, siendo este
reconocimiento importante para el control de la morfog&eacute;nesis y la organog&eacute;nesis
(Darrib&egrave;re et al., 1990). Adem&aacute;s, tambi&eacute;n reconoce a la invasina (como α4β1) y al
fibrin&oacute;geno (Tabla 1).
Su expresi&oacute;n en c&eacute;lulas endoteliales permite la adhesi&oacute;n de sus ligandos a las
prote&iacute;nas de la ECM. En los leucocitos polimorfonucleares media los mecanismos de
migraci&oacute;n a trav&eacute;s de los fibroblastos del pulm&oacute;n (Shang et al., 1997) y en los
linfocitos-T est&aacute; involucrada en la migraci&oacute;n al sistema extravascular a trav&eacute;s de la
fibronectina (Hauzenberger et al., 1994). La expresi&oacute;n de esta integrina est&aacute; tambi&eacute;n
descrita en el p&aacute;ncreas de distintas especies (h&aacute;mster, canina, porcina y humana)
(Wang et al., 1999).
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7.8. α6β 1 (VLA-6, CD49f/CD29)
La integrina α6β1 es un receptor bien conocido de la laminina-1. Adem&aacute;s, se
une tambi&eacute;n a la invasina y la fertilina, una prote&iacute;na de la superficie del esperma
(Tabla 1). Como se ha observado en las especies humana y murina, la uni&oacute;n de este
&uacute;ltimo ligando con la integrina α6β1 en la superficie del huevo es directa y media la
fusi&oacute;n del esperma con el huevo (Chen et al., 1998; Chen et al., 2000).
Se han descrito dos isoformas de integrina α6β1 en el sistema embri&oacute;nico
murino, α6β1 A y α6β1 B. Ambas isoformas tienen una expresi&oacute;n diferente: la integrina
α6β1 A se encuentra en l&iacute;neas diferenciadas mientras que la integrina α6β1 B en c&eacute;lulas
no diferenciadas, totipotentes.
Dicha integrina se expresa en las c&eacute;lulas nerviosas, linfocitos, macr&oacute;fagos,
fibroblastos, plaquetas y otros tipos celulares (Cooper et al., 1991), como por ejemplo
en los podocitos y c&eacute;lulas epiteliales tubulares del ri&ntilde;&oacute;n (Kreidberg y Symons, 2000), y
en muchas c&eacute;lulas epiteliales embri&oacute;nicas (Ekblom, 1996).
7.9. α7β 1 (VLA-7, CD49g/CD29)
Dentro de la familia de las integrinas, hay dos grupos de receptores que se unen
a la laminina. Esta integrina, junto con los heterod&iacute;meros α3β1 y α6β1 forma uno de
estos grupos (Collo et al., 1993) (Tabla 1).
El receptor α7β1 fue descrito por estar involucrado en la diferenciaci&oacute;n
miog&eacute;nica. Esta integrina presenta dos isoformas (A y B) con una expresi&oacute;n diferente:
la isoforma B se localiza en todos los tipos de tejidos y c&eacute;lulas analizados, incluyendo
m&uacute;sculo esquel&eacute;tico y miocardio, mientras que la isoforma A se detecta
exclusivamente en m&uacute;sculo esquel&eacute;tico (Collo et al., 1993). Tambi&eacute;n ha sido descrito
dicho receptor en c&eacute;lulas de melanona y no en melanocitos normales, sugiriendo que de
esta integrina puede estar asociada con transformaciones malignas (Kramer et al.,
1991).
7.10. α8β 1 (VLA-8, CD49h/CD29)
La subunidad α8 de la integrina fue originalmente identificada por Bossy et al
(1991) en el sistema nervioso embri&oacute;nico de pollo, junto con la subunidad β1. Tambi&eacute;n
se ha clonado e identificado en humano, determinando su distribuci&oacute;n tisular en tejidos
adultos de mam&iacute;feros (Schnapp et al., 1995), expres&aacute;ndose predominantemente en
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c&eacute;lulas vasculares y viscerales del m&uacute;sculo liso, otras c&eacute;lulas contr&aacute;ctiles, c&eacute;lulas
nerviosas embri&oacute;nicas, c&eacute;lulas mesangiales del ri&ntilde;&oacute;n y miofibroblastos del pulm&oacute;n.
Esta integrina se puede unir a la tenascina, fibronectina y vitronectina
interaccionando con los sitios RGD de esos ligandos (Tabla 1). En fibroblastos y
c&eacute;lulas del m&uacute;sculo liso se une a la fibronectina y vitronectina, involucr&aacute;ndose en la
respuesta a la inflamaci&oacute;n y a las heridas. As&iacute;, α8β1 puede contribuir a los cambios
funcionales que ocurren en el m&uacute;sculo liso durante la reparaci&oacute;n del tejido (Schnapp et
al., 1995).
7.11. α9β 1 (VLA-9, CD49i/CD29)
Esta integrina es un receptor ampliamente distribuido tanto para el col&aacute;geno y la
laminina, como para la tenascina y la osteoponina (Smith et al., 1996), pudiendo tener
ligandos adicionales no identificados a&uacute;n (Tabla 1).
Gracias a la inmunoprecipitaci&oacute;n se ha estudiado la distribuci&oacute;n tisular de esta
integrina localiz&aacute;ndose en el epitelio, la membrana basal del epitelio escamoso, en
m&uacute;sculo liso y esqu&eacute;letico, as&iacute; como en hepatocitos (Palmer et al., 1993) y c&eacute;lulas
cancer&iacute;genas, como carcinoma mamario y otras l&iacute;neas celulares (Arihiro et al., 2000).
7.12. α10β 1 (VLA-10, CD49j/CD29)
Esta β1 integrina ha sido descrita como como receptor del col&aacute;geno tipo II, sin
embargo la laminina y la condroadherina parecen ser tambi&eacute;n sus ligandos (Camper et
al., 1998).
Se ha descrito su distribuci&oacute;n en un gran n&uacute;mero de tejidos, pero al parecer su
expresi&oacute;n se localiza preferentemente en m&uacute;sculo y coraz&oacute;n (Lehnert et al., 1999).
7.13. α11β 1 (VLA-11, CD49k/CD29)
Se trata de un receptor del col&aacute;geno I y la vinculina, mol&eacute;cula relacionada con los
contactos focales del col&aacute;geno tipo I (Tabla 1).
Su distribuci&oacute;n tisular ha sido estudiada mediante Northern blotting,
encontr&aacute;ndose niveles altos de expresi&oacute;n en &uacute;tero humano y coraz&oacute;n, niveles
intermedios en m&uacute;sculo liso y niveles de expresi&oacute;n bajos en otros tejidos no
musculares, tales como el p&aacute;ncreas, el ri&ntilde;&oacute;n y la placenta (Velling et al., 1999).
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7.14. αVβ 1 (VLA-V, CD/CD29)
Como receptores de esta integrian han sido identificados la fibronectina, la
vitronectina, el fibrin&oacute;geno y la osteopontina (Vogel et al. 1990; Bodary et al. 1990)
(Tabla 1).
En cuanto a la distribuci&oacute;n tisular, se puede encontrar en la superficie de los
oocitos de distintas especies, donde interact&uacute;an con el ligando en la membrana
plasm&aacute;tica del espermatozoide durante la fertilizaci&oacute;n (Linfor et al., 2000), o en
precursores de oligodendrocitos, jugando un papel en la migraci&oacute;n celular (Milner et
al., 1996).
8. CD61 O β 3 INTEGRINA
8.1. La familia de las β 3 integrinas
La familia de las β3 integrinas o citoadhesinas comprende dos receptores de
adhesi&oacute;n heterodim&eacute;ricos, αIIbβ3 (glicoprote&iacute;na IIbIIIa, CD41/CD61) y αVβ3
(CD51/CD61) (Hynes, 1992), que est&aacute;n implicados en una amplia variedad de
funciones fisiol&oacute;gicas y patol&oacute;gicas importantes. Estas dos integrinas comparten la
misma subunidad β3 y las dos subunidades α (αV y αIIb) presentan una identidad en su
secuencia aminoac&iacute;dica del 36% (Suehiro et al., 1996).
αIIbβ3 se expresa s&oacute;lo en plaquetas y megacariocitos, siendo esencial para la
agregaci&oacute;n plaquetaria, controlando la funci&oacute;n de este tipo celular en la trombosis y la
hemostasis (Kieffer y Phillips, 1990; Du y Ginsberg, 1997).
αVβ3 est&aacute; expresada en muchos tipos celulares, incluyendo plaquetas,
osteoclastos, fibroblastos, melanomas, c&eacute;lulas endoteliales (Hodivala-Dilke et al.,
1998), astrocitos (Leyton et al, 2001), macr&oacute;fagos, leucocitos polimorfonucleares
(Berton y Lowell, 1999), timocitos, esplenocitos, c&eacute;lulas de la m&eacute;dula &oacute;sea (Gerber et
al., 1996), condrocitos (Loeser, 2000) y c&eacute;lulas placentarias (Villa-Garc&iacute;a et al., 1994),
donde influye en la migraci&oacute;n celular con sus consecuencias en la angiog&eacute;nesis,
restenosis, invasi&oacute;n de c&eacute;lulas tumorales y arterioesclerosis, entre otras (Suehiro et al.,
1996).
Funcionalmente, estas integrinas se diferencian en la especificidad por su
ligando y por su sensibilidad a los cationes divalentes (D&acute;Souza et al., 1994). En efecto,
la uni&oacute;n al ligando de estas integrinas est&aacute; regulada de forma diferencial por los
cationes divalentes. As&iacute; pues, en presencia de Ca2+, el fibrin&oacute;geno no se une al receptor
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αVβ3, pero s&iacute; lo hace al receptor αIIbβ3, mientras que ambos receptores unen a dicho
ligando en presencia de Mn2+. Esto sugiere que la uni&oacute;n al ligando est&aacute; regulada
tambi&eacute;n por un mecanismo con dos sitios de uni&oacute;n cati&oacute;nica (Smith et al., 1994).
Las similitudes estructurales y funcionales entre las integrinas αVβ3 y αIIbβ3
sugieren que son prote&iacute;nas de membrana hom&oacute;logas con un origen evolutivo com&uacute;n
(Fern&aacute;ndez-Ru&iacute;z et al, 1993).
8.2. αIIbβ 3
El receptor αIIbβ3, conocido tambi&eacute;n como CD41/ CD61 o GPIIb/IIIa, es
un heterod&iacute;mero dependiente de Ca2+. Durante mucho tiempo se consider&oacute; que esta
mol&eacute;cula estaba expresada exclusivamente en plaquetas y sus precursores celulares, los
megacariocitos. Sin embargo, recientes estudios han permitido identificar el receptor
αIIbβ3 en c&eacute;lulas mieloides, as&iacute; como en algunas c&eacute;lulas tumorales, como melanomas y
c&eacute;lulas de adenocarcinoma de pr&oacute;stata (Plow y Byzova, 1999; Chen et al., 1997).
Debido a su importante papel en la agregaci&oacute;n plaquetaria, con sus
consecuencias en la trombosis y el mantenimiento de la homeostasis, αIIbβ3 es una de
las integrinas m&aacute;s estudiadas, y este hecho ha permitido poner de manifiesto otras
funciones en las que juega un papel importante, como por ejemplo en la progresi&oacute;n de
tumores mediante la adhesi&oacute;n celular y la invasi&oacute;n a trav&eacute;s del fibrin&oacute;geno (Chen et al.,
1997; Wall et al., 1997) y en la regulaci&oacute;n de la proliferaci&oacute;n y diferenciaci&oacute;n de las
c&eacute;lulas mieloides en la m&eacute;dula &oacute;sea junto con otras integrinas (Wall et al., 1997)
Cada una de la subunidades que componen el heterod&iacute;mero es polim&oacute;rfica y
altamente inmunog&eacute;nica y por ello, en humano, los aloant&iacute;genos caracterizados de esta
glucoprote&iacute;na son cl&iacute;nicamente importantes en los procesos de transfusi&oacute;n y en el
tratamiento de enfermedades coronarias (Weiss et al., 1996).
Las alteraciones a nivel molecular del receptor αIIbβ3 pueden provocar distintos
des&oacute;rdenes y enfermedades. El primer desorden en el que fue involucrada esta integrina
fue la trombastenia de Glazmann, un raro desorden hemorr&aacute;gico hereditario resultante
de cambios cualitativos o cuantitativos en las subunidades αIIb o β3 (Hodivala-Dilke et
al., 1999). Tambi&eacute;n ha sido observada una expresi&oacute;n anormal de esta glucoprote&iacute;na en
pacientes con diabetes mellitus (Tschoepe et al., 1990), al presentarse en mayor n&uacute;mero
este receptor en las plaquetas de pacientes diab&eacute;ticos que en sanos (Tschoepe et al.,
1990). Otro ejemplo, de los m&uacute;ltiples en los que se ve involucrado este receptor, se
encuentra una insuficiencia renal cr&oacute;nica, caracterizada por una agregaci&oacute;n anormal de
las plaquetas (Kozek-Langenecker et al., 1999). La identificaci&oacute;n de los defectos
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gen&eacute;ticos responsables de dichas enfermedades ha sido posible con la caracterizaci&oacute;n
molecular de las subunidades αIIb y β3.
8.3. αVβ 3
El receptor αVβ3, tambi&eacute;n conocido como CD51/CD61 o receptor de la
vitronectina, es el segundo miembro de las β3 integrinas.
A pesar de que a&uacute;n no se disponen de suficiente informaci&oacute;n acerca del papel
fisiol&oacute;gico de esta integrina, los estudios llevados a cabo hasta el momento han puesto
de manifiesto su gran diversidad funcional, as&iacute; como sus implicaciones en varias
condiciones patol&oacute;gicas.
As&iacute;, esta integrina interviene en el mecanismo de reabsorci&oacute;n del hueso al
interaccionar con distintos componentes de la matriz extracelular, como la vitronectina
y la osteopontina (Rodan y Rodan, 1997). Tambi&eacute;n est&aacute; involucrada en la regulaci&oacute;n de
la homeostasis vascular, al interactuar con la protombina en c&eacute;lulas endoteliales y de
m&uacute;sculo liso, requiriendo su activaci&oacute;n para dicho proceso (Byzova y Plow, 1998). El
receptor αVβ3 conduce a la angiog&eacute;nesis en embriones y tumores de melanoma por
regular la apoptosis endotelial suprimiendo la actividad p53 (Singh et al., 2001),
confirm&aacute;ndose estos resultados mediante estudios con p&eacute;ptidos sint&eacute;ticos y anticuerpos
monoclonales espec&iacute;ficos para esta integrina. Datos recientes indican que la uni&oacute;n de la
vitronectina con este receptor participa en la activaci&oacute;n de tirosina-quinasas que
median la se&ntilde;alizaci&oacute;n celular e inducen un r&aacute;pido incremento en la permeabilidad
microvascular del pulm&oacute;n (Singh et al., 2001).
La αVβ3 es tambi&eacute;n un receptor celular para adenovirus, hantavirus y aftovirus,
como el virus de la fiebre aftosa (Neff y Baxt, 2001; Singh et al., 2001) y el virus de la
fiebre vesicular del cerdo (Jim&eacute;nez-Clavero et al., 2000).
Entre las patolog&iacute;as m&aacute;s significativas en las que se ve involucrada esta
mol&eacute;cula de adhesi&oacute;n se encuentran el c&aacute;ncer, participando principalmente en la
angiog&eacute;nesis y la neoplasia (Eliceiri y Cheresh, 2000; Castel et al., 2000), la psoriasis,
observ&aacute;ndose un incremento de la expresi&oacute;n de este receptor (Creamer et al., 1995), la
artritis reumatoide, detect&aacute;ndose su presencia en la sinovia reum&aacute;tica (FuruzawaCarballeda y Alcocer-Varela, 2000) y la infertilidad en mujeres con endometriosis
(Lang, 2000), en la cual sirve como biomarcador.
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9. EL PAPEL DE LAS INTEGRINAS β 1 Y β 3 EN EL XENOTRANSPLANTE
El xenotransplante consiste en el transplante de &oacute;rganos o tejidos entre
miembros de diferentes especies. El inter&eacute;s cl&iacute;nico y cient&iacute;fico en este campo se ha
incrementado notablemente debido, entre otras causas, al incremento en el &eacute;xito de los
transplantes alog&eacute;nicos (transplantes de &oacute;rganos o tejidos entre individuos no id&eacute;nticos
gen&eacute;ticamente, pero pertenecientes a la misma especie) y al hecho de que el suministro
de &oacute;rganos humanos es inadecuado para el n&uacute;mero de pacientes que se pueden
beneficiar de este tipo de terapia. Esto ha motivado a la comunidad cient&iacute;fica a buscar
una alternativa en el xenotransplante (Platt y Bach, 1991).
Actualmente el cerdo se intenta emplear como donante de &oacute;rganos en
xenotransplantes humanos en sustituci&oacute;n de los primates, en los que, por su mayor
semejanza con el hombre el riesgo de transmisi&oacute;n de enfermedades letales v&iacute;ricas es
mayor, as&iacute; como tambi&eacute;n lo son su coste econ&oacute;mico y las consideraciones &eacute;ticas que se
derivan de su empleo.
Un problema asociado a los xenotransplantes cerdo-humano, que limitar&iacute;a en
gran medida su realizaci&oacute;n a gran escala, es el rechazo hiperagudo. Este rechazo es
debido a la existencia de anticuerpos naturales en el suero humano que reaccionan con
ant&iacute;genos presentes en el endotelio vascular porcino, y que provocan el rechazo del
&oacute;rgano transplantado en un breve periodo de tiempo (Joziasse y Oriol, 1999). Muchos
de estos anticuerpos naturales del suero humano act&uacute;an frente al ep&iacute;topo
carbohidratado Gal-α-(1,3)-Gal (2 restos de galactosa unidos mediante un enlace α1,3), presente como mol&eacute;cula de glucosilaci&oacute;n en las integrinas (Richard et al., 1998).
Holzknecht y Platt (1995) han se&ntilde;alado que las integrinas glucoprot&eacute;icas α1, αv,
α3, α5, β1 y β3 son, junto con el factor de von Willebrand, las dianas principales de los
anticuerpos humanos naturales en las c&eacute;lulas endoteliales porcinas, y ello como
consecuencia de ser estructuras abundantemente N-galactosiladas, presentando
ep&iacute;topos en disposiciones tridimensionales especialmente favorables para la uni&oacute;n de
los anticuerpos xenorreactivos.
Entre los distintos miembros de las integrinas, aparentemente las subunidades
β1 y β3 porcinas son las mejor reconocidas por anticuerpos anti-Gal-α-(1,3)-Gal
humanos (Holzknecht y Platt, 1995; Thibaudeau et al., 1996). Sin embargo, como
consecuencia de que no todas las glucoprote&iacute;nas endoteliales est&aacute;n igualmente αgalactosidadas, algunos autores han puesto de manifiesto mediante ensayos de Western
blot a partir de lisados de c&eacute;lulas endoteliales que, entre las integrinas, es la subunidad
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β1 integrina la reconocida de manera m&aacute;s eficiente por los anticuerpos naturales
humanos (Richard et al., 1998).
10. EL PAPEL DE LAS INTEGRINAS β 1 Y β 3 EN EL C&Aacute;NCER
La falta de adhesi&oacute;n entre las c&eacute;lulas puede provocar distintos des&oacute;rdenes entre
los que se incluye el c&aacute;ncer (Horwitz, 1997). Las principales mol&eacute;culas de adhesi&oacute;n
implicadas en estos des&oacute;rdenes son las integrinas, interviniendo en gran n&uacute;mero de
procesos celulares que afectan al desarrollo de los tumores: la regulaci&oacute;n de la
proliferaci&oacute;n y apoptosis, la motilidad celular e invasi&oacute;n y la angiog&eacute;nesis (Varner y
Cheresh, 1996). Particularmente β1 y β3 son dos de las integrinas m&aacute;s involucradas en
este tipo de procesos, al estar alterada su expresi&oacute;n en muchos tipos celulares
cancer&iacute;genos: melanomas (Kramer et al., 1991; Castel et al., 2000), carcinomas
pulmonares (Koukoulis et al., 1997), leucemia mielode (K&auml;fer et al., 1999), c&aacute;ncer
colorectal (Fujita et al., 1995) y neuroblastoma (Bonfoco et al., 2000), entre otros.
El proceso de angiog&eacute;nesis intratumoral, formaci&oacute;n de nuevos vasos sangu&iacute;neos
en el seno del tumor, se debe 1) a la secreci&oacute;n de factores angiog&eacute;nicos que provocan
cambios en el comportamiento del endotelio vascular, en el que se observa un aumento
del 400% en la expresi&oacute;n de las integrinas α1β1 y α2β1 en las c&eacute;lulas endoteliales, lo
que favorece su migraci&oacute;n (Senger et al., 1997) y 2) a una participaci&oacute;n activa de la
integrina αVβ3 tanto en la angiog&eacute;nesis como en el crecimiento tumoral (Castel et al.,
2000; Eliceiri y Cheresh, 2000).
En el proceso de la met&aacute;stasis, desprendimiento y movimiento de las c&eacute;lulas
tumorales a partir del tumor primario (carcinomas de pulm&oacute;n, mama, colon, p&aacute;ncreas y
piel) est&aacute; involucrado un gran repertorio de integrinas. En estudios de tumores
invasivos los resultados han sido heterog&eacute;neos pero, en todos los casos, se ha
observado una disminuci&oacute;n o nulidad de expresi&oacute;n en las integrinas que se unen al
col&aacute;geno o laminina, entre ellas α1β1, α2β1 y α3β1 (Huang et al., 1997; Koukoulis et al.,
1997); mientras que, αVβ3, que se expresa pobremente en tumores benignos, tiene una
alta expresi&oacute;n en la met&aacute;stasis (Castel et al., 2000).
Por otra parte, la integrina αIIbβ3 est&aacute; involucrada en la interacci&oacute;n de las c&eacute;lulas
tumorales con las plaquetas al favorecer la uni&oacute;n heterot&iacute;pica entre ambos tipos
celulares, observ&aacute;ndose adem&aacute;s que la adhesi&oacute;n de c&eacute;lulas tumorales a la matriz
extracelular es estimulada por la presencia de estas c&eacute;lulas sangu&iacute;neas (VelascoVel&aacute;zquez et al., 1999).
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La adhesi&oacute;n de la c&eacute;lula tumoral al endotelio vascular est&aacute; mediada por
mol&eacute;culas con la suficiente afinidad como para permitir una adhesi&oacute;n fuerte y una
posterior extravasaci&oacute;n. Entre estas mol&eacute;culas est&aacute; la integrina αVβ3 con una expresi&oacute;n
muy alta en tumores malignos (Varner y Cheresh, 1996). Otra mol&eacute;cula implicada es la
integrina α4β1, encontr&aacute;ndose correlaci&oacute;n entre el aumento en su expresi&oacute;n y la
capacidad metast&aacute;tica de melanomas malignos (hasta un 40%). La &uacute;ltima integrina
involucrada, por ahora, en este proceso es α6β1, como consecuencia de su expresi&oacute;n en
la mayor&iacute;a de los vasos sangu&iacute;neos y de que su ligando, la laminina, interacciona con
c&eacute;lulas cancer&iacute;genas (Vink et al., 1993).
Etapa del proceso metast&aacute;sico
Cambio en la expresi&oacute;n de integrinas
Consecuencia del cambio en la expresi&oacute;n
Angiog&eacute;nesis
En c&eacute;lulas del endotelio vascular: Aumento de la capacidad migratoria a
trav&eacute;s de tejido conectivo
↑α1β1, α2β1 y αVβ3
En c&eacute;lulas tumorales:
Desprendimiento y movimiento a
↓α2β1 y α3β1
partir del tumor primario
↑α6β4 y αVβ3
Menor afinidad por la l&aacute;mina basal
Aumento de la capacidad migratoria a
trav&eacute;s de tejido conectivo l
Interacci&oacute;n de c&eacute;lulas tumorales En c&eacute;lulas tumorales:
con plaquetas
↑αIIbβ3
Se facilita la formaci&oacute;n de microtrombos
alrededor de la c&eacute;lula tumoral
Adhesi&oacute;n al endotelio vascular
En c&eacute;lulas tumorales:
↑α4β1, α6β1 y αVβ3
En c&eacute;lulas tumorales:
Crecimiento tumoral y supresi&oacute;n
↓α5β1
de la apoptosis
↑αVβ3
Se favorece la extravasaci&oacute;n
Supresi&oacute;n de la apoptosis dependiente de
adhesi&oacute;n
Simbolog&iacute;a: ↑= Aumento en la expresi&oacute;n. ↓= Disminuci&oacute;n en la expresi&oacute;n
Tabla 2. Consecuencias de los cambios en la expresi&oacute;n de las integrinas durante el proceso de met&aacute;stasis
Debe por &uacute;ltimo se&ntilde;alarse que modificaciones en la expresi&oacute;n de las integrinas
pueden alterar la proliferaci&oacute;n celular y suprimir la apoptosis favoreciendo, en ambos
casos, el crecimiento tumoral. En este sentido la expresi&oacute;n del receptor de la
fibronectina (α5β1) est&aacute; disminuida en c&eacute;lulas tumorales, lo que favorece la
proliferaci&oacute;n celular (Varner y Cheresh, 1996). Por otro lado, la disrupci&oacute;n de las
interacciones de la integrina αVβ3 promueve la apoptosis de c&eacute;lulas de carcinoma de
colon y de melanoma (Velasco-Vel&aacute;zquez et al., 1999).
En la Tabla 2 se resume la participaci&oacute;n de las integrinas en la formaci&oacute;n de
met&aacute;stasis, al igual que algunas de las posibles consecuencias conocidas por el
momento del cambio en su expresi&oacute;n.
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11. EL PAPEL DE LAS INTEGRINAS β 1 Y β 3 EN LA TERAPIA G&Eacute;NICA
Las subunidades β1 y β3 adem&aacute;s de su funci&oacute;n celular, son utilizados como
vectores de entrada por muchos microorganismos pat&oacute;genos, al igual que, en general,
todas las mol&eacute;culas de adhesi&oacute;n celular. Entre los organismos que utilizan a las
integrinas como mediadores para su entrada, se encuentran Yersinia
pseudotuberculosis, adenovirus, hantavirus y aftovirus, entre otros. El descubrimiento
del uso de las mol&eacute;culas de adhesi&oacute;n para la uni&oacute;n y la internalizaci&oacute;n de pat&oacute;genos de
forma natural ha sido estudiado con el fin de estimar su empleo como vectores de
transferencia de sistemas g&eacute;nicos y medicamentos. El desarrollo de la efectividad
cl&iacute;nica de esta terapia g&eacute;nica depender&aacute; de la utilizaci&oacute;n de los vectores adecuados
capaces de conducir genes terap&eacute;uticos a tejidos enfermos de una forma eficiente y
controlada (Parkes y Hart, 2000).
Estos nuevos sistemas terap&eacute;uticos han sido aplicados a distintos des&oacute;rdenes y
patolog&iacute;as, entre ellos, c&aacute;ncer (Velasco-Vel&aacute;zquez et al., 1999; Castel et al., 2000;
Bonfoco et al., 2000), lesiones coronarias (Casta&ntilde;o, 1999) y rechazo hiperagudo en el
xenotransplante (Platt y Bach, 1991).
En cuanto al c&aacute;ncer, la caracterizaci&oacute;n de mol&eacute;culas de adhesi&oacute;n como las
integrinas β1 y β3, que regulan la capacidad adhesiva de las c&eacute;lulas tumorales ha
permitido el desarrollo de terapias antimetast&aacute;sicas, al ser consideradas como
importantes dianas farmacol&oacute;gicas (Velasco-Vel&aacute;zquez et al., 1999). As&iacute; pues, muchos
antagonistas para el receptor αVβ3 han sido usados para el desarrollo de m&eacute;todos
terap&eacute;uticos para el tratamiento de la neoplasia en la piel (Castel et al., 2000). Otros
estudios sobre las integrinas β1 muestran que su antagonismo en c&eacute;lulas humanas de
neuroblastoma desencadena una se&ntilde;alizaci&oacute;n apopt&oacute;tica, lo que representa, adem&aacute;s de
un modelo neuronal ampliamente usado en diferentes estudios, una posible v&iacute;a para
desarrollar m&eacute;todos terap&eacute;uticos contra este tipo de c&aacute;ncer (Bonfoco et al., 2000).
El estudio de las lesiones coronarias, centrados en la actividad plaquetaria del
receptor αIIbβ3, ha permitido dise&ntilde;ar alguna estrategia terap&eacute;utica antitromb&oacute;tica puesto
que este receptor inicia la v&iacute;a de la agregaci&oacute;n plaquetaria, su inhibici&oacute;n selectiva se
considera una potente estrategia en la supresi&oacute;n de la respuesta fisiol&oacute;gica al da&ntilde;o
tisular y la subsecuente formaci&oacute;n del trombo (Plow y Byzova, 1999). Los resultados
de diversos estudios basados en los antagonistas de este receptor indican que estos
agentes son efectivos al disminuir las complicaciones tromb&oacute;ticas, tanto en
procedimientos percut&aacute;neos de intervenci&oacute;n coronaria, como en s&iacute;ndromes coronarios
agudos (Casta&ntilde;o, 1999). Los antagonistas de αIIbβ3 actualmente disponibles se
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diferencian en inhibidores competitivoS no espec&iacute;ficoS y espec&iacute;ficos, aunque tienen un
mecanismo de acci&oacute;n similar (Topol et al., 1999).
Como se ha puesto de manifiesto anteriormente, las integrinas β1 y β3 al estar
involucradas en las primeras etapas del rechazo hiperagudo est&aacute;n implicadas
significativamente en el xenotransplante y su caracterizaci&oacute;n en la especie porcina
probablemente, permita una posible utilizaci&oacute;n en el desarrollo de estrategias
adecuadas para su empleo en terapias de xenotransplante. El desarrollo de ligandos
espec&iacute;ficos, el reconocimiento del ep&iacute;topo Gal-α-(1,3)-Gal mediante anticuerpos
naturales humanos xenorreactivos o la posible obtenci&oacute;n de prote&iacute;nas recombinantes
con la secuencia nativa o bien una secuencia de amino&aacute;cidos modificada con expresi&oacute;n
igual, reducida o nula del ep&iacute;topo Gal-α-(1,3)-Gal, entre otras, son posibles
herramientas para la terapia del xenotransplante. Recientemente, han sido obtenidos
cinco cerdos cl&oacute;nicos knockout para el gen de la enzima α-(1,3)-galactosiltransferasa
que podr&aacute;n que podr&aacute;n ser utilizados para la prevenci&oacute;n del rechazo hiperagudo. Sin
embargo, el &eacute;xito del xenotrasplante depender&aacute; del riesgo de la transmisi&oacute;n de
enfermedades por retrovirus end&oacute;genos porcinos y el desarrollo de estrategias que
conduzcan a un rechazo mediado por una vascularizaci&oacute;n y por la c&eacute;lulas-T retardadas
(Dai, 2002). Existe, por lo tanto, la necesidad de seguir profundizando en el
conocimiento de los factores y prote&iacute;nas implicadas en el rechazo hiperagudo en terapia
de xenotrasplante con el fin de desarrollar estrategias encaminadas a reducirlo o
evitarlo.
12. LAS β 1Y β 3 INTEGRINAS EN LOS ANIMALES DOM&Eacute;STICOS
Las subunidades β integrinas han sido clonadas y caracterizadas en distintas
especies, sin embargo el n&uacute;mero de subunidades pertenecientes a la especie humana es
m&aacute;s elevado que el existente actualmente en animales dom&eacute;sticos. El reducido n&uacute;mero
de secuencias descritas en estos animales engloba a distintas subunidades de las
integrinas, tanto β como α integrinas. Entre los animales dom&eacute;sticos con alguna
subunidad clonada solamente se encuentran el cerdo, el pollo, el conejo, el gato, el
perro y la vaca.
As&iacute; pues, la poca informaci&oacute;n disponible referente a estas especies dom&eacute;sticas
justifica el inter&eacute;s a la hora de caracterizar nuevas integrinas.
La primera estructura de la integrina descrita correspondi&oacute; a subunidad β1 de
pollo (Tamkum et al., 1986). La caracterizaci&oacute;n de la secuencia de ADNc que
codificaba para esta subunidad puso de manifiesto no s&oacute;lo la estructura molecular
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descrita con posterioridad para el resto de las subunidades β integrinas, sino tambi&eacute;n
una de sus funciones principales como glucoprote&iacute;na membranaria, la conexi&oacute;n entre la
matriz extracelular y el citoesqueleto.
A&ntilde;os despu&eacute;s, el aislamiento y caracterizaci&oacute;n de la subunidad β3 en esta
misma especie (Mimura et al., 1994) se realiz&oacute; para explorar los mecanismos
moleculares de expresi&oacute;n de la subunidad β3, al estar involucrada en el proceso de
reabsorci&oacute;n del hueso a trav&eacute;s del heterod&iacute;mero αVβ3 de la superficie del osteoclasto.
Por otro lado, el estudio de la subunidad β1 bovina se llev&oacute; a cabo por la
importancia de su papel en el desarrollo de la preimplantaci&oacute;n embrionaria, que incluye
la migraci&oacute;n de las c&eacute;lulas endod&eacute;rmicas y mesod&eacute;rmicas durante la formaci&oacute;n de la
placenta, entre otros (MacLaren y Wildeman, 1995).
Otros estudios, como el trabajo de la clonaci&oacute;n y caracterizaci&oacute;n de la
subunidad β3 canina, se basaron en la comparaci&oacute;n de su secuencia de ADNc con otras
especies. As&iacute;, la subunidad β3 canina fue comparada con sus hom&oacute;logas en rat&oacute;n y
humano, manifestando una alta homolog&iacute;a en las secuencias correspondientes a
importantes dominios funcionales del heterod&iacute;mero αIIbβ3 (Lipscomb et al., 1999).
Esta alta homolog&iacute;a est&aacute; presente en todas las secuencias aminoac&iacute;dicas de las
subunidades β de las especies descritas a lo largo de la evoluci&oacute;n, como lo evidencia el
estudio con un anticuerpo anti-β1 de pollo, que reacciona con algunos vertebrados,
invertebrados y hongos (Marcantonio et al., 1988), como tambi&eacute;n con la alta
conservaci&oacute;n estructural al compartir una misma estructura b&aacute;sica: dominio
extracelular, dominio transmembranario y dominio citoplasm&aacute;tico (Tamkum et al.,
1986; DeSimone et al., 1988).
As&iacute; pues, bas&aacute;ndose en la alta similitud manifestada, los estudios de las
integrinas β1 y β3 previamente descritos son aplicables al resto de especies, presentando
an&aacute;logas funciones en todas ellas.
Adem&aacute;s, el conocimiento de la secuencia nucleot&iacute;dica de los genes de la
subunidades β1 y β3 en diferentes especies podr&iacute;a aportar informaci&oacute;n adicional sobre
los dominios estructurales y funcionales de los diferentes heterod&iacute;meros de los que son
constituyentes, al igual que un mejor entendimiento de las variaciones entre especies en
las interacciones receptor-ligando (Lipscomb et al., 1999).
Como tambi&eacute;n podr&iacute;a ser &uacute;til la informaci&oacute;n de las secuencias aminoac&iacute;dicas y
nucleot&iacute;dicas de estas subunidades de las diferentes especies para futuros estudios
mutacionales asociados con distintos des&oacute;rdenes, como por ejemplo la trombastenia de
Glazmann y des&oacute;rdenes inmunopatol&oacute;gicos provocados por el polimorfismo asociado a
la subunidad β3 (Lipscomb et al., 1999; Llanes et al., 2001).
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Las integrinas descritas en la especie porcina engloban a distintas subunidades β
entre las que se encuentran la β2 integrina (Lee et al., 1996), al igual que las dos
integrinas descritas en el presente trabajo, β1 y β3, mientras que entre las subunidades α
s&oacute;lo est&aacute;n clonadas CD11b o αM integrina (GeneBank Accession: U40072) y CD41 o
αIIb integrina (GeneBank Accession: AF170527).
A pesar de que existen pocos estudios previos referentes a estas integrinas en
cerdo, constituyen indudablemente dos de las mol&eacute;culas de adhesi&oacute;n implicadas en
numerosos procesos fisiol&oacute;gicamente importantes, justificando as&iacute; el inter&eacute;s de la
caracterizaci&oacute;n molecular de ambos genes.
Estudios con anticuerpos monoclonales han demostrado ser una herramienta &uacute;til
a la hora de caracterizar a las integrinas funcional y estructuralmente. As&iacute; pues, el
anticuerpo monoclonal JM2E5 (P&eacute;rez de la Lastra et al., 1997) frente a la subunidad β3
porcina ha puesto de manifiesto, con los experimentos bioqu&iacute;micos y la distribuci&oacute;n
tisular del ant&iacute;geno porcino que reconoce, un peso molecular alrededor de 140 y 105
kDa en condiciones no reductoras y una alta expresi&oacute;n en plaquetas y granulocitos,
datos muy similares a los descritos previamente para CD41/CD61 humana y bovina
(Phillips et al., 1988; Mateo et al., 1996).
En general, poco se conoce de la distribuci&oacute;n inmunohistoqu&iacute;mica de la
subunidad β3. Un reciente trabajo realizado con el mismo anticuerpo monoclonal
(P&eacute;rez de la Lastra et al., 1997) proporciona un an&aacute;lisis de la distribuci&oacute;n de CD61 en
el cerdo estando reducida su expresi&oacute;n a c&eacute;lulas de origen epitelial. De la misma forma
se analiza en tumores humanos al ser este anticuerpo monoclonal coorreactivo con el
receptor humano CD41/CD61 observ&aacute;ndose una distribuci&oacute;n heterog&eacute;nea en tumores
con met&aacute;stasis (Moreno et al., 2002). Otro estudio de expresi&oacute;n, para analizar el otro
heterod&iacute;mero que puede constituir la subunidad β3, se realiz&oacute; con un anticuerpo antiαVβ3 (Singh et al., 2001). Los resultados mostrados con este anticuerpo concluyen que
esta integrina se expresa en el epitelio pero no en la vasculatura, sin embargo se ha
observado su expresi&oacute;n en otra especie, como es el caso de la rata (Singh et al., 2000).
Por otro lado, la informaci&oacute;n disponible para la subunidad β1 porcina es a&uacute;n
m&aacute;s reducida. Todos los trabajos que hacen referencia a esta integrina est&aacute;n
relacionados con el xenotransplante, ya que, como se ha dicho con anterioridad se trata
de la mol&eacute;cula m&aacute;s reconocida por los anticuerpos xenorreactivos (Holzknecht y Platt,
1995).
As&iacute; pues, el &uacute;nico estudio que caracteriza un anticuerpo monoclonal espec&iacute;fico
para la integrina β1 porcina (1A3) ha sido realizado por Richard y colaboradores
(1998). El anticuerpo monoclonal 1A3 inmunoprecipita una mol&eacute;cula, acorde con los
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resultados de Holzknecht y Platt (1995), identificada como β1 integrina con un peso
molecular aparente de 118 kDa en SDS-PAGE. De la misma forma, este anticuerpo
monoclonal reconoc&iacute;a a la β1 integrina y una prote&iacute;na de 95 kDa en un lisado de c&eacute;lulas
endoteliales mediante un inmunoblotting, sospech&aacute;ndose que esta prote&iacute;na de menor
peso molecular correspond&iacute;a a la β1 integrina sin madurar (Akiyama et al., 1989).
Adem&aacute;s, estudios inmunohistoqu&iacute;micos con este anticuerpo present&oacute;
inmunorreactividad en las c&eacute;lulas endoteliales en capilares del gl&oacute;merulo del ri&ntilde;&oacute;n,
&oacute;rgano donde esta integrina en humano est&aacute; altamente expresada (Kreidberg y Symons,
2000).
Por lo tanto, con la caracterizaci&oacute;n de las subunidades β1 y β3 porcinas se
profundiza un poco m&aacute;s en el conocimiento de esta especie que constituye una de las
especies dom&eacute;sticas m&aacute;s importantes por sus aplicaciones biom&eacute;dicas y su inter&eacute;s
econ&oacute;mico en ganader&iacute;a.
13. EL CERDO COMO ANIMAL DE ESTUDIO
El cerdo es un excelente modelo experimental al ser empleado en muchos
trabajos de investigaci&oacute;n como animal de estudio por compartir gran n&uacute;mero de
caracter&iacute;sticas (talla, anatom&iacute;a, conducta alimentaria, sistema inmune, estructura de la
piel y fisiolog&iacute;a pulmonar, cardiaca y renal) con la especie humana. Tambi&eacute;n su
disponibilidad y las consideraciones &eacute;ticas manifestadas con otros tipos de animales
(primates, principalmente) le hacen ser el modelo id&oacute;neo. Son muchas sus posibles
aplicaciones en los diferentes campos de investigaci&oacute;n, como por ejemplo, el empleo
de los &oacute;rganos del cerdo en numerosos estudios cardiovasculares, de piel, nutrici&oacute;n y
de transplantes, los injertos de v&aacute;lvulas de coraz&oacute;n de cerdo y el uso de sustancias
procedentes del cerdo, como la insulina del p&aacute;ncreas, o la heparina, extra&iacute;da de los
pulmones (Pastoret et al., 1998).
El cerdo, por lo tanto, es usado como modelo en diferentes patolog&iacute;as y
ensayos, tales como alcoholismo, alotransplante, diabetes, melanoma, hipertensi&oacute;n y
xenotransplante, por nombrar algunos, siendo de gran repercusi&oacute;n en medicina,
aportando tambi&eacute;n estos estudios, sobre todo a nivel del sistema inmune, informaci&oacute;n
para prevenir y controlar enfermedades propias de esta especie, con sus consecuentes
beneficios econ&oacute;micos.
A pesar de ser el cerdo un modelo excelente para su aplicaci&oacute;n en humanos, son
especies diferentes como se observa en muchos aspectos, reflejando una divergencia
evolutiva. Estas diferencias son anat&oacute;micas (la inusual estructura del ganglio linf&aacute;tico
porcino), fisiol&oacute;gicas (el gran n&uacute;mero de linfocitos T) y gen&eacute;ticas (gran diversidad
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dentro del complejo g&eacute;nico del receptor de las c&eacute;lulas T). El an&aacute;lisis de estas
diferencias proporcionar&aacute; nuevos campos para futuras investigaciones.
Por lo tanto, la caracterizaci&oacute;n de las integrinas β1 y β3 porcinas llevado a cabo
en este trabajo proporcionar&iacute;a, no s&oacute;lo informaci&oacute;n sobre la estructura y funciones de
estas mol&eacute;culas, sino tambi&eacute;n las posibles aplicaciones en los distintos campos de
investigaci&oacute;n, al estar involucradas en el importante proceso del xenotransplante as&iacute;
como en distintos des&oacute;rdenes hereditarios y enfermedades.
As&iacute; pues, el posible desarrollo de estrategias alternativas para el xenotrasplante,
como la potencial informaci&oacute;n sobre las estructuras polim&oacute;rficas de la subunidad β3 y
otros des&oacute;rdenes inmunopatol&oacute;gicos, como la trombastenia de Glanzmann, son algunas
de las posibles aplicaciones con la caracterizaci&oacute;n de ambas integrinas.
Sin embargo, la efectividad cl&iacute;nica comprobada de la terapia g&eacute;nica en algunas
patolog&iacute;as supondr&iacute;a una de las aplicaciones con m&aacute;s repercusi&oacute;n de la caracterizaci&oacute;n
de estas integrinas, entre las que nos encontramos al c&aacute;ncer, el rechazo hiperagudo del
xenotransplante y las lesiones coronarias.
Por todo ello, el cerdo constituye al animal de estudio ideal al englobar no s&oacute;lo
las caracter&iacute;sticas morfo-funcionales m&aacute;s semejantes a la especie humana, sino tambi&eacute;n
por todas las aplicaciones biom&eacute;dicas en las que se ve involucrado.
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Objetivos
La mayor parte de la c&eacute;lulas que constituyen un organismo pluricelular se
encuentran en permanente contacto con la superficie de otras c&eacute;lulas pr&oacute;ximas o con
una compleja red de macromol&eacute;culas que recibe el nombre de matriz extracelular. Dos
claros ejemplos ser&iacute;an, por un lado, las c&eacute;lulas endoteliales que, unidas unas a otras,
tapizan el interior de los vasos sangu&iacute;neos constituyendo una estructura en barrera
anclada a una membrana basal, y por otro, los fibroblastos, que son c&eacute;lulas que se
encuentran totalmente rodeadas de una matriz de tejido conectivo. Dentro del sistema
inmune, los linfocitos no s&oacute;lo emplean una gran parte de su vida en permanecer en
contacto con otras c&eacute;lulas en los n&oacute;dulos linf&aacute;ticos, sino que, adem&aacute;s, se relacionan con
la matriz extracelular mediante los movimientos migratorios que llevan a cabo a trav&eacute;s
del estroma de los &oacute;rganos linfoides.
En los animales superiores, estos fen&oacute;menos de interacci&oacute;n de las c&eacute;lulas con su
entorno m&aacute;s inmediato son cruciales en el mantenimiento de la integridad de los tejidos
y en la hemostasis y juegan un papel fundamental en procesos fisiol&oacute;gicos tan
importantes como la divisi&oacute;n, diferenciaci&oacute;n y movilidad celular, el desarrollo
embriol&oacute;gico, la reparaci&oacute;n tisular y el funcionamiento del sistema inmune.
La importante aportaci&oacute;n de los trabajos realizados principalmente en la especie
humana han generado una visi&oacute;n m&aacute;s detallada de la participaci&oacute;n de las integrinas en
el proceso de adhesi&oacute;n celular, junto a otros miembros de la superfamilia de las
inmunoglobulinas, las cadherinas y las selectinas. As&iacute;, en la actualidad se dispone de
suficientes evidencias que ponen de manifiesto que la adhesi&oacute;n celular est&aacute; mediada
por interacciones receptor-ligando en los que las integrinas juegan un papel
preponderante. De este modo, y considerando &uacute;nicamente las tres principales
subfamilias, se conoce que las integrinas β1 y β3, expresadas en la mayor&iacute;a de los tipos
celulares, son las responsables de las interacciones c&eacute;lula-matriz extracelular, mientras
que las integrinas β2, restringidas en su expresi&oacute;n a los leucocitos, est&aacute;n implicadas en
las interacciones celulares homot&iacute;picas y en la adhesi&oacute;n leucocitos-c&eacute;lulas endoteliales.
Gracias al desarrollo de la tecnolog&iacute;a de los anticuerpos monoclonales y la
t&eacute;cnicas de clonaci&oacute;n molecular, un reducido n&uacute;mero de receptores de adhesi&oacute;n ha
podido ser caracterizado en algunas especies de animales dom&eacute;sticos. El conocimiento
de la estructura y funci&oacute;n de estas mol&eacute;culas ha permitido poner de relieve la existencia
de notables diferencias entre los sistemas inmunitarios del cerdo o de los rumiantes con
los del hombre y rat&oacute;n, resaltando la necesidad de estudios m&aacute;s detallados en estas
especies de inter&eacute;s y obliga a ser cautos a la hora de generalizar esquemas sobre el
funcionamiento del sistema inmunitario a partir de datos obtenidos en una especie
determinada.
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Por todo ello, la idea directriz que ha motivado el presente trabajo de tesis
doctoral ha sido el estudio de la subunidades β1 y β3 de las integrinas porcinas, con el
fin de contribuir al conocimiento de los mecanismos que regulan la adhesi&oacute;n celular
dentro del sistema inmune del cerdo, una de las especies animales de mayor inter&eacute;s
econ&oacute;mico, y que, por la semejanzas anat&oacute;micas y morfo-funcionales que comparte
con el hombre, se ha convertido en los &uacute;ltimos a&ntilde;os en un excelente modelo
experimental en gran n&uacute;mero de estudios de relevancia fisiol&oacute;gica. Este hecho aporta
mayor inter&eacute;s si cabe a los resultados obtenidos en el presente trabajo, ya que se estima
que los proceso de adhesi&oacute;n juegan un papel importante en la progresi&oacute;n de
determinados procesos patol&oacute;gicos (tumorales, inflamatorios, traum&aacute;ticos e
infecciosos), por lo que la naturaleza espec&iacute;fica de las integrinas que participan en ellos
hacen de ellas un importante foco de estudio.
Nuestro trabajo por tanto, contempla los siguientes objetivos:
1. Caracterizaci&oacute;n de los genes que codifican para las subunidades β1 y β3 de
las integrinas porcinas. Aproximaci&oacute;n al estudio de su estructura molecular
y funci&oacute;n.
2. Determinaci&oacute;n del lugar f&iacute;sico que ocupan ambos genes en el genoma
porcino mediante localizaci&oacute;n cromos&oacute;mica en un panel de c&eacute;lulas h&iacute;bridas
som&aacute;ticas.
3. Estudio de la distribuci&oacute;n tisular de ambas subunidades y an&aacute;lisis del nivel
de su expresi&oacute;n mediante t&eacute;cnicas moleculares e inmunohistoqu&iacute;micas.
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Materiales y M&eacute;todos
1. ANIMALES, TEJIDOS Y C&Eacute;LULAS
La sangre y dem&aacute;s muestras de tejidos porcinos son extra&iacute;das de cerdos (razas
Landrace e Ib&eacute;rica) de 6-8 meses de edad aproximadamente, en el momento de ser
sacrificados en el matadero.
Los ratones empleados para la generaci&oacute;n de hibridomas y la producci&oacute;n de
ascitis fueron hembras de la cepa BALB/c, de 4-6 semanas de edad, aproximadamente.
1.1. Aislamiento de c&eacute;lulas mononucleadas (PBMC) y plaquetas de sangre
perif&eacute;rica
La sangre extra&iacute;da se recoge en frascos utilizando como anticoagulante una
soluci&oacute;n de citrato tris&oacute;dico al 4%. Las c&eacute;lulas se obtienen por separaci&oacute;n en gradiente
de densidad de Ficoll-Urografin mediante centrifugaci&oacute;n a 3.000 r.p.m. durante 30
minutos r.p.m..
Las c&eacute;lulas mononucleadas (linfocitos y monocitos) localizadas en la banda de
interfase se recogen con ayuda de una pipeta Pasteur, se disponen en tubos de 10 ml y
se centrifugan a 1.800 r.p.m. durante 10 minutos. Posteriormente, se lavan 3 veces con
PBS en las mismas condiciones. Los eritrocitos residuales se eliminan sometiendo las
c&eacute;lulas a un choque hipot&oacute;nico con 2 ml de agua destilada durante 10-15 segundos,
restaurando inmediatamente la isotonicidad con 0,5 ml de soluci&oacute;n salina. Las
plaquetas se aislan centrifugando los sobrenadantes obtenidos en los sucesivos lavados
a 3.000 r.p.m. durante 15 minutos y a continuaci&oacute;n se lavan 3 veces con PBS en las
mismas condiciones.
Finalmente, para cuantificar ambos tipos celulares se usa una c&aacute;mara de
Neubauer, utilizando una soluci&oacute;n de eosina (1/10) como colorante vital.
1.2. Esplenocitos de rat&oacute;n
Los ratones son sacrificados mediante dislocaci&oacute;n cervical y a continuaci&oacute;n se
practica una apertura en su regi&oacute;n abdominal para extraer el bazo. El &oacute;rgano se
perfunde varias veces con medio HY liberando los esplenocitos y posteriormente, con
un &eacute;mbolo de jeringa est&eacute;ril, se presiona hasta disgregarlo. Una vez retirados los restos
de estroma mediante filtraci&oacute;n, las c&eacute;lulas son obtenidas por centrifugaci&oacute;n a 1.800
r.p.m. durante 10 minutos y a continuaci&oacute;n se lavan dos veces en medio HY.
Finalmente, son resuspendidas en 1 ml de medio HY con antibi&oacute;tico y se cuentan en
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una placa de Neubauer.
1.3. C&eacute;lulas de mieloma
La l&iacute;nea celular utilizada para la producci&oacute;n de hibridomas es la Sp2/O-Ag14
(Shulman et al., 1978).
1.4. Congelaci&oacute;n y descongelaci&oacute;n de c&eacute;lulas
La descongelaci&oacute;n se lleva a cabo agitando suavemente el criovial que contiene
las c&eacute;lulas en un ba&ntilde;o a 37&ordm;C. Una vez descongeladas, las c&eacute;lulas se transfieren a un
tubo est&eacute;ril de 10 ml al que se a&ntilde;ade 8 ml de medio HY, y se centrifugan 5 minutos a
1.500 r.p.m.. A continuaci&oacute;n, las c&eacute;lulas se resuspenden a la concentraci&oacute;n deseada y
se transfieren a una botella o placa de cultivo.
Para la congelaci&oacute;n, las c&eacute;lulas se centrifugan a 1.500 r.p.m. durante 5 minutos
a temperatura ambiente y el pellet celular se resuspende en medio de congelaci&oacute;n para
obtener una concentraci&oacute;n aproximada de 2 x 106 c&eacute;lulas/ml. A continuaci&oacute;n, se
dispone 1 ml de esta suspensi&oacute;n por criovial y se introduce en una caja de congelaci&oacute;n
a –80&ordm;C toda la noche. Finalmente, se transfiere a nitr&oacute;geno l&iacute;quido para su
almacenamiento.
1.5. Estirpes de E.Coli
Las l&iacute;neas celulares empleadas en los ensayos de biolog&iacute;a molecular son XL1Blue MRF&acute;, BL21 (DE3) y SOLR, todas ellas estirpes derivadas de E.Coli.
2. OBTENCI&Oacute;N DE ADN GEN&Oacute;MICO
La obtenci&oacute;n de ADN gen&oacute;mico porcino se lleva a cabo a partir de 3&times;108
c&eacute;lulas mononucleadas de sangre perif&eacute;rica obtenidas como ha sido indicado
anteriormente. Para ello, las c&eacute;lulas se resuspenden en 5 ml de tamp&oacute;n de lisis y se
incuban a 50&ordm;C durante una noche con agitaci&oacute;n. A continuaci&oacute;n, se realizan dos
extracciones con fenol:cloroformo:alcohol isoam&iacute;lico (25:24:1), y se procede a
precipitar el ADN contenido en la fase acuosa a&ntilde;adiendo 1/10 del volumen de acetato
de sodio 3M pH 7,5 y 2,5 vol&uacute;menes de etanol 100% e incubando durante 1 hora a –
20&ordm;C. Despu&eacute;s de centrifugar durante 2 minutos a 12.000 r.p.m., se lava el pellet de
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ADN obtenido con etanol al 70 %, se seca y se resuspende en 200&micro;l de tamp&oacute;n TE
(10:1). La calidad del ADN gen&oacute;mico obtenido se observa mediante una electroforesis
en gel de agarosa a 1% y la cuantificaci&oacute;n se realiza mediante espectrofotometr&iacute;a a 260
nm de densidad &oacute;ptica. Finalmente, se conserva a –20&ordm;C hasta su uso.
3. AISLAMIENTO DE ARN EUCARI&Oacute;TICO
La extracci&oacute;n de ARN eucari&oacute;tico se lleva a cabo a partir de 50-100 mg de
tejido o 5-10 &times;106 c&eacute;lulas empleando el sistema TriPure Isolation Reagent de Roche.
Para ello, una vez que la muestra es homogenizada con 1 ml del reactivo de
extracci&oacute;n, se a&ntilde;ade 0,2 ml cloroformo y se agita vigorosamente durante 15 segundos.
A continuaci&oacute;n, se incuba 2-15 minutos a temperatura ambiente, se centrifuga a 12.000
r.p.m. durante 15 minutos a 4&ordm;C y se recoge la fase acuosa conteniendo el ARN en un
tubo limpio.
Para precipitar el ARN se a&ntilde;ade 0,5 ml de isopropanol, se incuba durante 5-10
minutos a temperatura ambiente y finalmente se centrifuga a 12.000 r.p.m durante 10
minutos a 4&ordm;C. El pellet de ARN se lava con etanol 70 %, se deja secar y se resuspende
en agua tratada con DEPC (Sigma) incubando 10-15 minutos a 55&ordm;C-60&ordm;C para su
perfecta disoluci&oacute;n. La calidad del ARN aislado se visualiza mediante electroforesis en
gel
de
agarosa
desnaturalizado,
y
la
cuantificaci&oacute;n
se
estima
mediante
espectrofotometr&iacute;a en las mismas condiciones que el ADN gen&oacute;mico.
4. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA
Para las muestras de ADN los geles se preparan en un volumen final de 50 ml
de tamp&oacute;n TAE 1X conteniendo 1% de agarosa y 2 &micro;l de la soluci&oacute;n de bromuro de
etidio.
Para el an&aacute;lisis del ARN, los geles se realizan en condiciones desnaturalizantes
en un volumen final de 50 ml, conteniendo 0,5 g de agarosa en 36 ml de agua DEPC, 5
ml de tamp&oacute;n 10X de electroforesis, 9 ml de formaldeh&iacute;do 37 % (Merck) y 2 &micro;l de la
soluci&oacute;n de bromuro de etidio. La cubeta de electroforesis, el peine y el soporte del gel
han de tratarse previamente al menos durante 1 hora con 0,1M NaOH, para evitar la
acci&oacute;n de las ARNasas.
En ambos casos la electroforesis se lleva a cabo durante 1 hora a voltaje
constante y 80 mA de intensidad, emple&aacute;ndose los marcadores de peso molecular
λHindIII y φx174HaeIII (Roche) como referencia para la estimaci&oacute;n de los tama&ntilde;os.
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5. RT-PCR
5.1. S&iacute;ntesis de la primera cadena (RT)
La s&iacute;ntesis de la primera cadena de ADNc se lleva a cabo mediante el empleo
del sistema Superscript II Rnase H- Reverse Transcriptase (GibcoBRL) y el cebador
aleatorio pd (N)6-5’-PO3’Na+ Salt-(Pharmacia Biotech).
Para ello, 10 &micro;g de ARN total se incuban con 330 ng de pd(N)6, durante 3
minutos a 65&ordm;C y posteriormente se disponen 5 minutos en hielo. A continuaci&oacute;n, se
a&ntilde;ade al tubo de reacci&oacute;n: 0,5 &micro;l de inhibidor de ARN (50 U/&micro;l) (Roche), 1 &micro;l de la
mezcla de los desoxinucle&oacute;tidos trifosfato (dNTPs, 20mM cada uno) (Pharmacia), 4 &micro;l
del tamp&oacute;n 5X de la transcriptasa inversa, 2 &micro;l de 1,4-ditioltreitol (DTT) (0,1 M) y 1 &micro;l
de la enzima (200 U/&micro;l). Se incuba durante 10 minutos a temperatura ambiente, y
posteriormente 1 hora a 42&ordm;C. Se desnaturaliza a 95&ordm;C durante 10 minutos y
finalmente, se aumenta el volumen hasta 100&micro;l con agua DEPC, conserv&aacute;ndose a –
20&ordm;C hasta su uso.
5.2. S&iacute;ntesis de la segunda cadena (PCR)
La s&iacute;ntesis de la segunda cadena se realiza mediante PCR, empleando cebadores
espec&iacute;ficos del gen que se pretende caracterizar. La reacci&oacute;n de PCR se realiza en un
volumen de 50 &micro;l conteniendo: 5 &micro;l tamp&oacute;n 10X de PCR, 2 &micro;l MgCl2 (50mM), 8 &micro;l
mezcla de dNTPs (1,25mM cada uno) (Biotools), 2,5 &micro;l de cada uno de los cebadores
(20&micro;M), 1 &micro;l Taq ADN polimerasa (Biotools) (1U/&micro;l), la cantidad adecuada del
material que se quiere amplificar y agua milli-Q est&eacute;ril hasta completar el volumen
final.
La pauta de reacci&oacute;n empleada es la estandarizada en nuestro laboratorio que
contempla la realizaci&oacute;n de 35 ciclos de PCR y una temperatura de hibridaci&oacute;n que
estar&aacute; en funci&oacute;n de los cebadores empleados.
Con el fin de comprobar la calidad de ADNc producido mediante este sistema,
de manera rutinaria es realizada una amplificaci&oacute;n por PCR del material obtenido en la
s&iacute;ntesis de la primera cadena para obtener un fragmento de 500 pb de la secuencia que
codifica para la subunidad 18S de los ribosomas, cuyo ARNm se sintetiza
constitutivamente en todos los tejidos. Los cebadores empleados se muestran en la
Tabla 3.
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5&acute;GACTCAACACGGGAAACCTCAC3&acute; (forward)
18S-1
5&acute;GCTTATGACCCGCACTTACTGG3&acute; (reverse)
18S-2
Tabla 3: Pareja de cebadores espec&iacute;ficos del gen 18S porcino.
6. PURIFICACI&Oacute;N DE FRAGMENTOS DE ADN A PARTIR DE GELES DE
AGAROSA
Se lleva a cabo empleando el sistema Geneclean III (Bio101). Para ello, despu&eacute;s
de la electroforesis en gel de agarosa de bajo punto de fusi&oacute;n al 1% se escinde el
fragmento a purificar, se pesa y se solubiliza con 4,5 vol&uacute;menes de NaI 6M a 55&ordm;C. A
continuaci&oacute;n, se a&ntilde;aden 10 &micro;l de Ez-glassmilk, mezclando e incubando en hielo
durante 15 minutos. Despu&eacute;s de la centrifugaci&oacute;n a 12.000 r.p.m. durante 3 minutos, se
elimina el sobrenadante y se lava el pellet con new wash. Al final se deja secar y se
eluye el ADN resuspendiendo en 30 &micro;l de agua milliQ o en tamp&oacute;n TE, incubando 5
minutos a 55&ordm;C y centrifugando durante 1 minuto a 12.000 r.p.m..
7. LIGACI&Oacute;N
Los pl&aacute;smidos utilizados en este trabajo han sido pGEM-T (Promega) y pET28b (Novagen), el primero para la clonaci&oacute;n de productos de PCR y el segundo
empleado en el procedimiento de expresi&oacute;n en bacterias. El pl&aacute;smido pET-28b es
digerido previamente con las endonucleasas de restricci&oacute;n adecuadas para la clonaci&oacute;n
del fragmento de ADN, mientras que pGEM-T no necesita digesti&oacute;n, por venir
preparado comercialmente.
La ligaci&oacute;n vector-inserto tiene lugar en una reacci&oacute;n de 10 &micro;l de volumen final
que contiene 50 ng del vector, el inserto en la cantidad correspondiente a la relaci&oacute;n
molar 1/1 (vector/inserto), el tamp&oacute;n de ligaci&oacute;n 2X y 5 unidades de la ADN ligasa T4
(Promega). La incubaci&oacute;n se lleva a cabo durante una noche a 16&ordm;C y finalmente,
durante 10 minutos a 70&ordm;C para inactivar la enzima.
8. PRODUCCI&Oacute;N DE C&Eacute;LULAS COMPETENTES
Las c&eacute;lulas elegidas, XL1-blue MRF&acute; o BL21(DE3), se estr&iacute;an en una caja de
Petri de 92 mm con medio Psi-a y se crecen una noche a 37&ordm;C.
A la ma&ntilde;ana se inocula una de las colonias en 5 ml de medio Psi-b y se deja
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crecer a 37&ordm;C hasta una densidad &oacute;ptica de 0,48 a 550 nm (+/- 0.02). Se enfr&iacute;a el
cultivo durante 5 minutos en hielo y posteriormente se centrifuga a 6.000 r.p.m. durante
5 minutos a 4&ordm;C. El pellet bacteriano se resuspende cuidadosamente en 40 ml de medio
TFb 1 fr&iacute;o y se incuba 5 minutos en hielo. Las bacterias se vuelven a centrifugar en las
mismas condiciones una vez m&aacute;s, pero se resuspenden en 4 ml de TFb 2 fr&iacute;o y se
mantienen en hielo durante 15 minutos.
Las c&eacute;lulas competentes se disponen en al&iacute;cuotas de 150 &micro;l en tubos de 1,5 ml
previamente enfriados en hielo, almacen&aacute;ndose a –80&ordm;C o bien en nitr&oacute;geno l&iacute;quido.
9. TRANSFORMACI&Oacute;N
Se descongelan las c&eacute;lulas competentes en hielo, se a&ntilde;ade 1/10 de volumen de
soluci&oacute;n de β-mercaptoetanol fr&iacute;a y se dejan reposar durante 10 minutos en hielo. La
transformaci&oacute;n se lleva a cabo en tubos de 1,5 ml enfriados previamente, en donde se
mezclan 50 &micro;l de c&eacute;lulas competentes y 25 ng de ADN como m&aacute;ximo. Tras incubar en
hielo durante 30 minutos, la transformaci&oacute;n tiene lugar mediante un choque t&eacute;rmico a
37&ordm;C durante 3 minutos e inmediatamente despu&eacute;s los tubos se colocan en hielo 2
minutos. Se a&ntilde;ade 500 &micro;l de medio LB y se incuban una hora a 37&ordm;C en agitaci&oacute;n. El
cultivo transformado se dispone en placas con medio LB-agar y el antibi&oacute;tico
adecuado: 50 &micro;g/ml de ampicilina (Roche) para XL1-Blue MRF’ y 30 &micro;g/ml
kanamicina (Sigma) para BL21(DE3). Finalmente se incuban a 37&ordm;C durante una
noche.
10. MINIPREPS
Con el fin de purificar el contenido plasm&iacute;dico de las colonias transformante, se
disponen en cultivos de 3 ml de LB con antibi&oacute;tico y se incuban durante toda la noche
a 37&ordm;C con agitaci&oacute;n. Una r&eacute;plica de cada minicultivo se conserva en glicerol al 40 %
en el congelador de -80&ordm;C.
El procedimiento de purificaci&oacute;n se lleva a cabo centrifugando los cultivo a
12.000 r.p.m. durante 2 minutos y resuspendiendo el pellet de bacterias con 200 &micro;l del
tamp&oacute;n de lisis STET y 4 &micro;l de una soluci&oacute;n de lisozima. Las muestras se hierven
durante 45 segundos, se centrifugan a 12.000 r.p.m. durante 10 minutos y se retiran los
restos celulares quedando en el tubo el sobrenadante conteniendo el ADN del
pl&aacute;smido. Este se precipita mediante la adici&oacute;n de 8 &micro;l CTAB 5% mezclando por
inversi&oacute;n y centrifugando a 12.000 r.p.m. durante 5 minutos. A continuaci&oacute;n, el
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precipitado se resuspende en 300 &micro;l NaCl 1,2M y despu&eacute;s de a&ntilde;adir 750 &micro;l de etanol
absoluto, se vuelve a centrifugar 10 minutos en las mismas condiciones. El pellet se
lava dos veces con etanol al 70 %, se deja secar y se resuspende en 40 &micro;l de tamp&oacute;n
TE. Finalmente, se a&ntilde;ade 1 &micro;l de una soluci&oacute;n de ARNasa incubando las muestras 1
hora a 37&ordm;C, quedando preparadas para la digesti&oacute;n con las enzimas de restricci&oacute;n.
11. MAXIPREPS
Un procedimiento de purificaci&oacute;n a mayor escala se lleva a cabo disponiendo
las colonias transformantes en 200 ml de LB con antibi&oacute;tico e incubando durante una
noche a 37&ordm;C. A la ma&ntilde;ana siguiente, el cultivo se centrifuga a 4.000 r.p.m. durante 20
minutos y se resuspende el pellet bacteriano en 15 ml de la soluci&oacute;n I. Se a&ntilde;aden 15 ml
de la soluci&oacute;n II, dejando incubar 5 minutos a temperatura ambiente y a continuaci&oacute;n
15 ml de la soluci&oacute;n III, agitando vigorosamente la mezcla para despu&eacute;s incubar 5
minutos en hielo, centrifug&aacute;ndose finalmente a 4.000 r.p.m. durante 5 minutos para
retirar los restos celulares.
Para precipitar el ADN, se filtra el sobrenadante sobre lana de vidrio, se a&ntilde;ade
un volumen de isopropanol y, despu&eacute;s de incubar durante 15 minutos a temperatura
ambiente, se centrifuga 20 minutos a 4.000 r.p.m.. El pellet obtenido se lava con etanol
al 70 %, se deja secar y se resuspende en 500 &micro;l de TE 10:1. A continuaci&oacute;n se a&ntilde;aden
5 &micro;l de la soluci&oacute;n de ARNasa y se deja incubar durante 1 hora a 37&ordm;C.
Despu&eacute;s del tratamiento enzim&aacute;tico, se a&ntilde;ade 1 volumen de la soluci&oacute;n de PEG
8000, se incuba durante 5 minutos y posteriormente se centrifuga 10 minutos a 12.000
r.p.m. El pellet obtenido se lava dos veces con etanol 70 %, se deja secar y se
resuspende en 300 &micro;l de TE 10:1 o agua milliQ est&eacute;ril. La concentraci&oacute;n de ADN
purificado se estima mediante espectrofotometr&iacute;a y las muestras son guardadas a –20&ordm;C
hasta su empleo.
12. DIGESTI&Oacute;N POR ENDONUCLEASAS DE RESTRICCI&Oacute;N
La reacci&oacute;n de digesti&oacute;n est&aacute; compuesta por el tamp&oacute;n enzim&aacute;tico 10X, la
enzima o enzimas de restricci&oacute;n (Roche) que liberan el inserto (10 U por reacci&oacute;n y
enzima), la cantidad necesaria de ADN a digerir (5 &micro;l minipreps/ 1 &micro;l maxipreps) y
agua hasta completar el volumen de 10 &micro;l en las digestiones simples y 20 &micro;l en las
dobles, durante 1 hora a 37&ordm;C. El resultado obtenido se observa en un gel de agarosa al
1%.
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13. SECUENCIACI&Oacute;N
La secuenciaci&oacute;n del ADN se realiz&oacute; por el m&eacute;todo de Sanger et al. (1977) en el
Servicio de Secuenciaci&oacute;n de la Universidad de C&oacute;rdoba. Para la reacci&oacute;n de
secuenciaci&oacute;n se utiliza un secuenciador autom&aacute;tico y el kit ABI PRISM BigDye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied Bioystems).
13.1. Preparaci&oacute;n del gel de secuenciaci&oacute;n
El gel WTR (well to read) “FullScan” de 48 cm en volumen final de 48 ml se
prepara a partir de 22.5 g de urea (Serva) a la que se a&ntilde;ade 4,5 ml de 40% de
acrilamida y 21 ml de agua milli-Q. Para obtener esta disoluci&oacute;n se a&ntilde;ade 0.5 g de
amberlita (Sigma), una resina de intercambio i&oacute;nico, para desionizar calentando
suavemente (no m&aacute;s de 37&ordm;C) agitando hasta su completa disoluci&oacute;n. Se filtra a trav&eacute;s
de una membrana hidrof&iacute;lica con 22 mm de di&aacute;metro de poro y se desgasifica durante 5
minutos. El siguiente paso es a&ntilde;adir 4,5 ml de 10&times;TBE, completar con agua hasta el
volumen final y a&ntilde;adir los activadores de la polimerizaci&oacute;n de la acrilamida: 210 ml de
10% de persulfato am&oacute;nico (Amresco) y 23 ml de TEMED (Amresco). Tras mezclar
con agitaci&oacute;n suave, se introduce en el espacio entre los cristales y se deja polimerizar
al menos 2 horas.
13.2. Reacci&oacute;n de secuenciaci&oacute;n
La reacci&oacute;n de secuenciaci&oacute;n est&aacute; constituida por 5 &micro;l la mezcla Terminator
Ready Reaction (dITP, dATP, dCTP, dTTP; terminadores marcados para adenina,
timina, guanina y citosina; Tris-HCl pH 9,0; MgCl2; pirofosfatasa termoestable y
AmpliTaqFS ADN polimerasa), el cebador espec&iacute;fico (3,2 pmol/&micro;l), 200-500 ng del
ADN molde y agua milli-Q est&eacute;ril hasta un volumen final de 20 &micro;l. El programa a
ejecutar consta de 25 ciclos y tres rampas t&eacute;rmicas r&aacute;pidas: la primera hasta 96&ordm;C
finalizando con 10 segundos a esa temperatura; la segunda hasta 50&ordm;C permaneciendo 5
segundos y la &uacute;ltima hasta 60&ordm;C finalizando con 4 minutos a la misma temperatura.
13.3. Purificaci&oacute;n mediante precipitaci&oacute;n con etanol
Los terminadores no incorporados se eliminan de las muestras por precipitaci&oacute;n
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con etanol/acetato de sodio (Merk). Para ello se a&ntilde;ade a las mezclas de reacci&oacute;n 2 &micro;l de
acetato s&oacute;dico 3M pH 4,6 y 50 &micro;l de etanol 95 %, agitando las muestras mediante
v&oacute;rtex e incubando 15 minutos a temperatura ambiente. A continuaci&oacute;n, se centrifugan
a m&aacute;xima velocidad (12000 r.p.m.) durante 20 minutos, se lavan con etanol al 70 % y
se deja secar el pellet.
13.4. Electroforesis y an&aacute;lisis autom&aacute;tico de la secuencia
Las muestras se disuelven en 4 &micro;l de soluci&oacute;n de carga. A continuaci&oacute;n se
desnaturalizan y se depositan 3 &micro;l de las muestras en los correspondientes pocillos del
gel de secuenciaci&oacute;n. La electroforesis se realiza en tamp&oacute;n TBE 1&times; a 38 watios de
potencia constante durante 18 horas. La recogida de los datos se realiza con un
ordenador PowerMac G3 (Apple Computer) equipado con software de captura y
an&aacute;lisis (373 XL Data Collection v.2.0 y Sequencing Analysis v.3.4.1) que genera la
secuencia.
14. OBTENCI&Oacute;N DE LA SONDA ESPEC&Iacute;FICA
Para la caracterizaci&oacute;n de los genes porcinos de este estudio, CD29 y CD61, se
parti&oacute; de una sonda espec&iacute;fica. La sonda se obtuvo a partir de ADNc de bazo de cerdo
mediante PCR, utilizando las pareja de cebadores espec&iacute;ficos que se muestran en la
Tabla 4 para cada gen a estudiar.
5′-CCAACATCTGTGCCACGCGAGG-3′(forward) F 101
CD61
5′-CCACTGATGCCAAGACC-3′(reverse) R 869
5′-CCACAGATGCCGGGTTTCACTTTG-3&acute;(forward) P1
CD29
5′-CCCTCGCTCTGGCATTCACATTCG-3&acute;(reserve) P2
Tabla 4: Cebadores generadores de la sonda espec&iacute;fica de los genes porcinos
CD61 y CD29, respectivamente.
Estos cebadores forman parte de regiones comunes, y por lo tanto conservadas
de secuencias publicadas de dichos genes en otras especies. El protocolo de PCR
consiste en 35 ciclos y una temperatura de hibridaci&oacute;n de 60&ordm;C en ambos casos.
Los productos de amplificaci&oacute;n se analizan en un gel de agarosa al 1% y las
bandas de ADN del tama&ntilde;o esperado se purifican, para ser clonadas en el vector
pGEM-T, siendo posteriormente secuenciadas.
La sonda obtenida se marca usando PCR DIG Labeling Mix (Roche). El
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nucle&oacute;tido marcado de la mezcla, digoxigenina-11-dUTP, se incorpora al producto de
PCR, reemplazando parcialmente al dTTP en la amplificaci&oacute;n y generando la sonda
marcada. El resto de reacci&oacute;n de amplificaci&oacute;n de ADN es id&eacute;ntica a cualquier
reacci&oacute;n PCR.
15. RASTREO DE GENOTECAS
La secuencia de los genes ha sido obtenida mediante el empleo de genotecas de
ADNc porcino producidas con el kit ZAP Express Vector System (Stratagene). Para el
gen CD29 se emple&oacute; una genoteca construida a partir de ARNm de distintos tejidos
(Nunes M. et al., 1994). El gen CD61 fue aislado a partir de una genoteca comercial de
m&uacute;sculo liso. El vector que constituye la genoteca es el fago λZAP que se caracteriza
por contener al pl&aacute;smido pBluescript SK- en su sitio de clonaci&oacute;n.
15.1. Cultivo de la genoteca
Se plaquean alrededor de 106 ufp (unidades formadoras de placas de lisis) en 20
cajas de Petri de 150 mm de di&aacute;metro a raz&oacute;n de 50.000 ufp por caja.
Para ello, previamente se dispone un cultivo de bacterias XL1-blue MRF’
durante una noche a 37&ordm;C en medio LB suplementado con 10 mM de MgSO4 y 0.2 %
de maltosa. La absorci&oacute;n fago-bacteria se lleva a cabo incubando 600 &micro;l del cultivo con
la cantidad de fagos se&ntilde;alada anteriormente y dispuestos en 150 &micro;l de tamp&oacute;n SM.
Despu&eacute;s de 15-20 minutos a 37&ordm;C, se mezcla con 7 ml de agar de cobertera y se
extienden sobre el medio s&oacute;lido de las cajas de Petri. Finalmente, estas se incuban a
37&ordm;C hasta la aparici&oacute;n de placas de lisis.
15.2. Transferencia a membranas de nylon
La genoteca dispuesta en placa es transferida a membranas de nylon de 132 mm
de di&aacute;metro (Nytran N de Schleicher &amp; Schuell). Para ello se depositan las membranas
sobre la superficie del agar de cobertera y se incuba durante 2 minutos. A continuaci&oacute;n,
y con el fin de fijar el ADN al soporte de nylon, las membranas son desnaturalizadas y
posteriormente neutralizadas durante 5 minutos en las soluciones adecuadas.
Finalmente, se secan en papel de filtro y se incuban a 80&ordm;C durante 2 hora.
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15.3. Hibridaci&oacute;n
La hibridaci&oacute;n de las membranas de nylon con la sonda espec&iacute;fica se lleva a cabo
durante una noche a 42&ordm;C en horno de hibridaci&oacute;n. Para ello, la sonda es previamente
desnaturalizada a 95&ordm;C durante 5 minutos y a&ntilde;adida a la soluci&oacute;n de hibridaci&oacute;n a
raz&oacute;n de 10 ng de sonda por cada 10 ml de soluci&oacute;n.
15.4. Detecci&oacute;n de placa positivas
La detecci&oacute;n de placas positivas se lleva a cabo mediante el sistema Genius de
Roche. Para ello, las membranas hibridadas son lavadas con 2XSSC-0,1%SDS dos
veces durante 5 minutos a temperatura ambiente y a continuaci&oacute;n otras dos veces con
0,5XSSC-0,1%SDS a 55&ordm;C durante 10 minutos.
Para la detecci&oacute;n colorim&eacute;trica con NBT y BCIP, primero se equilibran las
membranas durante 1 minuto en tamp&oacute;n de lavado GB1 a temperatura ambiente y
luego son bloqueadas mediante incubaci&oacute;n en GB2 durante 30-60 minutos. A
continuaci&oacute;n se incuban con GB2+Anticuerpo anti-DIG durante 30 minutos a
temperatura ambiente, se equilibran en GB3 durante 5 minutos y se incuban con la
soluci&oacute;n de coloraci&oacute;n en oscuridad.
Utilizando las membranas reveladas como referencia, las placas de lisis
positivas son identificadas en las cajas de Petri, aisladas y dispuestas en 500 &micro;l de
tamp&oacute;n SM para constituir el stock de halo.
15.5. Identificaci&oacute;n de clones positivos mediante PCR
De manera rutinaria, la especificidad de las placas de lisis aisladas en un rastreo
es comprobada mediante PCR con cebadores espec&iacute;ficos del gen que se pretende
caracterizar. Para ello, y debido a la presencia de Cl2Mg en el tamp&oacute;n SM, es necesario
emplear un protocolo de PCR que contemple esta variante. En nuestro trabajo, hemos
puesto a punto un procedimiento de PCR derivado del descrito por Languino y
Ruoslahti (1992). Brevemente, el procedimiento consiste en una PCR est&aacute;ndar similar a
la descrita anteriormente, llevada a cabo sobre 10 &micro;l del stock de halo en SM, y sin la
adici&oacute;n de Cl2Mg.
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15.6. Procedimiento de escisi&oacute;n
Una vez aislada y clonada, cada placa de lisis positiva es sometida a un
procedimiento de escisi&oacute;n que tiene por objetivo la extracci&oacute;n del componente gen&eacute;tico
porcino en su forma clonada en el vector pBluescritp SK- contenido en el fago λZAP.
Para la escisi&oacute;n se parte de dos cultivos de c&eacute;lulas, XL1-Blue y SOLR, que se
incuban durante toda la noche a 30&ordm;C en medio LB suplementado con maltosa 0,2%
(p/v) y MgSO4 10mM. Ambos cultivos son centrifugados a 1.000&times;g y se resuspenden
en 10mM MgSO4 hasta obtener una densidad &oacute;ptica de 1.0 a 600 nm.
A continuaci&oacute;n, en un tubo de 50 ml, se disponen 200 &micro;l del cultivo de XL1Blue, 250 &micro;l del stock en SM del clon positivo y 1 &micro;l de fago ayudante ExAssist y se
incuba durante 15 minutos a 37&ordm;C. A la mezcla anterior se a&ntilde;aden 3 ml de medio LB y
se incuba de nuevo a 37&ordm;C de 2 a 3 horas con agitaci&oacute;n. Finalmente, se incuba el tubo a
60-70&ordm;C durante 20 minutos y se centrifuga a 1.000&times;g durante 15 minutos. Se recupera
el sobrenadante, conteniendo el vector recombinante escindido en forma de fag&eacute;mido,
en un tubo de 50ml est&eacute;ril, pudi&eacute;ndose conservar a 4&ordm;C durante 1-2 meses.
La obtenci&oacute;n de las bacterias transformantes con el vector recombinante sobre
placas de medio s&oacute;lido se lleva a cabo incubando 200 &micro;l de c&eacute;lulas SOLR con 10-100
&micro;l de sobrenadante aislado anteriormente durante 15 minutos a 37&ordm;C. A continuaci&oacute;n,
se siembra la transformaci&oacute;n en placas de medio s&oacute;lido LB con ampicilina (50 &micro;g/ml)
dejando crecer una noche a la misma temperatura. Las colonias que aparecen contienen
el vector pBluescritp SK- con el inserto de ADN clonado. Estas colonias pueden crecer
en medio l&iacute;quido y almacenarse en glicerol a -80&ordm;C.
16. SOUTHERN BLOTTING
En este trabajo, llevamos a cabo un procedimiento de Southern blotting para
confirmar el an&aacute;lisis de expresi&oacute;n por RT-PCR de los genes caracterizados. Para ello,
en primer lugar los amplificados se someten a electroforesis en gel de agarosa al 1% en
las condiciones ya descritas y a continuaci&oacute;n el gel se desnaturaliza mediante
tratamiento con 0,4 M de NaOH durante media hora a temperatura ambiente.
Una vez desnaturalizado, el gel se transfiere a membranas de nylon con poro de
0,45 &micro;m (Nytran 0.45 de Schleicher &amp; Schuell) mediante un sistema de transferencia
de vac&iacute;o a 50 mbar durante 1 hora y 30 minutos en 20XSSC y finalmente es hibridado
con una sonda espec&iacute;fica en las condiciones de hibridaci&oacute;n anteriormente descritas.
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17. PANEL DE H&Iacute;BRIDOS CELULARES SOM&Aacute;TICOS
La localizaci&oacute;n cromos&oacute;mica de los genes caracterizados se llev&oacute; a cabo en
colaboraci&oacute;n con la Dra. Martine Yerle del Instituto Nacional de Investigaciones
Agron&oacute;micas-INRA (Departamento de Biolog&iacute;a Celular, Centro INRA de Toulouse,
Francia) mediante el empleo de un panel de h&iacute;bridos celulares som&aacute;ticos desarrollado
en este centro (Yerle et al., 1996) en el marco del programa europeo de cartograf&iacute;a del
genoma porcino (PiGMaP).
El panel est&aacute; compuesto por 27 l&iacute;neas celulares h&iacute;bridas, 19 de hamster chinocerdo (1 al 19) y 8 de rat&oacute;n-cerdo (20 al 27), cada una de ellas conteniendo fragmentos
identificados de distintos cromosomas porcinos. La caracterizaci&oacute;n citogen&eacute;tica de las
27 l&iacute;neas h&iacute;bridas fue determinada por Yerle y colaboradores (1996), resultando la
distribuci&oacute;n de fragmentos subcromosomales que se muestra en la Figura 6.
Para la asignaci&oacute;n cromos&oacute;mica, en primer lugar se lleva a cabo una PCR con
cebadores espec&iacute;ficos del gen a mapear sobre 10 ng de ADN aislado de cada una de las
l&iacute;neas h&iacute;bridas. Los cebadores usados para la localizaci&oacute;n de CD29 y CD61 est&aacute;n
indicados en la Tabla 5. Los productos de PCR se analizan mediante electroforesis en
un gel de agarosa al 1%, observ&aacute;ndose la presencia o no de un amplificado de la talla
correcta (336 pb en el caso de CD29 y 708 pb para CD61) en cada muestra.
5′-GGCCTTGGAGTGGGATGGGTTGGA-3′(forward) CD61-Loc-1
CD61
5′-ATGAGAGGGTGGAATAGGTAAA-3′(reverse) CD61-Loc-2
5′-TGCCTTTTTGACCTTTTCCTCGTGA-3&acute;(forward) CD29-Loc-1
CD29
5′-CCCCTCCCAACTGACTTTTCCTAT-3&acute;(reserve) CD29-Loc-2
Tabla 5: Cebadores utilizadas para la localizaci&oacute;n cromos&oacute;mica de los genes porcinos CD61 y
CD29, respectivamente.
La localizaci&oacute;n cromos&oacute;mica se logra por la segregaci&oacute;n concordante entre los
resultados de PCR y los fragmentos de cromosomas que contienen las c&eacute;lulas h&iacute;bridas.
Cuando los 27 h&iacute;bridos no permiten la discriminaci&oacute;n entre 2 regiones subcromosomales, el orden gen&eacute;tico se tiene en cuenta para sugerir la localizaci&oacute;n m&aacute;s
exacta del marcador. Se considera un resultado discordante cuando un resultado de
PCR es incompatible con el ADN de cerdo caracterizado contenido en el panel de
h&iacute;bridos. Los c&aacute;lculos estad&iacute;sticos para la localizaci&oacute;n cromos&oacute;mica fueron realizados
usando el software desarrollado por Chevalet y colaboradores (1997) y dispuesto al
efecto en la p&aacute;gina web www.inra.toulouse.fr.
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Figura 6: Caracterizaci&oacute;n citogen&eacute;tica del panel de h&iacute;bridos celulares som&aacute;ticos.
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18. EXPRESI&Oacute;N DE LOS GENES EN E. coli
La producci&oacute;n de los anticuerpos en el presente trabajo ha sido llevado a cabo
gracias a la producci&oacute;n previa de prote&iacute;nas recombinantes de las integrinas
caracterizadas. Para la producci&oacute;n de estas prote&iacute;nas, secuencias parciales de los genes
CD29 y CD61 fueron expresadas en la fase correcta de lectura en un sistema
procari&oacute;tico mediante el kit pET Expression System de Novagen.
18.1. Construcci&oacute;n de un vector para la expresi&oacute;n
Las secuencias correspondientes a los dominios de CD29 y CD61 que se
pretenden expresar se amplifican mediante PCR, usando cebadores espec&iacute;ficos
conteniendo los sitios de corte de las enzimas BamHI y HindIII (Tabla 6).
SITIO DE CORTE/SECUENCIA ESPEC&Iacute;FICA
ENZIMA CEBADOR
GGTCGGATCCAAGCAGATGAAAATAGATGT
BamHI
CD29-F307
TCTAAGCTTAGATCCACAAACGGCAACTT
HindIII
CD29-R1017
GGTCGGATCCCAACATCTGTGCCACGCGAGG BamHI
CD61-F101
TCTAAGCTTCCACTGATGCCAAGACC
CD61-R843
HindIII
Tabla 6: Cebadores utilizados para la obtenci&oacute;n de la secuencia parcial de CD29 y CD61 a
expresar mediante el sistema procari&oacute;tico elegido.
Los productos de PCR obtenidos, se analizan en un gel de agarosa al 1%, se
purifican y finalmente son digeridos con el fin de preparar sus extremos para su
inserci&oacute;n, en adecuada fase de lectura, en el vector pET28b. Dicho vector confiere
resistencia a kanamicina, utiliza un promotor inducible con IPTG y permite la
obtenci&oacute;n de una prote&iacute;na recombinante que contiene en 3’ un dominio oligohistidina
que favorece su purificaci&oacute;n.
18.2. Transformaci&oacute;n de las bacterias
La transformaci&oacute;n de las bacterias de la estirpe BL21 (DE3) con la construcci&oacute;n
de expresi&oacute;n, se lleva a cabo seg&uacute;n el protocolo descrito anteriormente.
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18.3. Expresi&oacute;n en E.coli y purificaci&oacute;n
Las bacterias transformadas se cultivan a 37&ordm;C en medio LB con kamamicina
hasta una densidad &oacute;ptica de 0,6 a 600 nm. En este momento se a&ntilde;adi&oacute; IPTG como
inductor de la expresi&oacute;n de la prote&iacute;na recombinante, quedando dicho producto a una
concentraci&oacute;n final de 1mM. El cultivo se mantuvo a 37&ordm;C durante 4 horas y tras ello,
se centrifuga a 4&ordm;C durante 20 minutos a 4000xg, se elimina el sobrenadante y se
resuspende en 5 ml/g de tamp&oacute;n de lisis B. La incubaci&oacute;n se realiza mezclando
cuidadosamente durante 15-60 minutos a temperatura ambiente hasta completar la lisis
celular, es decir hasta que el cultivo est&eacute; trasl&uacute;cido. Despu&eacute;s, el lisado celular se pasa
tres veces por una aguja fina o se sonica para terminar de romper las c&eacute;lulas.
Finalmente, el lisado se centrifuga durante 20-30 minutos a 10.000xg, se eliminan los
restos celulares y se conserva el sobrenadante a 4&ordm;C hasta la purificaci&oacute;n.
La purificaci&oacute;n se fundamenta en la afinidad de la cola de histidina presente en
la prote&iacute;na recombinante por los iones Ni2+ de la resina Ni-NTA (Quiagen) contenida
en una columna de afinidad. Previamente, 1ml de esta resina equilibrada en tamp&oacute;n B,
se incuba con 4 ml de sobrenadante con agitaci&oacute;n suave durante 15-60 minutos y
posteriormente es dispuesta en una columna de 1,6 cm de di&aacute;metro. Los distintos
lavados de la columna se llevan a cabo con tamp&oacute;n de lavado C hasta conseguir una
absorbancia a 280 nm menor a 0.01 y la eluci&oacute;n de la prote&iacute;na con el tamp&oacute;n de
eluci&oacute;n, estando su pH determinado por la naturaleza de cada prote&iacute;na. Se recogen
distintas fracciones de eluci&oacute;n que son analizadas mediante electroforesis SDS-PAGE.
19. ELECTROFORESIS EN GEL DE ACRILAMIDA
Las separaciones electrofor&eacute;ticas se realizan seg&uacute;n el m&eacute;todo descrito por
Laemmli (1970). Para ello, se emplean geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) con
distintos porcentajes de acrilamida en condiciones reductoras o no reductoras.
Una vez polimerizados el gel separador, del 10% o con gradiente del 15%-5%,
y el gel concentrador del 4%, se preparan las muestras, para lo cual se diluyen a la
mitad en tamp&oacute;n de tratamiento de muestras y se hierven durante 5 minutos.
Despu&eacute;s de colocar los geles en los soportes de electroforesis, se carga un
volumen aproximado de 20 &micro;l-l00 &micro;l por muestra junto con 10 &micro;l de los patrones de
pesos moleculares (Sigma).
La electroforesis se realiza en tamp&oacute;n puente de electroforesis a temperatura
ambiente, aplicando una intensidad constante de 20-35 mA. Una vez finalizada se retira
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el gel del soporte ti&ntilde;&eacute;ndose o no seg&uacute;n su tratamiento posterior. Para la tinci&oacute;n de
prote&iacute;na en gel se introduce en soluci&oacute;n de tinci&oacute;n donde se mantiene un m&iacute;nimo de 6
horas. Transcurrido este tiempo, el gel se desti&ntilde;e con la soluci&oacute;n decolorante y se lava
con agua destilada, dej&aacute;ndolo secar entre l&aacute;minas de film transparente.
20. DETERMINACI&Oacute;N DE LA CONCENTRACI&Oacute;N DE PROTE&Iacute;NAS
Para determinar la concentraci&oacute;n de prote&iacute;na se utiliza el kit Protein Assay
(Bio-Rad), basado en el m&eacute;todo de Bradford (Bradford, 1976), que emplea como patr&oacute;n
una disoluci&oacute;n comercial y determina la absorbancia a 595 nm.
Con los valores de absorbancia obtenidos para cada concentraci&oacute;n del patr&oacute;n se
elabora una recta de calibrado y en ella se determina la concentraci&oacute;n de las muestras
problemas.
21. PRODUCCI&Oacute;N DE HIBRIDOMAS
21.1. Inmunizaci&oacute;n de los ratones
Los ratones son inmunizados intraperitonealmente con 10 &micro;g de las prote&iacute;nas
recombinantes en los d&iacute;as 0, 30 y 45.
Tres d&iacute;as antes de la fusi&oacute;n se inyecta la misma cantidad v&iacute;a intravenosa. En la
primera inmunizaci&oacute;n las prote&iacute;nas se administran homogeneizadas en adyuvante
completo de Freund (Difco). En las siguientes, se homogenizan en adyuvante
incompleto de Freund (Difco).
21.2. Fusi&oacute;n celular
Los esplenocitos, procedentes del bazo del rat&oacute;n inmunizado, se disponen junto
a las c&eacute;lulas de mieloma en un tubo de centr&iacute;fuga de 50 ml en una proporci&oacute;n de 5
esplenocitos por cada c&eacute;lula de mieloma. Se a&ntilde;ade al tubo medio HY (Sigma) y se
centrifugan las c&eacute;lulas a 1.800 r.p.m. durante 10 minutos. Seguidamente, se elimina el
sobrenadante y el pellet se resuspende en 1 ml de una soluci&oacute;n de PEG 4000 al 80% en
medio HY con un 16% de DMSO, a&ntilde;adida gota a gota. A continuaci&oacute;n, se a&ntilde;ade sobre
las c&eacute;lulas el medio de cultivo como sigue: 2 ml durante 2 minutos, despu&eacute;s 8 ml
durante 2 minutos y, finalmente, 40 ml durante 5 minutos. Posteriormente, las c&eacute;lulas
se lavan con 50 ml de medio HY, centrifugando a 1800 r.p.m., 10 minutos. Finalmente,
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las c&eacute;lulas se resuspenden en el volumen adecuado de medio HY suplementado con un
10% de suero fetal bovino (Sigma) para tener 150.000-200.000 c&eacute;lulas en 100 &micro;l de
medio y se disponen en placas microtiter de 96 pocillos (Greiner). Despu&eacute;s de 24 horas
se a&ntilde;ade a cada pocillo 100 &micro;l de medio selectivo HAT.
22. INMUNOENSAYO ENZIM&Aacute;TICO (ELISA)
Se emplean placas microtiter de 96 pocillos a las que es necesario adherir el
ant&iacute;geno siguiendo un procedimiento que depender&aacute; de la naturaleza del mismo.
Cuando el ant&iacute;geno utilizado es una prote&iacute;na, esta se a&ntilde;ade a la placa a raz&oacute;n de
500 ng por pocillo diluida en PBS y dejando incubar a 4&ordm;C durante una noche.
Cuando se trata de c&eacute;lulas, los pocillos de la placa han de ser previamente
tratados con 50 &micro;l de una soluci&oacute;n de poli L-lisina incubando 30 minutos a temperatura
ambiente. Despu&eacute;s de este tiempo, se retira esta soluci&oacute;n y se a&ntilde;ade 50 &micro;l de la
suspensi&oacute;n celular (105 c&eacute;lulas). Se centrifuga la placa a 2.500 r.p.m. durante 10
minutos y, tras eliminar el sobrenadante, se a&ntilde;aden 50 &micro;l de una soluci&oacute;n de
glutaraldehido. Tras incubar 15 minutos a temperatura ambiente, las placas se lavan
dos veces con PBS.
Una vez el ant&iacute;geno dispuesto en la placa, esta es tratada con soluci&oacute;n de
bloqueo durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuaci&oacute;n se a&ntilde;ade el anticuerpo
que se quiere analizar y se deja incubar durante 1 hora a temperatura ambiente.
Despu&eacute;s de lavar 3 veces con PBST, se dispone en cada pocillo 50 &micro;l de una soluci&oacute;n
1/300 en PBS del anticuerpo anti-inmunoglobulina de rat&oacute;n, conjugado con peroxidasa
(Sigma) y se incuba durante 1 hora a temperatura ambiente
Tras efectuar otros tres lavados con PBST, se a&ntilde;aden 100 &micro;l por pocillo de una
soluci&oacute;n reveladora de ELISA. La reacci&oacute;n positiva de revelado se detecta por la
aparici&oacute;n de color verde en 5-15 minutos y se detiene a&ntilde;adiendo 100 &micro;l por pocillo de
soluci&oacute;n de detenci&oacute;n.
Son considerados como positivos aquellos resultados con un valor doble de
absorbancia a 405 nm que el obtenido para los controles negativos.
23. CLONACI&Oacute;N DE LOS HIBRIDOMAS
La clonaci&oacute;n de los hibridomas seleccionados se realiza mediante el m&eacute;todo de
la diluci&oacute;n l&iacute;mite. Para ello, se diluyen en medio de cultivo las c&eacute;lulas de cada uno de
los h&iacute;bridos positivos y se disponen de nuevo en cultivo de forma a obtener una &uacute;nica
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c&eacute;lula por pocillo.
24. PRODUCCI&Oacute;N DE ASCITIS
Para la producci&oacute;n de ascitis, se inyectan ratones hembras de aproximadamente
6 semanas de edad, con 0,5 ml de pristano (&aacute;cido 2,6,10,14-tetrametildecanoico-Sigma)
v&iacute;a intraperitoneal y, a continuaci&oacute;n, despu&eacute;s de 7-14 d&iacute;as, se inyectan de la misma
manera 106-107 c&eacute;lulas del hibridoma seleccionado que previamente se encuentran en
crecimiento exponencial. El l&iacute;quido asc&iacute;tico se recoge por punci&oacute;n peritoneal a las dos
semanas, aproximadamente, y se centrifuga a 3.000 r.p.m. durante 10 minutos,
recogiendo el sobrenadante, que en general presenta una concentraci&oacute;n de 1 a 10
mg/ml del anticuerpo de inter&eacute;s.
25. PURIFICACI&Oacute;N DE ANTICUERPOS EN COLUMNA DE PROTE&Iacute;NA A
El ascitis es tratado con NaCl hasta conseguir una concentraci&oacute;n final de 3,3 M.
A continuaci&oacute;n, se le a&ntilde;ade 1/10 de volumen de borato s&oacute;dico 1M pH 8,9 y se pasa a
trav&eacute;s de una columna de prote&iacute;na A, preparada con anterioridad. A continuaci&oacute;n, se
lava con 10 vol&uacute;menes de NaCl 3,0M/borato s&oacute;dico 50mM pH 8,9 y un volumen de
ClNa 3M/borato s&oacute;dico 10mM, desechando en ambos casos el l&iacute;quido de salida.
Para eluir, se llena la columna con glicina (100mM), dejando caer muy
lentamente y recogiendo 15 fracciones de un volumen aproximado de 1 ml, a las que se
les ajusta el pH hasta alcanzar la neutralidad con Tris 1M pH 8,0. Finalmente, se
cuantifican las fracciones obtenidas en el espectrofot&oacute;metro a una densidad &oacute;ptica de
280 nm, conservando las fracciones con absorbancia.
Para terminar se lava la columna con 10 vol&uacute;menes de glicina 100mM pH 3,0 y
10 vol&uacute;menes de PBS.
A continuaci&oacute;n, para desalinizar las fracciones con absorbancia se pasan por
una columna de filtraci&oacute;n en gel utilizando Sephadex G-25 (Pharmacia).
Para ello se monta la columna evitando las burbujas y se conecta a la bomba
perist&aacute;ltica y al colector de fracciones. Tras equilibrar con al menos 10 vol&uacute;menes de
PBS, se aplica la muestra y se recogen fracciones de aproximadamente 2 ml (25-30
fracciones) que se miden en el espectrofot&oacute;metro a la misma densidad &oacute;ptica.
Se vuelve a seleccionar las fracciones con absorbancia y se pasan a membranas
de collodium (Sartorius) para concentrar por vac&iacute;o. Una vez concentradas todas las
fracciones en un volumen aproximado de 11 ml, se desmonta el concentrador, se
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recoge el contenido y se lava la membrana con 200 &micro;l de PBS. Finalmente, se mide la
absorbancia final y se guarda el anticuerpo purificado.
26. PURIFICACI&Oacute;N DEL ANT&Iacute;GENO
La purificaci&oacute;n del ant&iacute;geno reconocido por un anticuerpo monoclonal se
realiza a trav&eacute;s de una columna de sepharosa CL-4B (Pharmacia) activada con CNBr
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se parte del anticuerpo monoclonal
(ligando) dializado frente al tamp&oacute;n de acoplamiento, que posteriormente se une a la
sepharosa activada. Brevemente, la sepharosa se activa con HCl 1mM y se lava con un
litro del mismo &aacute;cido con un embudo Buchner y un quitasato conectado al vac&iacute;o. Se
vuelve a lavar con tamp&oacute;n de acoplamiento y se a&ntilde;ade a 10 ml del ligando (1mg/ml),
incub&aacute;ndose a 4&ordm;C con agitaci&oacute;n suave durante una noche. Al d&iacute;a siguiente, se deja
depositar la matriz de la sepharosa y se toma una al&iacute;cuota de 100 &micro;l de sobrenadante
para cuantificar prote&iacute;na y comprobar la eficacia de la uni&oacute;n.
La sepharosa unida al ligando se incuba con 30 ml de glicina 0,4M pH 8, en
agitaci&oacute;n suave durante 2 horas a temperatura ambiente, bloqueando as&iacute; los grupos
activos remanentes. La matriz de sepharosa se dispone en columna vertical de 3 cm de
di&aacute;metro (Pharmacia) y se realizan varios lavados alternando el tamp&oacute;n de uni&oacute;n y el
tamp&oacute;n acetato. Al final, la columna se lava con PBS/ 0.1% NP-40 (nonidet-40).
El extracto de prote&iacute;na, que se trata de un lisado de celular (obtenido de igual
forma que para el inmunoblotting y la inmunoprecipitaci&oacute;n, pero sin marcar) se hace
pasar por una precolumna de sepharosa CL-4B, para eliminar uniones inespec&iacute;ficas, y
seguidamente por la columna de inmunoafinidad con el ligando. Tras lavar la columna
tres veces con 2-3 vol&uacute;menes de columna de PBS/0,1% NP-40, PBS/0,1% NaCl 1M y
PBS/0,05%
CHAPS
(&aacute;cido
3-{(3-colamidopropil)-dimetilamonio}-1-propano-
sulfonado), la prote&iacute;na unida a la columna se eluye con dietilamina 20mM (Sigma), pH
11,5 y se recoge en fracciones, que son neutralizadas con Tris 1M, pH 7.
La eficacia de la purificaci&oacute;n se eval&uacute;a mediante SDS-PAGE e inmunoblotting.
27. INMUNOBLOTTING
En primer lugar las muestras se someten a electroforesis SDS-PAGE bajo
condiciones reductoras o no reductoras.
Para realizar el inmunoblotting frente a las prote&iacute;nas recombinantes se carga
una cantidad del orden de 1 &micro;g/muestra; mientras que para realizarlo frente a c&eacute;lulas se
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obtiene un lisado partiendo de 100 &times; 106 plaquetas y 50 &times; 106 de PBL por muestra.
Posteriormente, las c&eacute;lulas son lavadas dos veces y se solubilizan en 0,5 ml de tamp&oacute;n
de lisis celular durante una hora a 4&ordm;C y agitaci&oacute;n fuerte. Finalmente, se centrifuga a
12.000 r.p.m. durante 20 minutos.
Una vez finalizada la electroforesis, el gel se incuba en tamp&oacute;n de transferencia
durante 20 minutos, en agitaci&oacute;n suave y temperatura ambiente, al igual que la
membrana de PVDF (difluoruro de polivinilideno), Inmobil&oacute;n P (Millipore),
previamente activada con metanol.
La transferencia se realiza en un equipo de transferencia semiseco colocando el
gel sobre la membrana de PVDF, entre tres o cuatro trozos de papel Whatman 3MM
(Whatman) mojados en tamp&oacute;n de transferencia, por encima y por debajo de ellos. Se
elimina las posibles burbujas y se conecta el aparato a la fuente de alimentaci&oacute;n con un
amperaje obtenido de la multiplicaci&oacute;n de la superficie de la membrana por 2,5 durante
50 minutos.
A partir de este paso todas las incubaciones realizadas en el procesamiento de la
membrana se realizan con agitaci&oacute;n suave. As&iacute; pues despu&eacute;s de la transferencia, se
corta la tira de membrana correspondiente a los patrones de pesos moleculares no
biotinilados, y tantas tiras como anticuerpos a estudiar. La tira de pesos moleculares
fue contrastada con una soluci&oacute;n negro-amido, durante 5-10 minutos a temperatura
ambiente. Transcurrido este tiempo, la membrana se desti&ntilde;e con una soluci&oacute;n
decolorante y finalmente, se lava con agua destilada y se deja secar.
El resto de las tiras, una vez recortadas y marcadas, se incuban con soluci&oacute;n de
bloqueo durante 1 hora a temperatura ambiente y posteriormente, se lavan tres veces
con PBST durante 10 minutos.
Cada una de las tiras se introducen en tubos de ensayo con 4 ml de cada uno de
los sueros o sobrenadantes de los hibridomas a testar. La reacci&oacute;n ant&iacute;geno-anticuerpo
se realiza a 4&ordm;C durante toda la noche o a temperatura ambiente durante tres horas. A
continuaci&oacute;n, se lavan las tiras con PBST tres veces y se a&ntilde;ade una soluci&oacute;n 1/300 de
anticuerpo anti-inmunoglobulina de rat&oacute;n, conjugado con peroxidasa (Sigma), diluido
en PBS seg&uacute;n las condiciones del fabricante. Despu&eacute;s de la incubaci&oacute;n durante una
hora a temperatura ambiente, se efect&uacute;a otros tres lavados con PBST. El revelado se
hace en cuarto oscuro mediante el sistema de detecci&oacute;n ECL (Emitting
Chemoluminiscense) (Amershan), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La
membrana se expuso entonces a una placa radiogr&aacute;fica (Kodak) durante un tiempo
oscilable de 5 minutos a varios minutos, revel&aacute;ndola despu&eacute;s.
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28. INMUNOPRECIPITACI&Oacute;N
28.1. Marcaje con biotina de las prote&iacute;nas de membrana
Las prote&iacute;nas de superficie de leucocitos y plaquetas, resuspendidas en PBS a
una concentraci&oacute;n de 20 &times;106 c&eacute;lulas/ml, se marcan con 0,4 mg/ml de Sulfo-NHSBiotina (Pierce), incub&aacute;ndose durante 15 minutos a 4&ordm;C. Despu&eacute;s de tres lavados con
PBS se solubilizan las prote&iacute;nas de membrana, resuspendiendo en la mitad de su
volumen inicial de tamp&oacute;n de lisis celular e incubando en agitaci&oacute;n a 4&ordm;C durante 1
hora. El lisado celular obtenido se centrifuga a 12.000 r.p.m. durante 15 minutos para
retirar los restos celulares, conserv&aacute;ndose a 4&ordm;C.
En el proceso de preinmunoprecipitaci&oacute;n se incuba en agitaci&oacute;n a 4&ordm;C toda la
noche 50 &micro;l de suspensi&oacute;n de prote&iacute;na G-Sepharosa (Pharmacia)/ml del lisado celular,
preparada seg&uacute;n las condiciones del fabricante. Finalmente, se retira la prote&iacute;na G
centrifugando a 1.200 r.p.m. durante 2 minutos. Con este procedimiento se consigue
eliminar del lisado las uniones no espec&iacute;ficas a la prote&iacute;na G.
28.2. Inmunoprecipitaci&oacute;n
La reacci&oacute;n ant&iacute;geno-anticuerpo tiene lugar mediante la incubaci&oacute;n de 500 &micro;l
del lisado celular con 1 ml de sobrenadante de los hibridomas a testar o la diluci&oacute;n
&oacute;ptima del anticuerpo policlonal en agitaci&oacute;n a temperatura ambiente durante 2 horas.
Para aumentar la capacidad de uni&oacute;n de la prote&iacute;na G, &eacute;sta se recubre con un
suero de conejo anti-isotipo inmunoglobulinas de rat&oacute;n (Pierce) en una diluci&oacute;n 1/10
de tamp&oacute;n de lisis celular, agitando durante 2 horas a temperatura ambiente.
Transcurrido este tiempo, la prote&iacute;na G se lava tres veces con tamp&oacute;n de lisis,
centrifug&aacute;ndose durante 2 minutos a 2.000 r.p.m..
A continuaci&oacute;n, se a&ntilde;aden 50 &micro;l de la Prote&iacute;na G-Sepharosa recubierta a la
reacci&oacute;n ant&iacute;geno-anticuerpo y se incuba 1 hora a temperatura ambiente en agitaci&oacute;n.
Los complejos ant&iacute;geno-anticuerpo unidos a la prote&iacute;na G se centrifugan durante 5
minutos a 2.000 r.p.m., desechando el sobrenadante y lavando tres veces en tamp&oacute;n de
lisis.
Despu&eacute;s del &uacute;ltimo lavado, los inmunoprecipitados se tratan para la SDSPAGE.
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28.3. Electroforesis, transferencia y revelado
Las muestras se someten a electroforesis SDS-PAGE de 5%-15% en
condiciones reductoras o no reductoras. Las prote&iacute;nas separadas en funci&oacute;n de su peso
molecular se transfieren a membranas de PVDF, Inmobil&oacute;n P, como se ha descrito
anteriormente.
La membrana con las muestras transferidas se incuba con soluci&oacute;n de bloqueo
durante 1 hora, en agitaci&oacute;n suave y temperatura ambiente. Despu&eacute;s se lava tres veces
con PBST y se incuba con una soluci&oacute;n de Streptavidina-HRP (Amershan) 1/500 en
PBST durante una hora en agitaci&oacute;n suave y oscuridad, volviendo a lavar tres veces en
PBST. Finalmente se revelan empleando el sistema de detecci&oacute;n del luminol, con las
soluciones comerciales de ECL, descrito con anterioridad.
29. INMUNOHISTOQU&Iacute;MICA
29.1. Muestras de tejidos
29.1.1. Procedencia de las muestras
Las muestras de tejidos utilizadas en el estudio inmunohistoqu&iacute;mico proceden
del archivo del Servicio de Diagn&oacute;stico del Departamento de Anatom&iacute;a y Anatom&iacute;a
patol&oacute;gica Comparadas de la Universidad de C&oacute;rdoba. Dichas muestras pertenecen a
dos grupos de cerdos: cerdos de matadero y cerdos remitidos para su estudio
anatomopatol&oacute;gico al servicio mencionado. En el primer caso, las muestras pertenec&iacute;an
a cerdos sanos, mientras que en el segundo, se trataba de animales remitidos para su
estudio postmortem y diagn&oacute;stico al Departamento.
29.1.2. Tipo de muestras
Han sido utilizadas muestras de tejido de ganglios linf&aacute;ticos, bazo, pulm&oacute;n,
h&iacute;gado, ri&ntilde;&oacute;n, timo, intestino, placas de Peyer, tonsilas y m&eacute;dula &oacute;sea.
29.1.3. Procesado de las muestras
Todas las muestras se fijaron por inmersi&oacute;n durante un m&iacute;nimo de 24 horas,
pero los fijadores utilizados fueron diferentes en los dos grupos de cerdos; as&iacute;, las
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muestras de los animales de matadero se fijaron en l&iacute;quido de Bouin, y las muestras de
los animales remitidos al Departamento se fijaron en formol tamponado al 10%.
Despu&eacute;s de la fijaci&oacute;n, el procesado histol&oacute;gico de las muestras fue similar. Las
muestras fijadas fueron talladas por el personal del Servicio de Diagn&oacute;stico
Anatomopatol&oacute;gico de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de C&oacute;rdoba y,
tras el tallado, se incluyeron en parafina en un procesador autom&aacute;tico.
29.1.4. Preparaci&oacute;n de los cortes de tejido
Para los estudios inmunohistoqu&iacute;micos se utilizaron cortes de tejido de 4 &micro;m de
grosor montados sobre portaobjetos tratados con Vectabond (Vector), obtenidos por
microtomo.
29.2. Desarrollo de las t&eacute;cnicas inmunohistoqu&iacute;micas
Las dos t&eacute;cnicas inmunohistoqu&iacute;micas utilizadas son t&eacute;cnicas indirectas de tipo
puente basadas en la uni&oacute;n no inmunol&oacute;gica de la avidina (T&eacute;cnica del ABC) o de la
estreptavidina con la biotina (Palac&iacute;n Forgue A., 1984). El desarrollo de ambas t&eacute;cnicas
tiene tres partes fundamentales: la preparaci&oacute;n de los cortes de tejido, el desarrollo de
la reacci&oacute;n ant&iacute;geno-anticuerpo y coloreado de dicha reacci&oacute;n.
29.2.1. Preparaci&oacute;n de los cortes de tejido
En primer lugar, las muestras son desparafinadas mediante tres ba&ntilde;os, de 10
minutos cada uno, en xilol (Panreac). Se hidratan al principio con dos ba&ntilde;os en etanol
absoluto, de 10 minutos cada uno. Despu&eacute;s se inhibe la actividad peroxidasa end&oacute;gena
en los cortes analizados con la t&eacute;cnica del ABC, mediante la incubaci&oacute;n de los cortes
de tejido con per&oacute;xido de hidr&oacute;geno (Merck) al 3% en metanol durante 30 minutos, en
agitaci&oacute;n suave y a temperatura ambiente. La hidrataci&oacute;n finaliza mediante
incubaciones sucesivas en alcoholes de gradaci&oacute;n decreciente y un lavado en agua (5
minutos en etanol de 96&ordm; y 5 minutos en etanol de 70&ordm; y, por &uacute;ltimo, agua destilada).
Tras lavar los cortes de tejidos en PBS (tres veces, 5 minutos cada una), los
cortes de tejidos son incubados en suero normal de cabra (Vector Laboratories),
diluido al 10% en PBS, durante 30 minutos a temperatura ambiente, bloqueando as&iacute; los
sitios libres de uni&oacute;n a las muestras. Para la detecci&oacute;n de CD3, usado como marcador
de linfocitos T o pan-T, a la hora de facilitar la interpretaci&oacute;n de los resultados
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obtenidos con los anticuerpos a caracterizar, despu&eacute;s del primer lavado de PBS se
incuba durante 10 minutos con pronasa (10% (p/v) PBS) (Sigma) como
desenmascaramiento antig&eacute;nico, siguiendo despu&eacute;s el mismo protocolo que para el
resto de muestras. Otro marcador que tambi&eacute;n se usa para facilitar la interpretaci&oacute;n de
los resultados es un anticuerpo que reconoce el factor VIII (anti-factor VIII-Dako),
marcador de plaquetas y c&eacute;lulas endoteliales, sin necesitar ning&uacute;n tratamiento
enzim&aacute;tico previo para el desarrollo de la reacci&oacute;n ant&iacute;geno-anticuerpo.
29.2.2. Desarrollo de la reacci&oacute;n ant&iacute;geno-anticuerpo (incubaci&oacute;n con los
anticuerpos espec&iacute;ficos)
La incubaci&oacute;n con los sobrenadantes de los distintos anticuerpos monoclonales
o con la diluci&oacute;n pertinente del anticuerpo policlonal, como del CD3 y del factor VIII,
da como resultado la reacci&oacute;n ant&iacute;geno-anticuerpo. Dicha reacci&oacute;n se lleva a cabo en
incubaci&oacute;n en c&aacute;mara h&uacute;meda durante 18 horas a 4&ordm;C.
29.2.3. Coloreado de la reacci&oacute;n ant&iacute;geno-anticuerpo para su visualizaci&oacute;n en
microscop&iacute;a &oacute;ptica
Pasado este tiempo, se dejan los cortes de tejido atemperar durante 1 hora,
tiempo tras el cual se realizan tres lavados de 5 minutos cada uno con PBS. Se a&ntilde;ade a
continuaci&oacute;n un anticuerpo anti-inmunoglobulina G de rat&oacute;n, desarrollado en cabra, y
conjugado con biotina (Dako) diluido 1/20 en PBS con 10 % de suero normal de cabra,
en todas las muestras excepto para el CD3, y se incuba durante 30 minutos a
temperatura ambiente. En el caso del CD3, el anticuerpo secundario a usar es un
anticuerpo anti-inmunogloblina de conejo conjugado con biotina (Vector) a una
diluci&oacute;n 1:200, en iguales condiciones que el anterior. Tras lavar de nuevo tres veces
con PBS, los cortes de tejido son incubados con el complejo avidina-biotina-peroxidasa
(ABC) (Sigma) dilu&iacute;do 1/50 en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente y en
oscuridad, si la t&eacute;cnica es la del ABC. Si la t&eacute;cnica a utilizar es la de la estreptavidinabiotina-fosfatasa alcalina el conjugado a usar es biotina-estreptavidina-fosfatasa
alcalina sin diluir (Biogenex Super Sensitive ready-to-Use Detection Kit), siendo las
mismas condiciones de reacci&oacute;n que para el ABC.
Finalmente, los cortes se lavan tres veces con PBS y se exponen al crom&oacute;geno
adecuado dependiendo de la enzima que cataliza el revelado. Si la enzima es la
peroxidasa de r&aacute;bano picante, los cortes se tratan durante 1 minuto con el crom&oacute;geno 3.
59
&Aacute;ngeles Jim&eacute;nez Mar&iacute;n
Tesis Doctoral
3’-diaminobenzidina tetrahidrocloruro (Sigma) diluido al 0,5% en soluci&oacute;n Tris con 0,3
% de per&oacute;xido de hidr&oacute;geno, que act&uacute;a como substrato, durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Los cortes de tejido se lavan en agua corriente durante 10
minutos y el siguiente paso es la contratinci&oacute;n nuclear con hematoxilina de Mayer
durante 1 minuto. Despu&eacute;s de un lavado de 5 minutos en agua para eliminar los restos
de colorante, se procede a deshidratar los cortes, para su conservaci&oacute;n, en alcoholes de
gradaci&oacute;n creciente: se sumergen unos segundos en etanol de 70&ordm; y de 96&ordm;, 2
incubaciones cada una de 1 minuto en etanol absoluto y otras dos de 1 minuto en xilol.
Finalmente, los cortes histol&oacute;gicos se montan con Eukitt (O. Kindler GmbH &amp; Co.) En
cambio si la enzima es la fosfatasa alcalina, el crom&oacute;geno a usar es 4-cloro-2-metilbenzenodiazonio (Fast red) y se utiliza a una diluci&oacute;n 20% (p/v) en tamp&oacute;n Tris-HCl
con naftol (substrato del kit). Despu&eacute;s de preparar el crom&oacute;geno y diluirlo, se filtra con
filtros Millipore de 0.45 &micro;m y se revela hasta desarrollarse el color. Los siguientes
pasos despu&eacute;s del revelado son iguales al sistema de la peroxidasa, parada de reacci&oacute;n
y lavados. Sin embargo, en esta ocasi&oacute;n las muestras no se deshidratan, al desvanecerse
el color de la reacci&oacute;n, siendo el montaje, por lo tanto, con medio acuoso de Shandon
Inmuno-Mount
(Sigma).
Finalmente,
los
fotografiados en un fotomicroscopio.
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RESULTADOS
Resultados
1. CARACTERIZACI&Oacute;N DE LA SUBUNIDAD β1 DE LAS INTEGRINAS
PORCINAS (CD29)
Para la caracterizaci&oacute;n del gen que codifica la integrina β1 porcina o CD29 se
utiliz&oacute; una genoteca de ADNc construida a partir de ARNm procedente de distintos
tejidos porcinos (linfocitos, tiroides, h&iacute;gado, gl&aacute;ndula par&oacute;tida, cerebro, ri&ntilde;&oacute;n y
gl&aacute;ndula suprarrenal) y el sistema ZAP Express Vector/Gigapack Cloning Kit
(Stratagene). Esta genoteca multi-tejido, amablemente cedida por el Dr. Patrick
Chardon (Laboratoire de Radiobiologie Appliqu&eacute;e et D&acute;Etude du Genome, INRA-CEA,
Jouy-en Josas, Francia), fue rastreada con una sonda espec&iacute;fica del gen CD29 porcino.
1.1. Obtenci&oacute;n de la sonda CD29
La sonda CD29 espec&iacute;fica, de una longitud 580 pb, fue producida por RT-PCR
mediante empleo de cebadores (P1/P2) correspondientes a regiones comunes, y por lo
tanto conservadas, de las secuencias CD29 humano (Argraves et al., 1987) y bovino
(McLaren y Wildeman, 1995). La secuencia de dichos cebadores se muestran en la
Tabla 4 de Materiales y M&eacute;todos (p&aacute;gina 43).
El procedimiento se llev&oacute; a cabo sobre ARN total procedente de distintos
tejidos porcinos: bazo, timo, c&eacute;lulas mononucleadas de sangre perif&eacute;rica y m&eacute;dula
&oacute;sea. En todos los tejidos analizados se obtuvo una banda de amplificaci&oacute;n del tama&ntilde;o
esperado (Figura 7).
M
M.O.
PBMC
Timo
Bazo
580pb→
Figura 7: Obtenci&oacute;n de la sonda CD29. Resultado de la PCR
llevada a cabo sobre distintos tejidos porcinos. M:
φx174HaeIII; M.O.: m&eacute;dula &oacute;sea.
La amplificaci&oacute;n obtenida en bazo, correspondiente a la banda de mayor
intensidad, fue clonada en pGEM-T, secuenciada y posteriormente marcada con
digoxigenina (DIG) mediante PCR. Finalmente, con objeto de conocer la naturaleza de
la secuencia obtenida, fue analizado su nivel de homolog&iacute;a frente a la base de datos de
secuencias GeneBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) mediante el programa BLAST. El
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resultado obtenido revel&oacute; un elevado grado de homolog&iacute;a con las secuencias de los
genes CD29 caracterizados en distintas especies. En la Figura 8 se muestra s&oacute;lo el
resultado de la comparaci&oacute;n con las secuencias humana y bovina, que manifiesta un
nivel de homolog&iacute;a del 91,7 % y 94,9%, respectivamente.
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Figura 8: Homolog&iacute;a de la secuencia usada como sonda (P1/P2) en tres especies: humano, cerdo y
vaca. Los nucle&oacute;tidos discordantes se destacan en azul.
1.2. Rastreo de la genoteca
La genoteca fue hibridada con la sonda espec&iacute;fica sobre aproximadamente 106
pfu, obteniendo 8 clones positivos (1, 2.1, 2.2, 3, 4.1, 4.2, 6 y 8). La especificidad de
dichos clones se confirm&oacute; mediante PCR con los cebadores espec&iacute;ficos P1/P2 (Figura
9).
M 2.2
3
4.1
4.2
6
8
1
2.1
Figura 9: PCR sobre los clones seleccionados del
primer rastreo con los cebadores P1/P2. M:
φx174HaeIII.
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Como se observa en la Figura 9, el clon 3 result&oacute; inespec&iacute;fico en la PCR y fue
descartado, junto con el clon 6 que posteriormente no se logr&oacute; escindir. El
procedimiento de escisi&oacute;n se llev&oacute; a cabo con los 6 clones restantes, cuyo material
gen&eacute;tico fue purificado y a continuaci&oacute;n sometido a restricci&oacute;n con las enzimas EcoRI
y XhoI con el fin de conocer el tama&ntilde;o del inserto contenido en el vector recombinante.
El resultado de la digesti&oacute;n con las enzimas de restricci&oacute;n se muestra en la Figura 10,
de la que se deduce que los mayores insertos son los contenidos en los clones 4.2 y 8.
M1
1
2.1
2.2
4.1
4.2
8
M2
Figura 10: Digestiones dobles (EcoRI/XhoI) de los
clones escindidos. M1: λHindIII y M2: φx174HaeIII.
La secuenciaci&oacute;n de ambos clones puso de manifiesto que &uacute;nicamente el clon
4.2, identificado como CD29-4.2, conten&iacute;a la secuencia completa del gen CD29
porcino.
1.3. Secuencia completa del gen CD29 porcino
El an&aacute;lisis de la secuencia del inserto del clon CD29-4.2 que se muestra en la
Figura 12 revel&oacute; una secuencia de ADNc de 3.838 pb, que conten&iacute;a una regi&oacute;n
flanqueante 5&acute; no traducida, de 247 pb, una fase abierta de lectura de 2.397 pb y una
regi&oacute;n flanqueante no traducida en 3&acute;de 1.194 pb.
La fase abierta de lectura genera un p&eacute;ptido deducido de 798 amino&aacute;cidos;
comienza con el cod&oacute;n de inicio ATG, que se localiza a 248 nt del extremo 5&acute; y finaliza
con el cod&oacute;n fin de mensaje TGA que se sit&uacute;a en la posici&oacute;n 2.642 nt.
La secuencia de amino&aacute;cidos deducida de la secuencia nucleot&iacute;dica de CD29
porcina presenta el perfil de hidrofobicidad que se muestra en la Figura 11. En este
perfil se pueden apreciar dos regiones predominantemente hidrof&oacute;bicas. La primera
regi&oacute;n, que representar&iacute;a al p&eacute;ptido se&ntilde;al, se localiza en la regi&oacute;n amino terminal y est&aacute;
constituida por los primeros 20 amino&aacute;cidos. La segunda regi&oacute;n hidrof&oacute;bica se
encuentra en el extremo carboxilo terminal y est&aacute; constituida por 23 amino&aacute;cidos,
representando con probabilidad el &uacute;nico dominio transmembranario de la mol&eacute;cula. A
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continuaci&oacute;n se observa una regi&oacute;n predominantemente hidrof&iacute;lica, de 47 amino&aacute;cidos,
que corresponder&iacute;a al dominio citopl&aacute;smico. En este dominio se localizan dos sitios
potenciales de fosforilaci&oacute;n, tiroxina 763 y treonina 769, tambi&eacute;n conservados en otras
subunidades β de las integrinas (Lerea et al., 1999; Schaffner-Reckinger, 1998). La
existencia de estos dominios y de un sitio probable de escisi&oacute;n del p&eacute;ptido se&ntilde;al entre
los amino&aacute;cidos 20 y 21 manifiesta la similitud entre la estructura de la mol&eacute;cula CD29
porcina y otras cadenas β integrinas caracterizadas hasta el momento: existencia de un
dominio extracelular (21 aa-728 aa), un dominio transmembranario (729 aa-751 aa) y
un dominio citoplasm&aacute;tico (752 aa-798 aa) (Figura 12).
N&uacute;mero de Amino&aacute;cidos
&Iacute;ndice de Hidropat&iacute;a
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Figura 11: &Aacute;nalisis de hidrofobicidad de la secuencia pept&iacute;dica CD29 porcina por el m&eacute;todo
de Kyte-Doolittle. Las flechas se&ntilde;alan las regiones hidrof&oacute;bicas correspondientes al p&eacute;ptido
se&ntilde;al y al dominio transmembranario. La escala horizontal representa el numero de
amino&aacute;cidos y la vertical el &iacute;ndice de hidropat&iacute;a.
Por consiguiente, excluyendo la secuencia se&ntilde;al, el polip&eacute;ptido CD29 maduro
porcino constar&iacute;a de 778 amino&aacute;cidos, con un peso molecular estimado de 88.277
daltons, menor que el evidenciado para esta prote&iacute;na en SDS-PAGE (115.000 daltons)
por Richard et al. (1998). Sin embargo, como se observa en la Figura 12, la secuencia
de CD29 porcina contiene 12 sitios potenciales de N-glucosilaci&oacute;n (Asn-X-Ser/Thr
donde X no puede ser Pro). Asumiendo que las cadenas de los hidratos de carbono, con
un peso molecular medio de 2.500, se unieran a los 12 sitios de glucosilaci&oacute;n, el peso
molecular total de la mol&eacute;cula de CD29 porcina madura ser&iacute;a de aproximadamente
116.248 daltons, valor m&aacute;s acorde con el tama&ntilde;o de CD29 porcina obtenido por SDSPAGE.
La secuencia CD29 porcina es rica en ciste&iacute;nas al contener 57 restos de este
amino&aacute;cido (7,2% del total), todos ellos situados en el dominio extracelular, excepto
uno que se localiza en el p&eacute;ptido se&ntilde;al. La mayor&iacute;a de las ciste&iacute;nas presentes en la
mol&eacute;cula est&aacute;n dispuestas en un dominio localizado cerca del dominio
transmembranario (Figura 12).
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ggcacgagcggcggcggcctgaggagctggattgccgcgcggaggaggcggtgccgcgggggtcgtttcctgc
caggaggcggccccgcgtcgccgagtctcctcctcccgcccgcgaaggaggaggagctgccgccgccgcgcccgcgccgca
gccggggaggccacgccagccctcggacaggccgagcgggagtcgcggagcgctggtggagccgaccgcgcgggccgggcg
ccgcgggagaagATGAATTTACAACTGATTTTCTGGATTGGACTGATCAGTTCAGTTTGCTATGTGTTTGGCCAAGCAGAT
M N L Q L I F W I G L I S S V C Y V F G Q A D
GAAAATAGATGTTTAAAAGCAAATGCCAAATCATGTGGAGAGTGTATACAAGCAGGGCCAAATTGTGGATGGTGCACAAAT
E N R C L K A N A K S C G E C I Q A G P N C G W C T N
TCAACATTTTTACAAGAAGGAATGCCTACTTCTGCTCGATGTGATGATTTGGAAGCCTTAAGAAAGAAGGGTTGTCATCCA
S T F L Q E G M P T S A R C D D L E A L R K K G C H P
GATGACATTGAAAATCCCAGAGGCTCCAAAAATATAAAGAAAAATAAAAATGTAACCAACCGTAGCAAAGGGACAGCAGAG
D D I E N P R G S K N I K K N K N V T N R S K G T A E
AAGCTGCAGCCGGAAGATATCACTCAGATCCAACCACAGCAGTTGGTTTTGCAGTTACGATCAGGGGAGCCACAGACGTTT
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Figura 12: Secuencia del clon CD29-4.2. ADNc que codifica para la prote&iacute;na CD29
porcina y secuencia de amino&aacute;cido deducida. P&eacute;ptido se&ntilde;al: negro; sitios potenciales de
N-glucosilaci&oacute;n: gris claro; ciste&iacute;nas: gris oscuro; dominio extracelular: azul; dominio
transmembranario: rojo; dominio citoplasm&aacute;tico: verde; sitios potenciales de fosforilaci&oacute;n:
rosa; cod&oacute;n de inicio y terminaci&oacute;n de lectura: en negrita.
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1.4. Comparaci&oacute;n de la secuencia CD29 porcina con otras mol&eacute;culas CD29
La secuencia de amino&aacute;cidos de la mol&eacute;cula CD29 porcina fue comparada con
sus hom&oacute;logas caracterizadas en distintas especies. El procedimiento se llev&oacute; a cabo,
considerando la secuencia completa y cada uno de los dominios estructurales por
separado, mediante el empleo del programa Megalign perteneciente al software
integrado de an&aacute;lisis de secuencias DNASTAR&acute;s Lasergene. Los resultados obtenidos se
muestran en la Tabla 7.
ESPECIE
PS
EX
TM
CI
TOTAL
Vaca
Humano
Rata
Gato
Rat&oacute;n
Pollo
No
85
80
90
73,7
25
20
15
98,0
94,1
91,9
97,7
92,5
84,9
79,6
73,0
100
100
100
100
100
100
100
91,7
100
100
100
97,8
100
100
100
97,8
98,2
94,4
92,4
97,6
92,5
84,5
79,6
73,3
Xenopus
Ictalurus
Tabla 7: Porcentajes de similitud entre la secuencia del gen CD29 de cerdo y sus hom&oacute;logas en otras
especies, considerando la secuencia completa y cada uno de los dominios estructurales por separado.
PS: p&eacute;ptido se&ntilde;al; EX: extracelular; TM: transmembranario; CI: citoplasm&aacute;tico.
La comparaci&oacute;n de la secuencia aminoac&iacute;dica porcina con sus hom&oacute;logas en
distintas especies present&oacute; un alto grado de conservaci&oacute;n de amino&aacute;cidos, presentando
un porcentaje de homolog&iacute;a del 98,2% con CD29 bovina (GeneBank Accession:
U10865), 97,5% con CD29 felina (GeneBank Accession: U27351), 94,4% con CD29
humana (GeneBank Accession: X07979), 92,5% con CD29 murina (GeneBank
Accession: X15202), 92,4% con CD29 de rata (GeneBank Accession: U12309), 84,5%
con CD29 de pollo (GeneBank Accession: M14049), 79,6% con CD29 del anfibio
Xenopus laevis (GeneBank Accession: M20140) y 73,3% con CD29 del pez tele&oacute;steo
Ictalurus punctatus (GeneBank Accession: AF224337).
Considerando los diferentes dominios estructurales por separado, el estudio de
comparaci&oacute;n de nuevo pone de manifiesto el gran nivel de conservaci&oacute;n resultante en
todas las especies estudiadas. Este grado de conservaci&oacute;n afecta, en general, a todas las
regiones estructurales de CD29, aunque es m&aacute;s evidente en los dominios
transmembranario y citoplasm&aacute;tico, que son pr&aacute;cticamente id&eacute;nticos en todas las
especies, y muestra un menor nivel de conservaci&oacute;n en lo que respecta a la secuencia
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del p&eacute;ptido se&ntilde;al que &uacute;nicamente se conserva entre los mam&iacute;feros, y en menor grado,
considerados en el estudio.
La relaci&oacute;n filogen&eacute;tica entre las especies comparadas en este trabajo con base
en la secuencia nucleot&iacute;dica del gen CD29, fue estimada mediante c&aacute;lculo de distancia
gen&eacute;tica por el m&eacute;todo Clustal (Higgins y Sharp, 1989). El resultado se muestra en la
Figura 13, confirmando los resultados obtenidos anteriormente en el estudio de
homolog&iacute;a. As&iacute;, se puede observar que aves, anfibios y peces son las especies
evolutivamente m&aacute;s alejadas del cerdo, en correspondencia con su menor homolog&iacute;a a
nivel de secuencia del gen CD29. De la observaci&oacute;n de la Figura 13 tambi&eacute;n se puede
deducir que las especies de mam&iacute;feros comparadas se agrupan en un n&uacute;cleo com&uacute;n
diferenciado del resto, debido al alto porcentaje de conservaci&oacute;n que presenta el gen
CD29 en estas especies, si bien la divergencia evolutiva de roedores parece ser, con
respecto a humano, que tuvo lugar con anterioridad a la diferenciaci&oacute;n de los animales
dom&eacute;sticos.
Vaca
Cerdo
Gato
Humano
Rata
Rat&oacute;n
Pollo
Xenopus
Ictalurus
Figura 13: An&aacute;lisis filogen&eacute;tico de CD29 en distintas especies.
La comparaci&oacute;n entre las secuencias aminoac&iacute;dicas de las diferentes especies se
representa en la Figura 14, de la que se deduce que todas ellas comparten elementos
estructurales comunes, destacando la conservaci&oacute;n de 56 restos de ciste&iacute;na presentes en
el dominio extracelular. Un residuo adicional de ciste&iacute;na presente en el p&eacute;ptido se&ntilde;al
porcino estar&iacute;a tambi&eacute;n conservado en la secuencia de los mam&iacute;feros y en la del &uacute;nico
representante de aves estudiado. A este respecto, nada conocemos de la secuencia se&ntilde;al
bovina al no estar disponible en la base de datos.
Como se observa en la Figura 14, muchas de las ciste&iacute;nas (31 restos) estar&iacute;an
dispuestas en un dominio rico en ciste&iacute;na, constituido por una secuencia de 40 aa
repetida en t&aacute;ndem. Esta caracter&iacute;stica estructural de la integrinas se conserva en todas
las mol&eacute;culas CD29 consideradas en este an&aacute;lisis de homolog&iacute;a.
En la Figura 14, tambi&eacute;n se observa que los 12 sitios de N-glucosilaci&oacute;n de la
secuencia porcina est&aacute;n conservados en todos los mam&iacute;feros. Adem&aacute;s, 3 de estos
lugares de glucosilaci&oacute;n son exclusivos en estas especies, pero los 9 restantes est&aacute;n
conservados en la secuencia de pollo. Finalmente, Xenopus e Ictalurus, presentan un
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menor n&uacute;mero de lugares de glucosilaci&oacute;n, 8 y 7, respectivamente, todos ellos
presentes en todas las especies.
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P&Eacute;PTIDO SE&Ntilde;AL
M--------NLQLIFWIGLISSVCYVF----GQADENRCLKANAKSCGECIQAGPNCGWCTNSTFLQEGMPTSARCDDLEALRKKGCHPDDIENPRGSKNIKKNK 93
-----------------------------------ENRCLKANAKSCGECIQAGPNCGWCTNSTFLQEGMPTSARCDDLEALKKKGCHPNDIENPRGSKDIKKNK 70
M--------NLQPIFWIGLISSVCCVF----AQTDENRCLKANAKSCGECIQAGPNCGWCTNSTFLQEGMPTSARCDDLEALKKKGCHPNDIENPRGSKDIKKNK 93
M--------NLQLVFWIGLISLICSVF----GQTDKNRCLKANAKSCGECIQAGPNCGWCTNTTFLQEGMPTSARCDDLEALKKKGCHPSDIENPRGSQTIKKNK 93
M--------NLQLIFWIGLISSICCVF----GQADENRCLKANAKSCGECIQAGPNCGWCVNSTFLQEGMPTSARCDDLEALKKKGCHPDDIENPRGSKDVKKNK 93
---------NLQLVSWIGLISLICSVF----GQTDKNRCLKANAKSCGECIQAGPNCGWCTNTTFLQEGMPTSARCDDLEALKKKGCQPSDIENPRGSQTIKKNK 92
MA-----ETNLTLLTWAGIL---CCLIWSGSAQQGGSDCIKANAKSCGECIQAGPNCGWCKKTDFLQEGEPTSARCDDLAALKSKGCPEQDIENPRGSKRVLEDR 97
MA-----H---YPVFTVGLLT---CLVLCINAQQGGTECLKANAKSCGECIQAGPNCGWCTKVDFLQEGEPTSARCDDLAALKSKGCPEDDIQNPRGRK--QKLK 92
MNCRRSIRTEMKVM—-VVLMTVLLGFFSFCSAQLDGNDCTKASAQSCGECIQVGEKCGWCTYESFLKQGESKSTRCDEIEALIKKGCPTNNVENPRGTVVANENK 103
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Figura 14: An&aacute;lisis de homolog&iacute;a de la secuencia de amino&aacute;cidos de CD29 en distintas especies:
vaca (V), cerdo (C), humano (H), rata (R), gato (G), rat&oacute;n (RN), pollo (P), Xenopus laevis (X) e
Ictalurus punctatus (I). Residuos de ciste&iacute;na: gris fuerte; sitios de N-glucosilaci&oacute;n: negro; sitios de
fosforilaci&oacute;n: rojo. La secuencia resaltada en gris claro corresponde al dominio rico en ciste&iacute;na
estando numerados los restos que constituyen las cuatro repeticiones en t&aacute;ndem.
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1.5. Localizaci&oacute;n cromos&oacute;mica del gen porcino CD29
Para la localizaci&oacute;n se utiliz&oacute; un panel de c&eacute;lulas h&iacute;bridas som&aacute;ticas cerdoroedor desarrollado por Yerle et al. (1996). La localizaci&oacute;n cromos&oacute;mica se logr&oacute;
gracias a la segregaci&oacute;n concordante de los resultados de PCR, usando cebadores de
CD29 espec&iacute;ficos y los fragmentos de cromosomas que contienen las c&eacute;lulas h&iacute;bridas,
como se detalla en Materiales y M&eacute;todos. Se detect&oacute; una banda espec&iacute;fica porcina de
361 pares de bases en 14 h&iacute;bridos (h&iacute;bridos 1, 2, 4, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 18, 20, 21, 25 y
26) entre los 27 h&iacute;bridos que constitu&iacute;an el panel (Figura 15). Estos resultados
permitieron localizar al gen CD29 en la regi&oacute;n q17 del cromosoma porcino 10
(SSC10), con una probabilidad de 0.89, un grado de error inferior al 0.1% y dos clones
discordantes (h&iacute;bridos 9 y 19).
C&eacute;lulas H&iacute;bridas
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Figura 15: Diagrama representativo del cromosoma 10 de cerdo. Las barras verticales se&ntilde;alan los
fragmentos cromos&oacute;micos contenidos en cada l&iacute;nea celular del panel de h&iacute;bridos som&aacute;ticos. La letra se
refiere a la regi&oacute;n citogen&eacute;tica del cromosoma- A: p11-16, B: q11-12, C: q13, D: 1/2q14, E: 1/2q14-16 y
F: q17-.
1.6. An&aacute;lisis de la expresi&oacute;n de CD29 de cerdo a nivel de ARNm
Para caracterizar la distribuci&oacute;n tisular y el nivel de expresi&oacute;n de esta prote&iacute;na a
nivel de ARN se realiz&oacute; RT-PCR sobre ARN total de distintos tejidos porcinos. Para la
reacci&oacute;n se emplearon los siguientes tejidos y c&eacute;lulas: bazo, timo, m&eacute;dula &oacute;sea,
macr&oacute;fagos alveolares, plaquetas, PBL, h&iacute;gado y ri&ntilde;&oacute;n con los cebadores espec&iacute;ficos
del gen P1 y P2, descritos en Materiales y M&eacute;todos (p&aacute;gina 43).
La banda de ADNc porcino de 580 pb generada por esta pareja de cebadores
puso de manifiesto una distinta distribuci&oacute;n tisular. Estos resultados fueron
confirmados por Southern blotting empleando como sonda hom&oacute;loga el mismo
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producto marcado con digoxigenina. Los resultados obtenidos, que se muestran en la
Figura 16, reflejaron que CD29 porcina, a pesar de expresarse en todos los tejidos
estudiados, presenta un alto nivel de expresi&oacute;n en tejidos linfoides y una expresi&oacute;n m&aacute;s
baja en tejidos no linfoides.
580 nt
a
b
c
d
e
f
g
18S
Figura 16: Estudio de expresi&oacute;n mediante RT-PCR sobre distintos tejidos porcinos
con los cebadores P1 y P2: a (bazo), b (timo), c (macr&oacute;fagos alveolares), d (m&eacute;dula
&oacute;sea), e (leucocitos en sangre perif&eacute;rica), f (h&iacute;gado) y g (ri&ntilde;&oacute;n).
1.7. An&aacute;lisis de la expresi&oacute;n de la prote&iacute;na CD29 en tejidos porcinos
El estudio de la distribuci&oacute;n celular y tisular de la prote&iacute;na CD29 porcina se
llev&oacute; a cabo mediante el empleo de un anticuerpo policlonal espec&iacute;fico y t&eacute;cnicas de
inmunohistoqu&iacute;mica.
Para la obtenci&oacute;n de un anticuerpo policlonal anti-CD29, la secuencia
nucleot&iacute;dica hom&oacute;loga al dominio de uni&oacute;n al ligando de la mol&eacute;cula humana (Hu et
al., 1999), fue expresada en forma de prote&iacute;na recombinante en un sistema de expresi&oacute;n
procariota utilizando la cepa E.coli BL21 (DE3) y el vector de expresi&oacute;n pET-28b. Para
su clonaci&oacute;n en el vector de expresi&oacute;n elegido, el fragmento espec&iacute;fico de cerdo fue
obtenido por PCR a partir del clon CD29-4.2 mediante el empleo de los cebadores
espec&iacute;ficos F307 y R1017 (Tabla 6, p&aacute;gina 49). Ambos cebadores generaron una
banda de amplificaci&oacute;n de 700 pb, restringida en sus extremos con BamHI y HindIII,
los puntos de corte elegidos en el sitio de clonaci&oacute;n del vector para permitir la
adecuada fase de lectura del inserto.
La prote&iacute;na correspondiente a la secuencia expresada (CD29R) fue obtenida en
cultivos bacterianos transformados con la construcci&oacute;n recombinante en presencia de
IPTG, para optimizar el proceso de expresi&oacute;n, y finalmente purificada con columnas
Ni-NTA mediante eluci&oacute;n a pH de 4,5 (Figura 17).
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1
2
3
← 27 kDa
Figura 17: Electroforesis en SDS-PAGE de extractos celulares
del cultivo inducido con IPTG (2) y sin inducir (1). La l&iacute;nea 3
corresponde a la prote&iacute;na CD29R purificada.
Para la obtenci&oacute;n del anticuerpo policlonal se realizaron las inmunizaciones
necesarias con la prote&iacute;na recombinante CD29R hasta conseguir un t&iacute;tulo de suero
elevado (1/20.480).
La especificidad del anticuerpo
PQ
PBMC
policlonal producido fue comprobado
mediante inmunoblotting en condiciones no
← 115 kDa
reductoras frente a plaquetas y leucocitos
mononucleares porcinos, dos tipos celulares
en los que ha sido evidenciada su expresi&oacute;n
en humano (Bosman, 1993). Las muestras
Figura 18: Inmunoblotting
no fueron hervidas antes de la electroforesis
a partir de lisados de
plaquetas (PQ) y c&eacute;lulas
SDS-PAGE, preservando as&iacute; la estructura de
mononucleadas de sangre
la prote&iacute;na recombinante y del ant&iacute;geno de
perif&eacute;rica (PBMC) con el
anticuerpo policlonal antimembrana presente en ambos tipos
CD29R.
celulares.
Como puede observarse en la Figura 18, el anticuerpo policlonal anti-CD29R
reconoce una estructura de plaquetas y leucocitos mononucleares de un peso molecular
aproximado de 115 kDa, coincidiendo con el evidenciado por otros autores para la
prote&iacute;na CD29 en condiciones no reductoras.
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La detecci&oacute;n del receptor CD29 se estudi&oacute; en cortes de &oacute;rganos linfoides y no
linfoides de cerdo mediante t&eacute;cnicas inmunohistoqu&iacute;micas.
Para la fijaci&oacute;n de las muestras de tejido se utilizaron dos fijadores,
formaldeh&iacute;do tamponado al 10 % y l&iacute;quido de Bouin. El fijador id&oacute;neo para la
detecci&oacute;n de los grupos antig&eacute;nicos reconocidos por el anticuerpo policlonal antiCD29R fue el l&iacute;quido de Bouin, ya que la inmunorreacci&oacute;n con el formaldeh&iacute;do
tamponado al 10 % fue m&aacute;s heterog&eacute;nea y d&eacute;bil.
Otro par&aacute;metro que hubo de ser ajustado fue la diluci&oacute;n &oacute;ptima de anticuerpo
policlonal anti-CD29R. Los resultados mostraron que ensayos con la diluci&oacute;n m&aacute;s alta,
1/1000, fue la que present&oacute; mayor contraste entre zonas positivas espec&iacute;ficas y zonas
positivas inespec&iacute;ficas o ruido de fondo.
En estas condiciones, la t&eacute;cnica se llev&oacute; a cabo en las siguientes muestras de
tejidos: m&eacute;dula &oacute;sea, ganglio linf&aacute;tico, bazo, timo, intestino delgado, placas de Peyer y
tonsilas.
M&eacute;dula &oacute;sea. El anticuerpo policlonal anti-CD29R reaccion&oacute; con el m&uacute;sculo
liso de los vasos sangu&iacute;neos, as&iacute; como con las c&eacute;lulas endoteliales. Tambi&eacute;n se observ&oacute;
mayor positividad en los megacariocitos maduros (n&uacute;cleo de menor tama&ntilde;o y mayor
citoplasma). Figura 19.
Bazo. La incubaci&oacute;n de cortes de bazo con el anticuerpo policlonal anti-CD29R
revel&oacute; inmunorreactividad en el endotelio de las arteriolas y las v&eacute;nulas, as&iacute; como en el
m&uacute;sculo liso de ambas, exclusivamente. Dicha reacci&oacute;n tambi&eacute;n se observ&oacute; en las
trab&eacute;culas, apareciendo negativa en el tejido linfoide. Figura 20.
Ganglio linf&aacute;tico. Se observ&oacute; inmunorreacci&oacute;n principalmente en monocitos,
pero tambi&eacute;n en algunos leucocitos polimorfonucleares neutr&oacute;filos. Las fibras
musculares lisas vasculares fueron positivas mientras que los linfocitos fueron
negativos. Figura 21 y 22.
Timo. La reacci&oacute;n se observ&oacute; en las c&eacute;lulas epiteliales de los corp&uacute;sculos de
Hassall de la m&eacute;dula. Los timocitos y macr&oacute;fagos fueron negativos. El endotelio y el
m&uacute;sculo liso de los vasos sangu&iacute;neos tambi&eacute;n reaccionaron intensamente con el
anticuerpo policlonal anti-CD29R. Figura 23 y 24.
Intestino. El anticuerpo policlonal anti-CD29R reaccion&oacute; con las c&eacute;lulas
epiteliales de la mucosa intestinal de forma heterog&eacute;nea. As&iacute;, el epitelio de las criptas
de Lieberkhun fue negativo mientras que se observ&oacute; una reactividad progresiva m&aacute;s
intensa hacia el epitelio de superficie, coincidiendo con el grado de diferenciaci&oacute;n.
Adem&aacute;s, se observ&oacute; reacci&oacute;n en toda la musculatura lisa intestinal, incluyendo la
muscular de mucosa y la capa muscular, y en el m&uacute;sculo liso vascular. En las placas de
Peyer no se observ&oacute; reacci&oacute;n. Figura 25, 26 y 27.
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Tonsilas. El anticuerpo policlonal anti-CD29R reaccion&oacute; con el epitelio
escamoso de la superficie y de las criptas tonsilares. Las c&eacute;lulas de la capa basal
germinativa fueron negativas, y la reacci&oacute;n aumentaba de intensidad con la
diferenciaci&oacute;n progresiva de las c&eacute;lulas basales del estrato escamoso. Las c&eacute;lulas
linfoides fueron negativas. Figura 28 y 29.
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Figura 19: M&eacute;dula &oacute;sea porcina. Se observa inmunorreacci&oacute;n en los
megacariocitos maduros (a), musculatura vascular lisa (b) y c&eacute;lulas
endoteliales (c). T&eacute;cnica inmunohistoqu&iacute;mica del ABC, contratinci&oacute;n nuclear
con hematoxilina (20x).
a
Figura 20: Bazo de cerdo. En este corte de pulpa roja se observa
inmunorreacci&oacute;n en el m&uacute;sculo liso de la trab&eacute;cula (a). T&eacute;cnica
inmunohistoqu&iacute;mica del ABC, contratinci&oacute;n nuclear con hematoxilina (20x).
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Figura 21: Ganglio linf&aacute;tico. Corte de m&eacute;dula ganglionar en el que se observa
inmunorreacci&oacute;n en la musculatura lisa de la v&eacute;nula (a). T&eacute;cnica
inmunohistoqu&iacute;mica de la estreptavidina-biotina-fosfatasa alcalina,
contratinci&oacute;n nuclear con hematoxilina (20x).
a
b
Figura 22: Ganglio linf&aacute;tico. Corte de m&eacute;dula ganglionar en el que se observa
inmunorreacci&oacute;n en los leucocitos polimorfonucleares neutr&oacute;filos (a) y en los
monocitos (b). T&eacute;cnica inmunohistoqu&iacute;mica de la estreptavidia-biotinafosfatasa alcalina, contratinci&oacute;n nuclear con hematoxilina (40x).
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a
Figura 23: Timo de cerdo. Se observan dos l&oacute;bulos con la corteza perif&eacute;rica y
la m&eacute;dula central. La inmunorreacci&oacute;n se encuentra en las c&eacute;lulas epiteliales
t&iacute;micas o corp&uacute;sculos de Hassall (a). T&eacute;cnica inmunohistoqu&iacute;mica del ABC,
contratinci&oacute;n con hematoxilina (10x).
a
a
Figura 24: Timo de cerdo. Corte de la m&eacute;dula de timo en el que se observa
inmunorreacci&oacute;n en los corp&uacute;sculos de Hassall o c&eacute;lulas epiteliales t&iacute;micas
(a). T&eacute;cnica inmunohistoqu&iacute;mica del ABC, contratinci&oacute;n nuclear con
hematoxilina (20x).
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Figura 25: Intestino delgado porcino. Se observa inmurreacci&oacute;n en el tejido
muscular de la capa muscular y en la muscular de la mucosa, as&iacute; como en los
vasos sangu&iacute;neos (a); en la mucosa reaccionan las c&eacute;lulas epiteliales
superficiales (b), reflej&aacute;ndose una reactividad progresiva por diferenciaci&oacute;n.
T&eacute;cnica inmunohistoqu&iacute;mica del ABC, contratinci&oacute;n nuclear con
hematoxilina. (10x).
a
Figura 26: Intestino delgado porcino. Se observa inmunorreacci&oacute;n en el
epitelio de la mucosa intestinal (a). T&eacute;cnica inmunohistoqu&iacute;mica de la
estreptavidina-biotina-fosfatasa
alcalina,
contratinci&oacute;n
nuclear
con
hematoxilina (40x).
76
Resultados
a
b
a
Figura 27: Tejido linfoide asociado a intestino porcino. Se observa el tejido
linfoide no marcado (placa de Peyer negativa). El resto del corte presenta la
misma inmunorreacci&oacute;n que en las preparaciones de intestino delgado, con el
tejido muscular (b) y las c&eacute;lulas epiteliales de la mucosa positivas (a). T&eacute;cnica
inmunohistoqu&iacute;mica del ABC, contratinci&oacute;n nuclear con hematoxilina (10x).
b
a
Figura 28: Tonsila de cerdo. Se observa inmunorreacci&oacute;n en el epitelio
escamoso de la superficie (a), observ&aacute;ndose un aumento de intensidad
conforme las c&eacute;lulas del epitelio escamoso se diferencian. El tejido linfoide es
negativo (b). T&eacute;cnica inmunohistoqu&iacute;mica del ABC, contratinci&oacute;n nuclear con
hematoxilina (20x).
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Figura 29: Tonsila de cerdo. Inmunorreacci&oacute;n localizada en el epitelio
maduro de las criptas tonsilares (a), siendo negativas las c&eacute;lulas de la capa
basal germinativa (b). T&eacute;cnica inmunohistoqu&iacute;mica del ABC, contratinci&oacute;n
nuclear con hematoxilina (40x).
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2. CARACTERIZACION DE LA SUBUNIDAD β3 INTEGRINAS PORCINAS
(CD61)
2.1. Purificaci&oacute;n de CD61 porcino
Para la purificaci&oacute;n de la mol&eacute;cula CD61 porcina se emple&oacute; el anticuerpo
monoclonal JM2E5 (P&eacute;rez de la Lastra et al., 1997) y un lisado de plaquetas porcinas a
trav&eacute;s de una columna de inmunoafinidad. La fracci&oacute;n obtenida, se someti&oacute; a una
electroforesis en gel de acrilamida al 10% en condiciones no reductoras, mostrando dos
bandas con un peso molecular aproximado de 140 kDa y 105 kDa, respectivamente
(Figura 30 A). Mediante inmunoblotting se confirm&oacute; que la banda de 105 kDa
correspond&iacute;a a CD61 porcino al ser reconocida espec&iacute;ficamente por el anticuerpo
monoclonal JM2E5 (Figura 30 B).
La prote&iacute;na porcina purificada fue analizada
A
B
en
su
extremo
amino-terminal
mediante
←140 kDa
secuenciaci&oacute;n, obteni&eacute;ndose la siguiente secuencia
←105 kDa→
de amino&aacute;cidos: Gly-Pro-Asn-Ile-X-Ala-Thr-ArgGly-Val.
El estudio de homolog&iacute;a llevado a cabo, con
el fin de confirmar la naturaleza del ant&iacute;geno JM2E5
Figura 30: (A) SDS-PAGE
de la fracci&oacute;n prot&eacute;ica
(JM2E5-Ag), puso de manifiesto el elevado grado
purificada con el AcMo
de similitud existente entre la secuencia obtenida y
JM2E5. (B) Inmunoblotting a
partir de un lisado de
los extremos amino-terminales correspondientes a
plaquetas con el mismo
prote&iacute;nas CD61 de otras especies (Figura 31).
anticuerpo monoclonal.
JM2E5-Ag
G P N I X A T R G V
CD61 Humano
G P N I C T T R G V
CD61 Conejo
G P N I C T T R G V
CD61 Perro
V S N I C T T R G V
CD61 Rat&oacute;n
E S N I C T T R G V
: : : :
: : : :
: : : :
: : : :
: : : :
: : : :
: : : :
: : : :
Figura 31: Homolog&iacute;a del ant&iacute;geno JM2E5 con las secuencias CD61 de humano,
conejo, perro y rat&oacute;n. Est&aacute;n se&ntilde;alados los amino&aacute;cidos conservados entre las distintas
secuencias comparadas.
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2.2. Obtenci&oacute;n de la sonda CD61
La secuencia del gen CD61 fue obtenida mediante el rastreo de una genoteca de
ADNc con una sonda espec&iacute;fica de cerdo. Para la obtenci&oacute;n de la sonda se realiz&oacute; RTPCR con la pareja de cebadores F-101/R-869 (ver Materiales y M&eacute;todos, p&aacute;gina 47)
sobre distintos tejidos porcinos. La secuencia nucleot&iacute;dica de F-101 fue deducida de la
secuencia aminoac&iacute;dica correspondiente al extremo amino secuenciado con
anterioridad, mientras que el cebador R-869 se dedujo de regiones conservadas en la
secuencia CD61 en diferentes especies.
El procedimiento de RT-PCR se llev&oacute; a cabo sobre ARN total procedente de
bazo, timo, PBL e h&iacute;gado. Mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% se observ&oacute;
el producto de amplificaci&oacute;n esperado (787 pb) en PBMC, bazo y timo. El tejido
elegido para la obtenci&oacute;n de la sonda fue bazo, donde se obtuvo una &uacute;nica banda de la
talla esperada y aparentemente con un mayor nivel de expresi&oacute;n (Figura 32).
El producto de amplificaci&oacute;n en bazo
Timo Bazo H&iacute;gado PBMC
fue purificado mediante el m&eacute;todo Genclean
III, clonado en pGEM-T y finalmente, 787pb&AElig;
secuenciado. A continuaci&oacute;n, y con el fin de
confirmar la naturaleza de la secuencia
obtenida, se analiz&oacute; su grado de homolog&iacute;a
frente a la base de datos de secuencias
Figura 32: Obtenci&oacute;n de la sonda
GeneBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).
CD61 mediante PCR sobre
distintos tejidos porcinos.
Para ello fue empleado el programa de
secuencias BLAST y el resultado revel&oacute; una
elevada similitud entre la secuencia de cerdo y los distintos genes CD61 caracterizados
en otras especies. En la Figura 33 se muestra &uacute;nicamente el resultado obtenido con las
secuencias humana y canina.
2.3. Rastreo de la genoteca
Se efect&uacute;o el rastreo sobre una genoteca comercial de ADNc construida a partir
de ARNm procedente de m&uacute;sculo liso porcino con el sistema Uni-ZAP XR Vector
System. La genoteca fue hibridada con la sonda CD61 espec&iacute;fica de cerdo,
seleccion&aacute;ndose 8 clones positivos (4.1, 4.2, 6.1, 6.2, 8.1, 9.1, 9.2 y 9.3) sobre un total
de 106 pfu examinadas. La especificidad de los halos de lisis positivos fue confirmada
mediante PCR empleando los cebadores F101/R869.
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cerdo
humano
perro
1
60
TGTGAGCTCC TGCCAGCAAT GTCTGGCTGT GAGTCCCATG TGTGCCTGGT GCTCAGATGA
TGTGAGCTCC TGCCAGCAGT GCCTGGCTGT GAGCCCCATG TGTGCCTGGT GCTCTGATGA
......CTCC TGCCAGCAAT GTCTAGCTGT GAGTCCTGTG TGTGCCTGGT GCTCAGATGA
cerdo
humano
perro
61
120
GGATCTGCCT CTGGGCACGC CCCGCTGTAA CCTGGAGGAG AATCTGCTGA ACGATCACTG
GGCCCTGCCT CTGGGCTCAC CTCGCTGTGA CCTGAAGGAG AATCTGCTGA AGGATAACTG
GGCCCTGCCT CTGGGATCTC CCCGCTGTAA CCTGAAGGAA AATCTGCTGA AGGATAACTG
cerdo
humano
perro
121
180
TAACCCGAAG TACATTGAGT TCCCCATCAG TGAGGCCAGA ATCCTGGAGG CCAGGCCCCT
TGCCCCAGAA TCCATCGAGT TCCCAGTGAG TGAGGCCCGA GTACTAGAGG ACAGGCCCCT
TGCCCTGGAA TCCATTGAGT TCCCCATCAG TGAGGTCCGC ATCCTGGAGG CCAGGCCCCT
cerdo
humano
perro
181
240
GAGTGACAAG GGCTCTGGAG ACAGCTCCCA GATAACTCAA GTCAGCCCCC AGAGGATCTT
CAGCGACAAG GGCTCTGGAG ACAGCTCCCA GGTCACTCAA GTCAGTCCCC AGAGGATTGC
TAGCAACAAG GGCTCTGGAG ACAGCTCCCA GATTACTCAA GTCAGCCCTC AGAGGATTGC
cerdo
humano
perro
241
300
GCTCCGGCTC CGGCCAGATG ATTCGAAGAG TTTCTCCGTC CAAGTCCGGC AGGTGGAGGA
ACTCCGGCTC CGGCCAGATG ATTCGAAGAA TTTCTCCATC CAAGTGCGGC AGGTGGAGGA
GCTGCGGCTC CGGCCAGATG ATTCAAAGAA TTTCTCCATC CAAGTTCGGC AAGTAGAGGA
cerdo
humano
perro
301
360
TTACCCTGTG GACATCTACT ACTTGATGGA CCTGTCTTTC TCTATGAAGG ATGATCTGGA
TTACCCTGTG GACATCTACT ACTTGATGGA CCTGTCTTAC TCCATGAAGG ATGATCTGTG
TTACCCTGTG GACATCTACT ACTTGATGGA CCTGTCTTAT TCCATGAAGG ATGATCTGTC
cerdo
humano
perro
361
420
GAGCATCCAG AACCTGGGTA CCAAGCTGGC TTCCCAGATG CGTAAGCTCA CCAGTAACCT
GAGCATCCAG AACCTGGGTA CCAAGCTGGC CACCCAGATG CGAAAGCTCA CCAGTAACCT
GAGCATCCAG AACCTAGGCA CCAAGCTGGC CTCCCAGATG CACAAGCTCA CCAGTAACTT
cerdo
humano
perro
421
480
GCGGATTGGC TTCGGGGCCT TTGTGGACAA GCCTGTGTCA CCTTACATGT ACATCTCTCC
GCGGATTGGC TTCGGGGCAT TTGTGGACAA GCCTGTGTCA CCATACATGT ATATCTCCCC
GCGGATTGGC TTCGGGGCTT TTGTGGACAA GCCTGTGTCT CCATACATGT ACATCTCCCC
cerdo
humano
perro
451
540
ACCACAGGCC CTCAAAAACC CCTGCTATGA TATGAAGACC ACCTGTTTGC CCATGTTTGG
ACCAGAGGCC CTCGAAAACC CCTGCTATGA TATGAAGACC ACCTGCTTGC CCATGTTTGG
ACCAGAGGCC CTCAAAAACC CCTGCTATGA TATGAAGACC ACCTGTTTGC CTATGTTTGG
cerdo
humano
perro
541
600
CTACAAACAT GTGCTCACAC TAACTGACCA GGTGACCCGT TTCAACGAGG AAGTGAAGAA
CTACAAACAC GTGCTGACGC TAACTGACCA GGTGACCCGC TTCAATGAGG AAGTGAAGAA
CTACAAACAT GTGCTGACGC TAACTGACCA GGTGACCCGC TTCAATGAGG AAGTGAAAAA
cerdo
humano
perro
601
660
GCAGAATGTA TCACGGAACC GAGATGCTCC AGAGGGTGGC TTTGATGCCA TCATGCAGGC
GCAGAGTGTG TCACGGAACC GAGATGCCCC AGAGGGTGGC TTTGATGCCA TCATGCAGGC
GCAGAGTGTG TCACGGAACC GAGATGCCCC AGAGGGCGGC TTTGATGCTA TCATGCAGGC
cerdo
humano
perro
661
720
TACTGTCTGT GACGAGAAGA TTGGCTGGAG GAACGATGCA TCCCACTTAC TGGTGTTTAC
TACAGTCTGT GATGAAAAGA TTGGCTGGAG GAATGATGCA TCCCACTTGC TGGTGTTTAC
TACAGTCTGT GATGAGAAGA TTGGCTGGAG GAATGATGCA TCCCACTTGC TGGTATTTAC
cerdo
humano
perro
721
745
CACTGATGCC AAGACCCATA TAGCG
CACTGATGCC AAGACTCATA TAGCA
CACTGATGCC AAGACCCATA TAGCG
Figura 33: Homolog&iacute;a entre la secuencia amplificada en bazo con los cebadores F-101/R869 y sus correspondientes secuencias humana y canina. Los amino&aacute;cidos discordantes est&aacute;n
se&ntilde;alados en azul.
81
&Aacute;ngeles Jim&eacute;nez Mar&iacute;n
Tesis Doctoral
El resultado se muestra en la Figura 34, donde se puede observar que el clon
9.3 debe ser descartado por ser inespec&iacute;fico en la PCR.
M
9.1
8.1
6.2
6.1
4.2
4.1
9.3
9.2
Figura 34: PCR sobre los clones seleccionados despu&eacute;s del
primer rastreo de la genoteca empleando los cebadores
F101/R869. M: φx174HaeIII.
El tama&ntilde;o del inserto contenido en los clones espec&iacute;ficos fue estimado mediante
PCR empleando los cebadores universales, M 13 (-20) y M 13 reverse (-27), presentes
en pBluescript.
Fueron as&iacute; seleccionados los clones 6.2 y 8.1 (CD61-6.2 y CD61-8.1).
presentando ambos un tama&ntilde;o de inserto adecuado como para contener el gen CD61,
tomando como referencia la longitud de la secuencia humana (Kumar et al., 1997).
A continuaci&oacute;n, se llev&oacute; a cabo la escisi&oacute;n y purificaci&oacute;n de pBluescript
recombinante contenido en cada uno de los clones seleccionados. Finalmente, la
secuencia nucleot&iacute;dica de cada inserto fue determinada mediante secuenciaci&oacute;n
(Figura 35). De los dos clones, &uacute;nicamente contiene la secuencia completa el CD618.1.
2.4. Secuencia porcina de CD61
El an&aacute;lisis del inserto contenido en el clon CD61-8.1 revel&oacute; una secuencia de
ADNc de 4.566 pb que conten&iacute;a una regi&oacute;n flanqueante en 5&acute;, no traducida, de 31 pb,
una fase abierta de lectura de 2.352 pb que codifica un polip&eacute;ptido de 784 amino&aacute;cidos
y una regi&oacute;n flanqueante en 3&acute;, no traducida, de 2.183 pb (Figura 35).
Como refleja la Figura 35, en la secuencia de CD61 se distinguen tres
dominios: dominio extracelular (97 nt-2174 nt), dominio transmembranario (2175 nt2260 nt) y dominio citoplasm&aacute;tico (2261 nt-2386 nt). La secuencia de la integrina
porcina presenta 56 restos de ciste&iacute;na y 8 sitios potenciales de glucosilaci&oacute;n (Asn-XSer/Thr, donde X no es Pro), dispuestos todos en el dominio extracelular, con
excepci&oacute;n de uno de los sitios de glucosilaci&oacute;n que se encuentra en el dominio
citoplasm&aacute;tico. Como en la secuencia humana, el dominio citoplasm&aacute;tico contiene dos
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sitios de fosforilaci&oacute;n en las posiciones 747 (tiroxina) y 753 (treonina) (Lerea et al.,
1999; Schaffner-Reckinger, 1998). La secuencia del extremo amino de CD61, obtenida
con anterioridad a la clonaci&oacute;n de CD61-8.1, aparece subrayada en la Figura 35 y puso
de manifiesto el sitio de escisi&oacute;n del p&eacute;ptido se&ntilde;al, localizado despu&eacute;s del amino&aacute;cido
22. Finalmente, la fase abierta de lectura comienza con el cod&oacute;n de inicio (ATG), que
codifica para el primer amino&aacute;cido, la metionina, localiz&aacute;ndose a 31 nt, y termina en un
cod&oacute;n fin de mensaje (TAG) situado en la posici&oacute;n 2.398 nt.
La secuencia de amino&aacute;cidos deducida de CD61 porcina presenta un perfil de
hidrofobicidad caracter&iacute;stico de las integrinas (Figura 36). En el perfil de CD61 se
pueden apreciar dos regiones predominantemente hidrof&oacute;bicas que corresponder&iacute;an al
p&eacute;ptido se&ntilde;al y al dominio transmembranario. Este dominio transmembranario estar&iacute;a
localizado entre los amino&aacute;cidos 715 y 743, en la regi&oacute;n del extremo carboxilo terminal
de la mol&eacute;cula (Figura 35); la secuencia de 41 amino&aacute;cidos que sigue,
predominantemente hidrof&iacute;lica, representar&iacute;a el dominio citopl&aacute;smico de la mol&eacute;cula
(Figura 35).
N&uacute;mero de Amino&aacute;cidos
&Iacute;ndice de Hidropat&iacute;a
100
200
300
400
500
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700
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0
3.29
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&Iuml;
Figura 36: An&aacute;lisis de hidrofobicidad de la secuencia pept&iacute;dica CD61 porcina por el m&eacute;todo de
Kyte-Doolittle. Las flechas se&ntilde;alan las dos regiones hibrof&oacute;bicas. La escala horizontal representa el
n&uacute;mero de amino&aacute;cidos de la prote&iacute;na y la escala vertical es el &iacute;ndice de hidropat&iacute;a.
Excluyendo al p&eacute;ptido se&ntilde;al, la secuencia de CD61 consta de 762 amino&aacute;cidos
con un peso molecular estimado de 86.365 daltons. Teniendo en cuenta los 8 sitios
potenciales de N-glucosilaci&oacute;n que contiene la secuencia, y que el peso molecular
medio de una cadena de hidratos de carbono es de 2.500 daltons, el peso molecular de
la prote&iacute;na madura ser&iacute;a de aproximadamente 106.365 daltons, m&aacute;s cercano al obtenido
con anterioridad mediante SDS-PAGE (Figura 30 A).
La secuencia de amino&aacute;cidos deducida de CD61 porcina contiene 56 restos de
ciste&iacute;na, lo que representa el 7.2% del total de amino&aacute;cidos. Este elevado contenido en
ciste&iacute;nas se concentra exclusivamente en el dominio extracelular, pr&oacute;ximo al dominio
transmembranario (Figura 35).
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CD61-8.1
ctgaggcggagggcggcagcgggtggacgagatgcgagcgcggccgctctgggccgctgtgctggtggtgggggcgctggcgggcgtcggc 91
M R A R P L W A A V L V V G A L A G V G
20
gtcggagggcccaacatctgtgccacacgaggtgtgagctcctgccagcaatgtctggctgtgagtcccatgtgtgcctggtgctcagatgag 184
V G G P N I C A T R G V S S C Q Q C L A V S P M C A W C S D E
51
gatctgcctctgggcacgccccgctgtaacctggaggagaatctgctgaacgatcactgtaacccgaagtacattgagttccccatcagtgag 277
D L P L G T P R C N L E E N L L N D H C N P K Y I E F P I S E
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gccagaatcctggaggccaggcccctgagtgacaagggctctggagacagctcccagataactcaagtcagcccccagaggatcttgctccgg 370
A R I L E A R P L S D K G S G D S S Q I T Q V S P Q R I L L R 113
ctccggccagatgattcgaagagtttctccgtccaagtccggcaggtggaggattaccctgtggacatctactacttgatggacctgtctttc 463
L R P D D S K S F S V Q V R Q V E D Y P V D I Y Y L M D L S F 144
CD61-6.2
tctatgaaggatgatctggagagcatccagaacctgggtaccaagctggcttcccagatgcgtaagctcaccagtaacctgcggattggcttc 556
S M K D D L E S I Q N L G T K L A S Q M R K L T S N L R I G F 175
ggggcctttgtggacaagcctgtgtcaccttacatgtacatctctccaccacaggccctcaaaaacccctgctatgatatgaagaccacctgt 649
G A F V D K P V S P Y M Y I S P P Q A L K N P C Y D M K T T C 206
ttgcccatgtttggctacaaacatgtgctcacactaactgaccaggtgacccgtttcaacgaggaagtgaagaagcagaatgtatcacggaac 742
L P M F G Y K H V L T L T D Q V T R F N E E V K K Q N V S R N 237
cgagatgctccagagggtggctttgatgccatcatgcaggctactgtctgtgacgagaagattggctggaggaacgatgcatcccacttactg 835
R D A P E G G F D A I M Q A T V C D E K I G W R N D A S H L L 268
gtgtttaccactgatgccaagacccatatagcgctggatggaaggctggcaggcattgtccaacccaatgatggacagtgtcatgttggcagt 928
V F T T D A K T H I A L D G R L A G I V Q P N D G Q C H V G S 299
gacaaccattactctgcctccactaccatggattatccctctctggggctgataactgagaagctatcccagaaaaacatcaatttgatcttt1021
D N H Y S A S T T M D Y P S L G L I T E K L S Q K N I N L I F 330
gcagtgacagaaggtgtagttagtctttaccagaactacagtgaactgatcccagggaccacagtgggggtgctgtcctccaattccagcaat1114
A V T E G V V S L Y Q N Y S E L I P G T T V G V L S S N S S N 361
gtcctccagctcattgtggatgcttatggcaaaatccgctctaaagtggagctcgaagtgcgtgacctccctgaggagctgtcgttatccttc1207
V L Q L I V D A Y G K I R S K V E L E V R D L P E E L S L S F 392
aatgccacctgtctcaacaacgaggtcatcccaggccttaagtcttgtgttggactcaagattggagacacggtgagcttcagcattgaggcc1300
N A T C L N N E V I P G L K S C V G L K I G D T V S F S I E A 423
aaggtgcgtggctgcccccgggagaaggagaagtccttcaccatcaagcccgtgggcttcaaagacagcctcactgtccaggtcaccttcaac1393
K V R G C P R E K E K S F T I K P V G F K D S L T V Q V T F N 454
tgtgactgtgactgccaggctcaagctgagcctgacagcccccgctgcaacaatggcaatgggacctttgagtgtggggtgtgccactgtggg1486
C D C D C Q A Q A E P D S P R C N N G N G T F E C G V C H C G 485
cctggctggctggggttccagtgtgagtgctcggaaaaggactaccgcccctcccagcaggatgagtgcagcccccagcagggccagcccatc1579
P G W L G F Q C E C S E K D Y R P S Q Q D E C S P Q Q G Q P I 516
Tgcagccagcggggcgagtgtctctgtggccagtgtgtctgccacagcagtgactttggcaagatcacgggcaagtactgtgagtgtgacgac1672
C S Q R G E C L C G Q C V C H S S D F G K I T G K Y C E C D D 547
ttctcctgtgtccactacaagggggagatgtgctcaggccatggccagtgcagctgcggggactgtctgtgtgactccgactggactggcttc1765
F S C V H Y K G E M C S G H G Q C S C G D C L C D S D W T G F 578
tactgcaactgtaccacgcgcaccgacacctgcttgtctagcaacgggctgctgtgcagcgggcggggcaattgcgaatgcggcagctgcgtc1858
Y C N C T T R T D T C L S S N G L L C S G R G N C E C G S C V 609
tgcatccagccaggctcctacggggacacctgtgagaagtgtcccacttgccctgatgcctgcacctttaagaaggggtgtgtggagtgtaaa1951
C I Q P G S Y G D T C E K C P T C P D A C T F K K G C V E C K 640
aagtttaaccggggatccctctacgaggcaaatacttgcaaccgttactgtcgtgatgagattgagtctgtgaaggagcttcaggacagtggc2044
K F N R G S L Y E A N T C N R Y C R D E I E S V K E L Q D S G 671
aagaatgcagtgaattgtacctacaagaatgaggatgactgtgtcgtcagattccagtactatgaagactccagtggaaagtccatcctgtat2137
K N A V N C T Y K N E D D C V V R F Q Y Y E D S S G K S I L Y 702
gtggtagaagagccagagtgtcccaagggccctgacatcctggtggtcctgctttcagtgatgggggccattctgctcatcggccttgctact2230
V V E E P E C P K G P D I L V V L L S V M G A I L L I G L A T 733
ctgctcatctggaagctcctcatcaccatccatgaccggaaggagtttgctaaatttgaagaagagagagccagagccaaatgggacacagcc2323
L L I W K L L I T I H D R K E F A K F E E E R A R A K W D T A 764
aacaatcccctgtataaagaggccacatccaccttcaccaacatcacctaccggggcacttagtgacaagcaatcatcctcagatcactgtca2416
N N P L Y K E A T S T F T N I T Y R G T
784
gactgtcccaggattgtgggtgtctctgctgtcatgtttacagggggcaatatctgtggggcagaactgggggcttggagtgggatgggttgg2509
aagagagagagagagagagagagagagtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgcgtgcgcacgcactgtgtgtgggggcgtgtataatttaaaacttgt2611
gatatgttccagataagtggggcttctcagcctttgtcctcaaaatgcctccttcagggagtcttcctgcttcacctgagggtgacctacaca2695
gctgagcaggtttcttcattacctcagtgggaagccagctttccttctcaggccattttcttgaagagaagggcaaggctcaggcctctcgtt2788
ccagagaaatggaccttgatttacccagtctgtggttcttgggcctggctctcagcagctctggtaggaactgccaggctttgtatggcttct2881
gtgcctcactctcctctcctttccctcaggccaaaggagaaatcggcggggggttgggggggaaccgaaccatcagggctgtctgtctttgcc2974
atcaccccaacccatcatggttctctcataagggaagtccttgctgcctcatcttctatttgggagtgaggatggcagggccacccaggggtc3067
atgcatggccttggggaaggtgcctgagtccccagttcataattataacccttcggatttgcctcgttggcagctccaccctagaggttccct3160
tagaagtgtatcacccttagaccagcatcacctctttacctcctattccaccctctcatggctgttgacatttgctaggtactaggaatctct3253
ctcactaccaaaagcttttcctctcagggagagtgctatggttagagccagaggtctggtctcacccatcaggccttttgccccttgtcccag3346
gcacctccacacacccaaccctgtatttctatgtgctgtgccacccatggggctgattgtatttatctacctcttgggtgtcttgtgaaggaa3439
tcattcccatgggtctctgagtctgctggggacaaatgccagggtggaatgatgggcccattgtatcagcatgtgtggcccattctcccaggg3532
gccaggcaacctcgttataactcagtctttaatctgagagtgcaattgttttatttttctcattggagcacctgaaaccatggtgaggcctgc3625
ttaatataaaggagcataaacataaacacatgtccattatatttgtaattttatttgatgatgaggaagtagaagataaaaaaaaccacacag3718
acttgggctggatgcagactctcgcacttggcaaattcatagcagtgactgcccagtggctgggtctgtaagggctctctgatcctggaagcc3811
tgtggggatagacacatggacaagccagacctttcccgaggaggaaaaatgggctcttctttttttctagcaaaagcagttgctccattgatg3904
tttacattcattcaatattaacagctccaccactccccaagaaaaaggaaatggcctataaacagtggtctgagggtcagaaaatctaaggcc3997
tggcctcagtgttgcagctaaggaactttaaccttaaggcaagtcactttcttctccctggggctagtttcattttccagattgaaacatgat4090
gggtttggaccagccagtctagaaagtctccttctgtatcaacattctatgttgctgggacttactgtggcatcaagcatgcagtcaagattc4183
tgggggatgttgattagcgtttatttttttcagttgggagattggagagacctggtttggtaagagcagatgttctccaatatcacctttctc4276
aatgaaaaaccctcatcctggagttcccatcgtggctcagtggttaacgaatccgactaggaaccatgaggttgcgggttcgatccctggcct4369
tgctcagtgggttaaggatccggtgttgccgtgagctgtggtgtaggttgcagacacggcttggatccagcgttgctgtgactctggcgtagg4462
ccagcagctacagctctgattggactcctagcctgggaacctccacatgccgcaggagtggcccaagaaatggcaaaaagaccaaaaaaaaaa4555
aaaaaaaaaaa 4566
Figura 35: Secuencia del clon CD61-8.1. ADNc que codifica para la prote&iacute;na CD61 porcina y
secuencia de amino&aacute;cidos deducida. P&eacute;ptido se&ntilde;al: negro; sitios potenciales de N-glucosilaci&oacute;n: gris
claro; ciste&iacute;nas: gris oscuro; dominio extracelular: azul; dominio transmembranario; rojo; dominio
citoplasm&aacute;tico: verde; sitios de fosforilaci&oacute;n: rosa; cod&oacute;n de inicio y de terminaci&oacute;n de lectura: ambos
en negrita; secuencia del extremo amino obtenido con el AcMo JM2E5: subrayado; clones
secuenciados: CD61-8.1 y CD61-6.2
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2.5. Comparaci&oacute;n de la secuencia CD61 porcina con otras mol&eacute;culas CD61
La secuencia de amino&aacute;cidos de la mol&eacute;cula CD61 porcina fue comparada con
sus hom&oacute;logas caracterizadas en distintas especies. El procedimiento se llev&oacute; a cabo
utilizando el programa Megalign perteneciente al software integrado de an&aacute;lisis de
secuencias DNASTAR&acute;s Lasergene, que proporciona los porcentajes de similitud y de
divergencia entre las distintas secuencias analizadas.
El resultado obtenido se muestra en la Tabla 8, en la que se observa que la
secuencia porcina muestra un 92,2% de identidad con la CD61 humana (GenBank
Accession: U95204) y CD61 canina (GenBank Accession: AF116270), 91,7% con la
CD61 de conejo (GenBank Accession: AF170529), 89,0% con la CD61 murina
(GenBank Accession: AF026509), 79,5% con la CD61 de pollo (GenBank Accession:
X72378) y 72,8% con Xenopus laevis (GenBank Accession: L13591).
PORCENTAJE DE SIMILITUD
C
H
P
Co
R
P
X
C
***
7,5
7,8
8,0
10,6
19,5
26,5
C
H
92,2
***
4,3
4,9
9,7
18,2
25,7
H
P
92,2
95,4
***
6,1
8,7
18,6
26,3
P
CO
91,7
95,1
93,8
***
9,5
19,2
26,6
Co
R
89,0
90,0
90,8
90,1
***
20,8
26,9
R
P
79,5
80,8
80,2
79,8
78,4
***
25,4
P
X
72,8
73,4
73,0
72,3
72,0
74,1
***
X
C
H
P
Co
R
P
X
PORCENTAJE DE DIVERGENCIA
Tabla 8: Comparaci&oacute;n entre las secuencias aminoac&iacute;dicas de CD61 distintas especies: C: cerdo; H:
humano; P: perro; Co: conejo; R: rat&oacute;n; P: pollo y X: X. laevis. Los porcentaje de similitud entre
las secuencias est&aacute;n se&ntilde;aladas en rojo y las de divergencia en azul. Los datos relativos a la CD61
porcina se encuentran destacados en negrita
El an&aacute;lisis de homolog&iacute;a entre las secuencias aminoac&iacute;dicas de las diferentes
especies se representa en la Figura 37. Todas las prote&iacute;nas comparten elementos
estructurales comunes, entre los cuales hay que destacar la conservaci&oacute;n absoluta de los
56 restos de ciste&iacute;na, en posici&oacute;n y n&uacute;mero, a lo largo de toda la mol&eacute;cula y la similitud
en el tama&ntilde;o del dominio transmembranario.
De nuevo, y como ha sido observado para CD29, se observa una distribuci&oacute;n de
las ciste&iacute;nas en un dominio rico en este amino&aacute;cido constituido por cuatro secuencias
hom&oacute;logas en t&aacute;ndem (Figura 37). Dicha estructura est&aacute; conservada en todas las
especies consideradas en el estudio, al igual que los sitios potenciales de fosforilaci&oacute;n
(Figura 37).
Sin embargo, los sitios de glucosilaci&oacute;n var&iacute;an entre las especies comparadas.
As&iacute;, las secuencias de cerdo y conejo contienen 8 sitios de glucosilaci&oacute;n conservados
entre s&iacute;, mientras que humano y perro poseen s&oacute;lo 7. Un total de 6 sitios de
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glucosilaci&oacute;n se localizan en rat&oacute;n, siendo compartidos por todos los mam&iacute;feros
estudiados. El &uacute;nico representante de aves (pollo) presenta 8 sitios de glucosilaci&oacute;n, de
los cuales 6 son los conservados en mam&iacute;feros y 1 en Xenopus laevis. Esta &uacute;ltima
especie posee 6 sitios potenciales de glucosilaci&oacute;n, 4 de ellos conservados con el resto
de especies.
La relaci&oacute;n filogen&eacute;tica entre las especies comparadas, estimadas en base al
porcentaje de similitud entre las secuencias de amino&aacute;cidos de CD61, se muestra en la
Figura 38, deduciendo de ella que aquellas especies que como se ha visto
anteriormente presentaron un menor nivel de homolog&iacute;a con cerdo (Xenopus y pollo)
son las que evolutivamente se encuentran m&aacute;s alejadas con respecto a esta especie.
Humano
Perro
Conejo
Cerdo
Rat&oacute;n
Pollo
Xenopus
Figura 38: Estudio filogen&eacute;tico de las prote&iacute;nas CD61 en distintas especies.
La homolog&iacute;a entre la secuencia de cerdo y el resto de especies ha sido tambi&eacute;n
estudiada considerando los dominios estructurales por separado. Los resultados
obtenidos se muestran en la Tabla 9.
De nuevo, y como se ha visto al considerar la secuencia completa, se observa
para cada dominio un elevado nivel de conservaci&oacute;n entre los mam&iacute;feros considerados,
siendo relevante el resultado obtenido en el caso del dominio citoplasm&aacute;tico, que es
id&eacute;ntico en todos ellos; en general, los niveles de homolog&iacute;a son menores con pollo y
Xenopus.
ESPECIE
PS
EX
TM
CI
Humano
Perro
Conejo
Rat&oacute;n
Pollo
Xenopus
72.7
86.4
81.8
59.1
21.1
13.6
92.2
91.6
91.5
88.9
80.2
73.0
96.7
100
93.3
100
96.7
90.0
100
100
100
100
87.8
87.8
Tabla 9: Porcentajes de similitud entre las secuencias de las distintas especies, considerando los
dominios estructurales por separado. PS: p&eacute;ptido se&ntilde;al; EX: extracelular; TM: transmembranario; CI:
citoplasm&aacute;tico.
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Cerdo
Humano
Perro
Conejo
Rat&oacute;n
Pollo
Xenopus
P&Eacute;PTIDO SE&Ntilde;AL
MRAR----PLWAAVLVVGALAGVGVGGPNICATRGVSSCQQCLAVSPMCAWCSDEDLPLGTPRCNLEENLLNDHCNPKYIEFPISEARILEARPLSDKGS 96
MRARPRPRPLWVTVLALGALAGVGVGGPNICTTRGVSSCQQCLAVSPMCAWCSDEALPLGSPRCDLKENLLKDNCAPESIEFPVSEARVLEDRPLSDKGS 100
MRARP----LWAAVLLLGALAGTGVGVSNICTTRGVHSCQQCLAVSPVCAWCSDEALPLGSPRCNLKENLLKDNCALESIEFPISEVRILEARPLSNKGS 96
MRARARPRPLWAAVLALGALAGVGVGGPNICTTRGVSSCQLCLAVSPMCAWCSDEALPVGSPRCDLRENLLQDNCAPESIEFPVSEAQILEARPLSDKGS 100
MRAQ-WPGQLWAALLALGALAGVVVGESNICTTRGVNSCQQCLAVSPVCAWCSDETLSQGSPRCNLKENLLKDNCAPESIEFPVSEAQILEARPLSSKGS 99
M------EELRVAFSIL-VLCAAGSWGSNICATRGVTSCKQCLAVSPLCAWCSAEVVAQSTPRCDLFANLLQNGCGRDFIEFPRSSITVLEERPLSDKGS 93
MKPDVYI--VYTCIVQL-LLLTAGTWGASICATRGVSSCQKCLSVSPQCAWCSQEVFGKGAPRCDLKSELLSNGCELKNIEFPVSTVLVAENRPLSVKGS 97
Cerdo
Humano
Perro
Conejo
Rat&oacute;n
Pollo
Xenopus
-GDSSQITQVSPQRILLRLRPDDSKSFSVQVRQVEDYPVDIYYLMDLSFSMKDDLESIQNLGTKLASQMRKLTSNLRIGFGAFVDKPVSPYMYISPPQAL
-GDSSQVTQVSPQRIALRLRPDDSKNFSIQVRQVEDYPVDIYYLMDLSYSMKDDLWSIQNLGTKLATQMRKLTSNLRIGFGAFVDKPVSPYMYISPPEAL
–GDSSQITQVSPQRIALRLRPDDSKNFSIQVRQVEDYPVDIYYLMDLSYSMKDDLSSIQNLGTKLASQMHKLTSNLRIGFGAFVDKPVSPYMYISPPEAL
-GDSSQVIQVSPQRIALRLRPDDSKTFSIQVRQVEDYPVDIYYLMDLSYSMKDDLRSIQNLGTKLASQMRKLTSNLRIGFGAFVDKPVSPYMYISPPEAL
-GSSAQITQVSPQRIVLRLRPDDSKIFSLQVRQVEDYPVDIYYLMDLSFSMKDDLSSIQTLGTKLASQMRKLTSNLRIGFGAFVDKPVSPYMYISPPQAI
-GGST-TTQMSPQRIQLNLRPDDSQMFRVHVRQVEDYPVDIYYLMDLSNSMKDDLKNIQNLGTKLASEMRKLTSNLRIGFGAFVDKPISPYMYISPPEAI
EGDTREITQMSPQKIDLFLRPDDTKVFNLQVRQVEDYPVDIYYLMDLSYSMKDDLIKIQTLGTSLSERMRRLTSNLRIGFGAFVDKPMSPYMFMSPPEVI
195
199
195
199
198
191
197
Cerdo
Humano
Perro
Conejo
Rat&oacute;n
Pollo
Xenopus
KNPCYDMKTTCLPMFGYKHVLTLTDQVTRFNEEVKKQNVSRNRDAPEGGFDAIMQATVCDEKIGWRNDASHLLVFTTDAKTHIALDGRLAGIVQPNDGQC
ENPCYDMKTTCLPMFGYKHVLTLTDQVTRFNEEVKKQSVSRNRDAPEGGFDAIMQATVCDEKIGWRNDASHLLVFTTDAKTHIALDGRLAGIVQPNDGQC
KNPCYDMKTTCLPMFGYKHVLTLTDQVTRFNEEVKKQSVSRNRDAPEGGFDAIMQATVCDEKIGWRNDASHLLVFTTDAKTHIALDGRLAGIVQPNDGQC
RNPCYDMKTTCLPMFGYKHVLTLTDQVTRFNEEVKKQNVSRNRDAPEGGFDAIMQATVCDEKIGWRNDASHLLVFTTDAKTHIALDGRLAGIVRPNDGQC
KNPCYNMKNACLPMFGYKHVLTLTDQVSRFNEEVKKQSVSRNRDAPEGGFDAIMQATVCDEKIGWRNDASHLLVFTTDAKTHIALDGRLAGIVLPNDGHC
KNPCYEIGEKCLPMFGYKHVLTLTDEVMRFNEEVKKQSVSRNRDAPEGGFDAIIQATVCDEKIGWRNDASHLLVFTTDAKTHIALDGRLAGIVQPNDAQC
KNPCYEFNTECMPTFGYKHVLTLTEEVLRFNEEVQKQKVSRNRDSPEGGFDAVLQAAVCDEKIGWRNESSHLLVFTTDARTHIALDGRLAGIVQPNDGKC
295
299
295
299
298
291
297
Cerdo
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Rat&oacute;n
Pollo
Xenopus
HVGSDNHYSASTTMDYPSLGLITEKLSQKNINLIFAVTEGVVSLYQNYSELIPGTTVGVLSSNSSNVLQLIVDAYGKIRSKVELEVRDLPEELSLSFNAT
HVGSDNHYSASTTMDYPSLGLMTEKLSQKNINLIFAVTENVVNLYQNYSELIPGTTVGVLSMDSSNVLQLIVDAYGKIRSKVELEVRDLPEELSLSFNAT
HIGSDNHYSASTTMDYPSLGLMTEKLSQKNINLIFAVTENVVNLYQNYSELIPGTTVGILSTDSSNVLQLIVDAYGKIRSKVELEVRDLPEELSLSFNAT
HIGGDNHYSASTTMDYPSLGLMTEKLSQKNINLIFAVTENVFNLYQNYSELIPGTTVGVLSTNSSNILQLIVDAYGKIRSKVELEVRDLPEELSLSFNAT
HIGTDNHYSASTTMDYPSLGLMTEKLSQKNINLIFAVTENVVSLYQNYSELIPGTTVGVLSDDSSNVLQLIVDAYGKIRSKVELEVRDLPGELSLSFNAT
HIDKDNFYSASTTLDYPSLGLMTEKLSQKNINLIFAVTDTVVGLYQNYSELIPGTTVGTLSRDSSNVLQLIVDAYGKIRSKVELEVRDLPEELSLSFNAT
HLDLNNDYAASTTLDYPSIGLMTEKLSDKNINLVFAVTNEVLSLYTKYSELIPGTTVGVLSQDSGNVIQLIENSYEKIRSKVELEVRDLPEELSLSFSAS
395
399
395
399
398
391
397
Cerdo
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Perro
Conejo
Rat&oacute;n
Pollo
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1
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4 5 6
7 8
CLNNEVIPGLKSCVGLKIGDTVSFSIEAKVRGCPREKEKSFTIKPVGFKDSLTVQVTFNCDCDCQAQAEPDSPRCNNGNGTFECGVCHCGPGWLGFQCEC
CLNNEVIPGLKSCMGLKIGDTVSFSIEAKVRGCPQEKEKSFTIKPVGFKDSLIVQVTFDCDCACQAQAEPNSHRCNNGNGTFECGVCRCGPGWLGSQCEC
CLNNEVIPGLKSCVGLKIGDTVSFSIEAKVRGCPQEKEKSFTIKPVGFKDSLTIQVTFDCDCACQAQAEPSSHRCNNGNGTFECGVCLCGPGWLGSQCEC
CLNNEVIPGLKSCVGLKIGDTVSFSIEAKVRGCPQEKEKSFTIKPVGFKDSLTVQVTFDCDCACQAHAEPHSHRCNNGNGTFECGVCRCGPGWLGSQCEC
CLNNEVIPGLKSCVGLKIGDTVSFSIEAKVRGCPQEKEQSFTIKPVGFKDSLTVQVTFDCDCACQAFAQPSSPRCNNGNGTFECGVCRCDQGWLGSMCEC
CLNDEVITGLKSCMGLKIGDTVSFSIEAKVRGCPQERQKSFTIKPVGFKDSLTVVVNFDCNCSCESQAEANSSFCSKGNGSLECGVCRCNPGRLGSHCEC
CQNDELTPGLKSCTGLKIGDTVSFSIEAKVRECPSVRQKTFTIKPVGFKDSLTVTVHFQCNCACQENDQPNSTLCNHGNGTLSCGICQCNPGWLGPYCEC
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1
SEKDYRPSQQDECSPQQGQPICSQRGECLCGQCVCHSSDFGKITGKYCECDDFSCVHYKGEMCSGHGQCSCGDCLCDSDWTGFYCNCTTRTDTCLSSNGL
SEEDYRPSQQDECSPREGQPVCSQRGECLCGQCVCHSSDFGKITGKYCECDDFSCVRYKGEMCSGHGQCSCGDCLCDSDWTGYYCNCTTRTDTCMSSNGL
SEEDYHPSQQDECSPREGQPACSQRGECLCGQCVCHSSDFGKITGKYCECDDFSCVRYKGEMCSGHGQCSCGDCLCDSDWTGYYCNCTTRTDTCMSSNGL
SEEDYSPSQQDQCSPKEGQPICSQRGECLCGQCVCHSSDFGKITGKYCECDDFSCVRYKGEMCSGHGQCSCGDCLCDSDWTGYYCNCTTRTDTCMSSNGL
SEEDYRPSQQEECSPKEGQPICSQRGECLCGQCVCHSSDFGKITGKYCECDDFSCVRYKGEMCSGHGQCNCGDCVCDSDWTGYYCNCTTRTDTCMSTNGL
SEEEYNPSEQDNCSPQPGQPLCSQRGECICGQCVCHGSDFGKVTGKYCECDDFSCVRFKGQMCSGHGQCSCGDCLCDSDWTGDYCNCTTRTDTCMSSNGL
SEEEYNPSQQDRCSSKEGAPVCSRRGECVCGQCVCRASDLGKVWGKYCECDDFSCLRYKGEMCSGHGQCNCGDCICESDWTGDYCNCTTRTDTCMSSSGL
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LCSGRGNCECGSCVCIQPGSYGDTCEKCPTCPDACTFKKGCVECKKFNRGSLYEANTCNRYCRDEIESVKELQDSGKNAVNCTYKNEDDCVVRFQYYEDS
LCSGRGKCECGSCVCIQPGSYGDTCEKCPTCPDACTFKKECVECKKFDRGALHDENTCNRYCRDEIESVKELKDTGKDAVNCTYKNEDDCVVRFQYYEDS
LCGGRGKCECGSCVCIQPGSYGDTCEKCPTCPDACTFKKECVECKKFDRGTLHDDNTCNRYCRDEIESVKELKDTGKDAVNCTYKNEDDCVVRFQYYEDS
LCSGRGKCECGSCVCIQPGSYGDTCEKCPTCPDACTFKKECVECKKFERGVLHEENTCSRYCRDEMESVKELRDTGKDAVNCTYKNEDDCVVRFQYYEDS
LCSGRGNCECGSCVCVQPGSYGDTCEKCPTCPDACSFKKECVECKKFNRGTLHEENTCSRYCRDDIEQVKELTDTGKNAVNCTYKNEDDCVVRFQYYEDT
VCSGHGICVCGKCDCIQPGSYGNTCEKCPTCSDACTIKKECVECKKYERGTLVEQQSCGRVCRDEIETVQELGDRGKDAVNCTYKDENDCVVRFQYYEDS
LCSGRGQCVCGKCECTQPGSYGDTCEKCPTCPDACTFKKGCVECKKFERGPWFEDSSCKQICRDEIESVTELVDNGKNAVNCTYKDENDCVIRFQYHEDA
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DOMINIO TRANSMEMBRANARIO
DOMINIO CITOPLASM&Aacute;TICO
SGKSILYVVEEPECPKGPDILVVLLSVMGAILLIGLATLLIWKLLITIHDRKEFAKFEEERARAKWDTANNPLYKEATSTFTNITYRG-T
SGKSILYVVEEPECPKGPDILVVLLSVMGAILLIGLAALLIWKLLITIHDRKEFAKFEEERARAKWDTANNPLYKEATSTFTNITYRG-T
SGKSILYVVEEPECPKGPDILVVLLSVMGAILLIGLATLLIWKLLITIHDRKEFAKFEEERARAKWDTANNPLYKEATSTFTNITYRG-T
SGKSILYVVEEPECPKGPDILVVLLSVMGAILLIGFALLLIWKLLITIHDRKEFAKFEEERARAKWDTANNPLYKEATSTFTNITYRG-T
SGRAVLYVVEEPECPKGPDILVVLLSVMGAILLIGLATLLIWKLLITIHDRKEFAKFEEERARAKWDTANNPLYKEATSTFTNITYRG-T
SGKSILYVIEEPECPKGPDILVVLLSVMGAILLIGLAALLIWKLLITIHDRREFARFEEEKARAKWDTGNNPLYKEATSTFTNITYRG-NM
SGKSVLYVINEAECPHGPDILVVLMSVMGAILLIGLVALLIWKLLITIHDRREFAKFEEERAKAKWDTAHNPLYKGATSTFTNITYRGNTE
784
788
784
788
787
781
788
Figura 37: Comparaci&oacute;n de la secuencia aminoac&iacute;dica CD61 porcina con otras secuencias CD61.
Sitios potenciales de N-glucosilaci&oacute;n: negro; restos de ciste&iacute;na: gris oscuro; sitios potenciales de
fosforilaci&oacute;n: rojo. Dentro del dominio rico en ciste&iacute;na se&ntilde;alado en gris claro, est&aacute;n numerados los
restos de amino&aacute;cidos dentro de las cuatro secuencias repetidas en t&aacute;ndem.
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2.6. Localizaci&oacute;n cromos&oacute;mica del gen porcino CD61
Para la localizaci&oacute;n cromos&oacute;mica se utiliz&oacute; un panel de c&eacute;lulas h&iacute;bridas
som&aacute;ticas cerdo-roedor desarrollado por Yerle et al. (1996). Los resultados se
obtuvieron por la segregaci&oacute;n concordante entre los resultados de PCR obtenidos
usando cebadores espec&iacute;ficos y los fragmentos de cromosomas que contienen las
c&eacute;lulas h&iacute;bridas, tal y como se detalla en Materiales y M&eacute;todos. Se detect&oacute; una banda
espec&iacute;fica de 733 pares de bases en 9 h&iacute;bridos (h&iacute;bridos 16, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26 y
27) de entre los 27 h&iacute;bridos que constituyen el panel (Figura 39). Estos resultados
permitieron localizar al gen CD61 en la regi&oacute;n p11-2/3p13 del cromosoma porcino 12
(SSC12) con una probabilidad de 0.89 y un grado de error inferior al 0.1%.
C&eacute;lulas H&iacute;bridas
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
1.5
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++
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Figura 39: Diagrama representativo del cromosoma 12 porcino. Las barras verticales se&ntilde;alan los
fragmentos cromos&oacute;micos contenidos en cada l&iacute;nea celular de h&iacute;bridos som&aacute;ticos. La letra se refiere a
la regi&oacute;n citogen&eacute;tica del cromosoma -A: 1/3p13-15, B: p11-2/3p13 y C: q11-q15-.
2.7. An&aacute;lisis de la expresi&oacute;n de CD61 de cerdo a nivel de ARNm
La distribuci&oacute;n tisular de CD61 de cerdo mediante la estimaci&oacute;n de la expresi&oacute;n
a nivel de ARNm se realiz&oacute; empleando la t&eacute;cnica RT-PCR sobre ARN total aislado a
partir de distintos tejidos. Los tejidos empleados fueron bazo, timo, m&eacute;dula &oacute;sea,
macr&oacute;fagos alveolares, plaquetas, PBL ri&ntilde;&oacute;n e h&iacute;gado y la RT-PCR fue llevada a cabo
utilizando los cebadores espec&iacute;ficos del gen: F797 y R2361 (Tabla 10), que generan un
producto de amplificaci&oacute;n de 1.590 pb.
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5′-GAGAAGATTGGCTGGAGGAACGATGC-3′
F797
5′-CTAAGTGCCCCGGTAGGTGATGTTGG-3′
R2361
Tabla 10: Pareja de cebadores espec&iacute;ficos de CD61 de cerdo
utilizados para el estudio de su distribuci&oacute;n tisular mediante RTPCR.
Los resultados obtenidos fueron confirmados mediante Southern blotting
empleando como sonda hom&oacute;loga el mismo producto de amplificaci&oacute;n marcado con
digoxigenina, que pusieron de manifiesto que el ARNm que codifica para CD61 de
cerdo presenta el nivel m&aacute;s alto de expresi&oacute;n en plaquetas, aunque se expresa, en
menor medida, en el resto de tejidos y c&eacute;lulas linfoides, estando ausente su expresi&oacute;n
en los tejidos no linfoides estudiados (ri&ntilde;&oacute;n e h&iacute;gado) (Figura 40)
1590 pb
a
b
c
d
e
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h
18S
Figura 40:Estudio de expresi&oacute;n mediante RT-PCR sobre diferentes tejidos y c&eacute;lulas porcinos con los
cebadores F797 y R2361: (a) timo; (b) macr&oacute;fagos alveolares; (c) h&iacute;gado; (d) bazo; (e) m&eacute;dula &oacute;sea; (f)
plaquetas; (g) ri&ntilde;&oacute;n y (h) leucocitos en sangre perif&eacute;rica.
2.8. An&aacute;lisis de la expresi&oacute;n de la prote&iacute;na CD61 en tejidos porcinos
La distribuci&oacute;n tisular de la prote&iacute;na CD61 de cerdo fue determinada mediante
anticuerpos monoclonales espec&iacute;ficos y el empleo de t&eacute;cnicas inmunohistoqu&iacute;micas.
Los anticuerpos monoclonales anti-CD61 utilizados en este trabajo fueron
producidos mediante inmunizaci&oacute;n de ratones BALB/c con una prote&iacute;na recombinante
obtenida a partir de la secuencia porcina hom&oacute;loga a la que en humano contiene los
sitios de uni&oacute;n al ligando (Hu D.D. et al., 1999).
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La prote&iacute;na recombinante utilizada como inmun&oacute;geno, CD61R, de 33kDa, fue
producida mediante el empleo del kit pET System, mediante la clonaci&oacute;n en el vector
de expresi&oacute;n procariota pET-28b de la secuencia nucleot&iacute;dica de 742 pb comprendida
entre las posiciones 101 y 843 (Tabla).
Con la construcci&oacute;n recombinante se llev&oacute; a cabo la transformaci&oacute;n de un
cultivo de bacterias E. coli BL21 (DE3) que fue inducido con IPTG. Como se observa
en la Figura 41 A el nivel de expresi&oacute;n de la prote&iacute;na CD61R se vio incrementado con
la inducci&oacute;n por IPTG del cultivo transformado.
Finalmente, la prote&iacute;na CD61R fue purificada mediante una columna Ni-NTA
empleando un tamp&oacute;n de eluci&oacute;n a pH 5.9 (Figura 41 B).
1
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M
CD61R
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Figuras 41 A y B: (A) Electroforesis en SDS-PAGE de extractos celulares del cultivo
inducido con IPTG (1) y sin inducir (2). M: marcador; (B) Electroforesis en SDSPAGE de la prote&iacute;na purificada CD61R. M: marcador de peso molecular.
Para la obtenci&oacute;n de los anticuerpos monoclonales, se llevaron a cabo 2
fusiones. De la fusi&oacute;n I fueron seleccionados 30 h&iacute;bridos por su reacci&oacute;n positiva en
ELISA frente al inmun&oacute;geno, mientras que de la fusi&oacute;n II se seleccionaron 17. De los
h&iacute;bridos seleccionados, s&oacute;lo 2 fueron estables en su crecimiento: AJ2G11 (fusi&oacute;n I) y
AJRC2 (fusi&oacute;n II). Ambos h&iacute;bridos
A
B
presentan un isotipo IgM y su
kDa
especificidad
fue
confirmada
mediante inmunoblotting frente a la
-45
prote&iacute;na recombinante CD61R en
condiciones no reductoras (Figura
-30
42).
Figura 42: Inmunoblotting
-14 de control de los los AcMo
AJ2G11 (A) y AJRC2 (B)
frente la prote&iacute;na CD61R.
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La caracterizaci&oacute;n molecular del ant&iacute;geno reconocido por los anticuerpos
monoclonales AJ2G11 y AJRC2 fue llevado a cabo mediante inmunoprecipitaci&oacute;n a
partir de lisados de plaquetas marcadas con biotina.
El resultado correspondiente a AJ2G11 se muestra en la Figura 43, en la que se
observa que en condiciones reductoras, el anticuerpo monoclonal identifica dos bandas
de 110 y 100 kDa, aproximadamente, correspondientes al tama&ntilde;o de las cadenas α y β
del receptor CD41/CD61 en estas condiciones (P&eacute;rez de la Lastra et al., 1997). La
inmunoprecipitaci&oacute;n realizada con el anticuerpo monoclonal AJRC2 sobre lisados de
plaquetas porcinas bajo las mismas condiciones no inmunoprecipit&oacute; prote&iacute;na alguna.
11697-
1
2
110 kDa
100 kDa
66-
45-
Figura 43: Inmunoprecipitaci&oacute;n con el
anticuerpo monoclonal AJ2G11 a partir de
un lisado de plaquetas en condiciones
reductoras. 1: control negativo; 2: AJ2G11.
30kDa
La distribuci&oacute;n tisular y celular del receptor CD61 se analiz&oacute; mediante t&eacute;cnicas
inmunohistoqu&iacute;micas en &oacute;rganos linfoides y no linfoides.
Para la fijaci&oacute;n de las muestras de tejido se utilizaron dos fijadores:
formaldeh&iacute;do tamponado al 10% y l&iacute;quido de Bouin. El fijador id&oacute;neo para la detecci&oacute;n
de los grupos antig&eacute;nicos reconocidos por ambos anticuerpos monoclonales antiCD61R, AJ2G11 y AJRC2, fue el l&iacute;quido de Bouin, al presentar el otro fijador una
inmunorreacci&oacute;n m&aacute;s d&eacute;bil y menos homog&eacute;nea.
Para establecer la diluci&oacute;n &oacute;ptima de los anticuerpos monoclonales AJ2G11 y
AJRC2 en este ensayo, se parti&oacute; del sobrenadante puro en ambos monoclonales; sin
embargo, los resultados manifestaron que el anticuerpo monoclonal obtenido de la
fusi&oacute;n I (AJ2G11) no necesitaba ning&uacute;n ajuste de diluci&oacute;n, mientras que el de la fusi&oacute;n
II (AJRC2) precis&oacute; una diluci&oacute;n 1:10.
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Las muestras tisulares se obtuvieron de tres cerdos: dos sin lesiones a nivel
histol&oacute;gico y uno con lesiones caracter&iacute;sticas de la enfermedad de Glasser, infecci&oacute;n
por Haemophilus parasuis que cursa con septicemia, meningitis, artritis, poliserositis y
lesiones locales debidas a la formaci&oacute;n de co&aacute;gulos en los vasos sangu&iacute;neos (Smith et
al., 1990).
Bajo estas condiciones (l&iacute;quido de Bouin y sobrenadante puro o dilu&iacute;do 1:10) se
realiz&oacute; la t&eacute;cnica sobre los siguientes tipos de tejidos porcinos: ganglio linf&aacute;tico, bazo,
m&eacute;dula &oacute;sea, timo, ri&ntilde;&oacute;n, pulm&oacute;n e h&iacute;gado.
Los resultados obtenidos con ambos anticuerpos monoclonales fueron id&eacute;nticos.
Sin embargo, a pesar de la calidad de las inmunorreacciones con ambos anticuerpos
monoclonales, se observ&oacute; que la obtenida con AJ2G11 presentaba m&aacute;s nitidez y
contraste entre zonas positivas espec&iacute;ficas y zonas positivas inespec&iacute;ficas.
Presentamos, pues, los mejores resultados obtenidos con ambos anticuerpos
monoclonales, AJ2G11 y AJRC2, en cada uno de los tejidos testados.
Bazo. Ambos anticuerpos monoclonales reaccionaron con el m&uacute;sculo liso
vascular y trabecular, as&iacute; como con el endotelio vascular y con macr&oacute;fagos (Figura
44). Adem&aacute;s se observ&oacute; inmunorreacci&oacute;n de tipo puntiforme en la pulpa roja. Las
estructuras inmunopositivas se identificaron como plaquetas mediante el uso de un
anticuerpo frente al ant&iacute;geno relacionado con el factor VIII (Figura 45). Con
frecuencia, las plaquetas positivas se observaron formando un anillo perif&eacute;rico en
megacariocitos no reactivos (Figuras 46 y 47). No se observ&oacute; inmunorreacci&oacute;n en los
linfocitos espl&eacute;nicos.
M&eacute;dula &oacute;sea. Se observ&oacute; inmunorreacci&oacute;n principalmente en el citoplasma de
c&eacute;lulas de la serie mieloide y de megacariocitos. Al igual que en el resto de tejidos, el
anticuerpo monoclonal reaccion&oacute; intensamente con el m&uacute;sculo liso y los endotelios
vasculares (Figuras 48).
Ganglio linf&aacute;tico. Se observ&oacute; inmunorreacci&oacute;n en el m&uacute;sculo liso y el endotelio
de los vasos sangu&iacute;neos, as&iacute; como tambi&eacute;n en los monocitos presentes en los senos
ganglionares. Las c&eacute;lulas linfoides fueron negativas (Figura 49 y 50).
Timo. Se observ&oacute; inmunorreactividad en alguna de las c&eacute;lulas epiteliales de los
corp&uacute;sculos de Hassall (Figura 51), mientras que el tejido linfoide es negativo.
Ri&ntilde;&oacute;n. Se observ&oacute; inmunorreactividad en la musculatura lisa de los vasos
sangu&iacute;neos y sus c&eacute;lulas endoteliales (Figura 52), as&iacute; como en el epitelio de los t&uacute;bulos
contorneados distales (Figura 53). Algunos leucocitos polimorfonucleares reactivos se
observaron en los capilares glomerulares (Figura 54).
Pulm&oacute;n. Como en el resto de tejidos, la inmunorreactividad se localiz&oacute; en la
musculatura lisa, tanto vascular como bronquial (Figura 55) y en las c&eacute;lulas
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endoteliales. Tambi&eacute;n se observ&oacute; reacci&oacute;n en algunas c&eacute;lulas localizadas en el interior
de los capilares sangu&iacute;neos. Estas c&eacute;lulas presentaron tanto una morfolog&iacute;a redondeada,
por lo que fueron identificados como monocitos circulantes, como una morfolog&iacute;a
fusiforme y adosados al endotelio vascular, por lo que fueron identificados como
macr&oacute;fagos intravasculares pulmonares (Figura 56).
H&iacute;gado. La incubaci&oacute;n de cortes de h&iacute;gado con los anticuerpos monoclonales
revelaron inmunorreactividad en m&uacute;sculo liso vascular y en las c&eacute;lulas endoteliales, as&iacute;
como en c&eacute;lulas aisladas localizadas en los sinusoides hep&aacute;ticos (Figura 57) y que
corresponden a monocitos y a c&eacute;lulas de von Kupffer.
a
c
c
c
b
Figura 44: Bazo de cerdo. Se observa inmunorreactividad en las fibras
musculares lisas de las trab&eacute;culas (a) y los vasos sangu&iacute;neos (b), as&iacute; como en
los macr&oacute;fagos espl&eacute;nicos (c). AJ2G11. T&eacute;cnica inmunohistoqu&iacute;mica del
ABC, contratinci&oacute;n nuclear con hematoxilina (40x).
a
b
Figura 45: Bazo de cerdo. En esta imagen, se observan dos tipos de estructuras
con el anticuerpo anti-ant&iacute;geno relacionado con el factor VIII: un
megacariocito (a) y grupos dispersos de morfolog&iacute;a granular que corresponden
a plaquetas (b). T&eacute;cnica inmunohistoqu&iacute;mica del ABC, contratinci&oacute;n nuclear
con hematoxilina (40x).
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Figura 46: Bazo de cerdo. En la pulpa roja se observa un megacariocito que
presenta una banda perif&eacute;rica positiva mientras que el resto de citoplasma es
negativo. AJ2G11. T&eacute;cnica inmunohistoqu&iacute;mica del ABC, contratinci&oacute;n
nuclear con hematoxilina (40x).
c
a
b
Figura 47: Bazo de cerdo. Se observa intensa positividad en las fibras
musculares lisas de las trab&eacute;culas (a), en macr&oacute;fagos aislados (b) y en uno de
los dos megacariocitos en forma de halo perif&eacute;rico (c). AJRC2. T&eacute;cnica
inmunohistoqu&iacute;mica del ABC, contratinci&oacute;n nuclear con hematoxilina (40x).
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Figura 48: M&eacute;dula &oacute;sea de cerdo. Se observa una intensa reacci&oacute;n en c&eacute;lulas
redondas de n&uacute;cleo &uacute;nico (a) o lobulado (b) as&iacute; como en el citoplasma de un
megacariocito (c) de forma m&aacute;s ligera. AJ2G11 .T&eacute;cnica inmunohistoqu&iacute;mica
del ABC, contratinci&oacute;n nuclear con hematoxilina (40x).
a
b
Figura 49: Ganglio linf&aacute;tico de cerdo. Se observan c&eacute;lulas positivas aisladas
en la m&eacute;dula ganglionar de citoplasma grande (a) que corresponde a
monocitos. Los linfocitos son negativos (b). AJ2G11 T&eacute;cnica
inmunohistoqu&iacute;mica del ABC, contratinci&oacute;n nuclear con hematoxilina (20x).
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Figura 50: Ganglio de cerdo. A la derecha se observa inmunorreactividad en
las fibras musculares lisas de una vena (a), mientras que a la izquierda se
observan
monocitos
aislados
positivos
(b).
AJRC2.
T&eacute;cnica
inmunohistoqu&iacute;mica del ABC, contratinci&oacute;n nuclear con hematoxilina (40x).
a
b
Figura 51: Timo de cerdo. Algunas de las c&eacute;lulas epiteliales de los corp&uacute;sculos
de Hassall presentan positividad en el citoplasma (a) con ocasiones referencias
de membrana (b). AJ2G11. T&eacute;cnica inmunohistoqu&iacute;mica del ABC,
contratinci&oacute;n nuclear con hematoxilina (40x).
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Figura 52: Ri&ntilde;&oacute;n de cerdo. Se observa intensa positividad en la pared
muscular de una vena (a), en el endotelio de una v&eacute;nula (b) y en el epitelio de
algunos t&uacute;bulos renales (c). AJRC2. T&eacute;cnica inmunohistoqu&iacute;mica del ABC,
contratinci&oacute;n nuclear con hematoxilina (20x).
Figura 53: Ri&ntilde;&oacute;n de cerdo. Se observa la reacci&oacute;n del anticuerpo AJ2G11 con
las c&eacute;lulas epiteliales de algunos t&uacute;bulos renales. T&eacute;cnica inmunohistoqu&iacute;mica
del ABC, contratinci&oacute;n nuclear con hematoxilina (40x).
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Figura 54: Ri&ntilde;&oacute;n de cerdo. Se observan dos leucocitos polimorfonuclares en
el interior de un glom&eacute;rulo renal. AJRC2 . T&eacute;cnica inmunohistoqu&iacute;mica del
ABC, contratinci&oacute;n nuclear con hematoxilina (40x).
b
a
Figura 55: Pulm&oacute;n de cerdo. Se observa reacci&oacute;n en el m&uacute;sculo liso vascular
(a) y bronquial (b). AJRC2 .T&eacute;cnica inmunohistoqu&iacute;mica del ABC,
contratinci&oacute;n nuclear con hematoxilina (20x).
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Figura 56: Pulm&oacute;n de cerdo. Algunas c&eacute;lulas de los tabiques alveolares son
positivas: monocitos (a) y macr&oacute;fagos intravasculares pulmonares (b). Los
macr&oacute;fagos alveolares pulmonares (c) son negativos. AJ2G11. T&eacute;cnica
inmunohistoqu&iacute;mica del ABC, contratinci&oacute;n nuclear con hematoxilina (40x).
b
a
Figura 57: H&iacute;gado de cerdo. Se observan dos c&eacute;lulas positivas entre los
cordones de hepatocitos negativos, que corresponden a un monocito (a) y una
c&eacute;lula de von Kupffer (b) localizados en un sinusoide. AJ2G11 .T&eacute;cnica
inmunohistoqu&iacute;mica del ABC, contratinci&oacute;n nuclear con hematoxilina (40x).
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1. ESTRUCTURA DE LAS INTEGRINAS β1 Y β3 PORCINAS
La caracterizaci&oacute;n molecular de los receptores CD29 y CD61 en el cerdo ha
revelado que, al igual que en el resto de las especies en las que han sido estudiadas, las
β integrinas porcinas son glucoprote&iacute;nas transmembranarias del tipo I, constituidas por
un dominio extracelular mayoritario con aproximadamente 800 amino&aacute;cidos, una &uacute;nica
regi&oacute;n de anclaje a la membrana de la c&eacute;lula y un corto dominio citoplasm&aacute;tico de unos
50 amino&aacute;cidos o menos. Este esquema general de estructura se mantiene constante en
todas las subunidades β caracterizadas hasta el momento, independientemente de la
especie que se trate, con excepci&oacute;n de la subunidad β4 humana que posee un dominio
citoplasm&aacute;tico inusualmente largo, constituido por algo m&aacute;s de 1000 amino&aacute;cidos
(Hogervorst et al., 1990).
1.1. CD29
La secuencia completa de la mol&eacute;cula CD29 ha sido por primera vez obtenida
en la especie porcina, si bien algunas aproximaciones al conocimiento de su estructura
han sido llevadas a cabo anteriormente mediante el empleo de anticuerpos
monoclonales (Holzknecht y Platt, 1995; Richard et al., 1998). El resultado de estos
trabajos previos fue la obtenci&oacute;n de secuencias parciales de p&eacute;ptidos internos de la
mol&eacute;cula que han sido confirmados en su totalidad mediante comparaci&oacute;n con la
secuencia de amino&aacute;cidos deducida en el presente trabajo (Figura 58).
N N I Q T I F A X T
: :: : :: ::
P&eacute;ptido interno extracelular
:
N N I Q T I F A V T
CD29 Porcino
K W D T G E N P I Y
P&eacute;ptido interno citoplasm&aacute;tico
: : : : : :: :: :
K W D T G E N P I Y
CD29 Porcino
Figura 58: Homolog&iacute;a comparada de secuencias aminoac&iacute;dicas de CD29 porcina y
secuencias parciales de p&eacute;ptidos internos previamente caracterizadas por otros autores,
los residuos conservados est&aacute;n se&ntilde;alados (:).
La comparaci&oacute;n de la secuencia de CD29 de cerdo con sus mol&eacute;culas
hom&oacute;logas caracterizadas en otras especies ha puesto de manifiesto el alto grado de
conservaci&oacute;n de esta mol&eacute;cula a lo largo de la evoluci&oacute;n, observ&aacute;ndose una mayor
homolog&iacute;a con las secuencias de mam&iacute;feros (una media del 95% de similitud), en
contraste con la observada cuando se compara con las secuencias correspondientes a
especies evolutivamente m&aacute;s alejadas: pollo, Xenopus e Ictalurus (84,5, 79,6 y 73,3%
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respectivamente). El estudio de filogenia llevado a cabo mediante el c&aacute;lculo de
distancias gen&eacute;ticas, en base al an&aacute;lisis de homolog&iacute;a de la secuencia del gen CD29,
est&aacute; en concordancia con la divergencia evolutiva de las especies, al agruparse los
mam&iacute;feros comparados en un n&uacute;cleo com&uacute;n diferenciado del resto de especies menos
evolucionadas. Este resultado pondr&iacute;a de manifiesto que la variaci&oacute;n dentro de este gen
podr&iacute;a ser debida a presiones selectivas que tuvieron lugar en el momento de la
especiaci&oacute;n. De esta manera, si se asume la existencia de integrinas ancestrales en
periodos evolutivos muy tempranos (Hynes, 1999), las modificaciones posteriores en la
secuencia de los genes probablemente fueron consecuencia del progresivo desarrollo
fisiol&oacute;gico de las especies y por consiguiente de la necesidad de dar respuesta a una
mayor complejidad en los mecanismos de adhesi&oacute;n celular.
La similitud entre las distintas β1 integrinas no se manifiesta &uacute;nicamente a nivel
de secuencia de nucle&oacute;tidos o amino&aacute;cidos, sino que todas ellas comparten elementos
estructurales comunes. As&iacute;, los primeros 20 amino&aacute;cidos de la mol&eacute;cula CD29 porcina
son predominantemente hidrof&oacute;bicos y corresponden con probabilidad a la secuencia
del p&eacute;ptido se&ntilde;al con una identidad de 18 de los 20 amino&aacute;cidos que la conforman con
la secuencia humana en esta misma zona de la prote&iacute;na (Argraves et al., 1987). En el
extremo opuesto de la prote&iacute;na, en la regi&oacute;n carboxilo-terminal, un segmento de 23
amino&aacute;cidos hidrof&oacute;bicos constituye el dominio transmembranario de la mol&eacute;cula y
muestra un 100% de identidad con todas las especies comparadas, a excepci&oacute;n del
&uacute;nico representante de peces considerado. Similares niveles de homolog&iacute;a entre
especies muestra tambi&eacute;n el domino citoplasm&aacute;tico de todas las subunidades β1
integrinas, con el inter&eacute;s adicional de que todos presentan id&eacute;ntica longitud. La
conservaci&oacute;n de este dominio en todas las especies estudiadas probablemente est&eacute; en
relaci&oacute;n directa con su funci&oacute;n de interacci&oacute;n con prote&iacute;nas presentes en el
citoesqueleto de la c&eacute;lula como la actina, vinculina y tensina y otras implicadas en el
proceso de regulaci&oacute;n de la transducci&oacute;n de se&ntilde;ales (Dedhar y Hannigan, 1996;
LaFlamme et al., 1997).
La regi&oacute;n extracelular de la prote&iacute;na CD29 madura en la especie porcina
presenta dos caracter&iacute;sticas estructurales t&iacute;picas de las β integrinas. La primera, es su
elevado contenido en el amino&aacute;cido ciste&iacute;na, concretamente 56 residuos, cuya
importancia en el mantenimiento de la estructura o funci&oacute;n de estas mol&eacute;culas puede
ser deducida por el hecho de que se conservan en igual n&uacute;mero y posici&oacute;n, no s&oacute;lo en
todas las subunidades β1 comparadas en este estudio (Figura 14), sino tambi&eacute;n en las
β1, β2, β3, β5 y β6 humanas e incluso en las subunidades β que han sido descritas en una
especie tan alejada en la evoluci&oacute;n como Drosophila melanogaster (Calvete et al.,
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1991; Hynes, 1992). La mayor&iacute;a de los residuos de ciste&iacute;na, concretamente 31,
constituyen, en la proximidad de la regi&oacute;n citoplasm&aacute;tica, cuatro dominios hom&oacute;logos,
dispuestos en tandem e internamente unidos mediante puentes disulfuro. El primer
dominio repetido es incompleto, mientras que los siguientes tres contienen ocho
ciste&iacute;nas
cada
uno
y
la
siguiente
secuencia
consenso:
C1xxxxC2xxxxC3xC4xC5xC6xxxxC7xxC8.
La segunda caracter&iacute;stica de la regi&oacute;n extracelular es que contiene 12 puntos
potenciales de N-glucosilaci&oacute;n. Si se considera que el peso molecular estimado de la
secuencia de amino&aacute;cidos del polip&eacute;ptido CD29 maduro es de 88,277 kDa y que el
observado en geles SDS-PAGE es de 115 kDa, se podr&iacute;a concluir que todos los sitios
potenciales de glucosilaci&oacute;n en la mol&eacute;cula est&aacute;n ocupados. Si esto es as&iacute;, la subunidad
β1 ser&iacute;a la integrina con mayor nivel de glucosilaci&oacute;n presente en las membranas
celulares de las c&eacute;lulas endoteliales porcinas y ello explicar&iacute;a el hecho evidenciado en
el xenotrasplante de ser la mol&eacute;cula endotelial m&aacute;s eficientemente reconocida por los
anticuerpos anti-gal-α-(1,3)gal presentes en el suero humano.
El an&aacute;lisis de homolog&iacute;as entre las secuencias de amino&aacute;cidos llevado a cabo en
este trabajo ha permitido evidenciar que los 12 puntos de glucosilaci&oacute;n de la mol&eacute;cula
porcina est&aacute;n conservados en n&uacute;mero y posici&oacute;n en todas las dem&aacute;s especies de
mam&iacute;feros estudiadas. A pesar de ello, algunas especies presentan particularidades,
como es el caso de la rata, donde la diferencia existente entre el peso molecular
estimado y el observado permite suponer que no todos los sitios potenciales de
glucosilaci&oacute;n parecen estar ocupados (Malek-Hedayat y Rome, 1995), como ocurre en
las β1 integrinas humana y porcina.
Por otro lado, la comparaci&oacute;n de las distintas β1 integrinas ha puesto de
manifiesto que el n&uacute;mero de lugares de glucosilaci&oacute;n aumenta en la escala evolutiva
(Figura 14), si bien es de inter&eacute;s resaltar que los siete puntos de glucosilaci&oacute;n
presentes en la mol&eacute;cula de Ictalurus, la especie m&aacute;s antigua de las consideradas en
este trabajo, se mantienen conservados en igual n&uacute;mero y posici&oacute;n en todas las
especies, a pesar de la divergencia evolutiva posterior (Figura 59). De la misma
manera, los 8 puntos de glucosilaci&oacute;n presentes en Xenopus est&aacute;n incluidos en los 9 de
pollo y &eacute;stos en los 12 de mam&iacute;feros, no existiendo aparentemente un lugar de
glucosilaci&oacute;n en la mol&eacute;cula de una determinada especie que no se encuentre incluido
en los que aparecen en otra especie m&aacute;s evolucionada.
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Ictalurus punctatus
Xenopus laevis
Gallus gallus
Mam&iacute;feros
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N1—N2—N3—N4—N5—N6—N7—N8—N9—N10—N11—N12
N1—N2—N3—N4—N5—N6—N7—N8—N9—N10—N11—N12
N1—N2—N3—N4—N5—N6—N7—N8—N9—N10—N11—N12
N1—N2—N3—N4—N5—N6—N7—N8—N9—N10—N11—N12
Figura 59: Lugares potenciales de N-glucosilaci&oacute;n en las mol&eacute;culas CD29 de las especies analizadas. El
ordinal a&ntilde;adido al amino&aacute;cido asparragina corresponde al orden de distribuci&oacute;n en la secuencia
aminoac&iacute;dica de mam&iacute;feros.
1.2. CD61
La subunidad β3 de las integrinas es probablemente la mol&eacute;cula de adhesi&oacute;n
mejor estudiada en la especie humana por su implicaci&oacute;n en procesos fisiol&oacute;gicos tan
relevantes como el desarrollo embrionario, las met&aacute;stasis tumorales, la agregaci&oacute;n
plaquetaria, la proliferaci&oacute;n vascular y la cicatrizaci&oacute;n de heridas (Hynes, 1992). En los
animales, los estudios dirigidos a la caracterizaci&oacute;n y an&aacute;lisis de la funci&oacute;n de esta
integrina han sido hasta el momento reducidos, a pesar de que, en las especies de
inter&eacute;s econ&oacute;mico y aquellas otras que pudieran ser empleadas como modelo animal de
enfermedades humanas, un incremento en el nivel de conocimiento acerca de esta
importante mol&eacute;cula estar&iacute;a plenamente justificado.
En el presente trabajo, la caracterizaci&oacute;n molecular de la integrina CD61 de
cerdo ha sido llevada a cabo empleando una estrategia alternativa a la utilizada para la
caracterizaci&oacute;n de CD29 en la misma especie, gracias al empleo del anticuerpo
monoclonal JM2E5, espec&iacute;fico del complejo CD41/CD61 porcino (P&eacute;rez de la Lastra et
al., 1997) que permiti&oacute; la obtenci&oacute;n del extremo amino terminal de la mol&eacute;cula CD61
porcina.
De manera similar a lo observado en el caso de la subunidad β1, la comparaci&oacute;n
de la secuencia de amino&aacute;cidos de CD61 de cerdo con la correspondiente a las
mol&eacute;culas β3 de otros vertebrados, de nuevo pone de manifiesto el notable grado de
conservaci&oacute;n de las integrinas de la clase β en las distintas especies. As&iacute;, si bien se
observa que la secuencia porcina presenta mayor similitud con sus hom&oacute;logas en
mam&iacute;feros (91% de media), cuando es comparada con especies evolutivamente m&aacute;s
alejadas, como aves y anfibios, el nivel de identidad que se obtiene es tambi&eacute;n muy
elevado (79,5% y 72,8%, respectivamente).
La conservaci&oacute;n de esta prote&iacute;na se hace a&uacute;n m&aacute;s evidente cuando es
considerado el nivel estructural en el an&aacute;lisis comparativo, y pone de manifiesto la
existencia de similares dominios estructurales en las mol&eacute;culas β3 de todos los
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vertebrados. Puesto que, como en todas las mol&eacute;culas de inter&eacute;s biol&oacute;gico, la relaci&oacute;n
entre estructura y funci&oacute;n est&aacute;, en general, intr&iacute;nsicamente relacionada, la conservaci&oacute;n
de las subunidades β3 de las integrinas durante al menos los &uacute;ltimos 350 millones de
a&ntilde;os, a partir del momento en el que se produce la divergencia evolutiva de los
anfibios, probablemente ha tenido lugar como consecuencia de la existencia de una
fuerte presi&oacute;n selectiva sobre la estructura de estos receptores (DeSimone y Hynes,
1988; Davids et al., 1999).
Entre los dominios estructurales comunes observados en todas las β3 analizadas,
la secuencia del p&eacute;ptido se&ntilde;al en el cerdo est&aacute; constituida por 22 amino&aacute;cidos, de
manera similar a la observada en la especie canina, y con 4 amino&aacute;cidos menos que la
que determina el gen humano (Villa-Garc&iacute;a et al., 1994). Esta diferencia es
consecuencia de la repetici&oacute;n de seis pares de bases (CGGCCG) en la secuencia
humana. Como se observa en la Figura 60, a pesar de que este motivo nucleot&iacute;dico
est&aacute; presente en cerdo y conejo, en estas especie no se produce su repetici&oacute;n en t&aacute;ndem.
En la Figura 60 tambi&eacute;n queda reflejado que la menor longitud de la secuencia se&ntilde;al
de la mol&eacute;cula β3 porcina, en comparaci&oacute;n con la humana, es consistente con las
observaciones de McHugh y colaboradores en el rat&oacute;n (GeneBank Accesion AF026509,
1998), especie en la cual el p&eacute;ptido se&ntilde;al determinado por el gen CD61 es tambi&eacute;n m&aacute;s
corto que en humano.
Cerdo
M R A R P L W A A V L V V G A L A G V G V G
atgcgagcgcggccgctctgggccgctgtgctggtggtgggggcgctggcgggcgtcggcgtcgga
Humano
M R A R P R P R P L W A T V L A L G A L A G V G V G
atgcgagcgcggccgcggccccggccgctctgggcgactgtgctggcgctgggggcgctggcgggcgttggcgtagga
Rat&oacute;n
M R A Q W P G Q L W A A L L A G A L A G V V V V G
atgcgagcgcagtggccgggacaactctgggcggctctgctggcgctgggggcgctggcgggcgttgttgttgga
Perro
M R A R P L W A A V L V V G A L A G V G V G
atgcgggcgcggccgctctgggccgcggtgctgctgctgggggcgctggcgggcaccggcgtcgga
Figura 60: Comparaci&oacute;n de las secuencias de amino&aacute;cidos y nucle&oacute;tidos correspondientes a las
secuencias se&ntilde;ales de las integrinas β3 humana, de cerdo, perro y rat&oacute;n. En azul ha sido se&ntilde;alado el
motivo nucleot&iacute;dico repetido dos veces en la secuencia humana y una sola en cerdo y perro.
El segundo segmento hidrof&oacute;bico de la mol&eacute;cula CD61 porcina est&aacute; constituido
por 29 amino&aacute;cidos y representa el dominio transmembranario, particularmente
conservado en todas las especies analizadas. Concretamente, las secuencias porcina,
canina y murina son id&eacute;nticas y su nivel de homolog&iacute;a con el resto es elevado, con un
n&uacute;mero de sustituciones en este fragmento muy reducido como se observa en la Figura
61.
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714ILVVLLSVMGAILLIGLATLLIWKLLITI 743
718ILVVLLSVMGAILLIGLAALLIWKLLITI 747
714ILVVLLSVMGAILLIGLATLLIWKLLITI 743
718ILVVLLSVMGAILLIGFALLLIWKLLITI 747
717ILVVLLSVMGAILLIGLATLLIWKLLITI 746
710ILVVLLSVMGAILLIGLAALLIWKLLITI 739
716ILVVLMSVMGAILLIGLVALLIWKLLITI 745
Figura 61: An&aacute;lisis comparativo de los
dominios transmembranarios con las
distintas β3 consideradas. Est&aacute;n
resaltados los residuos discordantes.
La conservaci&oacute;n de los dominios transmembranarios en especies pertenecientes
a clases distintas de vertebrados sugiere que, adem&aacute;s de la hidrofobicidad, otras fuerzas
selectivas, entre las que se pueden incluir la interacciones de la subunidad β con la
subunidad α o con otras prote&iacute;nas (DeSimone y Hynes, 1988), han debido actuar sobre
dicha regi&oacute;n de CD61, determinando de esta manera la permanencia de su importancia
funcional a lo largo del tiempo.
El dominio citoplasm&aacute;tico es id&eacute;ntico en todas las especies comparadas, a
excepci&oacute;n de las dos especies m&aacute;s distantes evolutivamente, los representantes de aves
y anfibios. Por homolog&iacute;a con la secuencia humana, en la regi&oacute;n citoplasm&aacute;tica de la
mol&eacute;cula porcina se localizan dos sitios potenciales de fosforilaci&oacute;n, el residuo 747 y el
753, correspondiendo a una tirosina y una treonina, respectivamente. La conservaci&oacute;n
de estos residuos entre las distintas β3 y otras subunidades β integrinas, como la β1,
permite sugerir que la fosforilaci&oacute;n de estas mol&eacute;culas podr&iacute;a estar relacionada con un
mecanismo com&uacute;n de modulaci&oacute;n de la avidez de las integrinas por sus ligandos y en
las interacciones de estos receptores de membrana con el citoesqueleto celular. En
efecto, algunas evidencias experimentales sugieren que la fosforilaci&oacute;n de la subunidad
β3 en la treonina753, da lugar a una modificaci&oacute;n de la carga i&oacute;nica de la mol&eacute;cula, y
est&aacute; implicada en los cambios de conformaci&oacute;n de los lugares espec&iacute;ficos de uni&oacute;n al
ligando del heterod&iacute;mero αIIbβ3 (Lerea et al., 1999). Por otro lado, el papel de la
fosforilaci&oacute;n de la tirosina747 en el aumento de avidez por el ligando permanece en
controversia debido a contradictorios estudios mutacionales, si bien dicha fosforilaci&oacute;n
es requerida en las interacciones con el citoesqueleto (Calvete, 1999).
La secuencia de amino&aacute;cidos correspondiente a la prote&iacute;na CD61 madura, esto
es, la que resulta despu&eacute;s de eliminar el p&eacute;ptido se&ntilde;al, presenta en el cerdo una longitud
de 784 amino&aacute;cidos, el 90% de los cuales constituyen la regi&oacute;n extracelular de la
mol&eacute;cula. En la mol&eacute;cula humana, una de las caracter&iacute;sticas m&aacute;s representativas de este
dominio es la presencia de dos largos puentes disulfuro que unen el extremo amino
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terminal con la secci&oacute;n media de la prote&iacute;na y esta a su vez con el extremo carboxilo.
Estos dos grandes puentes intramoleculares est&aacute;n implicados en el mantenimiento de la
estructura proteica de esta integrina y las ciste&iacute;nas involucradas en dichas uniones
corresponden a las posiciones C1(5)-C16(435) y C14(406)-C54(655), respectivamente
(Calvete et al., 1991). En la mol&eacute;cula porcina, las 56 ciste&iacute;nas que contiene el dominio
extracelular se conservan en id&eacute;ntico n&uacute;mero y posici&oacute;n que en la secuencia humana
por lo que cabe esperar que ambos puentes disulfuro tambi&eacute;n colaboren en el
mantenimiento de la estructura prote&iacute;ca en esta integrina en el cerdo. Como se ha visto
antes, similar patr&oacute;n de distribuci&oacute;n de las ciste&iacute;nas extracelulares puede ser observado
en la secuencia de la mol&eacute;cula porcina CD29 permitiendo suponer una conformaci&oacute;n
estructural similar en todas las integrinas de la clase β en la especie porcina.
La presencia en el dominio extracelular de la integrina β3 porcina de una zona
rica en ciste&iacute;nas constituida por cuatro repeticiones en t&aacute;ndem de unos 40 amino&aacute;cidos
en la proximidad de la regi&oacute;n transmembranaria, confirmar&iacute;a la anterior suposici&oacute;n. En
la Figura 62 se puede observar la semejanza estructural del dominio rico en ciste&iacute;nas
en las dos β integrinas caracterizadas en este trabajo, un dominio implicado en el
mantenimiento estructural de la mol&eacute;cula y que recientemente ha sido descrito como
zona de resistencia a la proteolisis en el dominio extracelular de la β3 (Plow y Byzova,
1999. En base a la conservaci&oacute;n de su estructura, cabe suponer la misma funci&oacute;n de
esta regi&oacute;n en el resto de las β integrinas.
AAAAAAAA1AAAAAAAAAA2AAAAAAAA4AA5A6AAAAAAAAAAAAAA7AA8
β1 466 CQSEGIPSSPKCHDGNGTFECGACRCNEGR-VG-----RHCE-CSTDEVNSEDMDAY
β3 459 CQAQAEPDSPRCNNGNGTFECGVCHCGPGW-LG-----FQCE-CSEKDYRPSQQDEAAAAAAAA1AAAAAAAAAA2AAAAAA3A4AA5A6AAAAAAAAAAAAAA7AA8
β1 516 CRKENS--SEICTN-NGECVCGQCVCRKRDNTNEIYSGKFCE-CDNFN--------β3 508 CSPQQG--QPICSQ-RGECLCGQCVCHSSDFGK-IT-GKYCE-CDDFS--------AAAAAAAA1AAAAAAAAAA2AAAAAA3A4AA5A6AAAAAAAAAAAAAA7AA8
β1 560 CDRSNG---LICG-GNGVCKCRVCECNPN-YTG-----SACD-CSLDTTS------β3 550 CVHYKG---EMCS-GHGQCSCGDCLCDSD-WTG-----FYCN-CTTRTDT------AAAAAAAA1AAAAAAAAAA2AAAAAA3A4AA5A6AAAAAAAAAAAAAA7AA8
β1 599 CMAVNG---QIC-NGRGVCECGVCKCTDPKFQ-----GPTCEMCQT----------β3 589 CLSSNG---LLC-SGRGNCECGSCVCIQPGSY-----GDTCEKCPT-----------
515
507
559
549
598
588
635
625
Figura 62: Representaci&oacute;n de la conservaci&oacute;n del dominio rico en ciste&iacute;na en las subunidades
β integrinas caracterizadas en el presente estudio. Se encuentran resaltados y numerados los distintos
restos de ciste&iacute;nas que lo constituyen.
Finalmente, es necesario hacer menci&oacute;n al hecho de que la prote&iacute;na CD61
porcina es una mol&eacute;cula menos glucosilada que CD29, al presentar &uacute;nicamente ocho
sitios potenciales de glucosilaci&oacute;n, frente a los doce que hemos visto que presenta la
subunidad β1. A pesar de que ambas integrinas est&aacute;n presentes en el endotelio vascular
porcino, la notable diferencia en el n&uacute;mero de mol&eacute;culas de glucosilaci&oacute;n entre ambas
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explicar&iacute;a razonablemente la menor implicaci&oacute;n de la subunidad β3 integrina en el
rechazo hiperagudo al xenotransplante mediado por la acci&oacute;n de los anticuerpos
naturales humanos. Por otro lado, como se pone de manifiesto en resultados, la
distribuci&oacute;n de estos sitios en las especies comparadas es m&aacute;s heterog&eacute;nea que en el
caso de CD29, y no se observa un aumento de lugares de glucosilaci&oacute;n a medida que
las especies alcanzan mayor grado de evoluci&oacute;n.
En la especie humana la prote&iacute;na CD61 es la integrina m&aacute;s polim&oacute;rfica, con al
menos 7 alelos caracterizados a nivel molecular, siendo este polimorfismo causado por
mutaciones que provocan sustituciones en las posiciones aminoac&iacute;dicas 33, 40, 143,
407, 489 y 636 (Newman y Valentin, 1995). La secuencia de amino&aacute;cidos deducida de
la β3 porcina se corresponde con la forma al&eacute;lica m&aacute;s frecuente en humano para cinco
de los seis lugares de mutaci&oacute;n: Leu33Leu40Arg143Pro407Arg636, siendo la glutamina el
amino&aacute;cido que ocupa la posici&oacute;n 489 en el cerdo, mientras dicha posici&oacute;n es ocupada
con mayor frecuencia por la arginina en la raza cauc&aacute;sica (Newman y Valentin, 1995).
El polimorfismo de integrina β3 est&aacute; &iacute;ntimamente ligado a la funci&oacute;n de las
plaquetas en la hemostasis (Nurden, 1995), presentando adem&aacute;s un significativo
car&aacute;cter inmunog&eacute;nico al desencadenar un n&uacute;mero cl&iacute;nicamente importante de
determinantes aloantig&eacute;nicos que son responsables de la respuesta inmune que tiene
lugar en algunos des&oacute;rdenes inmunopatol&oacute;gicos como la trombocitopenia aloinmune
neonatal (NATP)y el s&iacute;ndrome p&uacute;rpura postransfusional (PTP) (Newman et al., 1989).
El polimorfismo de CD61 m&aacute;s frecuente implicado en estos des&oacute;rdenes es el
sistema PlA1/PlA2 (o HPA-1a/HPA-1b), que es causado por una transici&oacute;n leucina (alelo
HPA 1a)→prolina (alelo HPA 1b) en la posici&oacute;n 33 de la secuencia de amino&aacute;cidos
humana (Llanes D. et al., 2001). La mol&eacute;cula porcina caracterizada en este trabajo
corresponde por tanto al alelo HPA-1&ordf; (PlA1), al presentar en la posici&oacute;n 33 el mismo
amino&aacute;cido caracterizado en humano para este polimorfismo.
El sistema dial&eacute;lico HPA-4 (Pen) corresponde al polimorfismo definido por la
sustituci&oacute;n arginina (HPA-4a, Pena)→glutamina (HPA-4b, Penb) en la posici&oacute;n 143 y
es la causa m&aacute;s frecuente para los s&iacute;ndromes NATP y PTP en algunas poblaciones
asi&aacute;ticas (Wang et al., 1992). Algunos autores han considerado que este cambio en el
amino&aacute;cido 143 podr&iacute;a afectar a la funci&oacute;n de la mol&eacute;cula al localizarse en el dominio
de uni&oacute;n al ligando RGD (Newman et al., 1995); sin embargo, se ha observado que la
presencia de histidina, como en el caso de la β3 canina no manifiesta cambios
sustanciales en la agregaci&oacute;n plaquetaria (Lipscomb et al., 1999). La arginina es el
amino&aacute;cido en la posici&oacute;n 143 en la CD61 porcina, por lo tanto, corresponder&iacute;a al alelo
HPA-4a.
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Los sistemas aloantig&eacute;nicos HPA-6, HPA-7 y HPA-8 son raros. El ant&iacute;geno
plaquetario HPA-6 (Ca) corresponde con el polimorfismo descrito en la posici&oacute;n 489:
arginina (HPA-6a, Caa)→glutamina (HPA-6b, Cab) y ha sido asociado al s&iacute;ndrome
NATP humano (Wang et al., 1993). La mol&eacute;cula porcina se corresponde con el alelo
HPA-6b que es el que con mayor frecuencia se encuentra en el hombre.
El sistema aloantig&eacute;nico plaquetario HPA-7 (Mo) involucra a la mutaci&oacute;n en en
el lugar 407 de la secuencia humana definido por el cambio prolina (HPA-7a, Moa)
→alanina (HPA-7b, Cab) (Nurden, 1995) mientras que el sistema HPA-8 (Sr) se
corresponde con la sustituci&oacute;n arginina (HPA-8a, Sra) →ciste&iacute;na (HPA-8b, Cab) en la
posici&oacute;n 636 y fue el primer aloant&iacute;geno plaquetario detectado en el s&iacute;ndrome NATP
humano (Santoso et al., 1994). Para estas dos series polim&oacute;rficas, la secuencia
aminoac&iacute;dica deducida de la mol&eacute;cula CD61 porcina presentar&iacute;a los alelos m&aacute;s
frecuentes en humano: HPA-7a y HPA-8&ordf; respectivamente.
Por lo tanto, el modelo porcino podr&iacute;a ser ejemplar para las investigaciones de
los mecanismos de las enfermedades que afectan a las especies humana y veterinarias,
pudiendo ser tambi&eacute;n considerado a la hora de desarrollar agentes antiplaquetarios y
estudios de terapia g&eacute;nica.
1.3 ESTRUCTURA Y FUNCI&Oacute;N EN LAS SUBUNIDADES β INTEGRINAS
Como ha sido visto con anterioridad, la caracterizaci&oacute;n de las integrinas
porcinas CD29 y CD61 ha puesto de manifiesto su elevado grado de conservaci&oacute;n en
otras especies de vertebrados. Numerosos autores han considerado que el grado de
conservaci&oacute;n estructural de las mol&eacute;culas de adhesi&oacute;n est&aacute; intr&iacute;nsicamente relacionado
con la conservaci&oacute;n de su funci&oacute;n (Schwartz et al., 1995; Shattil et al., 1998; Dedhar y
Hannigan, 1996 Calvete, 1999). Esta relaci&oacute;n entre la estructura de las integrinas y la
funci&oacute;n biol&oacute;gica que desarrollan ha sido estudiada fundamentalmente en el hombre
mediante el empleo de anticuerpos monoclonales, ensayos con enzimas proteol&iacute;ticas,
mutag&eacute;nesis dirigida a la modificaci&oacute;n de potenciales motivos funcionales y t&eacute;cnicas
de reacci&oacute;n cruzada con p&eacute;ptidos sint&eacute;ticos inhibidores de la asociaci&oacute;n ligandoreceptor. El resultado ha sido un incremento en el conocimiento de las interacciones de
los heterod&iacute;meros αβ con sus ligandos espec&iacute;ficos mediante la caracterizaci&oacute;n de las
regiones estructurales de estas mol&eacute;culas implicadas en la interacci&oacute;n con el ligando, la
activaci&oacute;n de la integrina o bien otras directamente relacionadas con la relaci&oacute;n del
receptor con el interior celular y la transducci&oacute;n de se&ntilde;ales. Con el fin de elucidar la
funci&oacute;n de las integrinas β porcinas, hemos llevado a cabo una aproximaci&oacute;n al estudio
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de su estructura en base al hecho constatado en este trabajo de que muchas de las
regiones funcionales de las integrinas β humanas est&aacute;n conservadas en las integrinas β
porcinas.
1.3.1 Motivos funcionales de la regi&oacute;n extracelular
1.3.1.1. Uni&oacute;n al ligando
Dentro del dominio extracelular de las subunidades β integrinas humanas se
localizan dos regiones de uni&oacute;n al ligando. La primera es la secuencia localizada entre
los amino&aacute;cidos 109-171 en la β3 humana (correspondientes a 120-182 en la β1)
(D’Souza et al., 1988), implicada en la uni&oacute;n de la integrina a p&eacute;ptidos que contienen el
motivo aminoac&iacute;dico RGD (Arginina-Glicina-Asp&aacute;rtico). Dentro de esta regi&oacute;n el
motivo aminoac&iacute;dico DXSXS (Asp119, Ser121, Ser123, en la subunidad β3 humana)
est&aacute; absolutamente conservado en todas las subunidades β y su importancia en la uni&oacute;n
de la integrina a su ligando espec&iacute;fico ha sido demostrada mediante ensayos de
mutaci&oacute;n dirigida llevados a cabo sobre β1 (Takada et al., 1992), β2 (Bajt et al., 1995) y
β3 (Bajt y Loftus, 1994). En el cerdo a&uacute;n no han sido llevados a cabo estudios
funcionales similares, sin embargo nuestros resultados ponen de manifiesto la
conservaci&oacute;n de este motivo en las regiones hom&oacute;logas de las integrinas β1 y β3
porcinas (Figura 63 A) permitiendo suponer un procedimiento de interacci&oacute;n de las
integrinas porcinas con sus ligandos espec&iacute;ficos muy similar al evidenciado en la
especie humana.
β1
β1
β3
β3
Humana
Porcina
Humana
Porcina
PIDLYYLMDLSYSMKDDLEN161
PIDLYYLMDLSYSMKDDLEN161
142
PVDIYYLMDLSYSMKDDLWS156
137
133PVDIYYLMDLSFSMKDDLES152
A
142
RISGNLDSPEGG251
RISGNLDSPEGG251
240
SVSRNRDAPEGG248
237
233NVSRNRDAPEGG244
B
240
Figura 63: Comparaci&oacute;n de las regiones funcionales de uni&oacute;n al ligando entre las subunidades β
porcinas descritas en este trabajo y sus hom&oacute;logas en la especie humana. A: sitio de uni&oacute;n al ligando
que contienen la secuencia RGD; B: sitio de uni&oacute;n al fibrin&oacute;geno en la β3 integrina. Resaltado en rojo
se encuentra la conservaci&oacute;n absoluta, mientras que en gris la conservaci&oacute;n parcial.
La anterior suposici&oacute;n se ve sustentada cuando se considera el segundo sitio
potencial que interactuar&iacute;a con el ligando, descrito en la subunidad β3 humana como
lugar espec&iacute;fico de uni&oacute;n al fibrin&oacute;geno (Charo et al., 1991) y constituido por los
amino&aacute;cidos 211-222 (correspondientes a 220-231 en β1). Como se observa en la
Figura 63 B, esta regi&oacute;n funcional tiene sus secuencias hom&oacute;logas representadas en las
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integrinas β1 y β3, caracterizadas en esta tesis, en las que se mantiene la presencia de
dos amino&aacute;cidos cuya participaci&oacute;n en la interacci&oacute;n ligando-receptor se ha revelado
esencial en la especie humana. Se trata de los residuos Asp217 y Glu220 de la subunidad
β3 humana cuya sustituci&oacute;n mediante mutag&eacute;nesis dirigida supone la p&eacute;rdida de la
funci&oacute;n del complejo αIIbβ3 (Tozer et al., 1996). La conservaci&oacute;n de estos amino&aacute;cidos
en la β3 porcina de la misma manera que est&aacute;n presentes en las β1 humana y porcina
probablemente sea un indicio de su importancia en la funci&oacute;n de estas integrinas.
1.3.1.2 Activaci&oacute;n
Las integrinas son prote&iacute;nas alost&eacute;ricas que pueden existir en un estado activo o
inactivo, siendo &uacute;nicamente en el primer caso cuando son competentes para establecer
la interacci&oacute;n con su ligando espec&iacute;fico. A nivel celular, la activaci&oacute;n de una integrina
puede ser controlada a trav&eacute;s de su dominio citoplasm&aacute;tico mediante la transducci&oacute;n de
se&ntilde;ales desde el interior al exterior celular y viceversa. La secuencia 227-238 de la
subunidad β1 humana est&aacute; situada entre las dos zonas directamente relacionadas con la
uni&oacute;n al ligando anteriormente analizadas, y, aunque no est&aacute; directamente implicada en
esta interacci&oacute;n, los cambios producidos en su conformaci&oacute;n podr&iacute;an estar relacionadas
con una p&eacute;rdida de contacto entre las cadenas α y β, dando como resultado la
exposici&oacute;n al ligando de ambas regiones (Green et al., 1998). Este hecho ha sido
evidenciado mediante anticuerpos monoclonales espec&iacute;ficos de este ep&iacute;topo que son
capaces de reconocer preferencialmente el estado activo de la integrina mientras que se
unen con mucha menor afinidad al estado inactivo de la mol&eacute;cula (Mould et al., 1996).
En la especie porcina, la regulaci&oacute;n de la actividad de las β1 integrinas podr&iacute;a ser
ejercido de la misma manera que en humano ya que la secuencia NKGEVFNELVGK
est&aacute; presente &iacute;ntegramente en su secuencia (Figura 64). Esta secuencia reguladora no
se encuentra en las subunidades β3 humana y porcina sugiriendo que el estado de
activaci&oacute;n en las integrinas β3 debe ser regulado mediante un procedimiento diferente y
hasta el momento desconocido.
β1
β1
β3
β3
Humana
Porcina
Humana
Porcina
NKGEVFNELVGK238
NKGEVFNELVGK238
227
224DQVTRFNEEVKK235
220DQVTRFNEEVKK231
227
Figura 64: Comparaci&oacute;n del sitio de activaci&oacute;n-inhibici&oacute;n entre las integrinas β1 y β3 humanas y
porcinas. En rojo se se&ntilde;ala la conservaci&oacute;n absoluta entre las β1 de ambas especies. En gris la
conservaci&oacute;n parcial de estas secuencias en las β3.
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1.3.2 Motivos funcionales de la regi&oacute;n citoplasm&aacute;tica
El dominio citoplasm&aacute;tico de las integrinas est&aacute; conectado a los
filamentos de actina que constituyen el citoesqueleto celular y est&aacute; implicado en la
transmisi&oacute;n de se&ntilde;ales desde el exterior al interior de la c&eacute;lula (outside-in signaling).
Por otro lado, mediante su interacci&oacute;n con prote&iacute;nas intracelulares espec&iacute;ficas, act&uacute;a
modulando la afinidad de la integrina por su ligando mediante la propagaci&oacute;n de
cambios conformacionales hacia el dominio extracelular (inside-out signalling).
La caracterizaci&oacute;n molecular de la β1 y β3 porcinas revela la existencia en la
regi&oacute;n citoplasm&aacute;tica de ambas mol&eacute;culas de dos potenciales dominios funcionales
implicados en la regulaci&oacute;n de adhesi&oacute;n celular mediada por las integrinas. Se trata de
la de los motivos constituidos por las secuencias KLLxxxxD y NPxY que como se
observa en la Figura 65 est&aacute;n presentes en las β integrinas humanas y porcinas. La
primera de estas secuencias, la m&aacute;s cercana a la zona transmembranaria contiene
residuos importantes en la asociaci&oacute;n de la cadena β con el motivo aminoac&iacute;dico
GFFKR, conservado en la mayor&iacute;a de las cadenas α (Baker et al., 1997). En particular
el asp&aacute;rtico terminal del motivo en β3 ha sido evidenciado en humano que interact&uacute;a
con la arginina de su motivo complementario en αIIb (Hughes et al., 1996). Este
asp&aacute;rtico est&aacute; conservado en las secuencias de las integrinas β1 y β3 porcinas (Figura
65) sugiriendo que esta regi&oacute;n es funcionalmente importante tambi&eacute;n en la especie
porcina.
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Porcina
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KLLMIIHDRREFAKFEKEKMNAKWDTGENPIYKSAVTTVVNPKYEGK
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752KLLMIIHDRREFAKFEKEKMNAKWDTGENPIYKSAVTTVVNPKYEGK798
742KLLITIHDRKEFAKFEEERARAKWDTANNPLYKEATSTFTNITYRGT788
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Figura 65: Comparaci&oacute;n de la regi&oacute;n citoplasm&aacute;tica de las subunidades β1 y β3 humanas y porcinas.
La conservaci&oacute;n de los motivos funcionales est&aacute;n se&ntilde;alados en rojo y conservaci&oacute;n parcial de estos
dominios en gris. Los asteriscos se&ntilde;alan la presencia de dos sitios potenciales de fosforilaci&oacute;n.
El segundo dominio, el representado por el motivo NPxY, se encuentra presente
en las regiones intracelulares de todas las β integrinas humanas, a excepci&oacute;n de la β4, y
como tambi&eacute;n est&aacute; conservado en las integrinas β porcinas caracterizadas en esta tesis.
La importancia de esta secuencia ha sido generalmente puesta de manifiesto mediante
ensayos de mutaci&oacute;n dirigida que han demostrado su implicaci&oacute;n directa en la
activaci&oacute;n de la mol&eacute;cula, esto es en la eficiencia en su interacci&oacute;n con ligandos
espec&iacute;ficos (Reszka et al., 1992).
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Uno de los residuos que constituyen este segundo dominio funcional es una
tirosina cuya fosforilaci&oacute;n es requerida para que se desencadenen los fen&oacute;menos de
uni&oacute;n al ligando, como ha sido evidenciado mediante estudios de mutaci&oacute;n dirigida
afectando a los residuos aminoac&iacute;dicos que afectan a la interacci&oacute;n ligando-receptor
(Schaffener-Reckinger et al., 1998). Otro sitio potencial de fosforilaci&oacute;n en la regi&oacute;n
citoplasm&aacute;tica est&aacute; representado por la treonina 779 de la cadena β3 humana,
conservada en las β1 humana y porcina al igual que en la β3 de cerdo (Figura 65). La
fosforilaci&oacute;n de este amino&aacute;cido ha sido propuesto como un mecanismo de regulaci&oacute;n
de la funci&oacute;n de las mol&eacute;culas de adhesi&oacute;n al observarse que la inhibici&oacute;n de las
fosfatasas citoplasm&aacute;ticas producen el bloqueo de algunas funciones de las integrinas
como por ejemplo la agregaci&oacute;n plaquetaria mediada por el receptor αIIbβ3 (Lerea et al.,
1999).
2. LOCALIZACI&Oacute;N CROMOS&Oacute;MICA DE LOS GENES
Los genes para las subunidades β1 y β3 de cerdo han sido mapeados en
colaboraci&oacute;n con el Departamento de Gen&eacute;tica Celular del Centro INRA de Toulouse
(Francia) mediante el empleo de un panel de c&eacute;lulas h&iacute;bridas som&aacute;ticas cerdo-roedor
desarrollado en el marco del Programa de Cartograf&iacute;a del Genoma Porcino (PigMap)
en el que actualmente se encuentran implicados diversos grupos de investigaci&oacute;n
europeos y de EEUU.
El gen CD29 est&aacute; localizado dentro del cromosoma 10 porcino (SSCR10) en la
regi&oacute;n q17, siendo, junto con la secuencia codificante de la prote&iacute;na de expresi&oacute;n
tumoral vimentina (Tosser-Klopp et la., 1998) el segundo gen porcino mapeado dentro
de esta regi&oacute;n. Este resultado est&aacute; en consonancia con los datos de mapeo comparativo
obtenidos hasta el momento y que tienen como objetivo el establecimiento de
correspondencias entre las regiones cromos&oacute;micas humana y porcina (Goureau et al.,
1996). De esta manera, la identificaci&oacute;n de homolog&iacute;a entre los cromosomas de ambas
especies mediante el sistema denominado Zoo-FISH (Fr&ouml;nicke et al., 1996) ha
evidenciado la correspondencia entre la regi&oacute;n 1/2q12-q17 del cromosoma 10 porcino
con el brazo corto del cromosoma 10 humano (HSAP 10p15-p11.2) y ello apoyado en
la localizaci&oacute;n del gen de la vimentina humana en HSAP 10p13 (Ferrari et al., 1987).
El gen CD61 se encuentra en el cromosoma 12 de cerdo (SSCR12), en la regi&oacute;n
p11-2/3p13. De nuevo, como en el caso anterior, los datos de mapeo comparativo entre
especies confirman este resultado ya que el cromosoma 12 porcino en su totalidad es
hom&oacute;logo al 17 humano (HSAP17) (Yerle et al., 1997). Adem&aacute;s, el gen de la β3
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integrina humana est&aacute; localizado en la regi&oacute;n q21.32 de HSAP17 (Sosnoski et al.,
1988) en una situaci&oacute;n muy cercana al sitio de mapeo del gen αIIb (Bray et al., 1987)
constituyendo, junto con los genes GIP y HOX un grupo de sintenia que se agrupa de
manera similar en el cromosoma 11 del rat&oacute;n (Bentley et al., 1993). Como se observa
en la Figura 66, en el cromosoma 12 porcino se presenta un agrupamiento de genes
similar al que encontramos en el cromosoma 17 humano, por lo que podemos deducir
la existencia de un grupo de ligamiento tambi&eacute;n en la especie porcina. Sin embargo, la
comparaci&oacute;n de ambos cromosomas nos indica una ordenaci&oacute;n inversa de los genes en
ambas especies, efecto que tambi&eacute;n ha sido puesto de manifiesto en cabra, en donde el
reordenamiento gen&eacute;tico es similar al que encontramos en cerdo (Pinton et al., 2000).
Figura 66. Mapa f&iacute;sico del cromosoma 12 de cerdo (SSCR12) y el 17 humano (HSAP17)
indicando la correspondencia entre ambos
A pesar de que desde un punto de vista estructural las integrinas son mol&eacute;culas
heterodim&eacute;ricas constituidas por una cadena α y otra β asociadas, en general, los genes
que codifican para ambos tipos de mol&eacute;culas no mapean juntos dentro del genoma. As&iacute;,
en ninguna especie ha sido evidenciada la presencia de un sitio de ligamiento entre el
gen CD29 y alguno de los genes que codifican para la amplia variedad de cadenas α
con la que esta subunidad β1 de las integrinas se encuentra asociada.
Excepcionalmente, sin embargo, los genes para la integrina LFA-1 humana CD11a
(subunidad αL integrina) y CD18 (subunidad β2 integrina) se localizan juntos en HSAP
21q2 (Corbi et al., 1988) y como ha sido indicado con anterioridad, los
correspondientes al receptor de plaquetas αIIbβ3 (CD41/CD61) mapean juntos en HSAP
17q21. Algunos autores han relacionado este ligamiento gen&eacute;tico con la funci&oacute;n de
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ambos receptores. Concretamente Thornton y col. (1999) proponen que el sitio
cromos&oacute;mico αIIb-β3 podr&iacute;a estar constituyendo un locus espec&iacute;fico de expresi&oacute;n de la
integrina durante el proceso de megacariopoyesis. Una hip&oacute;tesis similar podr&iacute;a ser
planteada en la especie porcina, aunque para ello, previamente habr&iacute;a de ser confirmada
la presencia del gen CD41 en SSCR12.
3. EXPRESI&Oacute;N DE LAS INTEGRINAS β1 Y β3 PORCINAS
La expresi&oacute;n de las integrinas porcinas β1 y β3 ha sido estudiada en esta tesis
desde la consideraci&oacute;n de dos aproximaciones distintas y complementarias. En primer
lugar ha sido analizada mediante RT-PCR la expresi&oacute;n de los transcritos de cada
mol&eacute;cula en diferentes tejidos. A continuaci&oacute;n, se abord&oacute; el estudio de la distribuci&oacute;n
celular de cada prote&iacute;na mediante t&eacute;cnicas de inmunohistoqu&iacute;mica con un anticuerpo
policlonal en el caso de CD29 y anticuerpos monoclonales para CD61.
Los resultados de RT-PCR indicaron la expresi&oacute;n del gen CD29 en todos los
tejidos analizados, si bien con un nivel m&aacute;s reducido en aquellos tejidos de naturaleza
no linfoide. Estos resultados est&aacute;n en concordancia con los obtenidos en otras especies,
concretamente humano y rat&oacute;n donde la expresi&oacute;n del ARNm que codifica para esta
prote&iacute;na presenta tambi&eacute;n una amplia distribuci&oacute;n tisular (Altruda et al., 1990;
Pinkstaff et al., 1999; Baudoin et al., 1996). Por otro lado, estudios preliminares en
humano han puesto de manifiesto que los transcritos espec&iacute;ficos del gen CD29
presentan niveles de expresi&oacute;n reducidos en tejidos no linfoides y no llegan a ser
detectados por an&aacute;lisis de Northern-blot (Altruda et al., 1990).
La expresi&oacute;n de los transcritos espec&iacute;ficos de CD61 es patente en tejidos
linfoides, resaltando el alto nivel de expresi&oacute;n de este gen en plaquetas. Este an&aacute;lisis
del gen CD61 porcino refleja, al igual que las referencias en humano, que su expresi&oacute;n
no est&aacute; limitada a las plaquetas, present&aacute;ndose en otros tipos celulares (Wall et al.,
1997). La alta expresi&oacute;n del gen CD61 porcino en plaquetas est&aacute; en concordancia con
la abundante presencia de esta prote&iacute;na en la superficie de estas c&eacute;lulas, al estar
descrito en humano alrededor de 80.000 copias del receptor αIIbβ3 en su superficie
celular (Shattil et al., 1998).
Con la producci&oacute;n de anticuerpos frente a una secuencia parcial de ambos genes
porcinos se analiz&oacute; la distribuci&oacute;n de sus heterod&iacute;meros en tejidos y c&eacute;lulas de cerdo
mediante t&eacute;cnicas inmunohistoqu&iacute;micas.
En estudios preliminares se observ&oacute; que la fijaci&oacute;n del tejido con formaldeh&iacute;do
tamponado al 10% afectaba al reconocimiento del ant&iacute;geno, enmascarando los grupos
antig&eacute;nicos y disminuyendo o incluso anulando la reacci&oacute;n con el anticuerpo. Este
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hecho es atribuible a la acci&oacute;n desnaturalizante que este tipo de fijador ejerce sobre las
prote&iacute;nas, si bien es m&aacute;s eficaz en la inmovilizaci&oacute;n de los componentes proteicos y la
conservaci&oacute;n de su morfolog&iacute;a (Palac&iacute;n Forgue, 1984).
Al no existir un fijador universal, la elecci&oacute;n debe de estar en funci&oacute;n de los
grupos antig&eacute;nicos que se pretenden detectar, tratando de buscar un equilibrio entre la
preservaci&oacute;n de la morfolog&iacute;a y de la inmunorreactividad (Palac&iacute;n Forgue, 1984). En
nuestro estudio el fijador que cumple estos requisitos es el l&iacute;quido de Bouin.
La distribuci&oacute;n tisular de la β1 integrina porcina fue estudiada mediante el
anticuerpo policlonal anti-CD29R. En general, el patr&oacute;n de inmunorreacci&oacute;n en los
distintos tejidos estudiados pone de manifiesto que esta prote&iacute;na est&aacute; expresada
principalmente en m&uacute;sculo liso, endotelio de los vasos sangu&iacute;neos y c&eacute;lulas del linaje
mieloide, y no se ha encontrado expresi&oacute;n en las c&eacute;lulas del linaje linfoide.
La presencia de CD29 en el m&uacute;sculo liso vascular probablemente sea debida al
receptor α1β1, como se pone de manifiesto con el estudio de Skinner y colaboradores
(1994), donde se detecta este heterod&iacute;mero en el m&uacute;sculo liso vascular de arterias
humanas. La localizaci&oacute;n de esta integrina en m&uacute;sculo liso no vascular se debe
presumiblemente a la integrina α5β1, al estar descrita su hom&oacute;loga humana en
interacci&oacute;n con la fibrina (Yee et al., 1998). Sin embargo, en el endotelio puede estar
reconociendo distintos miembros de la subfamilia β1, ya que el endotelio vascular
humano expresa a α1β1, α2β1, α3β1, α5β1 y α6β1 (Kramer et al, 1990). A pesar de que la
subunidad β1 fue originalmente caracterizada en linfocitos T activados, formando parte
de los heterod&iacute;meros α1β1 y α2β1 (Hemler, 1990), el anticuerpo policlonal no reconoce
este tipo celular, y &eacute;sto probablemente sea debido a la diferente expresi&oacute;n de CD29
durante la activaci&oacute;n celular del tejido linfoide (Hemler, 1990), no siendo perceptible
tal diferencia probablemente por la t&eacute;cnica de estudio empleada. Esta ausencia de
inmunorreacci&oacute;n entre los linfocitos tambi&eacute;n se ha observado con otros estudios
inmunohistoqu&iacute;micos realizados en humano y ave (De Strooper et al., 1988; Favre et
al., 1992). Estos trabajos preliminares concuerdan tambi&eacute;n con la presencia de reacci&oacute;n
en la vasculatura y tejido muscular liso en estas especies (De Strooper et al., 1988).
El estudio de distribuci&oacute;n tisular pone de manifiesto un aumento de expresi&oacute;n
de la CD29 porcina conforme algunos tipos celulares progresan en su estado de
maduraci&oacute;n. Entre los tejidos que presentan esta distribuci&oacute;n en la expresi&oacute;n de la β1 se
encuentra el intestino, donde se observa una graduaci&oacute;n en la intensidad en la
inmunorreacci&oacute;n conforme las c&eacute;lulas epiteliales de la mucosa intestinal se diferencian,
localiz&aacute;ndose la mayor intensidad de reacci&oacute;n en las c&eacute;lulas con mayor estado de
maduraci&oacute;n, en los bordes estriados de los villi y las gl&aacute;ndulas (Figura 25). Al analizar
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la expresi&oacute;n de esta mol&eacute;cula en tonsilas se observa tambi&eacute;n una distribuci&oacute;n
heterog&eacute;nea relacionada con el estado de maduraci&oacute;n de las c&eacute;lulas. En este tejido las
c&eacute;lulas menos maduras no presentan inmunorreacci&oacute;n, correspondiendo a la capa basal
germinativa del epitelio escamoso. Con su progresiva maduraci&oacute;n hacia la superficie,
se observa un aumento en la intensidad de reacci&oacute;n y aparecen m&aacute;s marcadas las
c&eacute;lulas apicales del epitelio escamoso de la superficie y de las criptas tonsilares
(Figura 28 y 29). En la m&eacute;dula &oacute;sea se distingue el grado de maduraci&oacute;n en los
megacariocitos observ&aacute;ndose mayor marcaje del citoplasma de los megacariocitos
maduros y apareciendo m&aacute;s d&eacute;bilmente marcado el citoplasma de los inmaduros. En la
especie humana tambi&eacute;n se ha evidenciado este patr&oacute;n inmunohistoqu&iacute;mico de
aumento de expresi&oacute;n de est&aacute; prote&iacute;na conforme se desarrolla la maduraci&oacute;n celular en
un estudio de expresi&oacute;n en timo, ganglio linf&aacute;tico y piel (Favre et al., 1992).
Esta interesante distribuci&oacute;n de la prote&iacute;na en estos tejidos sugiere que el
receptor CD29 porcino podr&iacute;a ser considerado como un posible marcador de la
diferenciaci&oacute;n de algunos tipos celulares. Este papel es conocido en su hom&oacute;logo
humano, donde experimentos con anticuerpos inhibidores evidencian una importante
funci&oacute;n de esta prote&iacute;na durante la diferenciaci&oacute;n de un gran n&uacute;mero de tipos celulares,
incluyendo los osteoclastos, las c&eacute;lulas epiteliales mamarias, queratinocitos y los
mioblastos (Brakebusch et al., 1997).
Para el estudio inmunohistoqu&iacute;mico de la β3 integrina se utilizaron los
anticuerpos monoclonales AJ2G11 y AJRC2, obteniendo id&eacute;nticos resultados en
ambos casos. En primer lugar, hay que destacar su nivel de reacci&oacute;n en el endotelio
vascular de todos los tejidos, debida probablemente a la expresi&oacute;n constitutiva del gen,
evidenciada tambi&eacute;n por algunos autores en estudios de expresi&oacute;n de la integrina β3 y
el receptor αVβ3 en cerdo y rata, respectivamente (Singh et al., 2000; Moreno et al.,
2002). Otro tejido donde se observa siempre la expresi&oacute;n de esta integrina es en
m&uacute;sculo liso, localiz&aacute;ndose en los vasos sangu&iacute;neos, las trab&eacute;culas del bazo y el tejido
bronquial. Esta expresi&oacute;n, tambi&eacute;n se debe probablemente a la presencia de αVβ3 en
este tejido, como se ha sido indicado en estudios previos de expresi&oacute;n en humano (Yee
et al., 1998). Ambos anticuerpos monoclonales son adem&aacute;s marcadores de la serie
mielode al aparecer inmunorreactividad en todos los tejidos analizados donde hay
presencia de este tipo celular. De esta forma se encuentran marcadas las c&eacute;lulas de la
serie mieloide en la m&eacute;dula &oacute;sea, macr&oacute;fagos en el bazo, monocitos del ganglio
linf&aacute;tico, pulm&oacute;n e h&iacute;gado, y leucocitos polimorfonucleares en el glom&eacute;rulo renal.
Sin embargo, los anticuerpos monoclonales AJ2G11 y AJRC2 no presenta
inmunorreactividad frente a c&eacute;lulas del linaje linfoide, como ha sido observado en las
preparaciones de ganglio linf&aacute;tico, timo y bazo. Este mismo resultado se ha puesto de
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manifiesto en humano mediante el empleo del anticuerpo monoclonal 7E3, sobre
poblaciones de linfocitos de tonsilas, timo, ganglio linf&aacute;tico, bazo o ap&eacute;ndice intestinal
humanos (Zutter, 1991).
El empleo de muestras de bazo procedente de un cerdo con la enfermedad de
Glasser permiti&oacute; observar la liberaci&oacute;n de plaquetas a partir de megacariocitos
conforme sufr&iacute;an su diferenciaci&oacute;n celular en el proceso de megacariocitopoyesis. La
enfermedad de Glasser se caracteriza por la aparici&oacute;n de una infecci&oacute;n generalizada por
la bacteria gramnegativa Haemophilus parasuis (Smith et al., 1990). El shock s&eacute;ptico
producido por esta enfermedad provoca una respuesta inmunol&oacute;gica extrema por parte
del organismo, llegando a producir lesiones vasculares que conducen a la activaci&oacute;n del
sistema de coagulaci&oacute;n (Cotran et al., 2000). La necesidad por parte del organismo de
aumentar la respuesta inflamatoria y favorecer la eliminaci&oacute;n de las lesiones vasculares
provocan un d&eacute;ficit plaquetario que debe ser contrarrestado mediante la activaci&oacute;n de
sus precursores celulares, provocando la inusual presencia de los megacariocitos en el
bazo (Cheville, 1999). Estos megacariocitos liberan las plaquetas dentro de la pulpa
roja espl&eacute;nica observ&aacute;ndose alrededor de su progenitor en forma de anillo perif&eacute;rico,
siendo m&aacute;s reducido en megacariocitos inmaduros que en maduros (Figura 46 y 47),
como se evidencia mediante el uso de ambos monoclonales y con un marcador de
plaquetas (Factor VIII) para comprobar la especificidad de la inmunorreacci&oacute;n.
Tambi&eacute;n se observa con frecuencia reactividad en agrupaciones de plaquetas
distribuidas de forma heterog&eacute;nea en la pulpa espl&eacute;nica (Figura 45).
Este efecto no se observa en muestras de m&eacute;dula &oacute;sea de cerdos
fisiol&oacute;gicamente normales. En este tejido el abastecimiento constitutivo de plaquetas
por parte de estos animales, en ausencia de este tipo de respuesta inmunol&oacute;gica
extrema, hace que los anticuerpos muestren una inmunorreactividad menos evidente,
apreci&aacute;ndose la reacci&oacute;n de forma m&aacute;s ligera en el citoplasma de sus precursores
(Figura 48). Este hecho es debido probablemente a la presencia en el citoplasma de αgr&aacute;nulos que sufren tambi&eacute;n un proceso de maduraci&oacute;n conforme los megacariocitos se
diferencian en plaquetas y en los que se encuentra el receptor αIIbβ3 (Heijnen et al.,
1998).
Por lo tanto, ambos anticuerpos podr&iacute;an constituirse como posibles marcadores
de la maduraci&oacute;n de este tipo celular al observarse una reacci&oacute;n m&aacute;s patente del
megacariocito liberando plaquetas en el bazo y una tinci&oacute;n m&aacute;s d&eacute;bil en el citoplasma
del megacariocito en la m&eacute;dula &oacute;sea debido probablemente al proceso de diferenciaci&oacute;n
celular que da lugar a las plaquetas.
En las preparaciones de pulm&oacute;n la reacci&oacute;n con ambos anticuerpos est&aacute; presente
en algunas c&eacute;lulas mononucleadas, identificadas como monocitos y macr&oacute;fagos. Esta
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distribuci&oacute;n tisular se observa en parte tambi&eacute;n en un estudio previo de expresi&oacute;n en
cerdo realizado con el anticuerpo anti-αVβ3 (Singh et al., 2001) que reaccion&oacute; con
c&eacute;lulas mononucleadas del par&eacute;nquima pulmonar y los espacios alveolares, pero sin
especificar qu&eacute; tipos celulares eran. Sin embargo nuestros anticuerpos evidencian la
expresi&oacute;n de CD61 en c&eacute;lulas mononucleadas localizadas en el interior de los capilares
sangu&iacute;neos del par&eacute;nquima pulmonar, identific&aacute;ndose por su morfolog&iacute;a como
monocitos circulantes y macr&oacute;fagos intravasculares pulmonares (M.I.Ps.), no
reconociendo ninguna de las c&eacute;lula en el espacio alveolar, que han sido identificadas en
nuestro caso, como macr&oacute;fagos alveolares pulmonares (M.A.Ps.) (Figura 56). La
ausencia de inmunorreacci&oacute;n en esta subpoblaci&oacute;n celular, probablemente sea debida a
la p&eacute;rdida de adhesi&oacute;n de estos macr&oacute;fagos al endotelio, que posiblemente est&eacute;
mediada por esta integrina, o bien al uso de un fijador que afecte a la conformaci&oacute;n de
este receptor de membrana en la preparaci&oacute;n de la muestra en estudio. Profundizar en el
reconocimiento de los M.I.Ps., uno de los tipos celulares reconocidos, ser&iacute;a de gran
inter&eacute;s ya que forman una subpoblaci&oacute;n de macr&oacute;fagos altamente reactiva adherida al
endotelio capilar del pulm&oacute;n con gran importancia inmunol&oacute;gica y distintos papeles de
vigilancia en algunas especies de mam&iacute;feros (Chitko-McKown y Blecha, 1992L).
La expresi&oacute;n de la subunidad β3 porcina con ambos anticuerpos monoclonales
en ri&ntilde;&oacute;n presenta inmunorreacci&oacute;n similar a la descrita en trabajos preliminares en
cerdo (Singh et al., 2001; Moreno et al., 2002), localiz&aacute;ndose reactividad en el epitelio
de los t&uacute;bulos renales (Figura 53). Una revisi&oacute;n de la expresi&oacute;n de las integrinas en
este tejido en mam&iacute;feros, entre los que no se encuentra la especie porcina, ponen de
manifiesto una expresi&oacute;n m&aacute;s amplia de esta integrina al localizarse en los podocitos y
la c&aacute;psula de Bowman de los glom&eacute;rulos renales (Kreidberg y Symons, 2000). Sin
embargo, esta expresi&oacute;n no es detectada por los anticuerpos monoclonales AJ2G11 y
AJRC2, por lo tanto, el resultado indicar&iacute;a que la subunidad β3 porcina podr&iacute;a mostrar
una distribuci&oacute;n m&aacute;s restringida en este tejido. Por otra parte, la presencia de esta
integrina en el epitelio porcino ha sido tambi&eacute;n observada en las preparaciones de timo
empleadas, donde se observa que las c&eacute;lulas epiteliales que constituyen los corp&uacute;sculos
de Hassall en este &oacute;rgano aparecen marcadas con los anticuerpos monoclonales
empleados.
Por &uacute;ltimo, en h&iacute;gado la expresi&oacute;n de CD61 porcina con ambos anticuerpos
monoclonales presenta inmunorreacci&oacute;n en c&eacute;lulas aisladas de los sinusoides hep&aacute;ticos
que corresponden a c&eacute;lulas de von Kupffer (Figura 57). Un trabajo previo de esta
integrina en cerdo describe inmunorreactividad no s&oacute;lo en estos macr&oacute;fagos hep&aacute;ticos
sino tambi&eacute;n en el epitelio de los conductos biliares (Singh et al., 2001). Sin embargo,
no se dispone de mucha m&aacute;s informaci&oacute;n en cuanto a su distribuci&oacute;n tisular y, como en
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el caso anterior, parece tratarse de un tejido con una expresi&oacute;n reducida de esta
integrina, como se pone de manifiesto en trabajos previos (Moreno et al., 2002; Singh
et al., 2001).
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Conclusiones
1. Mediante el empleo de sondas espec&iacute;ficas de ADN y genotecas de expresi&oacute;n,
han sido caracterizadas las secuencias codificantes de los genes de las subunidades β1 y
β3 de las integrinas porcinas. El an&aacute;lisis de la estructura molecular de estas prote&iacute;nas y
la comparaci&oacute;n con sus hom&oacute;logas en distintas especies de vertebrados han puesto de
manifiesto el elevado grado de conservaci&oacute;n que mantienen estas mol&eacute;culas a lo largo
de la evoluci&oacute;n. Esta conservaci&oacute;n estructural, con probabilidad deber&aacute; estar
relacionada con un mantenimiento de la funci&oacute;n de ambas integrinas en los procesos de
adhesi&oacute;n celular que tienen lugar en la especie porcina.
2. La subunidad β1 presenta 12 sitios potenciales de N-glucosilaci&oacute;n mientras
que la β3 presenta &uacute;nicamente 8. Esta diferencia en el nivel de glucosilaci&oacute;n de ambas
mol&eacute;culas probablemente sea el motivo de que CD29 sea m&aacute;s eficientemente
reconocida que CD61 por los anticuerpos naturales humanos en el xenotransplante.
3. El gen CD29 mapea en la regi&oacute;n q17 del cromosoma 10 del cerdo, y el gen
CD61 en la regi&oacute;n p11-2/3p13 el del cromosoma 12. Ambas localizaciones est&aacute;n en
consonancia con los datos de mapeo comparativo llevado a cabo entre las especies
humana y porcina confirmando, la correspondencia entre la regi&oacute;n 10q12-q17 y el
cromosoma 12 en el cerdo y la regi&oacute;n 10p15-p11.2 y el cromosoma 17 humano,
respectivamente.
4. El estudio de expresi&oacute;n de la subunidad β1 de las integrinas ha indicado que
esta prote&iacute;na se expresa exclusivamente en m&uacute;sculo liso, endotelio vascular, epitelio y
c&eacute;lulas hematopoy&eacute;ticas del linaje mieloide, pudiendo ser considerada un marcador de
este &uacute;ltimo tipo celular frente a las c&eacute;lulas de linaje linfoide en donde no aparece
expresada.
5. El an&aacute;lisis de la distribuci&oacute;n tisular de la prote&iacute;na CD29 porcina ha puesto de
manifiesto el aumento en su nivel de expresi&oacute;n a medida que progresaba el estado de
maduraci&oacute;n en algunos tipos celulares, indicando que al igual que en la especie
humana, en el cerdo, la subunidad β1 de las integrinas podr&iacute;a representar un importante
papel en los procesos de diferenciaci&oacute;n celular.
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6. El estudio de expresi&oacute;n de la subunidad β3 de las integrinas porcinas pone de
manifiesto que, se trata de una mol&eacute;cula con un patr&oacute;n de distribuci&oacute;n similar al
observado en otros vertebrados, con presencia en m&uacute;sculo liso, endotelio, epitelio,
plaquetas y c&eacute;lulas del linaje mieloide. Sin embargo, los resultados obtenidos en ri&ntilde;&oacute;n
e h&iacute;gado reflejan que en el cerdo esta mol&eacute;cula presenta una expresi&oacute;n m&aacute;s restringida
que su hom&oacute;loga humana.
7. La ausencia de expresi&oacute;n de CD61 en c&eacute;lulas del linaje linfoide indica que
esta mol&eacute;cula puede ser considerada como un marcador del linaje mieloide, dentro del
cual ha manifestado una heterogeneidad en la expresi&oacute;n en megacariocitos en diferente
estado de maduraci&oacute;n, lo que puede estar relacionado con una posible funci&oacute;n de esta
mol&eacute;cula en la diferenciaci&oacute;n de este tipo celular.
8. Los anticuerpos monoclonales AJ2G11 y AJRC2 reconocen los macr&oacute;fagos
intravasculares pulmonares, pero no los macr&oacute;fagos alveolares pulmonares, sugiriendo
su posible utilidad en la distinci&oacute;n de estas dos importantes subpoblaciones celulares
cuya funci&oacute;n est&aacute; relacionada con la vigilancia inmunol&oacute;gica dentro del pulm&oacute;n.
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ANEXO 1: REACTIVOS
Agua DEPC (dietilenopirocarbonato): 0,2% DEPC (Sigma), agitar vigorosamente
durante una hora e inactivar el reactivo mediante el autoclave.
CTAB 5%: 2,5 g de bromuro hexadeciltrimetil amonio (Merck) en 50 ml.
Formamida desionizada: A la formamida (Sigma) se a&ntilde;ade resina de intercambio
i&oacute;nico (Sigma) en una proporci&oacute;n de 1/10 p/v en agitaci&oacute;n lenta a temperatura ambiente
durante 30 minutos. Se retira la resina por filtraci&oacute;n.
GB1: 100mM Tris-HCl pH 7,5 y 150mM NaCl.
GB2: 2% agente de bloqueo en GB1.
GB3: 100mM Tris-HCl pH 9,5, 100mM NaCl, 50mM MgCl2.
LB agar: 1,5 % agar / litro LB, autoclavar.
L&iacute;quido de Bouin: 78,8% soluci&oacute;n de &aacute;cido p&iacute;crico acuoso saturado, 26%
formaldehido 40% y 5,25% &aacute;cido ac&eacute;tico glacial.
Medio de congelaci&oacute;n: 45 ml de suero fetal bovino, previamente inactivado durante
una hora a 56&ordm;C, 5 ml de dimetil-sulf&oacute;xido (DMSO) (Sigma).
Medio HY con antibi&oacute;tico: 2.500 U/L penicilina (Sigma), 2,5 mg/l streptomicina
(Sigma), en medio HY.
Medio HY suplementado: 0,1mM hipoxantina (Sigma), 0,016mM timidina (Sigma),
2.500 U/L penicilina, 2,5 mg/l streptomicina, 10% suero fetal bovino (Sigma) en medio
HY.
Medio HY: 13,3% Medio HY (Sigma), 3,5% NaHCO3, pH 7,3.
Medio LB (Lennox L Broth Base): 2% LB (Sigma), autoclavar.
Medio selectivo HAT (hipoxantina/aminopterina/timidina): 0,1mM hipoxantina
(Seromed), 0,016mM timidina (Seromed), 0,4&micro;M aminopterina (Seromed), en medio
HY.
NEW Wash: 20mM Tris pH 7,4, 1mM EDTA, 0,1M NaCl, 50% EtOH.
NZY: 85,5mM NaCl, 8mM MgSO4, 0,5% extracto de levadura (Difco), 1% case&iacute;na
hidrolizada (Sigma), pH 7.5 con NaOH.
NZY-agar: composici&oacute;n igual a NZY, pero con 1,5% agar.
NZY-agarosa de cobertera: composici&oacute;n igual a NZY, pero con 0,7% agarosa.
PBS/PBST (tamp&oacute;n fosfato salino/ tamp&oacute;n fosfato salino-tween): 8,1 mM NaHPO4,
1,5 mM KH2PO4, 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, pH 7,4/ Tween-20 0,1% (Panreac).
Psi-a: 0,5% Bacto extracto de levadura (Difco), 2 % bacto triptona (Panreac), 0,5 %
MgSO4, 1,4% bactoagar (Difco), pH 7,6 con KOH.
Psi-b: Composici&oacute;n igual a Psi-a, pero sin agar.
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Soluci&oacute;n 1 (stock de mon&oacute;meros): 29,2% acrilamida (Serva), 0,8% de bis-acrilamida
(Amresco).
Soluci&oacute;n 4: 10 % SDS (dodecil sulfato s&oacute;dico).
Soluci&oacute;n APS: 10% APS.
Soluci&oacute;n BCIP: 50 mg/ml 5-bromo-4-cloro-3-indolfosfato (BCIP) (Roche) en
dimetilformamida.
Soluci&oacute;n de β-mercaptoetanol: 1,8 &micro;l de β-mercaptoetanol (Merk) y 98,2 &micro;l de agua
(1.8%).
Soluci&oacute;n de anticuerpo anti-Digoxigenina: 1:10000 &oacute; 75 mU/ml de anti-digoxigenina
AP Fab fragments (Roche) en soluci&oacute;n de bloqueo GB2.
Soluci&oacute;n de ARNasa: 10 mg/ml de ARNasa (Roche).
Soluci&oacute;n de bloqueo: Leche desnatada en polvo 5% en PBS o BSA (Roche) 2% en
PBST.
Soluci&oacute;n de bromuro de etidio: 10 mg/ml bromuro de etidio (Roche).
Soluci&oacute;n de carga (secuenciaci&oacute;n): 25mM EDTA pH 8.0 con azul de dextrano
(Sigma) 50 mg/ml; en proporci&oacute;n 5:1.
Soluci&oacute;n de carga 10X (electroforesis agarosa): 40% sacarosa (Merck) en agua,
0,25% azul de bromofenol (Panreac), 0,25 % xileno cianol (Sigma).
Soluci&oacute;n de coloraci&oacute;n: 4,5 &micro;l de NBT, 3,5 &micro;l de BCIP/ml GB3.
Soluci&oacute;n de detenci&oacute;n: 0,5N Fluoruro S&oacute;dico (Panreac).
Soluci&oacute;n de Ficoll-Urografin: 8% ficoll 400 (Pharmacia Biotech) en agua destilada al
que se a&ntilde;ade amidotrizoato s&oacute;dico y meglumina al 76% (Schering) hasta alcanzar una
densidad de 1,080 g/ cm3.
Soluci&oacute;n de glurataldehido: 0,5% de glutaraldehido en PBS.
Soluci&oacute;n de hibridaci&oacute;n: 50% formamida desionizada, 5xSSC, 0,1% p/v Nlauroilsarcosina, 0,02 % p/v SDS y 2% p/v agente de bloqueo.
Soluci&oacute;n de lisozima: 50 mg/ml lisozima (Roche).
Soluci&oacute;n de PEG (polietil&eacute;n glicol): 1,6M NaCl, 13% PEG 8000 (Merk).
Soluci&oacute;n de poli-L-lisina: 1mg de poli-L-lisina (Sigma) en 100 ml de PBS.
Soluci&oacute;n de tinci&oacute;n: 0,125% Coomassie Blue R-250 (Panreac), 50% metanol, 10%
&aacute;cido ac&eacute;tico.
Soluci&oacute;n decolorante: 50% metanol, 10% &aacute;cido ac&eacute;tico en agua destilada.
Soluci&oacute;n desnaturalizante: 0,5N NaOH y NaCl 1,5M.
Soluci&oacute;n eosina: 0,25% eosina (Panreac), 0,02% NaN3 en PBS.
Soluci&oacute;n gel concentrador 4%: 7ml H2O, 1,5 ml soluci&oacute;n 1, 2,87 ml tamp&oacute;n de
trasferencia 3, 120 &micro;l soluci&oacute;n 4, 100 &micro;l soluci&oacute;n APS, 10 &micro;l TEMED.
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Soluci&oacute;n gel separador 10%: 8 ml H2O, 6,67 ml soluci&oacute;n 1, 5 ml tamp&oacute;n de
transferencia 2, 200 &micro;l soluci&oacute;n 4, 100 &micro;l soluci&oacute;n APS, 10 &micro;l TEMED.
Soluci&oacute;n gel separador 15%: 3,1 ml H2O, 6,4 ml soluci&oacute;n 1, 3,2 ml tamp&oacute;n de
electroforesis 2, 130 &micro;l soluci&oacute;n 4, 80 &micro;l soluci&oacute;n APS, 8 &micro;l TEMED (N, N, N&acute;, Ntetrametil-etil&eacute;ndiamina) (Sigma).
Soluci&oacute;n gel separador 5%: 7,3 ml H2O, 2,2 ml soluci&oacute;n 1, 3,2 ml tamp&oacute;n de
transferencia 2, 130 &micro;l soluci&oacute;n 4, 80&micro;l soluci&oacute;n APS, 8&micro;l TEMED.
Soluci&oacute;n I: 25mM Tris-HCl pH 8, 50mM Glucosa, 10mM EDTA.
Soluci&oacute;n II: 0,2M NaOH, 1% SDS.
Soluci&oacute;n III: 3M KOH, 5 M &aacute;cido ac&eacute;tico.
Soluci&oacute;n NBT: 75 mg/ml tetrazolio de nitroazul (NBT) (Roche) en dimetilformamida
al 70%.
Soluci&oacute;n negro-amido: 0,1% negro-amido 10-B, 45% metanol, 10% &aacute;cido ac&eacute;tico.
Soluci&oacute;n neutralizante: 1M Tris-HCl pH 7,5 y 1,5M NaCl.
Soluci&oacute;n reveladora de ELISA: 0,5M &aacute;cido c&iacute;trico pH 4 (Panreac), 1/100 (v/v) 2%
ABTS (&aacute;cido 2,2&acute;azino-bis (3-etilbezo-tiazol&iacute;n-6-sulf&oacute;nico)) (Roche), 0,03% H2O2.
Soluci&oacute;n salina: 0,45% NaCl en agua destilada.
Soluci&oacute;n Tris: Tris 0,05M, pH 7,6.
SSC 5X (sal de citrato s&oacute;dico): 0.75M NaCl, 0.075M citrato s&oacute;dico, pH 7.
STET (Sacarosa-Trit&oacute;n-EDTA-Tris): 8% sacarosa, 0,1% trit&oacute;n X 100, 50mM EDTA,
50mM Tris-HCl, pH 8.
TAE (Tris-Acetato-EDTA) 1&times;: 0,04M Tris-Acetato, 0,001M EDTA, pH 8,5.
Tamp&oacute;n 2 de electroforesis: 1,5M Tris-HCl, pH 8,8.
Tamp&oacute;n 3 de electroforesis: 0,5M Tris-HCl, pH 6,8.
Tamp&oacute;n de acoplamiento: 0,1M NaHCO3 pH 8,3, 0,5M NaCl.
Tamp&oacute;n
de
electroforesis
10&times;(ARN):
0,2M
MOPS
(&aacute;cido
morfolino-
propanosulf&oacute;nico) (Sigma), 20mM NaOAc (Merck), 20mM EDTA pH 8, pH 7 con
NaOH 2N.
Tamp&oacute;n de eluci&oacute;n: composici&oacute;n igual a tamp&oacute;n de lisis B, pH 5,9 &oacute; 4,5 con HCl.
Tamp&oacute;n de lavado C: composici&oacute;n igual a tamp&oacute;n de lisis B, pH 6,3 con HCl.
Tamp&oacute;n de lisis B: 8M urea, 0,1M NaH2PO4, 0,01M Tris, pH 8 con NaOH.
Tamp&oacute;n de lisis celular: 10mM Tris-HCl, 150mM NaCl, 1mM EDTA, 1mM
PMSF(fluoruro fenilmetilsulf&oacute;nico) (Merck), 0,05% NP-40 (Sigma), pH 7,4.
Tamp&oacute;n de lisis: 100mM ClNa, 10mM Tris-HCl pH 8; 25mM EDTA (&aacute;cido etil&eacute;ndiaminotetrac&eacute;tico) pH 8, 0,5% SDS, 0,1 mg/ml de proteinasa K.
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Tamp&oacute;n de transferencia: 25mM Tris, 192mM Glicina, 20% metanol, pH 9,2.
Tamp&oacute;n de tratamiento de muestras: 0,125M Tris-HCl, 4% SDS, 20% glicerol,
(10% 2-mercaptoetanol) (Merck), 0,1% Brilliant blue (Sigma), pH 6.8.
Tamp&oacute;n puente electroforesis: 0,025M Tris-HCl, 0,192M Glicina, 0,1% SDS.
Tamp&oacute;n SM: 100mM NaCl, 10mM MgSO47 H20, 0,01% gelatina, 50mM Tris-HCl pH
7,5.
TBE 10X (Tris-Borato-EDTA): 0,9M Tris-Borato, 0.02M EDTA.
TBE Modifier: Manitol 1M (Sigma).
TE (Tris-EDTA): 10mM Tris-Cl, 1mM EDTA, pH 8,0.
TFb 1: 30mM Acetato de potasio, 100mM KCl, 10mM CaCl2, 50mM MnCl2, 15 %
glicerol, pH 5,8 con &aacute;cido ac&eacute;tico 0.2M.
TFb 2: 10mM MOPS, 75mM CaCl2, 10mM KCl, 15% Glicerol, pH 6,5 con KOH.
126
Anexo 2
ANEXO 2: APARATOS Y MATERIAL
Agitador orbital HeidolpH UNIMAX 1010
Ba&ntilde;o de 37&ordm;C (Precisterm-pSelecta)
Bomba de vac&iacute;o Pharmacia LKB-VacuGene (Pharmacia)
Bomba perist&aacute;ltica P-1 (Pharmacia)
Botella o placas de cultivo(Greiner)
Caja de Petri de 92 mm/150 mm de di&aacute;metro (Greiner)
Centr&iacute;fuga Heraeus-Sepatech Megafuge 1,0 (Heraheus Instruments)
Colector de fracciones (Pharmacia LKB-RediFrac)
Cubetas de electroforesis Gel electrophoresis apparatus GNA-100 (Pharmacia)
Equipo de transferencia semiseco (Millipore)
Espectrofot&oacute;metro SmartSpec 3000 (Bio-Rad)
Formador de gradientes SG SERIES (Hoffer Scientific Instrument)
Fotomicroscopio Olympus BH 2
Fuente de alimentaci&oacute;n 2103 POWER SUPPLY (LKB BIOCHROM)
Fuente de alimentaci&oacute;n LKB-MultiDrive XL (Pharmacia)
Horno de hibridaci&oacute;n Stuart Scientific
Incubador INFORSHT
Lector de ELISA Microplate Reader Model 550 (Biorad)
Megacentr&iacute;fuga Beckman J2-21
Microcentr&iacute;fuga Sorvall MC 12V (DuPont)
Microtomo MICRON HM325
Placas microtest p96 (Greiner)
Procesador autom&aacute;tico SHANDOM Hypercenta XP y SHANDOM Histocentre 2
Secuenciador autom&aacute;tico ABI 373 XL Strech (Perkin Elmer)
Sistema de transferencia Pharmacia LKB-VacuGene XL (Pharmacia)
Soportes de electroforesis SE 250 y SE 600 (Hoffer Scientific Instrument)
Termociclador GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer)
Termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Perkin Elmer) (secuenciaci&oacute;n)
Transiluminador LKB 2011 MacroVue (LKB BIOCHROM)
Tubos de 1,5/2 ml Eppendorff
Tubos de 10/50 ml Falcon
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