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a.a. Aminoácido 

Bgtx Alfa-bungarotoxina 

ACh Acetilcolina 

AChBP           Proteína de unión a acetilcolina 

AChR Receptor de acetilcolina 

ADNc Ácido desoxirribonucleico complementario  

Akt Serina/treonina proteína quinasa B  

AMPc Adenosín monofosfato cíclico 

AP1                Proteína activadora 1 

APC                 Aloficocianina 

ARNm Ácido ribonucleico mensajero 

BSA Albúmina de suero bovino 

CamKII        Ca
2+

/calmodulina proteína quinasa II 

CCVD Canales de calcio voltaje-dependientes 

CICR Liberación de calcio inducida por calcio 

CMSP Células mononucleares de sangre periférica 

CREB Factor de transcripción nuclear que se une a secuencias de ADN 

denominadas “elementos de respuesta a AMPc” 

Ct Ciclo umbral  

DAMPs            Patrones moleculares asociados a daño 

DAPI              4,6-diamino-2-fenilindol 

DMPP             Dimetil-4-fenil-piperazinico 

dNTPs Desoxirribonucleótidos trifosfato  

ERK               Subfamilia de la MAPK regulada por señales extracelulares 

FRET              Transferencia de energía entre fluorocromos  

FITC                Fluoresceína-isotiocianato   

HA Epítopo de 9 a.a. perteneciente a la glucoproteína hemaglutinina 

HEPES N-[2-hidroxietil]-piperacino-N´-[2-ácido etanosulfónico] 

HMGB1 Proteína B1 del grupo de alta movilidad 

HRP                Peroxidasa de rábano 

IL Interleuquina  
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IPTG              Isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido 

IRAK-M  Serina/treonina quinasa-M asociada al receptor de interleuquina-1 

JAK2 Tirosina quinasa Janus II 

LB                   Medio de Luria Bertani  

LPS Lipopolisacárido  

mAChR Receptor nicotínico muscular para la acetilcolina 

MAPK Serina/treonina quinasa activada por mitógenos 

MEK              Quinasa que fosforila y activa a MAPK 

M-CSFh Factor estimulante de colonias de macrófagos humanos 

MLA               Metilcaconitina 

MØ Monocitos humanos diferenciados a macrófagos 

MyD88 Factor de diferenciación mieloide 88 (proteína adaptadora entre los 

receptores Toll y la vía de señalización) 

nAChR Receptor nicotínico neuronal para la acetilcolina 

NF-ĸB Factor de transcripción nuclear kappa B 

NGS Suero normal de cabra  

PMAP Patrón molecular asociado a patógenos 

P38 
MAPK 

Subfamilia de la MAPK que controla las respuestas celulares a las 

citoquinas y al estrés   

pb Pares de bases 

PCR Reacción en cadena de la polimerasa 

PI3K Fosfoinositol 3-quinasa 

PKA Proteína quinasa A 

PKC Proteína quinasa C  

PRS                  Proteína de reconocimiento de señal  

PVDF               Membrana de difluoruro de polivinilo  

RE Retículo endoplásmico rugoso 

RIC-3 Factor resistente a inhibidores de colinesterasa 3 

RNAsa Ribonucleasa 

RyRs  Receptores de rianodina  

SDS/PAGE    Sodio dodecil sulfato/poliacrilamida 



Abreviaturas 

11 

SFB Suero fetal bovino  

siRNA ARN pequeño de interferencia 

STAT3 Transductor de señal y activador de la transcripción 3 

TE Tolerancia a endotoxina 

TLRs “Receptores tipo Toll”; los miembros de esta familia, identificados 

en mamíferos y plantas, presentan elevada homología  con la 

proteína Toll de Drosophila  

TLR-4           Miembro de la familia de TLRs sensible a LPS 

TNF- Factor de necrosis tumoral alfa 

X-Gal               5-bromo-4-cloro-3-indolil β-D-galactopiranósido 
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Los receptores nicotínicos neuronales para la acetilcolina del subtipo 7 (7 nAChR), se 

encuentran ampliamente distribuidos en SNC y periférico, así como en células de naturaleza no neuronal, 

como queratinocitos, astrocitos, linfocitos, microglía, monocitos y macrófagos. En neuronas, el 7 

nAChR presináptico modula la liberación de numerosos neurotransmisores, mientras que aquél situado 

postsinápticamente induce impulsos excitatorios en la correspondiente neurona. Adicionalmente, la 

activación de este receptor se ha asociado a fenómenos de plasticidad neuronal y supervivencia celular en 

SNC, mientras que en células no neuronales dicha activación regula procesos relacionados con la 

migración, neo-angiogénesis, proliferación, muerte celular e inflamación. Las múltiples funciones 

asignadas al 7 nAChR permiten deducir que una deficitaria actividad y/o una reducida expresión del 

mismo hayan sido implicadas en la etiopatogenia de ciertas enfermedades como el Alzheimer, Parkinson, 

esquizofrenia, neoplasias o en aquellas que cursan con una excesiva respuesta inflamatoria/inmune. Todo 

lo anterior justifica nuestro interés por el estudio de mecanismos de modulación endógena de este subtipo 

de receptor, así como por la identificación de nuevas vías de señalización implicadas en alguna de sus 

funciones.  

 

En el año 2011, nuestro grupo demostró, por primera vez, el papel funcional del gen CHRFAM7A 

resultante de la duplicación parcial del gen CHRNA7 que codifica para la subunidad nicotínica 7. El gen 

duplicado, solo presente en el genoma humano, codifica para una nueva subunidad nicotínica (dup7) que 

actúa como regulador endógeno negativo de la actividad del 7 nAChR en ovocitos de Xenopus. Dada la 

gran homología entre las secuencias peptídicas de 7 y dup7, no existe actualmente ningún anticuerpo 

específico capaz de distinguir entre una u otra subunidad nicotínica. Esta limitación ha impedido conocer 

el mecanismo por el que dup7 ejerce su efecto sobre el 7 nAChR en ovocitos, así como si dicho efecto 

también se produce en células de mamíferos y, en caso afirmativo, cual es su posible repercusión 

funcional en células que expresan endógenamente 7 y dup7, como las neuronas o los macrófagos 

humanos. En esta tesis se ha tratado de dar respuesta a estas cuestiones mediante la preparación de 

diversas construcciones conteniendo los ADNc de 7 y dup7 marcados con diferentes epítopos o 

proteínas de fusión, utilizando para ello técnicas de ADN recombinante. Tras expresar estas 

construcciones en varias líneas celulares de mamíferos, se ha recurrido a utilizar una combinación de 

técnicas, incluyendo las de biología celular y molecular, bioquímicas, inmunocitoquímica y de 

microscopía confocal, con objeto de analizar la interacción de las subunidades nicotínicas expresadas. 

Nuestros resultados revelan que ambas subunidades interaccionan físicamente entre sí generando 

receptores mixtos 7/dup7 en la membrana celular así como en el RE. Más aún, nuestros resultados 

permiten constatar que la formación de estos receptores mixtos en la membrana de células inmunes 

transfectadas con dup7 tiene consecuencias funcionales; así, el efecto antiinflamatorio de nicotina 

observado tras la activación del 7 nAChR homomérico es parcialmente revertido cuando se trata del 

receptor mixto 7/dup7.     

 

Adicionalmente, en esta tesis se ha logrado identificar una nueva vía de señalización inducida por 

nicotina en macrófagos humanos. Esta vía, iniciada por la activación del 7 nAChR y la consiguiente 

señalización a través de JAK2/STAT3/PI3K, conduce a la sobreexpresión de la serina/treonina quinasa-M 

asociada al receptor de interleuquina-1 (IRAK-M), un regulador negativo de la respuesta inmune innata 

mediada por TLR. Nuestros datos demuestran que el incremento de expresión de IRAK-M está implicado 

en el efecto antiinflamatorio así como en la generación de un estado de “tolerancia” inducido por nicotina 

en macrófagos. Ambos efectos de nicotina sobre los macrófagos pueden explicar las diferencias de riesgo 

y evolución clínica observadas entre pacientes fumadores y no fumadores que sufren ciertas patologías 

infecciosas o inmunes.  
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1 EL NEUROTRANSMISOR FISIOLOGICO ACETILCOLINA Y SUS 

RECEPTORES. 

1.1. Localización de sinapsis colinérgicas, clasificación y distribución de receptores 

colinérgicos a nivel periférico y central. 
 

La acetilcolina (ACh) es el neurotransmisor fisiológico liberado por todas las fibras 

parasimpáticas postganglionares, así como por unas pocas fibras simpáticas 

postganglionares, como las de las glándulas sudoríparas (Fig. 1). Adicionalmente, la 

ACh es el transmisor químico de las fibras preganglionares simpáticas y parasimpáticas, 

de los nervios motores de músculo estriado y de muchas neuronas del SNC.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 Figura 1.- Distribución de sinapsis colinérgicas periféricas y receptores colinérgicos activados por la ACh liberada.  

 

 

 En todas estas sinapsis, la ACh liberada activa receptores colinérgicos 

específicos que pueden estar ubicados tanto post- como presinápticamente. Existen dos 

grandes grupos de receptores colinérgicos distribuidos periféricamente y en SNC, los 

receptores muscarínicos y nicotínicos, cuya distribución periférica y central se refleja en 

las figuras 1 y 2, respectivamente. Se observa que ciertas regiones cerebrales solo 

expresan receptores muscarínicos (mesencéfalo, bulbo y protuberancia), otras regiones 

(sustancia negra, locus coeruleus y septum) solo nicotínicos, mientras que  ambos 

subtipos de receptores están presentes en el estriado, corteza cerebral, hipocampo, 
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hipotálamo y cerebelo. Inicialmente, estos receptores colinérgicos fueron identificados 

en células de tipo neuronal, además de en músculo esquelético. Sin embargo, en los 

últimos años, ha podido constatarse la presencia de estos receptores en células no 

neuronales, a los que nos referiremos más adelante. 

 

 

Figura 2.- Distribución de receptores colinérgicos en cerebro. Tomado de Molecular biology, pharmacology and brain 

distribution of muscarinic and nicotinic receptor subtypes. The American College of Neuropsychopharmacology. 
www.acnp.org/g4/GN401000010/CH010.html Accessed on 18 January 2011. 

 

 

1.2. Estructura pentamérica del receptor colinérgico nicotínico muscular e 

identificación de nuevos subtipos de receptores nicotínicos en células PC12, 

ganglios y SNC.  
 

 

El primer receptor colinérgico aislado y purificado fue el receptor nicotínico para ACh 

de tipo muscular (mAChR) (Briley y Changeux., 1977; Sobel y col., 1977). Este 

receptor recibió dicha denominación en base a su capacidad para ser activado por el 

alcaloide nicotina, además de por el neurotransmisor endógeno ACh. En la purificación 

del mAChR fue decisiva la disponibilidad de toxinas que se unían a él con gran afinidad 

y especificidad, así como su alto nivel de expresión en el órgano eléctrico del pez 

Torpedo marmorata, tejido que constituyó la fuente inicial para su aislamiento. 

También es relevante señalar la identificación y cristalización de proteínas de unión a 

ACh (AChBPs) presentes en el caracol Lymnaea stagnalis y en los crustáceos Aplysia 

califórnica y Bulinus truncatus; estas proteínas han aportado una información valiosa 

http://www.acnp.org/g4/GN401000010/CH010.html
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sobre la estructura de los AChRs (Smit y col., 2001, 2003; Celie y col., 2005; Hansen y 

col., 2005).  

 

 El mAChR pertenece a la superfamilia Cys-loop de receptores asociados a un 

canal iónico activado por ligando. También pertenecen a esta superfamilia los 

receptores para glicina, glutamato (NMDA, AMPA y kainato), ácido gamma-

aminobutírico (GABAA y GABAC) y serotonina (5HT3), todos los cuales proceden de 

un ancestro común. Todos estos receptores están constituidos por 5 subunidades 

ensambladas  alrededor de un poro iónico que, tras la activación del receptor, permite la 

entrada de iones al interior celular. En el caso del mAChR (Fig. 3), han sido 

identificadas las 5 subunidades del pentámero (21, 11, 1δ y 1), con la subunidad  

reemplazada por la  en vertebrados adultos (Brisson y Unwin., 1984; Kubalek y col., 

1987).  El clonaje de los genes que codifican para las distintas subunidades del mAChR 

y su posterior expresión en sistemas heterólogos ha permitido conocer la estructura 

terciaria de cada subunidad, a la vez que caracterizar biofísica y farmacológicamente el 

receptor expresado (Mishina y col., 1984; Takahashi y col., 1985). La primera 

subunidad del mAChR cuya secuencia fue identificada fue la 1, constituida por 482 

aminoácidos (Devillers-Thiery y col., 1983). Esta subunidad presenta un voluminoso 

dominio hidrofílico N-terminal extracelular cuya estructura secundaria es, en su mayor 

parte, de lámina plegada . En este dominio extracelular se localiza una secuencia de 13 

aminoácidos flanqueada por una pareja de dos cisteínas que se unen mediante un puente 

disulfuro (Cys-Cys); esta zona es de enorme importancia ya que contiene el principal 

componente del sitio de unión del ligando al receptor (Jones y Sattelle, 2010). 
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Figura 3.- Izquierda: representación esquemática de un AChR muscular (mAChR), vista desde la hendidura sináptica (parte 

superior) y lateralmente (membrana representada en azul). También aparecen representados los sitios de unión de ACh (rojo) 

así como el canal iónico asociado al receptor (flecha verde). Centro y derecha: modelo de estructura tridimensional del 

complejo pentamérico de un receptor nicotínico en base a los datos estructurales obtenidos de AChBP y del AChR del 

Torpedo. (Figura tomada de Pierre-Jean Corringer and Jean-Pierre Changeux, 2008).  

  

 

 Durante muchos años, el mAChR fue considerado como el único miembro de la 

familia de receptores colinérgicos nicotínicos. Sin embargo, se sabía de la existencia de 

otros tipos de receptores nicotínicos, expresados en ganglios y células cromafines, que 

mostraban una sensibilidad farmacológica diferente a la de los receptores musculares, lo 

cual hacía sospechar que esta familia de receptores debía ser más compleja de lo 

esperado en un principio. Así, la alfa-bungarotoxina (Bgtx), una -neurotoxina 

procedente del veneno de la víbora Bungarus multicinctus, era capaz de bloquear los 

mAChRs de la placa neuromuscular pero no los receptores nicotínicos presentes en los 

ganglios simpáticos, células cromafines de la médula adrenal o células PC12 de 

feocromocitoma de rata. En 1986, James W. Patrick y Stephen F. Heinemann, 

utilizando como sonda un ADNc de la subunidad 1 del mAChR de ratón, consiguieron 

clonar y secuenciar una nueva subunidad nicotínica a partir de células PC12 (Boulter y 

col., 1986). Esta nueva subunidad, denominada 3, se erigió como el primer miembro 

de una larga familia de subunidades del receptor nicotínico neuronal para la ACh 

(nAChR) que se fueron identificando en los años sucesivos.  

 

 Hasta la fecha, han sido identificado en vertebrados un total de 17 genes que 

codifican otras tantas subunidades del mAChR (1, 1, ,  y ) y de los nAChRs (2-

10, 2-4) (Colombo y col., 2013), siendo las subunidades 9 y 10 las últimas en ser 
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incorporadas a esta lista. Todas estas subunidades son expresadas en humanos y otros 

mamíferos, excepto la 8 que solo ha sido identificada en aves (Millar y Gotti, 2009). 

La Figura 4 muestra un cariotipo humano normal con la localización cromosómica de 

los genes que codifican para diferentes subunidades nicotínicas. Se asume que estos 

genes han divergido progresivamente de un gen ancestral común a través de procesos de 

duplicación y mutaciones génicas, conduciendo a la diversidad actual de genes de 

subunidades nicotínicas encontradas en humanos. Las subunidades del nAChR son 

clasificadas como  o no- (o . Las subunidades  se caracterizan por poseer 2 

cisteínas adyacentes en la región N-terminal, las cuales son homólogas a las 

identificadas en las posiciones 192 y 193 de la secuencia pepitica de la subunidad 1 del 

mAChR; en dicha región se ubica la zona de unión del ligando endógeno ACh (Sine y 

col., 2002). Las subunidades estructurales no  (2-4) se caracterizan por carecer de 

estas dos cisteínas vecinas, por lo tanto, no son capaces de unir el ligando. No obstante, 

estas subunidades estructurales tienen la capacidad de poder reemplazar a la subunidad 

1 del mAChR dando lugar a un receptor funcional (Changeux y Edelstein, 1998; Le 

Novere y Changeux, 1995). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.- Cariotipo humano típico con la localización de los genes que codifican para 

las subunidades nicotínicas. 
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 Los requerimientos mínimos de subunidades nicotínicas que deben combinarse 

para constituir nAChRs funcionales han podido establecerse gracias a la utilización de 

diferentes sistemas de expresión heteróloga de proteínas, entre los cuales se encuentra el 

de  los ovocitos de la rana de origen africano Xenopus laevis. Utilizando estos modelos 

de expresión, se ha podido constatar que las 5 subunidades neuronales pueden 

combinarse entre sí para formar dos clases de nAChRs: los homoméricos conteniendo 

un solo tipo de subunidad nicotínica (7 o 9), y los heteroméricos que contienen una 

combinación de subunidades  y  (2-6, y 2-4) (Dani y Bertrand, 2007) (Fig. 5). La 

α-Bgtx es capaz de distinguir entre estas dos clases de nAChRs, ya que mientras que los 

homoméricos son sensibles al efecto bloqueante de la toxina, los heteroméricos son 

insensibles a la misma (Colombo y col., 2013). 

 

 Los subtipos de nAChRs más abundantes en cerebro son los homoméricos 7 de 

baja afinidad para el agonista y los heteroméricos 42* de alta afinidad para el mismo. 

El asterisco en la nomenclatura del receptor indica que otras subunidades nicotínicas no 

identificadas pueden también estar formando parte del complejo pentamérico. De hecho, 

los nAChRs heteroméricos son estructuras muy complejas, las que pueden contener dos 

o tres subunidades  co-ensambladas y dos o tres subunidades . Este es el caso del 

42 que puede estar constituido por dos subunidades  y tres  [(4)2(2)3], o por tres 

subunidades  y dos  [(4)3(2)2] (Zwart y Vijverberg, 1998; Nelson y col., 2003; 

Moroni y col., 2006). Curiosamente, cada una de estas dos estequiometrias proporciona 

al receptor diferente sensibilidad para el agonista: alta sensibilidad en el primer caso 

(EC50 = ≈1 M ACh), y baja en el segundo (EC50 = ≈100 M ACh) (Buisson y 

Bertrand, 2001; Nelson y col., 2003; Moroni y col., 2006). Adicionalmente, más de un 

tipo de subunidad  y/o pueden formar parte de un mismo nAChR funcional. Por 

ejemplo, el subtipo identificado en las neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo 

contiene subunidades α4yβ2 co-ensambladas con subunidades α6 y β3 para formar el 

α4α6β2β3* nAChR (Salminen y col., 2004, 2007; Zhao-Shea y col., 2011; Liuy col., 

2012). Esta gran diversidad de subunidades nicotínicas formando parte de un único 

nAChR funcional permite intuir la existencia de una gran variedad de subtipos de 

http://www.frontiersin.org/Journal/10.3389/fpsyt.2013.00029/full#B235
http://www.frontiersin.org/Journal/10.3389/fpsyt.2013.00029/full#B166
http://www.frontiersin.org/Journal/10.3389/fpsyt.2013.00029/full#B162
http://www.frontiersin.org/Journal/10.3389/fpsyt.2013.00029/full#B27
http://www.frontiersin.org/Journal/10.3389/fpsyt.2013.00029/full#B27
http://www.frontiersin.org/Journal/10.3389/fpsyt.2013.00029/full#B166
http://www.frontiersin.org/Journal/10.3389/fpsyt.2013.00029/full#B162
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nAChR, cada uno con propiedades farmacológicas y biofísicas distintas (McGehee y 

Role, 1995; Gotti y col., 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 5.- Estructura y estequiometría de los diferentes subtipos de receptores nicotínicos neuronales para la ACh 

(nAChR). A) Disposición de una subunidad del nAChR en la membrana celular. Cada subunidad contiene 4 dominios 

trasmembrana (M1-M4), dos regiones extracelulares amino- y carboxi-terminal, y un gran bucle intracelular entre M3-M4 

de longitud variable. B) Cinco subunidades nicotínicas ensambladas formando el nAChR funcional. C) Receptores 

homoméricos formados por un solo tipo de subunidad α, usualmente con baja afinidad por el agonista. Hasta la fecha, solo 

las subunidades α7 o α9 pueden formar receptores homoméricos funcionales en mamíferos. D) La mayoría de los nAChRs 

con alta afinidad por el agonista son heteroméricos y están constituidos por la combinación de subunidades α y β. Es 

interesante resaltar que varios tipos de subunidades α pueden co-ensamblarse con varios tipos de subunidades β en la 

estructura pentamérica del nAChR (ilustrado aquí como α4α6β3β2). Los triángulos rojos representan los lugares de unión de 

la ACh. (Ilustración modificada tomada de Linzy Hendrickson y col., 2013). 

 

1.3. Estructura secundaria, terciaria y cuaternaria de los nAChRs.  
 

Como acaba de ser mencionado, los nAChRs son complejos proteicos multiméricos 

formados por la asociación de 5 subunidades idénticas (homómeros) o diferentes 

(heterómeros), con pesos moleculares comprendidos entre 40 y 58 kDa, situadas 

simétricamente alrededor de un eje perpendicular a la membrana celular. Al 

ensamblarse, las subunidades conforman en su centro un poro iónico permeable a 

diferentes iones como Na
+
,  K

+
 y, en algunos subtipos de nAChRs (p.e., el receptor 

homomérico 7) el  ión Ca
2+

. 

 

http://community.frontiersin.org/Community/WhosWhoActivity.aspx?sname=LinzyHendrickson&UID=79421
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 La estructura terciaria que cada subunidad del nAChR está esquematizada en la 

Figura 5A, y se muestra con mayor detalle en la Figura 6. Esta estructura está 

constituida por: 1º) un largo dominio NH2-terminal extracelular de ≈ 200 aminoácidos; 

2º) cuatro dominios transmembrana (M1-M4); 3º) un largo bucle intracelular entre los 

dominios M3 y M4 en el que predominan las hélices  y que constituye la zona en 

donde reside la mayor variabilidad entre las distintas subunidades (Colombo y col., 

2013); y 4º) un corto segmento C-terminal extracelular (De Jonge y Ulloa, 2007). La 

estructura secundaria del dominio NH2-terminal es similar en todas las subunidades, con 

un dominio -hélice en su extremo inicial y un núcleo central constituido por 10 beta 

láminas conformando un -sándwich con varios bucles uniendo las láminas. Este 

dominio contiene elementos fundamentales para la apertura del poro iónico así como los 

sitios de unión de los agonistas y de los antagonistas competitivos. Además, en los 

primeros 25 aminoácidos del dominio NH2-terminal de todas las subunidades 

nicotínicas se localiza la zona del “péptido señal”, zona clave para que la proteína de 

nueva síntesis migre convenientemente a la membrana celular. El bucle intracelular es 

crítico para la expresión funcional de los nAChRs, ya que está implicado no solo en el 

correcto plegamiento, ensamblaje y tráfico de los receptores maduros hacia la 

membrana plasmática, sino que también interviene en la modulación de la actividad de 

estos receptores a través de cambios post-transduccionales mediados por procesos de 

fosforilación (Mukherjee y col., 2009). 
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Figura 6.- Modelo representativo de un AChR nicotínico neuronal (nAChR) heteromérico. Izquierda y centro: 

estructura cuaternaria del receptor con las 5 subunidades ensambladas alrededor del poro iónico. Derecha: estructura terciara 

de una subunidad nicotínica prototipo, con los cuatro segmentos transmembrana, M1, M2, M3, M4 y el largo dominio 

hidrofílico NH2-terminal extracelular donde, en el caso de las subunidades  se localizan los sitios de unión del agonista.  

(http://www.weizmann.ac.il/home/samson/aster_files/image002.gif) 

 

1.4. Localización y distribución de los diferentes subtipos de nAChRs.  
 

Los nAChRs presentan una amplia distribución en SNC y periférico, donde se pueden 

localizar tanto pre-, como post- y/o perisinápticamente. Cuando el nAChR es expresado 

presinápticamente, su activación produce la modulación de la transmisión sináptica 

mediada por ACh, noradrenalina, dopamina, glutamato y GABA (Paterson y Nordberg, 

2000; Zouridakis y col., 2009). Cuando la ubicación del receptor es postsináptica, su 

estimulación activa una serie de señales intracelulares implicadas en la excitabilidad 

celular, la expresión génica, la diferenciación celular y la supervivencia. La Figura 7 

muestra los principales subtipos de nAChRs identificados en SNC. Puede observarse la 

gran pluralidad de subtipos expresados, siendo los receptores homoméricos 7 y los 

heteroméricos 42, los que presentan mayor nivel de expresión.   

 

http://www.weizmann.ac.il/home/samson/aster_files/image002.gif
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 Como se ha mencionado en un epígrafe anterior, también se han identificado 

nAChRs en células no neuronales, incluyendo diversos tipos de células endocrinas, 

epiteliales o del sistema inmune (Gahring y col., 2005; Zouridakis y col., 2009; 

Colombo y col., 2013).  

 
 

 

Figura 7.- Principales subtipos de nAChRs y su distribución en SNC (Figura modificada tomada de  Taly y col., 

2009). 
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2 BIOGÉNESIS DE LOS RECEPTORES NICOTÍNICOS. 

 

Como corresponde a su compleja estructura, la biosíntesis y maduración de un receptor 

nicotínico hasta convertirse en un receptor funcional es un proceso laborioso, que se 

desarrolla en varias etapas. Estas etapas incluyen la síntesis, el plegamiento y el 

ensamblaje de las subunidades para constituir la estructura pentamérica del receptor, así 

como el transporte de éste hacia la membrana celular (Green y Millar, 1995). Todo el 

proceso biogénico del receptor ha sido estudiado en detalle utilizando sistemas de 

expresión “in vitro” (Anderson y Blobel, 1981; Shtrom y Hall, 1996), líneas celulares 

musculares (Gu y col., 1989), y sistemas de expresión heteróloga, como los ovocitos de 

Xenopus o las células de mamífero transfectadas (Gu y col., 1991; Saedi y col., 1991). 

Los resultados obtenidos hasta la fecha han permitido aclarar algunos  aspectos de la 

biogénesis del receptor, permaneciendo oscuros otros, como los mecanismos que 

regulan la especificidad del ensamblaje entre las subunidades.  

2.1. Síntesis, plegamiento y maduración de las subunidades nicotínicas. 
 

Cada una de las subunidades que conforman el receptor nicotínico es sintetizada, de 

manera independiente, como una cadena polipeptídica individual. Al igual que el resto 

de las proteínas que deben empaquetarse en vesículas de secreción o trasladarse a la 

membrana celular, la síntesis de las subunidades nicotínicas se lleva a cabo en el 

retículo endoplásmico rugoso (RE) gracias a los ribosomas adosados a la membrana 

reticular (Anderson y Blobel, 1981). A medida que es elongada, la cadena polipeptídica 

es translocada al interior del RE mediante un mecanismo típico dependiente de una 

“Partícula de Reconocimiento de la Señal” (PRS) que, como indica su nombre, reconoce 

y se une a una secuencia “péptido señal” del nuevo polipéptido sintetizado. La unión del 

PRS al polipéptido es identificada por un receptor específico situado en la membrana 

del RE, siendo esta la señal que inicia la translocación del polipéptido (Rapoport, 1992). 

Una vez en la luz reticular, la secuencia “péptido señal” es cortada y eliminada, al 

tiempo que la cadena polipeptídica encuentra el ambiente propicio para comenzar su 

proceso de maduración.  

 

 El proceso de maduración comienza con el plegamiento de la cadena como 

resultado de la exposición del péptido a la acción de diversas proteínas que producen 
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modificaciones post-traducionales sobre el mismo. Estas modificaciones incluyen 

procesos de glicosilación, formación de puentes disulfuro, palmitoilación, isomerización 

de prolina y escisión proteolítica (Millar y Harkness, 2008).  

 

 El proceso de glicosilación se inicia durante la propia síntesis proteica. Consiste 

en la incorporación de un núcleo de oligosacáridos, con alto contenido en manosa, sobre 

residuos de asparagina situados en posiciones determinadas del dominio NH2-terminal 

de la subunidad. Este núcleo de oligosacáridos es modificado posteriormente en el 

aparato de Golgi (Kornfeld y Kornfeld, 1985; Chen y col., 1998). Se ha demostrado que 

la adecuada glicosilación es un requisito necesario para el correcto ensamblaje de las 

subunidades de los AChRs, tanto musculares como neuronales (Millar y Harkness, 

2008). También es fundamental para el correcto plegamiento y ensamblaje de las 

subunidades nicotínicas la formación de puentes disulfuro entre residuos próximos de 

cisteína del dominio NH2-terminal de la subunidad. Una deficitaria formación de 

puentes disulfuro origina un plegamiento incorrecto de la subunidad nicotínica 7 en 

algunas líneas celulares de mamífero (Rakhilin y col., 1999). También se ha podido 

comprobar que la subunidad 1 del mAChR recién sintetizada es incapaz de unir -

Bgtx o agonistas de alta afinidad por el receptor; sin embargo, 15-30 minutos más tarde, 

tras un proceso de maduración que conduce a cambios conformacionales, la subunidad 

se torna sensible a la toxina (Merlie y Lindstrom, 1983; Carlin y col., 1986).  

 

 El plegamiento de las subunidades nicotínicas depende directamente de su 

secuencia peptídica (Lee y col., 2009). Se trata de un proceso poco eficiente; sólo una 

baja proporción de las subunidades sintetizadas se pliegan correctamente. En el caso de 

células musculares, esta proporción es del 30% respecto al total de subunidades 

sintetizadas (Merlie y Lindstrom, 1983), mientras que este valor es aún menor en 

fibroblastos transfectados con subunidades del receptor nicotínico de Torpedo (Ross y 

col., 1991). No está clara aún la razón por la que existe un remanente tan elevado de 

subunidades mal plegadas en la célula. Es probable que, para completar el proceso de 

plegamiento, las subunidades requieran contactos posteriores con otras subunidades 

nicotínicas durante la fase de oligomerización (Green y Claudio, 1993; Green y Millar, 

1995; Green y Wanamaker, 1997). En cualquier caso, solo las subunidades nicotínicas 



Introducción 

27 

correctamente plegadas y posteriormente ensambladas en el complejo receptorial, 

aproximadamente el 30% de las sintetizadas (Colombo y col., 2013), abandonan el RE, 

transitando por el aparato de Golgi para llegar finalmente a la membrana celular 

(Corringer y col.,  2006). El resto de subunidades sin ensamblar son retenidas en el RE 

y finalmente degradadas (John, 2009). 

2.2. Chaperonas y proteínas asociadas a los nAChRs. 
 

Es conocido que las subunidades nicotínicas del nAChR se pueden unir a ciertas 

chaperonas, como las proteínas BiP (proteína de unión de la familia de las chaperonas 

Hsp70 localizada en el RE), el RIC-3 (factor de resistencia a los inhibidores de la 

colinestersa), ERp75 (proteína del RE de 75 kDa), calnexina (Albuquerque y col., 

2009). Estas chaperonas se unen a los precursores de las subunidades con la finalidad de 

favorecer su plegamiento y ensamblaje, así como para monitorizar el estado glicosilado 

de las mismas. Aparte de estas proteínas específicas, se ha propuesto que la nicotina 

podría actuar como una chaperona al interaccionar con las subunidades nicotínicas en el 

RE, favoreciendo su ensamblaje y aumentando el número de nAChRs que acceden a la 

membrana celular (Corringer y col., 2006; Colombo y col., 2013). La Tabla 1 muestra la 

localización de las principales chaperonas que se unen a subunidades nicotínicas, así 

como el resultado funcional de dicha unión.   

 

 En el proceso de maduración de los nAChRs del subtipo 7, se ha descrito que 

es fundamental la asociación de las subunidades 7 con RIC-3, proteína de membrana 

que se localiza en el RE y que fue originalmente identificada en el nematodo C. elegans 

(Halevi y col., 2002). En contraste con otras chaperonas como BiP y calnexina, RIC-3 

tiene una elevada selectividad para interaccionar con los nAChRs, a pesar de que 

también se puede unir a otros receptores ionotrópicos de la misma familia, como los 

receptores de serotonina 5-HT3. La proteína RIC-3 interacciona con intermediarios de 

subunidades 7  nAChR en fase de ensamblaje facilitando este proceso (Treinin, 2008). 

Es importante señalar que los efectos de RIC-3 sobre algunos receptores dependen del 

sistema experimental de expresión. Así, en células tsA201 RIC-3 aumenta la expresión 

del 4β2 nAChR (línea celular derivada de las células embrionarias de riñón humano 

HEK293), mientras que reduce dicha expresión en ovocitos y células COS; al 
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colocalizarse con el receptor formado agregados no funcionales. El mecanismo por el 

cual RIC-3 ejerce efectos tan dispares sobre diferentes subtipos de nAChRs se 

desconoce, pero es probable que la proteína interaccione con varios dominios de la 

estructura del receptor produciendo diferentes acciones (Millar y Harkness, 2008; 

Albuquerque y col., 2009). Así, basta con la unión de RIC-3 a un único residuo del 

dominio transmembrana M1 del receptor 5-HT3 para disminuir la expresión de este 

receptor, mientras que la chaperona requiere unirse a todo el bucle intracelular entre M3 

y M4 de la subunidad 7 para que se produzca el aumento de expresión de este receptor 

(Castillo y col., 2005). 

 

Tabla1: Principales chaperonas que interactúan con subunidades nicotínicas neuronales o con el AChR muscular 

(mAChR). (Tomado de Colombo y col., 2013). 
 

 

CHAPERONA FUNCIÓN LOCALIZACIÓN receptor/subunidad 

BiP/GRP78 Ensamblaje y plegamiento de 

subunidades 
lumen del RE mAChR 

ERp57 Ensamblaje y plegamiento de 

subunidades 
lumen del RE mAChR 

Calnexina Ensamblaje y plegamiento de 

subunidades 
membrana RE AChR  

RIC-3 Ensamblaje y plegamiento de 

subunidades 
lumen del RE α3, α4, α7, α8, α9, β2, β4 

Ubiquilin-1 Degradación proteosomal citoplasma α3, α4, β4 

UBXD-4 Degradación proteosomal RE y Golgi α3, α4 

Rer1 Incremento del tráfico hacia 

membrana plasmática 
Golgi mAChR  

VILIP-1 Incremento del tráfico hacia 

membrana plasmática 
Golgi α4 

 

2.3. Ensamblaje de subunidades y tráfico de receptores a la membrana celular. 
 

El ensamblaje de subunidades nicotínicas para constituir el complejo pentamérico del 

receptor es un requisito previo para la salida de éste desde el RE hacia el Golgi, y de ahí 

hacia la membrana celular (Gu y col., 1991). Se trata de un proceso complejo que 

depende de la  propia estructura de las subunidades que conforman el receptor y del tipo 

celular en el que éste va a ser expresado. Parece claro que existen unas determinadas 

normas que dirigen el ensamblaje de subunidades nicotínicas ya que, entre las múltiples 

combinaciones posibles de subunidades que podrían formar el pentámero, sólo se 

producen algunas de ellas. Por ejemplo, en neuronas de hipocampo, la gran mayoría de 
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los receptores funcionales identificados son receptores heteroméricos 4β2 u 

homoméricos 7. Esto ocurre también en cerebro y ganglio con las subunidades 3, 4, 

β2 y β4, en donde existe preferencia por la combinación 4β2 y 3β4, respectivamente.  

 

 La célula dispone de mecanismos intracelulares de control para garantizar que 

solamente sean expresados aquellos nAChRs con las subunidades ensambladas de 

acuerdo a una determinada estequiometría. Uno de estos mecanismos es la propia 

estructura primaria de la subunidad, que asegura su adecuado plegamiento y la 

interacción preferencial con determinadas subunidades. En este sentido, varias 

secuencias nucleotídicas del dominio NH2-terminal o del bucle intracelular que une los 

dominios M3 y M4 tienen especial importancia. Así, en lo que respecta al dominio NH2-

terminal, los estudios con subunidades 7 recombinantes demuestran que la región 

comprendida entre los aminoácidos 23 (glicina) y 46 (asparagina) contiene los residuos 

necesarios para la correcta asociación de subunidades para conformar el receptor 

homomérico. También se han realizado mutaciones de la subunidad 7 bovina en donde 

se demuestra que la eliminación de la -hélice del extremo NH2-terminal o del bucle 

entre las láminas 2 y 3 reduce la expresión de receptores como consecuencia de un 

deficitario ensamblaje de subunidades (Castillo y col., 2009; Criado y col., 2010). En 

relación al bucle intracelular que une los dominios M3 y M4, ha sido demostrado su 

decisivo papel en las interacciones proteína-proteína implicadas en el ensamblaje de 

subunidades del nAChR. Al menos 12 motivos funcionales diferentes se han encontrado 

en este largo bucle intracelular en la subunidad δ; cada uno de los cuales tiene potencial 

para regular el ensamblaje y expresión de los mAChRs de la unión neuromuscular 

(Albuquerque y col., 2009). Aunque el ensamblaje de subunidades puede realizarse 

cuando gran parte de esta región se ha eliminado, la eficiencia de este proceso se reduce 

considerablemente (Numa, 1986).  

 

 También merece la pena resaltar el hallazgo de que diversas mutaciones en el 

bucle intracelular que une los dominios M3 y M4 de ciertas subunidades nicotínicas 

producen cambios importantes, de tipo farmacológico y funcional, en el receptor. En 

este sentido, se ha observado que la mutación en ese dominio de la subunidad (β2*) 

produce receptores 4β2* que presentan cambios en la sensibilidad a agonistas y 
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antagonistas e incremento de la velocidad de desensibilización respecto a los receptores 

con la subunidad intacta. Más aún, algunos residuos hidrofóbicos (leucinas), altamente 

conservados en ese bucle intracelular en las subunidades 4 y β2, han sido identificados 

como puntos determinantes para la salida del nAChR desde el RE hacia la membrana 

celular (Ren y col., 2005). De igual manera, la fosforilación de residuos específicos de 

ese dominio es un mecanismo importante por el que la célula regula la eficiencia del 

ensamblaje, la expresión y la función de los nAChRs (Guo y Wecker, 2002). El largo 

bucle entre M3 y M4 también contiene secuencias importantes para la distribución de 

receptores en la superficie celular. Así, por ejemplo, en ganglio ciliar de pollo, se ha 

observado que este bucle intracelular de la subunidad nicotínica 3 contiene secuencias 

que hacen que esta subunidad se localice en la región sináptica. Por el contrario, 

determinadas secuencias de este mismo bucle de la subunidad 7 condicionan que esta 

subunidad se localice perisinápticamente (Temburni y col., 2000). 

 

 Otros mecanismos de control que limitan el tráfico de AChRs a la membrana 

celular, a la vez que garantizan que sólo los nAChRs correctamente ensamblados sean 

transportados a la misma, son el propio RE y el sistema celular de degradación proteica. 

De hecho, el 80% de las subunidades nicotínicas sintetizadas parecen ensamblarse 

incorrectamente y nunca abandonan el RE, donde terminan por ser degradadas en el 

proteasoma tras sufrir un proceso de ubiquitinación (Fenster y col., 1999; Wanamaker y 

col., 2003; Pakkanen y col., 2006; Colombo y col., 2013). Pero el RE actúa también 

como factor limitante del número de receptores expresados en membrana por su 

capacidad para retener subunidades, posiblemente bien ensambladas formando 

receptores viables, pero que terminan finalmente siendo degradadas sin llegar a la 

periferia celular. Así se ha demostrado que si se reduce la degradación de las 

subunidades nicotínicas en el RE, mediante el bloqueo del proteasoma, aumenta la 

expresión de nAChRs en la membrana celular (Christianson y Green, 2004; Colombo y 

col., 2013). El estudio de Corringer y colaboradores (2006), realizado en células 

HEK293 transfectadas con las subunidades α4 y β2, revela que el nAChR formado se 

distribuye por toda la célula, con un 15% de localización en membrana plasmática y las 

restantes subunidades retenidas en el RE y/o Golgi. Este patrón de expresión es típico 
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de nAChR heteroméricos, tanto nativos como expresados heterólogamente en líneas 

celulares. 

   

 Una vez producido el ensamblaje de subunidades nicotínicas para formar la 

estructura pentamérica del receptor en el RE, una fracción de aquellos receptores 

ensamblados correctamente es reclutada en los sitios de salida del RE, atraviesa las 

vesículas COPII y llega al complejo de Golgi y, finalmente a la membrana plasmática 

mediante un sistema de transporte vesicular. Una vez en membrana, los nAChRs sufren 

un proceso de internalización en el compartimiento endosomal y posteriormente son 

transportados al compartimiento lisosomal, donde pueden ser degradados o devueltos a 

la superficie celular. Aunque estos procesos no están bien estudiados ni completamente 

aclarados, si se conoce la existencia de determinadas proteínas reguladoras de estos 

procesos, algunas de las cuales aparecen reflejadas en la Tabla 1 (Colombo y col., 

2013).  
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3 EL RECEPTOR NICOTÍNICO NEURONAL DEL SUBTIPO 7. 

3.1. Distribución, función e implicaciones fisiopatológicas.  
 

Los receptores nicotínicos neuronales para la ACh del subtipo 7  (7 nAChR) están 

ampliamente distribuidos en sistema nervioso periférico y central (Chen y Patrick, 

1997; Drisdel y Green, 2000), donde se ha descrito su localización presináptica o 

postsináptica e, incluso, extrasináptica (Fabian-Fine y col., 2001). Este subtipo de 

receptor se distribuye ampliamente en diferentes regiones cerebrales, aunque su 

expresión es especialmente elevada en la zona CA1 del hipocampo, y en la corteza 

entorrinal (Court y col., 2000). En corteza  motora, el receptor se localiza en las 

neuronas piramidales de las capas II, III, V y VI (Wevers y col., 1994), mientras que en 

los ganglios basales, su expresión es elevada en la sustancia negra, intermedia en el 

caudado y putamen y baja en el estriado (Court y col., 2000). En cerebelo, la expresión 

del 7 nAChR es elevada en células de Purkinje, con mayor densidad en la capa 

granulosa (Court y col., 2000). Asimismo, se han encontrado niveles elevados de 

ARNm de la subunidad 7 en el núcleo reticular y en el cuerpo geniculado lateral y 

medial, en contraste con los bajos niveles encontrados en tálamo (Court y col., 2000; 

Spurden y col., 1997).  

 

 En neuronas, el 7 nAChR homomérico presináptico modula la liberación de 

neurotransmisores en las terminales presinápticas e induce impulsos excitatorios en 

neuronas postsinápticas (Adler y col., 1998; Anderson y Blobel, 1981). Entre los 

neurotrasmisores cuya liberación es regulada por el 7 nAChR se encuentran el 

glutamato (Gray y col., 1996; Sharma y Vijayaraghavan, 2008), el GABA (Li y col., 

2001; Zhang y Berg, 2007), la dopamina (Dickinson y col., 2008; Grady y col., 2007) y 

la serotonina. Adicionalmente, la señalización a través de los 7 nAChRs expresados en 

SNC ha sido asociada con fenómenos de plasticidad neuronal y supervivencia celular 

(Azam y col., 2003; Blount y Merlie, 1989), mientras que una deficitaria actividad o 

una reducida expresión en membrana de este subtipo de receptor ha sido implicada en la 

etiopatogenia de enfermedades como el Alzheimer, Parkinson, esquizofrenia y 

depresión (Blount y col., 1990; Boulter y col., 1986; Shen y col., 2009; Vallés y col., 

2009). 
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 La presencia de 7 nAChRs también ha sido demostrada en otros tipos celulares 

de naturaleza no neuronal, como son las células endoteliales vasculares o cerebrales, las 

células del epitelio bronquial, los queratinocitos, astrocitos, sinoviocitos, timocitos, 

linfocitos, células de médula ósea, monocitos, macrófagos y microglía (ver la revisión 

de Arias y col., Int J Biochem Cell Biol 41, 1441-1451, 2009). El 7 nAChR expresado 

en células no neuronales ejerce funciones diferentes a las anteriormente descritas en 

neuronas; estas otras funciones incluyen la regulación y modulación de procesos 

relacionados con vías de señalización, migración, neo-angiogénesis, proliferación y 

muerte celular. También es muy interesante la reciente observación de que el 7 nAChR 

expresado en macrófagos es un elemento clave para el control de la inflamación por el 

nervio vago, como se describirá en detalle más adelante (Borovikova y col., 2000). 

 

 En relación con el papel fisiopatológico del 7 nAChR en ciertas enfermedades 

neurodegenerativas y psiquiátricas, se ha identificado un plegamiento aberrante de 

subunidades 7 que produciría una alteración del  tráfico del receptor a la membrana, lo 

cual podría contribuir al desarrollo de las anteriores enfermedades  (Valles y Barrantes, 

2012). De hecho, se ha encontrado una disminución del número de 7 nAChRs en 

cerebros de pacientes con enfermedad de Alzheimer (Oddo y LaFerla, 2006). Por otra 

parte, la relación entre los 7 nAChRs y la esquizofrenia está fuertemente sustentada 

por numerosos trabajos que demuestran la disminución de sitios de fijación de -Bgtx 

en el cerebro de sujetos esquizofrénicos, especialmente en hipocampo (Freedman y col., 

1995), en el córtex cingulado, el núcleo reticular del tálamo, así como en la corteza 

prefrontal (Court y col., 1999; Guan y col., 1999; Marutle y col., 2001). También se ha 

identificado un polimorfismo de una sola base (SNP) en la región promotora del gen 

(CHRNA7) que codifica para la subunidad 7; dicho polimorfismo ha sido asociado con 

la esquizofrenia ya que conduce a una disminución de la transcripción de la subunidad 

(Leonard y col., 2002). Todos estos resultados podrían explicar la mayor incidencia del 

tabaquismo en la población esquizofrénica frente a la población normal (80% vs. 20%), 

así como el hecho de que la nicotina del cigarrillo es capaz de aliviar algunos de los 

síntomas del paciente esquizofrénico, siendo el hecho de fumar una forma de 

“automedicarse” por parte de estos pacientes. 
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 Adicionalmente, existen numerosos trabajos científicos realizados en pacientes 

esquizofrénicos que demuestran una asociación entre los 7 nAChRs  y el déficit de 

“filtrado sensorial de la onda p50”, un endofenotipo asociado a esta patología 

psiquiátrica (Adler y col., 1998; Freedman y col., 2001). En condiciones normales, el 

filtrado sensorial viene definido como la habilidad del sujeto para discriminar entre los 

estímulos relevantes y los no relevantes en relación con la ejecución de tareas. La 

deficiencia para discriminar entre ambos tipos de estímulos en los sujetos 

esquizofrénicos provoca una sobrecarga sensorial que, a su vez, produce una 

fragmentación cognitiva que determina el deterioro de atención y concentración 

característico de estos pacientes. La onda p50 es un potencial evocado por un estímulo 

auditivo que se origina en el lóbulo temporal y en hipocampo; este potencial posee 

polaridad positiva y recibe su denominación en base al tiempo que tarda en aparecer (50 

ms) en el registro electroencefalográfico después de la aplicación del estímulo. El 

ensayo que se realiza para su valoración consiste en la aplicación de dos estímulos 

auditivos sucesivos (E1 y E2) y la medición de las dos ondas p50 generadas. Mientras 

que en sujetos normales se produce una reducción de la amplitud de la onda inducida 

por el segundo estímulo, en el sujeto esquizofrénico no se produce tal reducción debido 

a la deficiencia de filtrado sensorial. El déficit de “filtrado sensorial p50” es 

normalizado en esquizofrénicos y familiares por el consumo de nicotina (Leonard y col., 

1998), mientras que los antagonistas del 7 nAChR agravan dicho déficit (Simosky y 

col., 2003). El mecanismo por el que estos receptores han sido implicados en este déficit 

característico de la esquizofrenia es el siguiente. La aplicación del primer estímulo (E1) 

activa nAChRs (7, principalmente) de las interneuronas que, a su vez, liberan GABA 

que interacciona con receptores presinápticos GABAB; como resultado de esta 

activación presináptica se reduce la liberación de glutamato, por lo que muchas de las 

neuronas de la región CA3 del hipocampo no serían excitadas por el segundo estímulo 

(E2). Una disminución en la expresión de 7 nAChR, como ocurre en los pacientes 

esquizofrénicos, se traduciría en una menor liberación de GABA y, por consiguiente, en 

una menor capacidad para reducir la liberación de glutamato.   
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3.2. Características específicas del 7 nAChR: permeabilidad iónica y mecanismos de 

señalización intracelular.  
 

El 7 nAChR se distingue del resto de los subtipos de nAChRs en que posee una alta 

afinidad para unir -Bgtx, muestra una cinética de desensibilización rápida y presenta 

una elevada permeabilidad al paso de iones Ca
2+

 a través del ionóforo asociado al 

receptor; dicha permeabilidad es muy similar a la de los receptores de NMDA para 

glutamato (Seguela y col., 1993). De hecho, muchos de los efectos fisiológicos 

producidos por la estimulación del 7  nAChR en neuronas, y que se acaban de describir 

en el apartado anterior, son el resultado de la activación de vías de señalización 

dependientes de la entrada del ión Ca
2+

 a la célula. Esta entrada de Ca
2+ 

se produce a 

través del ionóforo nicotínico y es adicionalmente amplificada por tres mecanismos: 1) 

la entrada concomitante de Na
+
 por el ionóforo, lo cual  produce despolarización celular 

y la consiguiente apertura de canales de Ca
2+

 voltaje-dependientes (CCVD); 2) la 

liberación de calcio desde depósitos intracelulares del RE a través de receptores de IP3 

(IP3Rs) (Sharma y Vijayaraghavan, 2001); y 3) la liberación de Ca
2+

 a través de 

receptores de rianodina (RyRs) del RE por un mecanismo conocido como CICR 

(liberación de calcio inducida por calcio; del inglés, calcium-induced calcium release). 

Para que se produzca la comunicación funcional entre el 7 nAChR y los RyRs, dado 

que estos últimos receptores tienen baja afinidad por el Ca
2+

, es necesario un 

acoplamiento físico entre ambos tipos de receptores (Sharma y Vijayaraghavan, 2001). 

 

 A nivel neuronal, el incremento de la concentración de Ca
2+

 libre intracelular 

[Ca
2+

]i mediado por el 7 nAChR puede activar una amplia gama de señales 

intracelulares responsables de los múltiples efectos producidos por este subtipo de 

receptor a corto y largo plazo (Dajas-Bailador y Wonnacott, 2004) (Fig. 8). Entre estos 

efectos merecen la pena destacar aquellos que afectan a la liberación de 

neurotransmisores, a la plasticidad sináptica, a procesos vitales o letales los cuales 

pueden tener importantes implicaciones en los procesos de cognición y memoria 

implicados en el desarrollo y neuroprotección. Dependiendo de la vía de señalización 

activada y del tipo neuronal donde se exprese el receptor, así será la respuesta final 

obtenida. De esta manera, el incremento de [Ca
2+

]i puede activar la adenilatociclasa 

(AC) y, consiguientemente, a la proteína quinasa A (PKA), la Ca
2+

/calmodulina 
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proteína quinasa II (CaMKII) (Dajas-Bailador y Wonnacott, 2004), la proteína quinasa 

C (PKC) (Albuquerque y col., 2009), o la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K). A su vez, 

estas quinasas pueden fosforilar dianas moleculares situadas por debajo de la cascada de 

señalización. Es el caso de la proteína quinasa ERK, cuya activación puede ser 

producida por la CaMK en células PC12 (Nakayama y col, 2001), o por la PKA en 

células SH-SY5Y (Dajas-Bailador y col., 2002). En ambos casos, independientemente 

de la vía de activación, la fosforilación de ERK conduce a la activación del factor de 

transcripción CREB, el cual se une a secuencias de ADN llamadas “elementos de 

respuesta a AMPc” y activa la transcripción de diversos genes, entre los que se 

encuentran el de la enzima tirosina hidroxilasa (TH), clave en la ruta biosintética de 

catecolaminas, así como el  del factor de crecimiento nervioso (NGF).  

 

 Por otra parte, se ha descrito que la nicotina, a través de la activación del 7 

nAChR, puede comportarse como agente citotóxico para neuronas en desarrollo y 

células progenitoras (Mechawar y col., 2004), o como neuroprotector en neuronas 

diferenciadas (Dajas-Bailador y col., 2000). Ambos efectos están mediados por el 

incremento de [Ca
2+

]i  producido por la activación del receptor; según sea la capacidad 

amortiguadora del [Ca
2+

]i que posea la célula en cuestión, así será el efecto final 

producido. De este modo, en células inmaduras, la elevación de [Ca
2+

]i es citotóxica y 

activaría procesos pro-apoptóticos. Mientras que la neuroprotección celular mediada por 

el 7 nAChR frente a la excitotoxicidad por glutamato estaría condicionada por la 

activación de la tirosina quinasa Janus 2 (JAK2) que, a través de PI3K, fosforila Akt 

promoviendo mecanismos de supervivencia celular, entre los que estarían las proteínas 

anti-apoptóticas Bcl-2 y Bcl-x (Shaw y col., 2002; Shimohama, 2009; Vallés y 

Barrantes, 2012). De hecho, este último mecanismo ha sido implicado en el efecto 

neuroprotector de nicotina frente a la acción tóxica de la proteína β-amiloide en células 

PC12 (Shaw y col., 2003).  
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Figura 8.-Moléculas y cascadas de señalización claves implicadas en la regulación de diversas funciones 

neuronales mediadas por el 7 nAChR (Figura modificada tomada de Dajas-Bailador y Wonnacott., Trends 

Pharmacol. Sci., 2004).  

 

3.3. Estructura pentamérica del 7 nAChR.  
 

La idea original de que el 7 nAChR es homomérico tiene una importante base desde el 

punto de vista evolutivo, ya que la subunidad 7 fue la primera que surgió de esta 

familia de receptores, antes incluso del desarrollo del cerebro (Fig. 9A). Aunque 

actualmente existen numerosas datos experimentales derivados de estudios de expresión 

heteróloga que indican que las subunidades 7 se ensamblan entre sí formando 

receptores homoméricos funcionales (Chen y Patrick, 1997; Drisdel y Green, 2000), no 

puede descartarse que esta subunidad pueda también combinarse con otras subunidades 

nicotínicas, conocidas o no, dando lugar a nAChR heteroméricos. De hecho, se ha 

descrito la formación de receptores heteroméricos 72 funcionales cuando ambas 

subunidades son coexpresadas en ovocitos de Xenopus (Khiroug y col., 2002). Por otra 

parte, el hecho de que 7 y 2 presenten un  alto nivel de coexpresión en SNC ha 

llevado a algunos investigadores a sugerir que ambas subunidades podrían conformar 

receptores heteropentaméricos in vivo (Azam y col., 2003). 
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 Es posible que la capacidad de asociación de la subunidad 7 con otras 

subunidades nicotínicas dependa del tipo celular donde se expresa el receptor, así como 

de la proporción relativa de 7 respecto a la posible subunidad con la que se pudiera 

combinar (Yu y Role, 1998). De hecho, se han encontrado diferencias farmacológicas y 

biofísicas en los nAChRs nativos que contienen subunidades 7 según el tipo celular 

donde se exprese el receptor. Así, los 7 nAChRs expresados en hipocampo de rata 

muestran una rápida desensibilización, a la vez que son bloqueados irreversiblemente 

por Bgtx. Este comportamiento biofísico y farmacológico es el habitual de los 

receptores nativos que contienen la subunidad 7 identificados hasta ahora en la 

mayoría de las células estudiadas. No obstante, existen algunas excepciones. Así, el 7 

nAChR expresado en neuronas de los ganglios del plexo cardiaco muestra una lenta 

desensibilización y no es susceptible al bloqueo por la toxina (Cuevas y Berg, 1998; 

Cuevas y col., 2000). También, los receptores 7 identificados en músculo denervado de 

ratón presentan una lenta desensibilización y no son bloqueados por metililcaconitina, 

MLA, un antagonista selectivo de este subtipo de receptor (Tsuneki y col., 2003). 
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4 EL GEN CHRNA7 QUE CODIFICA PARA LA SUBUNIDAD NICOTÍNICA 7. 

4.1. Localización cromosómica y región codificadora del gen CHRNA7 humano.  
 

La subunidad nicotínica 7 es una proteína de 503 aminoácidos codificada por el gen 

CHRNA7, el cual se encuentra localizado en el brazo largo del cromosoma 15 (15q13-

q14). Este gen, con un tamaño aproximado de 75 kb, está constituido por 10 exones que 

codifican para los diferentes dominios estructurales de la subunidad 7 (Fig. 9). Así, los 

exones 1 a 6 completos, y una parte del exón 7, codifican para el dominio N-terminal 

extracelular de la subunidad; en este dominio se localiza el sitio de unión al ligando 

(exones 2-6) y la región del péptido señal (exón 1) (de Jonge y Ulloa, 2007). El primer 

dominio transmembrana (M1) comienza en el exón 7, mientras que el resto de los 

segmentos transmembrana (M2-M4) están codificados por los exones 8-10 (Severance y 

col., 2004).  El largo dominio citoplasmático (parte de los exones 9 y 10) es crucial para 

la expresión del receptor funcional (Mukherjee y col., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 9.-Exones del gen CHRNA7 que codifica para la subunidad 7 del nAChR. A) Estructura del receptor 

homomérico formado por el ensamblaje de las 5 subunidades 7. B) Dominios estructurales de la subunidad 7 y 

exones que los codifican; en amarillo aparece la secuencia correspondiente al péptido señal. 
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 El cromosoma 15 es uno de los cromosomas autosómicos que más duplicaciones 

segmentales presenta; esto es, regiones de más de 1 kb con identidad con otras regiones 

del genoma mayor del 90%. Así, el 8,8% de la eucromatina del cromosoma 15 está 

compuesta por estas duplicaciones segmentales (Zody y col., 2006). Dentro de este 

cromosoma, la región cromosómica 15q11-14 es una de las que concentra más 

duplicaciones, además de tener gran interés fisiopatológico. Así, a través de estudios de 

ligamiento génico múltiple, se ha podido constatar que dicha región contribuye a la 

etiología de diversas patologías (Figura 10), como la esquizofrenia (Leonard y 

Freedman,  2006; Iwata y col., 2007), el trastorno bipolar (Hong y col., 2004; Flomen y 

col., 2006) y algunos tipos de epilepsia, como la epilepsia mioclónica juvenil (Taske 

 y col., 2002). Además, esta región cromosómica ha sido también implicada en la 

agenesia del cuerpo calloso con neuropatía periférica (Casaubon y col., 1996), así como 

en los síndromes de Prader-Willi y de Angelman (Christian y col., 1999; Boer y col., 

2002). En esta región, a una distancia de 1.6 Mb del gen CHRNA7, hacia la región 

centromérica del cromosoma, se ha identificado un nuevo gen (CHRFAM7A) resultante 

de la duplicación parcial del gen CHRNA7que codifica para la subunidad nicotínica 7 

(Gault y col., 1998; Riley y col., 2002). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 10.-Esquema de la localización del gen CHRNA7 y de su duplicado parcial CHRFAM7A en el 

cromosoma 15 humano. Ambos genes se localizan en una región cromosómica con un alto índice de duplicaciones 

génicas; esta región ha sido implicada en la etiopatogenia de diversas enfermedades. 
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4.2. El nuevo gen CHRFAM7A, un duplicado parcial del gen CHRNA7. 
 

Las duplicaciones génicas constituyen un fenómeno habitual dentro de los genomas 

animales y vegetales. De hecho, estas duplicaciones, junto con el procesamiento 

alternativo del ARNm inmaduro, constituyen procesos imprescindibles para la 

diversificación génica (Kopelman y col., 2005; Su y col., 2006). Aproximadamente, el 

6% de las diferencias encontradas entre el genoma de chimpancé y el humano son el 

resultado de procesos de duplicación (Conrad y Antonarakis, 2007). Las duplicaciones 

no siempre son completas; a veces el fragmento de ADN duplicado solo contiene parte 

del gen ancestral (duplicaciones parciales), mientras que otras veces puede contener 

trozos de varios genes (duplicaciones quiméricas). En relación con las subunidades de 

los nAChRs, se ha demostrado que las mayores reorganizaciones durante la evolución 

han ocurrido como consecuencia de procesos de duplicación génica y mutaciones; estos 

procesos han originado modificaciones en el contenido de exones así como en los 

mecanismos de regulación de la expresión de estas subunidades (Le Novere y 

Changeux, 1995). 

 

 Gault y colaboradores (1998) identificaron un nuevo gen en el cromosoma 15 

humano resultante de la duplicación parcial del gen CHRNA7 que codifica la subunidad 

nicotínica α7. El nuevo gen presentaba una elevada homología (> 99%) con la región 

comprendida entre el exón 5 y la región 3’-UTR del gen CHRNA7, pero carecía de los 

exones 1-4 del gen original. En sustitución de los mismos, el nuevo gen incorporaba los 

exones D, C, B, A. De estos cuatro exones atípicos, los exones C-A, correspondían a un 

segundo gen, el gen FAM7A, y eran el resultado de la duplicación parcial de una serina-

treonina proteína quinasa similar a ULK4 (unc-51-like kinase 4 de C. elegans) presente 

también en el cromosoma 3p21. De hecho, estos exones también se encuentran 

repetidos en varios loci de la región cromosómica 15q13-14. Por su parte, el exón D es 

de origen desconocido y aparece repetido en otros cinco loci del cromosoma 15, pero no 

en el cromosoma 3 (Sinkus y col., 2009). Por tanto, el nuevo gen resultante de la 

duplicación parcial de CHRNA7 es realmente un gen híbrido que fue denominado 

CHRFAM7A, y el producto resultante de su transcripción, dup7 (Fig. 11).  
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Figura 11.- Los genes CHRNA7 y CHRFAM7A humanos. A) Localización de ambos en el cromosoma 15, con los 

exones de cada uno de ellos. B) Homologías y diferencias entre los exones de ambos genes y sus correspondientes 

transcritos (7 y dup7).  

 

 

 El gen híbrido CHRFAM7A, localizado en el brazo largo del cromosoma 15 

(15q13-q14), es polimórfico; unos pocos individuos poseen dos alelos carentes de este 

gen, frente a la mayor parte de la población (> 95%) que posee una o dos copias del 

mismo. Se han identificado algunos individuos portadores del gen con un polimorfismo 

consistente en la deleción de 2 pb (ΔGT) en el exón 6; esta deleción daría lugar a una 

proteína truncada (Broadbent y col., 2006: Cammarota y col., 2002). La adquisición de 

este gen duplicado parece ser un fenómeno evolutivo bastante reciente ya que 

CHRFAM7A solo aparece en humanos y no en otros primates superiores (Locke y col., 

2003). 

 

 Dado que un 82%  de la secuencia nucleotídica del ARNm de dup7 es idéntica 

a la de 7, ha sido necesario realizar PCRs con cebadores específicos a la hora de poder 

diferenciar la distribución tisular y la expresión celular de estos dos transcritos. De esta 

manera, se ha podido constatar que el ARNm de dup7 se expresa en médula espinal 

(Villiger y col., 2002) y en diferentes regiones cerebrales, como hipocampo, corteza, 

cuerpo calloso, tálamo, núcleos caudado y putamen del estriado y cerebelo (Villiger y 

col., 2002; Severance y Yolken, 2008). También se ha demostrado la presencia de este 

transcrito en células del sistema inmune, en células mononucleares de sangre periférica 

(CMSP) (Villiger y col., 2002; Severance y col., 2009), en linfocitos de sangre 

periférica (Perl y col., 2006), en la línea celular HL-60 (Villiger y col., 2002) y en 

sinoviocitos (van Maanen y col., 2009). De hecho, en células HL60 solo se ha logrado 
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detectar el ARNm de dup7 pero no el de 7 (Villiger y col., 2002; Perl y col., 2006; 

Severance y col., 2009).  

4.3. Los transcritos 7 y dup7  humanos: similitudes y diferencias entre las 

secuencias peptídicas. 
 

Durante muchos años, no se dispuso de ningún dato experimental que probara que el 

transcrito dup7 era capaz de traducirse a proteína y, si así lo hacía, cuál era su papel 

funcional. Sin embargo, a partir de la secuencia nucleotídica del dup7, si se pudo 

deducir la secuencia peptídica de la proteína. Tras la comparación de la misma con la de 

la subunidad 7 (Fig. 12), lo primero que llama la atención del dup7  es la pérdida de 

una parte sustancial del largo dominio NH2-terminal extracelular, característico de todas 

las subunidades nicotínicas identificadas hasta la fecha. Sin embargo, dado que el 

transcrito de dup7 conserva los exones 5-10 de la subunidad 7, la proteína resultante 

conservaría las cuatro regiones transmembrana (M1-M4), el bucle intracelular entre M3 

y M4 y el dominio C-terminal extracelular.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 12.- Esquema de la estructura peptídica deducida a partir del transcrito de dup7. El esquema 

ha sido tomado de (Gault y col., 1998), con algunas modificaciones. A la izquierda, con fines comparativos, 

se representa la secuencia peptídica de la subunidad 7.  
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  En este punto, cabe preguntarse cuál podría ser la distribución celular de la 

subunidad dupα7 y si podría o no formar parte de un receptor funcional. Para ello, 

basándonos en la secuencia peptídica deducida de dup7 y en su comparación con la 

subunidad 7, se puede predecir que la subunidad dup7 carecería de la región péptido 

señal, la cual se ha mostrado clave para el correcto ensamblaje y expresión de otras 

subunidades nicotínicas, como por ejemplo la subunidad 1  nicotínica muscular (Gault 

y col., 1998). De hecho, el exón-1 de la subunidad 1 codifica para la secuencia señal 

que permite la entrada del péptido al RE. Por ello, es previsible que dupα7, en caso de 

que se tradujera in vivo, diera lugar a una subunidad con una localización 

mayoritariamente  intracelular (Gault y col., 1998). Por otra parte, la “hipotética” 

subunidad dup7 también carecería de los sitios de unión de ACh y -Bgtx, lo que haría 

difícil que pudiera tener un papel funcional similar al de otras subunidades nicotínicas 

α. No obstante, puesto que dupα7 aún conserva completos los cuatro dominios 

transmembrana (M3-M4), el bucle intracelular entre M3 y M4, así como la región C-

terminal, no es descartable que pudiera tener alguna otra función, muy probablemente 

reguladora (Gault y col., 2003; van Maanen y col., 2009, Araud y col., 2011; Benfante y 

col., 2011). 

4.4. Implicaciones fisiopatológicas del gen CHRFAM7A y de su transcrito dup7. 
 

Existen diversos motivos para que en los últimos años, el estudio del gen CHRFAM7A y 

de su transcrito dup7 haya captado gran atención por parte de la comunidad científica. 

Entre las razones que motivan este interés se incluyen: 1) la localización del gen en una 

región del cromosoma 15 tan importante para el desarrollo cerebral y que contiene 

varios genes implicados en enfermedades neurológicas y psiquiátricas; 2) el interés que 

despierta el estudio de una nueva duplicación aparecida tan recientemente en el proceso 

evolutivo; y 3) el gran desconocimiento que existe hoy día sobre este nuevo gen y su 

transcrito.  

 

 La mayoría de los trabajos relacionados con dup7 y su posible implicación 

fisiopatológica en ciertas enfermedades psiquiátricas se han centrado en el estudio del 

gen CHRFAM7A, bien evaluando marcadores de su secuencia nucleotídica, o 

analizando el nivel de expresión del correspondiente ARNm. Los resultados de estos 
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trabajos han sido poco concluyentes. Así, aunque se ha podido establecer una clara 

asociación entre el gen CHRNA7, la esquizofrenia y el déficit de “filtrado sensorial de la 

onda p50”, existen resultados contradictorios a la hora de demostrar una asociación 

similar entre este último endofenotipo de la esquizofrenia y el gen CHRFAM7A. En este 

sentido, se ha descrito una asociación entre el polimorfismo con la deleción ΔGT de este 

último gen y dicho déficit (Raux y col., 2002), mientras que dicha asociación no ha 

podido ser corroborada en otro estudio posterior (Sinkus y col., 2009).  

 

 De igual manera, también se han obtenido resultados ambiguos en relación a la 

asociación del gen CHRFAM7A con la esquizofrenia. El trabajo más reciente, realizado 

con el mayor número de pacientes incluidos en un estudio de estas características, 

encuentra una asociación significativa entre el polimorfismo ΔGT del gen CHRFAM7A 

y la esquizofrenia (Sinkus y col., 2009), a pesar de que existe un estudio previo, 

realizado con un número pequeño de pacientes, que no consigue establecer ningún tipo 

de relación (Flomen y col., 2006). Resultados contradictorios se han encontrado también 

en relación a la asociación del gen CHRFAM7A y el trastorno bipolar. Así, por un lado, 

se ha podido constatar una débil asociación entre esta enfermedad con el polimorfismo 

ΔGT de dup7 (Hong y col., 2004), mientras que en un estudio posterior no se aprecia 

dicha asociación (Flomen y col., 2006). No obstante, es interesante resaltar que se ha 

observado una disminución del cociente entre los transcritos 7/dup7 en estudios post-

mortem realizados en corteza prefrontal de pacientes diagnosticados con trastorno 

bipolar, frente a individuos sanos (De Luca y col., 2006). Este incremento en el nivel de 

expresión del ARNm de dup7 frente a 7 sugiere la existencia de variaciones en las 

regiones promotoras de los dos genes y/o una posible modulación de la transcripción 

por factores patológicos o ambientales. De hecho, se ha encontrado una disminución de 

los niveles del transcrito dup7 en CMSP de sujetos fumadores respecto a no fumadores 

(Severance y col., 2009), lo que de nuevo sugiere una posible modulación de la 

expresión del gen CHRFAM7A por factores ambientales. 

 

 En relación con las enfermedades neurodegenerativas, y en la misma línea de 

todo lo anteriormente expuesto, se ha encontrado que el alelo 1 del gen CHRFAM7A 

(sin el polimorfismo ΔGT) tiene una mayor prevalencia en pacientes que sufren cierto 
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tipo de demencias, tales como la enfermedad Alzheimer, la demencia con cuerpos de 

Lewi (DCL) o la enfermedad de Pick (Feher y col., 2009). Los autores proponen como 

posible explicación que el producto génico del alelo 1 podría alterar el ensamblaje del 

receptor nicotínico 7 y que el polimorfismo ΔGT, al dar lugar a un péptido truncado, 

evitaría dicha alteración.  

 

 En resumen, los datos de la literatura publicados hasta la fecha no permiten sacar 

conclusiones definitivas en relación con la implicación del gen CHRFAM7A en 

determinadas enfermedades psiquiátricas y neurológicas. Sin embargo, la aparición del 

gen CHRFAM7A en la especie humana y su ausencia en otros primates superiores 

sugiere que esta subunidad podría conferir ciertas ventajas evolutivas sobre el genotipo 

sin la duplicación (Flomen y col., 2006).  

4.5. El transcrito dup7 es traducido a una proteína con actividad  funcional. 
 

A pesar de todos los estudios mencionados anteriormente, no existían en la literatura 

evidencias experimentales demostrando que el transcrito dup7 era traducido a proteína, 

y cuál es el posible papel funcional de la misma. La limitación fundamental para 

resolver ambas cuestiones radicaba en la falta de disponibilidad del ADNc de dup7 con 

el que poder realizar el estudio funcional. Como se ha comentado en el apartado 

anterior, algunos autores han propuesto de forma totalmente teórica que, en caso de que 

se llegara a formar la subunidad dup7, ésta podría alterar el ensamblaje de los 

receptores homoméricos 7 actuando como dominante negativo (Raux y col., 2002; 

Feher y col., 2009). Dicho efecto dominante negativo se perdería en el caso del 

polimorfismo TG ya que, al originarse una proteína truncada, ésta no interferiría con la 

subunidad 7 (Flomen y col., 2006). Otros autores, por el contrario, han sugerido que 

sería precisamente esa proteína truncada la que ejercería un efecto dominante negativo 

sobre la función normal de la subunidad 7 (Dempster y col., 2006).  

 

 Esta carencia de información llevó a nuestro grupo a embarcarse en un proyecto 

de investigación desarrollado durante los últimos años y encaminado a resolver algunas 

de las incógnitas planteadas anteriormente. Así, por primera vez, procedimos a clonar el 

ADNc de dup7 en el vector pSP64T para expresarlo en ovocitos de X. laevis. De esta 
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manera pudimos comprobar que el ARNm de dup7 se traducía, tanto de forma nativa 

en células HL-60 como heterólogamente en ovocitos (de Lucas-Cerrillo y col., 2011). 

Más aún, demostramos que la inyección de ARNm de dup7 en ovocitos no generaba 

receptores funcionales pero, cuando se co-inyectaba junto con el ARNm de 7, en una 

relación 7/dup7 de 2:1, 1:1, 1:5 y 1:10, producía una inhibición, concentración-

dependiente, de la corriente 7 inducida por nicotina en los ovocitos controles 

(inyectados sólo con 7 ARNm) (Fig. 13). Nuestro principal hallazgo fue que la 

subunidad dup7 se comportaba como un dominante negativo de la actividad del 7 

nAChR en estudios de expresión heteróloga en ovocitos. La función atribuida a la 

subunidad dup7 fue corroborada, unos meses más tarde, por otro grupo de gran 

prestigio en el campo de los receptores nicotínicos (Araud y col., 2011). Que la 

subunidad dup7 podría tener un papel fisiopatológico in vivo, a través de su interacción 

con el 7 nAChR, se deduce de los resultados obtenidos en diversos estudios, 

incluyendo el nuestro, en donde se demuestra que la expresión del dup7, a nivel del 

ARNm, puede ser regulada por diversos estímulos proinflamatorios, como LPS o IL-1, 

así como por nicotina (de Lucas-Cerrillo y col., 2011; Benfante y col., 2011).  En estos 

trabajos, realizados en distintas líneas celulares de naturaleza monocítica (Mono-Mac, 

U937 y THP-1), así como en macrófagos humanos diferenciados, se observó que el 

nivel de ARNm de dup7 disminuía tras la incubación de las células con los anteriores 

estímulos, y que esta disminución se producía a nivel transcripcional. 
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Figura 13.- Efecto dominante negativo de dup7 sobre las corrientes 7 inducidas por nicotina en ovocitos 

inyectados con distintas combinaciones de ARNms de 7:dup7. A) Registros originales obtenidos en 5 ovocitos 

típicos. B) Valores medios ± EEM  de las corrientes obtenidas en el número de ovocitos en paréntesis. (Tomado de 

de Lucas-Cerrillo y col., 2011). 

  

 Adicionalmente, nuestro grupo también demostró que el efecto dominante 

negativo de dup7 era debido a la reducción del número de 7 nAChRs funcionales que 

alcanzaban la membrana del ovocito. Este último hallazgo puede deducirse de los datos 

de unión de [125 I]-α-Bgtx a la membrana de ovocitos inyectados con el ARNm de 7 o 

con la combinación  (1:4) de 7:dup7  ARNm (Fig. 14), así como de los resultados de 

microscopía confocal visualizando la fluorescencia resultante tras marcar los receptores 

expresados en la membrana del ovocito con el anticuerpo anti-α7 (Mab306), o con la 

toxina -Bgtx unida al fluoróforo FITC (Fig. 15). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14.- La coinyección de dup7 reduce el número de sitios de fijación de [125I]-Bgtx en 

ovocitos intactos inyectados con 7 ARNm (Tomado de de Lucas-Cerrillo y col., 2011). 
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Figura 15.- Dup7 reduce la expresión de 7 nAChRs funcionales en ovocitos. A) Imágenes confocales de fluorescencia en 

ovocitos no inyectados (controles), o inyectados con 7ARNm, con dup7 ARNm, o con la combinación (1:1) de 7:dup7 

ARNm. Los 4 grupos de ovocitos fueron incubados con el anticuerpo Mab306 (que reconoce ambas proteínas) o con FITC-

Bgtx (solo reconoce 7 nAChRs funcionales). B) Valores medios ± EEM de fluorescencia  en el número de ovocitos en 

paréntesis(Tomado de de  Lucas-Cerrillo y col., 2011).  

 

 Desafortunadamente, los datos de los que disponemos actualmente no permiten 

conocer cuál es el mecanismo por el que dupα7 reduce la expresión de 7 nAChRs en la 

membrana del ovocito, máxime teniendo en cuenta que, en este tipo celular, solo se 

detecta la fluorescencia generada por las proteínas expresadas en membrana pero no la 

de las proteínas retenidas intracelularmente. Esta limitación, también observada por 

otros investigadores (Dempster y col., 2006), puede ser debida a las siguientes causas: 

1) la incapacidad del láser para penetrar a distancias celulares de 1mm; 2) el 

apantallamiento de la señal fluorescente por componentes intracelulares del ovocito, 

como el vitelo o los pigmentos; o 3) al hecho de que la distribución intracelular del 

anticuerpo sea demasiado difusa para ser detectada.   
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5 EL 7 nAChR DE MACRÓFAGOS Y SU RELEVANTE PAPEL EN EL 

CONTROL DE LA INFLAMACIÓN. 

5.1. Descubrimiento de la “vía colinérgica antiinflamatoria” y su implicación 

fisiopatológica. 
 

El sistema inmune innato de los vertebrados detecta señales exógenas y endógenas de 

peligro a través de complejos mecanismos humorales y celulares, emitiendo una serie de 

respuestas que son críticas para proteger al huesped de los potenciales agentes 

patógenos o del daño tisular. Sin embargo, la respuesta inmune innata también puede 

conducir a una sobreproducción de citoquinas proinflamatorias más peligrosa que el 

estímulo lesivo original. Para contrarrestar el exceso de respuesta inflamatoria por parte 

del sistema inmune, el organismo dispone de una serie de mecanismos 

antiinflamatorios. Entre estos mecanismos, destaca la activación del eje hipotálamo-

hipófisario-adrenal que conduce a una respuesta antiinflamatoria muy efectiva pero 

relativamente lenta y no específica. Adicionalmente, en los últimos años, el grupo de 

Kevin Tracey ha identificado un circuito neuronal antiinflamatorio conectado 

directamente con el sistema inmune. Este circuito, denominado ‛reflejo inflamatorio’,  

ha sido extensivamente estudiado por el anterior grupo y por muchos otros reputados 

investigadores (Borovikova y col., 2000; Huston y col., 2006; Rosas-Ballina y col., 

2008; Rosas-Ballina y col., 2011). El circuito está compuesto por fibras aferentes 

(sensitivas) del nervio vago que detectan señales moleculares periféricas de daño tisular 

o infección (interleuquina-1 (IL-1), endotoxina, etc) y señalizan a ciertos núcleos del 

tronco cerebral. Al ser estimulados, estos núcleos emiten una respuesta antiinflamatoria 

que viaja por fibras eferentes (motoras) del nervio vago, llegando al bazo y a otros 

tejidos, y órganos del sistema fagocítico mononuclear, donde se inhibe la producción de 

citoquinas proinflamatorias por los macrófagos residentes (Fig. 16). 

 

 Las bases moleculares de la anterior respuesta antiinflamatoria mediada por el 

nervio vago eferente, denominada ‛vía colinérgica antiinflamatoria’, han ido 

desvelándose poco a poco gracias a numerosos estudios publicados en los últimos años, 

algunos de cuyos resultados han sido realmente sorprendentes e inesperados, tal como 

se  describe a continuación (Fig. 16). La rama eferente del vago se comunica con el 

bazo a través del nervio esplénico que libera el neurotransmisor noradrenalina (NA). La 
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NA interactúa con receptores -adrenérgicos (-AR) expresados en células T 

sintetizadores de ACh, produciéndose la liberación de este transmisor, el cuál activa 7 

nAChRs expresados en macrófagos del bazo productores de citoquinas (Rosas-Ballina y 

col., 2011). Por tanto, el punto culminante de este mecanismo antiinflamatorio radica en 

la interacción final de ACh con los 7 nAChRs de los macrófagos y otras células 

productoras de citoquinas, lo cual se traduce en una reducción de la producción de 

citoquinas proinflamatorias desde estas células inmunes (Wang y col., 2003; Wang y 

col., 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 16.- Representación esquemática del circuito neuronal conocido como ‛reflejo inflamatorio’ a través 

del nervio vago. La rama derecha de este circuito, denominada ‛vía colinérgica antiinflamatoria’, se encarga de 

contrarrestar el exceso de inflamación a través de la interacción de ACh con 7 nAChRs de macrófagos residentes en 

bazo y otros órganos del sistema fagocítico mononuclear.-AR: receptores  adrenérgicos; TLRs: receptores de tipo 

Toll; DAMPs: patrones moleculares asociados a daño; PAMP: patrones moleculares asociados a patógenos; LPS: 

lipopolisacárido. 

 

 

 El papel tan relevante desempeñado por los 7 nAChRs de macrófagos en el 

contexto de la vía colinérgica antiinflamatoria fue puesto de manifiesto, por primera 



Introducción 

52 

vez, gracias al trabajo de Wang y colaboradores (2003), y posteriormente refrendado 

por otros estudios (Wang y col., 2004; Ghia y col., 2006; van Westerloo y col., 2006). 

En el primer estudio, los autores demostraron la presencia del 7  nAChR en macrófagos 

humanos diferenciados a partir de monocitos de sangre periférica utilizando Bgtx 

marcada con fluoresceína-isotiocianato (FITC) y técnicas de microscopía confocal (Fig. 

17). La identidad de la subunidad nicotínica identificada en macrófagos fue confirmada 

posteriormente tras el clonaje y secuenciación del ADNc completo de la misma; la 

subunidad de macrófagos contenía los exones 1 al 10, idénticos a los encontrados en la 

subunidad 7 neuronal. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 17.-  Expresión de 7 nAChRs en macrófagos humanos diferenciados a partir de monocitos de 

sangre periférica. a) Imagen confocal de macrófagos marcados con FITC-αBgtx (1,5 g ml-1) mostrando la 

expresión de este subtipo de receptor. b) El pretratamiento de las células con una concentración elevada de 

nicotina (500 M) previene el posterior marcaje de FITC-αBgtx (Tomado de Wang y colaboradores., 2003).   

 

 

 La estimulación del nervio vago, o la administración de ACh, nicotina u 

otros agonistas nicotínicos, inhibía la producción del factor de necrosis tumoral alfa 

(TNF-), así como de las interleuquinas IL-1, IL-6, IL-8 y la proteína HMGB1, del 

inglés high mobility group box1, en macrófagos humanos y de ratón estimulados con 

LPS (Wang y col., 2003; Wang y col., 2004; Ghia y col., 2006; van Westerloo y col., 

2006). Que el 7 nAChR es el responsable último de este efecto se deduce por la 

reducción del efecto anti-inflamatorio de estos agonistas nicotínicos en macrófagos 
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transfectados con el oligonucleótido antisentido frente a la subunidad 7, o en células 

incubadas con -Bgtx, bloqueante irreversible de este subtipo de receptor. 

Adicionalmente, experimentos in vivo realizados en ratones mostraban que la 

estimulación del nervio vago eferente reducía significativamente los niveles plasmáticos 

de citoquinas inducidos por LPS, mientras que dicha estimulación no producía efecto 

alguno en ratones deficientes para la subunidad 7. 

 

 Existen muchos estudios in vitro demostrando los efectos inmunosupresores de 

los agonistas del 7 nAChR en cultivos de macrófagos humanos y roedores estimulados 

con LPS. Estos resultados han podido ser también corroborados en diversos modelos de 

inflamación sistémica en roedores, incluyendo sepsis, pancreatitis, shock hemorrágico, 

lesión de isquemia-reperfusión o el íleo postoperatorio (Borovikova y col., 2000; Wang  

y col., 2003; Wang y col., 2004; de Jonge y col., 2005; Pavlov y col., 2006; Tracey, 

2007; van der Zanden y col., 2009; Ulloa, 2013). En estos modelos experimentales, la 

estimulación del nervio vago eferente redujo la producción de citoquinas 

proinflamatorias, confiriendo protección frente al daño tisular e incrementando la 

supervivencia (Wang y col., 2004; Huston y col., 2007).  Por el contrario, la vagotomía 

abdominal selectiva o la esplenectomía revertían los efectos antiinflamatorios de la 

estimulación del nervio vago o de los agonistas del 7 nAChR (Borovikova y col., 

2000; Huston y col., 2006). Todos estos resultados permiten atribuir un importante 

papel  fisiopatológico a la vía colinérgica antiinflamatoria, aunque no se disponen de 

estudios in vivo realizados en humanos con enfermedades inflamatorias sistémicas.  

 

 Finalmente, no podemos dejar de mencionar la identificación de un segundo 

subtipo de nAChR, el heteropentámero 42 expresado en la línea celular MH-S de 

macrófagos alveolares murinos. Este receptor también parece estar implicado en el 

efecto supresor de nicotina de la respuesta inflamatoria inducida por Legionella 

pneumophila, un agente causal de neumonia (Matsunaga y col., 2001). Se ha 

comprobado que las células MH-S expresan los transcritos de las subunidades 4 y 2 

del nAChR, pero no de la subunidad 7. El tratamiento de estos macrófagos con 

nicotina, trás la infección con L. Pneumophila, aumenta significativamente la 

replicación de la bacteria en los macrófagos y reduce la producción de TNF-, IL-6 y 
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IL-12, pero no la de IL-10. Estos efectos se bloquean completamente con la 

administración de d-tubocurarina, un antagonista no selectivo de los nAChRs, pero no 

con la administración del antagonista selectivo de 7, -Bgtx. 

 

 Los macrófagos son células efectoras imprescindibles para el reconocimiento 

rápido de microorganismos invasores y moléculas derivadas de una destrucción tisular 

(infartos, traumatismos, quemaduras) (De Jonge y Ulloa., 2007). Estas células no solo 

producen citoquinas en respuesta a endotoxinas bacterianas (Wang y col., 2003), sino 

que también tienen como función fagocitar las bacterias y las moléculas asociadas al 

daño tisular (van der Zanden y col., 2009). Se ha descrito que la activación de nAChRs  

por nicotina, además de interferir con la producción de citoquinas, puede afectar otras 

funciones de los monocitos y macrófagos de diferentes especies animales (De Jonge y 

Ulloa, 2007). Entre las funciones afectadas se incluyen una disminución de la expresión 

de CD14 de la membrana (Hamano y col., 2006), o la modificación de la capacidad de 

respuesta fagocítica (Matsunaga y col.,  2001; van der Zanden y col., 2009; Mahapatra y 

col., 2011). 

5.2. Vías de señalización implicadas en el efecto antiinflamatorio de nicotina a través 

del 7 nAChR.  
 

El descubrimiento de que la vía colinérgica antiinflamatoria juega un papel tan relevante 

en el control de la inflamación (Borovikova y col., 2000; Wang y col., 2003) promovió 

el posterior estudio de las vías de señalización implicadas en el efecto antiinflamatorio 

moderado por la activación del 7 nAChR. Los resultados obtenidos hasta la fecha 

ponen de manifiesto la implicación de vías de señalización que, directa o 

indirectamente, conducen a la inhibición de la actividad de NF-B y/o a la activación de 

STAT3, dos factores de transcripción centrales en la inmunidad innata y adaptativa 

(Wang  y col.,2004; de Jonge y col., 2005; Arredondo y col., 2006).  

 

 El NF-κB, identificado en 1986 por el grupo de David Baltimore, es capaz de 

unirse específicamente a secuencias de ADN potenciadoras (enhancers) de la 

transcripción de las cadenas ligeras kappa de las inmunoglobulinas (Sen y Baltimore., 

1986). Desde entonces, se han identificado muchos otros genes que, en sus regiones 
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promotoras y potenciadoras, contienen elementos de respuesta a este factor de 

transcripción y que, por tanto, responden a la activación de NF-κB. Entre estos genes se 

encuentran algunos claramente implicados en procesos inflamatorios, tales como los de 

TNF-α o IL-8 (Yoshikawa y col., 2006). En base a ello, el NF-κB se ha perfilado en los 

últimos años como un elemento esencial para el control de la respuesta inflamatoria. 

Este factor de transcripción es un heterodímero constituido por dos proteínas p50/p65 

que, en su estado inactivo, permanece retenido en el citosol formando un complejo con 

la proteína inhibitoria IκBα. Sin embargo, bajo condiciones proinflamatorias, como 

consecuencia de la activación de receptores integrales de membrana por parte de una 

gran variedad de señales extracelulares, se produce la activación de la quinasa IB 

(IKK). La IKK activada, a su vez, fosforila la proteína IκBα, lo cual produce la 

ubiquitinación, disociación del complejo IκBα-NF-κB y la degradación eventual de 

IκBα por el proteasoma. De esta manera, el NF-κB activado entra en el núcleo donde 

produce la transactivación de genes específicos (Fig. 18). 

 

 En el año 2004, Wang y colaboradores demostraron que nicotina prevenía la 

activación de NF-κB inducida por LPS en cultivos de macrófagos humanos (Fig. 18); 

este efecto se traducía en una reducción de la liberación de HMGBI, una citoquina 

proinflamatoria producida por células inmunes activadas y que, a través de su unión con 

TLR-4, promueve la liberación de otras citoquinas. Se comprobó que ACh reproducía el 

efecto de nicotina en células de la línea celular de macrófagos de ratón  RAW264.7. 

Tanto nicotina como ACh ejercían su efecto a través de la activación del 7 nAChR ya 

que la utilización de oligonucleótidos anti-sentido para este subtipo de receptor abolía el 

efecto sobre NF-κB de ambos agonistas. Más aún, utilizando ensayos de EMSA así 

como transfectando las células con una construcción conteniendo la región promotora 

de NF-κB y el gen reportero de luciferasa, se pudo comprobar que nicotina no solo 

impedía la activación del factor de transcripción y su translocación al núcleo, sino que 

también inhibía su capacidad transactivadora génica; ambos efectos de nicotina eran 

mediados por el 7 nAChR (Wang  y col., 2004). El efecto de nicotina sobre NF-κB ha 

podido ser también ratificado en otros tipos de macrófagos, como los macrófagos 

peritoneales de ratón (de Jonge y Ulloa, 2007), o la línea celular de monocitos humanos 

U937 (Yoshikawa y col., 2006), donde se encontró que nicotina impedía la fosforilación 

http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=I%CE%BAB%CE%B1&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=I%CE%BAB%CE%B1&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Ubiquitinaci%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Proteosoma
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de la subunidad I-κBa, lo cual podría explicar parte de su efecto bloqueante sobre la 

activación de NF-κB. 

 

 El mecanismo molecular implicado en el efecto de nicotina sobre NF-κB ha sido 

estudiado en profundidad por de Jonge y colaboradores (2005). Utilizando macrófagos 

peritoneales de ratón, los anteriores autores encuentran que nicotina produce la 

fosforilación del factor de transcripción STAT3 a través de la JAK2 (Fig. 18). Más aún, 

realizando experimentos de inmunoprecipitación, se demuestra que JAK2 está 

físicamente acoplada al α7 nAChR. La activación de STAT3 es crucial para el efecto 

antiinflamatorio mediado por el 7 nAChR, como se deduce del hecho de que los 

agonistas del receptor pierden su capacidad para reducir la producción de TNF-

inducida por LPS en células con el gen de STAT3 mutado en su dominio de 

fosforilación o en su dominio de unión a ADN. Adicionalmente, la estimulación del 

nervio vago inhibe la inflamación intestinal en ratones de tipo silvestre, pero no en 

ratones modificados genéticamente sin expresión de STAT3 en sus macrófagos.  

  

 En este punto es interesante considerar el mecanismo por el que STAT3 está 

implicado en el efecto antiinflamatorio mediado por el 7 nAChR. Se ha descrito que 

una vez activado, STAT3 puede actuar tanto directa como indirectamente, en función 

del tipo de estímulo que desencadene su fosforilación. En el primer caso, el STAT 

fosforilado formaría dímeros que se translocan al núcleo para inducir la expresión de 

genes (de Jonge y col., 2005; Arredondo y col., 2006). En el segundo caso, STAT3 

podría reclutar y asociarse directamente con la subunidad p65 del NF-κB, reduciendo la 

capacidad de este último factor para unirse al ADN (Yoshida y col., 2004; Hoentjen y 

col., 2005). Los resultados obtenidos cuando se utiliza nicotina para estimular el 7 

nAChR y producir la fosforilación de STAT3 indican que este factor de transcripción 

regula negativamente la respuesta inflamatoria por los dos mecanismos propuestos 

anteriormente (Fig. 19). Así, la activación de STAT3 mediada por nicotina es capaz de 

inducir la expresión de SOCS3, otra proteína reguladora negativa de la respuesta 

inmune, y también de interactuar directamente con la subunidad p65 del NF-κB 

(Yoshikawa y co., 2006). 
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Figura 18.- Representación esquemática del mecanismo de activación de NF-κB inducida por diversos ligandos de 

TLRs y su interferencia por agonistas del 7 nAChR (Tomado de Tracey,  2009). 
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Figura 19.- Representación esquemática del mecanismo antiinflamatorio a través de la vía de 

señalización JAK2/STAT3 puesto en marcha tras la activación del 7 nAChR. La activación 

del nervio vago conduce a la liberación de ACh que estimula el α7 nAChR en células productoras 

de citoquinas. Esta estimulación previene la activación de NF-κB a la vez que activa la 

fosforilación de STAT3. STAT3 activado desencadena una señal antiinflamatoria mediante por el 

aumento de la expresión de SOCS3, el cual inhibe la señalización de los receptores de citoquinas. 

El resultado final de la activación del α7 nAChR es una reducción de la liberación de TNF-α, 

HMGB1 y otras citoquinas inducida por TLRs (Tomado de Tracey., 2005 con algunas 

modificaciones). 

 

 

 La PI3K ha sido también reconocida como un regulador negativo de la respuesta 

inflamatoria, tal como lo prueba el hecho de que su inhibición se traduce en un aumento 

de la activación NF-κB y de la producción de citoquinas proinflamatorias en respuesta a 

LPS. Más aún, la propia estimulación con LPS induce la activación de la vía PI3K/ 

proteína serina-treonina quinasa Akt como mecanismo de auto-regulación de la 

respuesta inflamatoria (Brown y col., 2011). En lo que respecta a la conexión entre 

PI3K y el α7 nAChR, existen varios estudios realizados en neuronas que apoyan la idea 

de una asociación funcional entre ambos, lo cual explicaría el efecto neuroprotector 

producido por nicotina (Blanchet y col., 2006). El mecanismo implicado en esta señal 

de supervivencia promovida por la estimulación del α7 nAChR se inicia con la 

activación de PI3K y la consiguiente fosforilación de Akt (Takada y col., 2003; Tyagui 
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y col., 2010). Adicionalmente, realizando estudios de inmunoprecipitación en neuronas 

y en monocitos humanos, se ha podido demostrar que el α7 nAChR se encuentra 

físicamente asociado a PI3K (Kihara y col., 2001; Blanchet y col., 2006). Dicha 

asociación en monocitos humanos tiene una traducción funcional que permite explicar 

por qué el dimetil-4-fenil-piperazinio (DMPP), un agonista del α7 nAChR, frena la 

liberación del TNF-α inducida por LPS. Más aún, el efecto de DMPP es revertido por 

los inhibidores de PI3K, como wortmannina y LY294002 (Blanchet y col., 2006). 

También, en células dendríticas murinas, ha podido probarse la conexión funcional 

entre el α7 nAChR y PI3K; así, nicotina no solo fosforila PI3K/Akt sino que también 

incrementa el nivel de expresión del α7 nAChR en respuesta a la activación de esa 

misma vía de señalización (Jin y col.,  2012). 

5.3. Otros posibles reguladores negativos de la respuesta inmune que podrían 

participar en el efecto antiinflamatorio de nicotina.   
 

Como hemos comentado anteriormente, una desproporcionada respuesta inmune a la 

activación de TLRs es perjudicial para el huésped, de ahí que la existencia de 

mecanismos de regulación negativa de dicha respuesta sea un elemento fundamental 

para restablecer la homeostasis del sistema inmune. Hasta la fecha, han sido 

identificadas un gran número de moléculas capaces de regular negativamente la 

señalización de TLR. Estas moléculas incluyen SOCS-1, SOCS-3, PI3K/Akt, Myd88s, 

STAT3 e IRAK-M (Nakagawa y col., 2002; Kobayashi y col., 2002; Guha y col., 2002; 

Fukao y col., 2003; Burns y col., 2003; Hubbard y col., 2010). Tal como se ha descrito 

previamente, algunos de estos reguladores negativos de la señal mediada por TLRs 

(STAT3, PI3K, y SOCS-3) también han sido implicados en el efecto antiinflamatorio 

mediado por el 7 nAChR en diversos tipos celulares, incluyendo células inmunes 

(Takeda y col., 1999; de Jonge y col., 2005; Blanchet y col., 2006; Li y col., 2011). Sin 

embargo, aún no ha sido evaluada la participación en la anterior respuesta 

antiinflamatoria de otros reguladores negativos, tales como el IRAK-M. 

 

 El IRAK-M, caracterizado por primera vez en humanos (Wesche y col., 1999), 

es un miembro de la familia IRAK. A diferencia de otros miembros activos de esta 

familia (IRAK-1, IRAK-4), IRAK-M carece de actividad quinasa y, por lo tanto, es 
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considerada una pseudoquinasa. La expresión de IRAK-M en humanos es muy 

restringida, ya que solo ha sido identificada en monocitos y macrófagos (Wesche y col., 

1999; Rosati y col., 2002). Dicha expresión puede ser regulada no sólo por la activación 

de TLR, sino también en respuesta a factores solubles endógenos o exógenos 

(adiponectina o prostaglandina E2), así como a moléculas señalizadoras extra o 

intracelulares (PI3K) [véase Hubbard y Moore, 2010]. Una vez que la expresión de 

IRAK-M es inducida por la activación de TLR, la pseudoquinasa impide la disociación 

de los IRAKs activos y del factor 6 asociado al receptor de TNF (TRAF6) del complejo 

receptorial (Fig. 20). A través de este mecanismo, IRAK-M previene la activación de la 

vía de señalización mediada por TLR, suprimiendo la producción de los mediadores 

pro-inflamatorios controlados por esta vía (Kobayashi y col, 2002; Nakayama y col, 

2004). En consecuencia, los macrófagos deficientes para IRAK-M producen niveles 

más altos de citoquinas proinflamatorias en respuesta a la estimulación de TLR/IL-1R. 

Basándose en los resultados anteriores, los niveles de IRAK- M han sido asociados 

negativamente con la magnitud de la respuesta inflamatoria en sepsis humana, lo cual 

sugiere un papel prominente de esta pseudoquinasa en la regulación de la homeostasis 

inmune en enfermedades humana, tantos infecciosas como no infecciosas (Escoll y col., 

2003; López-Collazo y col., 2006; Biswas y col., 2009; Hubbard y col., 2010). 

 

El fenómeno de “tolerancia” a endotoxina (TE) ha sido definido como un estado 

de reducida respuesta del sistema inmune a una exposición a endotoxina tras una 

primera infección bacteriana. Desde que Paul Beeson acuñara ese término por primera 

vez (Beeson, 1946), ha recibido otras denominaciones, como “desactivación”, 

“desensibilización”, o “refractariedad”. Freudenberg y Galanos demostraron que los 

macrófagos son mediadores críticos de la TE en ratones (1988), aunque posteriormente 

se observó también en humanos (Granowitz y col., 1993; Cavillon and Adib-Conquy, 

2006; Broad y col., 2006). La TE ha sido observada en células circulantes de pacientes 

sépticos que poseen reducida capacidad para producir citoquinas proinflamatorias en 

respuesta a la estimulación ex vivo con LPS (Faas y col., 2002; Escoll y col., 2003). Se 

han realizado numerosos estudios en los que se ha tratado de dilucidar las bases 

moleculares del fenómeno de TE; así, la falta de respuesta a LPS ha sido asociada a una 

disminución de la expresión de NF-B, una sobreexpresión de IRAK-M, una 
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desregulación de TLR-4, o una inhibición de la fosforilación de IRAK-1 (del Fresno y 

col., 2009).   

 

Los macrófagos humanos tolerantes, con elevada expresión de IRAK-M, se 

caracterizan por poseer una disminuida capacidad de presentación de antígenos, 

presentan altos niveles de CD64, aumento en la actividad fagocítica y disminución de la 

expresión de NF-B (del Fresno y col., 2009; Biswas y López-Collazo, 2009; Soares-

Schamoski y col., 2012). Por el contrario, los macrófagos de ratones deficientes en 

IRAK-M muestran una aumentada producción de citoquinas inflamatorias junto con una 

incapacidad para adquirir un estado de tolerancia en respuesta a LPS (Akira y Takeda, 

2004). Debido a esto, la tolerancia a endotoxina está determinada por una disminuida 

producción de citoquinas en respuesta a una segunda estimulación de LPS, por lo que la 

producción de TNF-α inducida por este estímulo es utilizada como indicador del grado 

de tolerancia (Escoll y col., 2003). La significancia del fenómeno de tolerancia a 

endotoxina es crucial ya que representa un mecanismo de adaptación de las células 

inmunes por el cual se impide una activación excesiva de las mismas en respuesta a una 

infección bacteriana persistente. 

 

Tres observaciones mencionadas previamente en esta sección de Introducción  

permiten lanzar la hipótesis de que IRAK-M podría contribuir al efecto antiinflamatorio 

de nicotina a través del 7 nAChR en células inmunes humanas: 1) la superposición de 

expresión de IRAK-M y 7 nAChRs en macrófagos humanos; 2) el decisivo papel 

regulador negativo de esta pseudoquinasa en patología humana que cursa con 

inflamación sistémica; y 3) la participación de otros reguladores negativos de la vía de 

señalización mediada por TLR en el efecto antiinflamatorio de nicotina en células 

inmunes. Sin embargo, para que la anterior hipótesis sea factible es necesario demostrar 

que existe una comunicación entre el 7 nAChR y el IRAK-M, y esto es lo que se ha 

tratado de dilucidar en este trabajo de tesis. En el caso de que esta comunicación sea 

cierta, es interesante evaluar también si la sobreexpresión de IRAK-M inducida por 

nicotina es capaz de general macrófagos “tolerantes” de forma similar a como lo hace el 

LPS. 
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Figura 20.- Regulación negativa de la vía de señalización mediada 

por TLR4. La estimulación de TLR4 activa la asociación de MyD88, 

IRAK-4 e IRAK-1. Ello condiciona el reclutamiento de TRAF6 al 

complejo receptorial y su activación; el TRAF6 activado fosforila y 

activa al complejo IKK que, a su vez, fosforila IKβ produciendo la 

liberación del NF-κB y su translocación al núcleo. IRAK-M inhibe la 

disociación del complejo IRAK-1/IRAK-4 desde el receptor, lo que 

tiene como consecuencia la no activación del  complejo IKK, por lo que  

NF-κB no se activaría. (Tomado de Akira y col., 2004). 
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Se ha identificado un nuevo gen (CHRFAM7A) en el genoma humano resultante de la 

duplicación parcial del gen (CHRNA7) que codifica para la subunidad α7 del nAChR. El 

transcrito del nuevo gen, denominado dupα7, es expresado en células inmunes y cerebro, 

al igual que el ARNm de α7. El papel funcional del nuevo gen ha sido recientemente 

revelado por nuestro grupo mediante estudios de expresión heteróloga en ovocitos de 

Xenopus; dupα7 se comporta como un dominante negativo de la actividad del α7 

nAChRs (de Lucas-Cerrillo y col., 2011). Sin embargo, no ha sido posible identificar el 

mecanismo por el que dupα7 actúa de este modo en ovocitos ni tampoco si la interacción 

entre α7 y dupα7 se produce también en células de mamíferos, especialmente en células 

inmunes. Ello se debe a la falta de disponibilidad de anticuerpos específicos capaces de 

distinguir entre una y otra subunidad nicotínica dada la  similitud de sus secuencias 

peptídicas.  

 

 Por otra parte, es bien conocido que el SNC interactúa dinámicamente con el 

sistema inmune modulando la inflamación a través de mecanismos humorales y 

neuronales. Entre estos últimos, destaca la regulación de la respuesta inflamatoria 

sistémica por el nervio vago, mecanismo que ha sido denominado “vía colinérgica 

antiinflamatoria”. La activación vagal, a través de la liberación de ACh y la 

consiguiente interacción con α7 nAChRs de macrófagos y otras células inmunes, reduce 

la producción de citoquinas proinflamatorias desde estas células amortiguando la 

inflamación. Algunos reguladores negativos de la respuesta inmune innata mediada por 

TLR, como STAT3, PI3K o SOCS-3, han sido implicados en el anterior efecto 

antiinflamatorio mediado por el 7 nAChR; sin embargo, la participación de otro 

regulador negativo, como el IRAK-M, en este último efecto permanece aún por 

explorar. 

 

En base a lo anterior, en el presente proyecto de Tesis Doctoral nos planteamos 

los siguientes OBJETIVOS:  

 

[1] Estudiar el mecanismo por el que dupα7 interacciona con α7 en líneas 

celulares de mamífero. 

[2] Evaluar las consecuencias funcionales de dicha interacción, particularmente 

a nivel de la inflamación en macrófagos.   
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[3] Analizar  si el regulador negativo de la inflamación inducida por TLR en 

macrófagos, el IRAK-M, participa también en el efecto antiinflamatorio 

mediado por el α7 nAChR. 

  

 Para abordar los dos primeros objetivos se recurrirá a técnicas de ADN 

recombinante con objeto de preparar diversas construcciones conteniendo los ADNc de 

α7 y dupα7 “etiquetados” con los epítopos  –HA– y –myc/His–, o ligados a las proteínas 

de fusión GFP o Cherry. Estas construcciones serán utilizadas para la posterior 

expresión e identificación de ambas subunidades nicotínicas en diversos tipos celulares 

de mamíferos. 
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1 SOLUCIONES, REACTIVOS, MEDIOS DE CULTIVO, KITS COMERCIALES 

Y ANTICUERPOS EMPLEADOS. 

 

Tabla 2: Soluciones utilizadas. 
 

Solución Uso Composición 

 

PBS 
 

Varios 
NaCl 136 mM; KCl 2 mM; Na2HPO4 8 mM; KH2PO4 2 mM;  pH=7,4. 

TTBS Inmunoblot  Tris-HCl 20 mM; NaCl 136,8 mM; 0,1% Tween-20; pH= 7,5. 

 

HBSS 
 

Inmunofluorescencia 
NaCl 137 mM;  KCl 5,4 mM; Na2HPO4 0,25 mM; KH2P04 0,44 mM; 

CaCl2 1,3 mM; MgSO4 1 mM; NaHCO3 4,2 mM. 

 

NP-40 

 

Extracción proteínas 

de membrana 

1% NP-40; NaCl 150 mM; Tris-HCl 50 mM; EDTA 1 mM; pH=8;   

1%  inhibidores de proteasas, ortovanadato sódico 50 mM, fluoruro 

sódico 50 mM, beta-glicerolfosfato 50 mM. 
 

Tampón lisis 
Extracción proteínas 

citosólicas 

NaCl 150 mM; Tris-HCl 50 mM; EDTA 1mM; pH=8; 1% inhibidores 

de proteasas. 

 

 

 

Tabla 3: Productos y reactivos empleados. 
 

Reactivos Uso  Casa comercial 

HAM-F10, DMEM, OptiMEM y RPMI-1640 
 

Medios cultivo 
 

GIBCO, Invitrogen 

Suero fetal bovino (SFB), Suero caballo (HS) Líneas celulares GIBCO, Invitrogen 

Suero humano Cultivos primarios macrófagos LONZA 

Wheat Germ Agglutinin Alexa Fluor 647 

conjugate (WGA) 

 

Inmunofluorescencia 
 

MOLECULAR PROBES 

Phalloidina Alexa Fluor 555 conjugate Inmunofluorescencia MOLECULAR PROBES 

DAPI Inmunofluorescencia MOLECULAR PROBES 

Bgtxy Bgtx -FITC conjugate  
Bloqueo e inmunomarcaje del  α7 

nAChR 

 

SIGMA 

PNU120596 
Modulador alostérico  positivo del 

α7 nAChR 
TOCRIS BIOSCIENCE 

Lipopolisacárido (LPS) Estimulación macrófagos SIGMA 

Nicotina Agonista del α7 nAChR SIGMA 
 

M-CSFh Factor diferenciador de macrófagos 
 

PEPROTECH 

Prolong Gold Antifade Reagent Inmunofluorescencia MOLECULAR PROBES 

Interferin Transfección POLYPLUS 

Lipofectamina 2000 Transfección INVITROGEN 

Dynabeads Protein G Co-inmunoprecipitación INVITROGEN 

Bioparticulas Zymosan S. cerevisiae 

conjugadas con FITC 

 

Fagocitosis 
 

MOLECULAR PROBES 
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Tabla 4:Kits comerciales empleados. 
 

Kits Uso  Casa comercial 

RNeasy  Mini Kit Extracción ARN total QIAGEN 

TaqMan Reverse Transcription Reagent Transcripción reversa APPLIED BIOSYSTEMS 

iTaq Fast SYBR Green Supermix with ROX PCR en tiempo real BIO-RAD 

QIAquick Gel Extraction Kit Extracción bandas ADN de geles  QIAGEN 

Wizard Plus SV Minipreps Limpieza bandas ADN extraídas PROMEGA 

Cell Line Nucleovector Kit-V Kit de transfección AMAXA BIOSYSTEMS 

TNF-α ELISA development kit (humano, ratón) Cuantificación TNF- PREPROTECH 

ECL Plus Western blot GE HEALTHCARE 

BCA Protein Assay Kit Cuantificación proteínas THERMO SCIENTIFIC 

Dual-Luciferase Reporter Assay System Ensayo luciferasa PROMEGA 

In-Fusion HD Cloning Kit Clonación CLONTECH 

 

Tabla 5: Relación de anticuerpos primarios utilizados. WB: western blot; CF: citometría de flujo; IF: inmunofluorescencia, IPP: 

inmunoprecipitación. 
 

 

Anticuerpo 
Casa 
comercial 

 

Técnica 
 

Dilución 
Especie de 
preparación 

 

Epítopo 

anti- IRAK-M 
 

MILLIPORE 
 

WB 
 

1:1000 
 

Conejo, policlonal 
 

Aminoácidos 581-596 
 

anti- β actin 
 

SANTA CRUZ 
 

WB 
 

1:100 
 

Cabra, monoclonal 
 

Región C-terminal 

 

anti-c-myc 
 

ROCHE 
 

WB, IPP, CF, IF 
 

1:1000; 1:200; 1:100 
 

Ratón, monoclonal 

 

Aminoácidos 408-439 de   

c-myc 
 

anti- HA 
 

SIGMA 
 

WB, CF, IF 
 

1:2000; 1:200; 1:100 
 

Conejo, monoclonal 
 

Amino ácidos 98-106 de HA 

 

mab306  
 

SIGMA 
 

IF 
 

1:3000 
 

Ratón, monoclonal 

 

Amino ácidos 380-400 de  

subunidad 7 rata 
 

anti-NF-κB 
CELL 

SIGNALLING 

 

IF 
 

1:50 
 

Conejo, monoclonal 
 

Proteína p65 de NF-κB 

 

anti-calnexina 
 

SIGMA 
 

IF 
 

1:100 
 

Conejo, monoclonal 
 

Amino ácidos 573-592 

 

anti-CD14 

conjugado  APC 

 

BD Pharmigen 
 

CF 
 

1:20 
 

Ratón, monoclonal 
 

No documentado 

 

 

Tabla 6: Relación de anticuerpos secundarios utilizados. WB: western blot; CF: citometría de flujo; IF: inmunofluorescencia. 
 

Anticuerpo Casa comercial Técnica Dilución 
Especie de 
preparación 

Conjugado 

anti-conejo IgG MOLECULAR PROBES IF 1:400 Cabra Alexa Fluor 555 

anti-conejo IgG MOLECULAR PROBES CF 1:400 Cabra Alexa Fluor 488 

anti- ratón IgG MOLECULAR PROBES IF 1:400 Cabra Alexa Fluor 488 

anti- ratón IgG MOLECULAR PROBES CF 1:400 Cabra Alexa Fluor 647 

anti-conejo IgG JACKSON INMUNO 

RESEARCH 
WB 1:5000 Cabra HRP  

anti- ratón IgG JACKSON INMUNO 

RESEARCH 
WB 1:5000 Cabra HRP  

anti-cabra  IgG JACKSON INMUNO 

RESEARCH 
WB 1:5000 Cabra HRP  
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2 CULTIVOS CELULARES. 

 

A continuación se relacionan los distintos tipos celulares correspondientes a los cultivos 

primarios y a las líneas celulares utilizados en este estudio. La Figura 21 recoge las 

imágenes en campo claro de cada tipo celular tomadas en el microscopio invertido. 

 

2.1. Línea primaria de macrófagos humanos. 

 

A partir de concentrados de células blancas y plaquetas de sangre periférica humana 

(buffy coats) proporcionados por el Centro de Trasfusiones de la Comunidad Autónoma 

de Madrid, se procedió al aislamiento de células mononucleares por centrifugación en 

un gradiente de densidad de Ficoll-Hypaque. Las células mononucleares de sangre 

periférica (CMSP) aisladas después del gradiente fueron lavadas con PBS y sometidas a 

una siembra diferencial en una placa durante 1 h utilizando un medio RPMI sin suero. 

De esta manera, se consigue separar la población enriquecida de monocitos constituida 

por las células que se adhirieron a la placa (10% del total de células sembradas 

inicialmente). Estos monocitos se incubaron a 37ºC, en atmósfera de 5% de CO2 y 95% 

de O2, por diferentes periodos de tiempo (entre 3-12 días) con medio RPMI conteniendo 

5% suero humano junto con M-CSFh (2 ng/ml). Los macrófagos humanos diferenciados 

a partir de los monocitos (MØ) fueron utilizados para analizar la conexión entre el 7 

nAChR y el regulador negativo de la inflamación IRAK-M. 

 

2.2. Línea celular RAW 264.7 de macrófagos de ratón. 

 

Estas células fueron obtenidas de ATCC (American Type Culture Collection; Manassas, 

VA, USA) y cultivadas con medio DMEM suplementado con 10% SFB y Glutamax 1X 

y sembradas en diferentes soportes (placas Petri de 60mm, o de 24 pocillos, así como 

frascos de cultivo T75), dependiendo del experimento a realizar. Las células fueron 

mantenidas en incubador a 37ºC, en una atmósfera de 5% de CO2 y 95% de O2. Se 

utilizaron estas células para los estudios de expresión de IRAK-M inducida por nicotina, 

así como para la transfección de la construcción de dupα7-myc y NF-κB luciferasa. Esta 

línea celular expresa endógenamente el α7 nAChR (Li y col., 2009; Tsoyi y col., 2011) 

así como la chaperona RIC-3 (Li y col., 2009). 
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2.3. Línea celular GH4C1 de pituitaria de rata. 

 

Este tipo celular, de carácter neuronal, no expresa endógenamente receptores 

nicotínicos, pero muestra una alta eficiencia para la expresión de α7 nAChR foráneos 

con actividad funcional debido a la expresión endógena de la chaperona RIC-3 

necesaria para correcto plegamiento y ensamblaje de subunidades α7 (Landsdell y col., 

2005; Bond y col., 2009; Koperniak y col., 2013). Las células fueron cultivadas en 

medio HAM-F10, 15% HS y  2,5% SFB y mantenidas en incubador a 37ºC, en una 

atmósfera de 5% de CO2 y 95% de O2. Esta línea celular fue utilizada para expresar 

diferentes construcciones de subunidades nicotínicas. 

 

2.4. Línea celular HEK293 procedente de células embrionarias de riñón humano. 

 

Estas células han sido ampliamente utilizadas para la transfección de numerosos tipos 

de proteínas. Las células fueron cultivadas en medio DMEM, 10%SFB y mantenidas en 

incubador a 37ºC, en una atmósfera de 5% de CO2 y 95% de O2. En este trabajo, este 

tipo celular ha sido utilizado para expresar diversas construcciones de subunidades 

nicotínicas. 

  

 

 

Figura 21.- Imágenes representativas de los diferentes tipos celulares empleados en este estudio. Las imágenes fueron 

obtenidas con un microscopio invertido acoplado a una cámara digital (Nikon Eclipse TE2000).A) Monocitos humanos 

diferenciados a macrófagos; B) células RAW264.7; C) células GH4C1; y D) células HEK293. 
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3 TECNICAS DE ADN RECOMBINANTE PARA PREPARAR 

dup7.pcDNA3.1/myc-His Y 7-HA.pcDNA3.1. 
 

A continuación se describen las técnicas de ADN recombinante seguidas para la  

preparación de las construcciones de dupα7 y α7 etiquetadas con “myc” y “HA” 

respectivamente. Un esquema de los pasos seguidos durante dicha preparación es 

mostrado en la sección de Resultados (Figs. 22, 23 y 24). 

 

3.1. Incorporación, por PCR, de dianas para enzimas de restricción y del epítopo HA 

en las subunidades nicotínicas. 

 

El proceso se inició con la amplificación, por PCR, de las subunidades dupα7 y α7 a 

partir de los plásmidos dupα7.pSP64T y α7.pcDNA3.1; para ello se utilizaron las parejas 

de cebadores 1 y 2, respectivamente (Tabla 7). Estos cebadores fueron diseñados de 

forma que contenían secuencias diana para las enzimas de restricción XbaI y BamHI, 

respectivamente. La reacción de PCR se llevó a cabo en un volumen final de 30 µl, 

utilizando 50 ng del  plásmido, 1 pmol de cada oligonucleótido cebador,  100 µM de 

dNTPs y 5U de la enzima Taq polimerasa (Expand High Fidelity, de Roche). La 

reacción de PCR consistió en 30 ciclos de 30 s a 94ºC, 30 s a 55ºC, y 2 min a 72ºC, 

precedidos de 1 min a 94ºC y seguidos de 7 min de extensión a 72ºC. De esta manera, 

se obtuvieron los ADNc de dupα7 y α7 conteniendo, en su extremo 5´, la diana para 

XbaI y BamHI, respectivamente. 

 

  La secuencia HA codifica para un epítopo de 9 aminoácidos (YPYDVPDYA) 

perteneciente a la glucoproteína antigénica hemaglutinina del virus de la influenza 

humana. La inserción de esta secuencia en el ADNc de α7 se realizó mediante una 

segunda PCR, utilizando como molde el producto obtenido en la primera PCR y la 

pareja 3 de cebadores de la Tabla 7. La reacción se llevó a cabo en un volumen final de 

30 µl, utilizando 2 µl de molde, 5% DMSO, 1 pmol de cada cebador, 100 µM de dNTPs 

y 5U de la enzima Taq polimerasa (Expand High Fidelity, de Roche).  La reacción 

consistió en 5 ciclos de 30 s a 94ºC, 30 s a 62ºC, y 1 min 30 s  a 72ºC, y 35 ciclos de 30 

s a 94ºC, 30 s a 70ºC, y 1 min 30 s  a 72ºC, precedidos por 1 min a 94ºC y seguidos de 7 

min de extensión a 72ºC. El resultado final la 2ª PCR fue un ADNc de α7 con diana de 
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corte para la enzima  BamHI en el extremo 5´, seguido por la secuencia de HA y la 

secuencia de corte para XbaI en el extremo 3´.  

 

Tabla 7: Parejas de cebadores utilizados en la PCR para incorporar dianas para las enzimas de restricción XbaI (5’ TCTAGA) y 

BamHI (5’ GGATCC) en las construcciones de dupα7 y α7, así como la etiqueta HA en la construcción de α7. Los sitios de 

reconocimiento para las enzimas en los cebadores antisentido de las parejas 1 y 2 aparecen subrayados en negrita, mientras que la 

secuencia HA en el cebador antisentido de la pareja 3 es resaltada en verde. 
 

 

Pareja  Oligonucleótidos Tº 

hibrid 

1 
Sentido 
 

Antisentido 

SP6: 5´- GATTTAGGTGACACTATAG-3´ 
 

Rv:  5´-TCTAGACGCAAAGTCTTTGGACACGGC-3´ 
55ºC 

2 
Sentido 
 

Antisentido 

T7:  5´- TAATACGACTCACTATAGGG-3´ 
 

Rv1: 5´AACATCGTATGGGTAGGATCCCGCAAAGTCTTTGGACACGCC-3´ 
55ºC 

3 
Sentido 
 

Antisentido 

Fw:  5´- CCACCATGCGCTGCTCGCCG-3´ 
 

Rv2: 5´GTCTAGATCAAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTAGGATCCC 

GCA-3´ 

70ºC 

 

  

 Los diferentes productos amplificados se separaron por electroforesis en un gel 

de agarosa 1,2 % con bromuro de etidio, utilizando un marcador de peso molecular de 

ADN (100 pb o 1 kb; Biotools). Las bandas correspondientes a los productos 

amplificados con el tamaño previsto se extrajeron del gel y purificaron con el kit de 

Qiagen (QIAquick Gel Extraction Kit). 

 

3.2. Clonación de las subunidades nicotínicas obtenidas en diferentes vectores de 

expresión. 

 

A. Clonación del inserto en el vector intermedio pGEM-T Vector Easy 

Los ADNc de dupα7 y α7-HA, obtenidos en el apartado anterior, fueron clonados 

mediante ligación en el vector intermedio pGEM-T Vector Easy (Promega), siguiendo 

las instrucciones del fabricante. La reacción de ligación se llevó a cabo a temperatura 

ambiente toda la noche, utilizando 2,5 µl de solución de ligación, 0,5 µl de T-Vector y 

1,5 µl del producto a ligar. Posteriormente, se procedió a la transformación de células 

competentes de E. Coli con los productos ligados al vector. Las células fueron 

sembradas en placas conteniendo medio de (LB)-agar suplementadas con 100 µg.ml
-1

 

de ampicilina e IPTG y X-Gal. Se seleccionaron aquellas colonias que habían 

incorporado el fragmento de la ligación (blancas), las cuales se pusieron a crecer, de 

forma individual, en medio LB en agitación a 37ºC durante toda la noche. El plásmido 

fue extraído y aislado de las células utilizando el kit de purificación de ADN de 
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Promega (Wizard Plus SV Minipreps, DNA Purification System). Una vez obtenidos 

los diferentes plásmidos en pGEM-T, se procedió a digerir estos con las 

correspondientes enzimas de restricción.  

 

B. Clonación del inserto en los vectores finales pcDNA3.1y  pcDNA3.1/myc-His 

 

La transferencia de los ADNc de α7-HA y dupα7 desde el vector intermedio pGEM-T 

Vector Easy a los vectores finales  pcDNA3.1 y pcDNA3.1/myc-His respectivamente, 

se llevó a cabo utilizando las enzimas de restricción adecuadas. La Tabla 8 recoge los 

diferentes vectores utilizados en este estudio y el empleo que se les dio a los mismos. El 

vector pcDNA3.1 es ampliamente empleado en líneas celulares de mamíferos para 

aumentar la expresión de aquellas proteínas clonadas en su sitio de clonación múltiple, 

y ha sido utilizado en este estudio para la clonación final y posterior expresión del 

ADNc de α7-HA dando lugar a la correspondiente proteína con el epítopo –HA- en su 

C-terminal. Este mismo vector, conteniendo en su secuencia el residuo de poli-histidina 

y el epítopo myc de 10 aminoácidos (EQKLISEEDL) del proto-oncogen c-myc 

(pcDNA3.1/myc-His) fue el escogido para la clonación final del ADNc de dupα7 y su 

posterior expresión dando lugar a la subunidad dupα7 con el epítopo –myc- en su C-

terminal.  

 

 El traspaso del ADNc de α7-HA y dupα7 desde el vector pGEM-T al 

correspondiente vector final se realizó utilizando las parejas de enzimas de restricción 

NotI/XbaI. El producto digerido se separó electroforéticamente en gel de agarosa y se 

purificó utilizando el kit de Qiagen anteriormente mencionado. Finalmente, se procedió 

a la ligación del inserto al vector final correspondiente, la transformación de células 

competentes, y la obtención del plásmido con el kit de Promega anteriormente indicado. 

Por otro lado, el traspaso del ADNc de RIC-3 desde el vector pSP64T al 

correspondiente vector final se realizó utilizando las parejas de enzimas de restricción 

XbaI/Kpn. 

  

 Tabla 8: Tipos de plásmidos utilizados para la preparación de las construcciones α7-HA, dupα7-myc y RIC-3. 
 

Plásmidos Utilización 

pGEM-T Vector Easy Vector intermedio para la clonación de las subunidades dup7 y 7-HA 

pcDNA3.1  Vector final de la construcción de7-HA y RIC-3 

pcDNA 3.1/myc-His Vector final de la construcción de dupα7conteniendo el epítopo c-myc 
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4 TECNICAS DE ADN RECOMBINANTE PARA LA PREPARACIÓN DE 

7.pmaxGFP Y dup7.pmCherry. 
 

A continuación se describe la metodología seguida para la preparación de las 

subunidades nicotínicas α7 y dupα7 ligadas a las proteínas de fusión “GFP” y “Cherry” 

respectivamente. Las Figuras 22 y 25 de la sección de Resultados muestran un esquema 

de los pasos seguidos durante dicha preparación.   

 

4.1. PCR para la incorporación de dianas para enzimas de restricción a las 

subunidades nicotínicas. 
 

El proceso se inició con la amplificación, por PCR, de las subunidades α7 y dupα7 a 

partir de los plásmidos α7.pSP64T y dupα7.pSP64T; para ello se utilizaron las parejas de 

cebadores 1 y 2 indicadas en la Tabla 9. Estos cebadores se diseñaron conteniendo 

secuencias diana para diferentes enzimas de restricción, así como secuencias 

correspondientes al vector final de clonación. La reacción de PCR se llevó a cabo en un 

volumen final de 30 µl, utilizando 50 ng del  plásmido, 1 pmol de cada oligonucleótido 

cebador,  100 µM de dNTPs y 5U de la enzima Taq polimerasa (Expand High Fidelity, 

de Roche). La reacción consistió en 30 ciclos de 30 s a 94ºC, 30 s a 55ºC, y 2 min a 

72ºC, precedidos de 1 min a 94ºC y seguidos de 7 min de extensión a 72ºC. De esta 

manera, se obtuvieron los ADNc de dupα7 y α7 conteniendo, en su extremo 5´, una 

diana para las enzimas de restricción de SaII y/o NheI cada una. 

 

Tabla 9: Parejas de cebadores utilizadas en la PCR para incorporar dianas para enzimas de restricción así como una secuencia 
común con el vector final en las construcciones de α7 y dupα7. Los sitios de reconocimiento para las enzimas NheI (5’ 

GCTAGC) y SalI (5’ GTCGAc) aparecen en negrita subrayados, mientras que la secuencia compartida con el vector final se 

muestra resaltada en rojo. 
 
 

Pareja  Oligonucleótidos 

1 
Sentido 
 

Antisentido 

Alpha7-max-F: 5´- TACCGAAGCCGCTAGCCCACCATGCGCTGCTCGC -3´ 
 

Alpha7-max-Rv: 5´-GACCGGTAGCGCTAGCCCCGCAAAGTCTTTGGACAC-3´ 

2 
Sentido 
 

Antisentido 

Dup-cherry-F:5´- GAATTCTGCAGTCGACATGCAAAAATATTGCATCTACC -3´  
 

Dup-cherry-Rv:5´-CCGCGGTACCGTCGACGCAAAGTCTTTGGACACGG-3´ 

 

  

 Los diferentes productos amplificados se separaron mediante electroforesis en 

un gel de agarosa 1,2 %, con bromuro de etidio, utilizando un marcador de peso 

molecular de ADN (100 pb o 1 kb; Biotools). Las bandas correspondientes a los  
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productos amplificados con el tamaño previsto se extrajeron del gel y purificaron con el 

kit de Qiagen anteriormente descrito. 

 

4.2. Clonación de las subunidades obtenidas en los vectores de expresión pmaxGFP y 

pmCherry-N1. 

 

Los ADNc de α7 y dupα7, obtenidos en el apartado anterior, fueron clonados mediante 

ligación en los vectores finales pmaxGFP y pmCherry respectivamente, utilizando el 

método IN-FUSION desarrollado por Clontech siguiendo las instrucciones del 

fabricante. Brevemente, 5 µl del producto de PCR obtenido fue incubado 15 min a 37º 

C con la solución Cloning Enhancer del kit; posteriormente, se llevó a cabo la reacción 

de ligación, utilizando 2 µl del tampón de ligación, 1 µl de la enzima In-Fusion,  0,5 µl 

del correspondiente vector  y 1,5 µl del producto a ligar. La reacción consistió en 15 

min a 37ºC, y 15 min a 50ºC.  Posteriormente, se procedió a la transformación de 

células competentes de E. Coli con los productos ligados al vector. Las células fueron 

sembradas en placas de (LB)-agar suplementadas con 100 µg.ml
-1

 de ampicilina e IPTG 

y X-Gal. Se seleccionaron las colonias blancas que habían incorporado el fragmento de 

la ligación, las cuales se pusieron a crecer, de forma individual, en medio LB en 

agitación a 37ºC durante toda la noche. El plásmido fue extraído y aislado de las células 

utilizando el kit de purificación de ADN de Promega. De esta manera se obtuvieron 

finalmente las subunidades α7 y dupα7 fusionadas en su extremo C terminal a GFP y a 

Cherry respectivamente. 

 

Tabla 10: Tipos de plásmidos utilizados para la preparación de las 

construcciones α7-GFP y dupα7-Cherry. 
 

Plásmidos Utilización 

pmaxGFP Vector final que codifica para GFP 

pmCherry Vector final que codifica para Cherry 
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5 PROCEDIMIENTOS DE TRANSFECCIÓN. 

 

5.1. Transfección con Lipofectamina. 

 

La Lipofectamina consiste en una formulación liposomal catiónica capaz de formar 

complejos con moléculas de ácidos nucleicos cargadas negativamente para que éstas 

puedan superar la repulsión electrostática de la membrana celular. De esta manera, el 

complejo formado puede fusionarse con la membrana plasmática cargada 

negativamente de las células vivas, permitiendo que el ácido nucleico pueda llegar al 

citoplasma y, por tanto, estar accesible para el proceso de replicación o expresión 

celular. El resultado final del uso de la lipofectamina es el incremento de la eficacia de 

la transfección ADN o ARN (incluyendo ARNm y ARNi) en cultivos celulares in vitro. 

 

 Utilizando Lipofectamina 2000 (Invitrogen), se procedió a la transfección de las 

células GH4C1 o HEK293 con diversas construcciones mencionadas anteriormente, tal 

como se indica en la sección de resultados. El proceso de transfección, iniciado cuando 

las células tenían ≈60% de confluencia, se realizó de acuerdo a las recomendaciones del 

fabricante. Brevemente, se preparó la mezcla del medio OptiMEM (Gibco, Invitrogen) y 

Lipofectamina y por otro lado el medio OptiMEM conteniendo el plásmido. Tras 

mezclar ambos soluciones, se procedió a la incubación de las células en el anterior 

medio durante 4-6 horas. Transcurrido dicho periodo, el medio fue sustituido por medio 

de cultivo fresco en el que se mantuvieron las células por un periodo adicional de 24-48 

horas antes de iniciar el diseño experimental. 

 

5.2. Nucleofección. 

 

La nucleofección es un método de transfección que permite la transferencia de ácidos 

nucleicos, tales como ADN, ARN, ARNi, en células de mamíferos hasta ahora 

considerados difíciles o incluso imposibles de transfectar. Esta técnica, basada en el 

método físico de la electroporación, utiliza una combinación de parámetros eléctricos, 

generados por un dispositivo llamado Nucleofector, junto con reactivos específicos que 

favorecen la transferencia directa del sustrato al citoplasma y al núcleo celular. Antes de 

la introducción de nucleofección, la transferencia génica eficaz en células primarias se 

había limitado a la utilización de vectores virales, que llevan aparejados riesgos de 
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seguridad, falta de fiabilidad  y alto costo. Así, la nucleofección tiene la capacidad de 

transfectar incluso células que no se dividen, tales como neuronas y células de la sangre 

en reposo, frente a otros métodos de transfección no-virales comúnmente utilizados que 

requieren la división celular para la transferencia de ADN al núcleo. 

 

 Las células RAW264.7 en suspensión fueron nucleofectadas utilizando el kit de 

Lonza (Amaxa® Cell Line Nucleofector® Kit V) específico para esta línea celular. 

Brevemente, 2x10
6 

células fueron resuspendidas en 100 µl de la solución de 

nucleofección conteniendo diferentes cantidades de la construcción 

dupα7.pcDNA3.1/myc-His o del vector vacío con la etiqueta myc (pcDNA3.1/myc-His). 

La nucleofección se realizó en un Nucleofector (Lonza) utilizando el programa D-032. 

Finalizado el proceso, las células se sembraron en placas de 24 pocillos dejandolas 

adherirse a la placa durante un periodo de 24 horas antes de empezar el experimento en 

cuestión. 

 

5.3. Silenciamiento génico con ARN pequeño de interferencia. 

 

Interferir con la expresión de un gen diana mediante su silenciamiento es un 

instrumento utilizado para dilucidar el papel de dicho gen en una determinada función 

celular. En este trabajo se han utilizado las dos parejas de doble hebra de ARN pequeño 

de interferencia (siRNA; del inglés small interfering RNA) de Invitrogen que aparecen 

en la Tabla 11. Los dos siRNAs son altamente específicos para la secuencia nucleotídica 

del ARNm de IRAK-M humano y, por tanto, deberían ser capaces de  suprimir la 

expresión de dicho gen en células humanas. Se siguió el protocolo de silenciamiento 

previamente descrito (Martinez, 2012), empleando para transfectar los siRNAs el 

reactivo específico Interferin (Polyplus). Adicionalmente, en un grupo distinto de 

células, se realizó una transfección paralela de un siRNA control específico para 

silenciar el gen de la enzima gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). 

 

Tabla 11: Pareja de siRNA utilizados para los experimentos de silenciamiento génico. 
 

Pareja  Oligonucleótidos 

IRAK-M siRNA-1 Sentido 

Antisentido 

5´-CGGAAUUUCUCUGCCAAGCUCUUCU -3´ 

5´-AGAAGAGCUUGGCAGAGAAAUUCCG -3´ 

IRAK-M siRNA-2 Sentido 

Antisentido 

5´-CCUUCAGGUGUCCUUCUCCUCUAUU -3´ 

5´-AUAUACCGAUUCGAAUGUGCCAAGG -3´ 
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 Las células fueron sembradas en placas de 6 pocillos y diferenciadas como se ha 

detallado anteriormente. A cada pocillo de células se le adicionó medio OptiMEM sin 

suero (300 µl). Por otro lado, se preparó una mezcla de medio OptiMEM sin suero 

conteniendo Interferin y el siRNA que se dejó reposar durante 10 minutos a temperatura 

ambiente para permitir la formación del complejo. Transcurrido dicho periodo, la 

mezcla (800 µl de Optimen, 10 µl de Interferin y siRNA para una concentración final de 

1nM por pocillo) fue añadida a las células e incubada durante 6 horas. 
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6 ANÁLISIS DE EXPRESIÓN DE PROTEÍNAS POR INMUNOBLOT. 

 

6.1. Extracción de proteínas citosólicas de cultivos celulares. 

 

Las células mantenidas en cultivo fueron lavadas con PBS y lisadas con 200µl de 

tampón de lisis (Tabla 2). El lisado celular fue seleccionado y centrifugado 13.000 rpm 

durante 20 min a 4ºC;  seleccionando el sobrenadante. 

 

6.2. Extracción de proteínas de membrana de cultivos celulares. 

 

Se utilizó el tampón de lisis NP-40 para producir una lisis celular suave para preservar 

las interacciones establecidas entre proteínas físicamente asociadas, como antesala de 

los posteriores experimentos de co-inmunoprecipitación. Tras el lavado del cultivo 

celular con PBS, se añadió a la placa 120 µl de la solución de lisis NP-40, depositando 

la placa de cultivo sobre hielo con agitación durante 30 minutos. El lisado celular 

obtenido fue sometido a un movimiento de rotación suave durante 2 h a 4ºC en un 

agitador rotativo vertical. Transcurrido dicho período, se procedió a su centrifugación a 

13.000 rpm durante 20 min a 4º C, seleccionando el sobrenadante. 

 

6.3. Inmunoblot (western blot). 

 

Las proteínas fueron cuantificadas utilizando un kit comercial (BCA Protein Assay Kit), 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Cada extracto proteico (≈ 20-60µg proteína) 

fue cargado y resuelto en un gel 10% de SDS/PAGE y transferido electroforéticamente 

a una membrana PVDF (Millipore Corporation, Billerica, MA, USA). Tras el bloqueo 

de la membrana con solución TTBS conteniendo 5% BSA y 5% leche descremada 

durante 2 horas a temperatura ambiente, se procedió a la incubación de la misma a 

temperatura ambiente con el anticuerpo primario adecuado (anti-myc, 1 h; anti-HA o 

anti-IRAK-M, 2 h). Seguidamente, la membrana fue incubada 1 h a temperatura 

ambiente con el correspondiente anticuerpo secundario conjugado con HRP. Las bandas 

resultantes fueron reveladas con el reactivo ECL Plus (Amersham, GE Healthcare) y 

analizadas con el programa Image J (NIH, EEUU). 
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7  ANALISIS DE EXPRESIÓN DE PROTEÍNAS Y DE PARTÍCULAS 

FAGOCITADAS POR FLUORESCENCIA Y MICROSCOPÍA CONFOCAL. 
 

Todos los procedimientos experimentales que se incluyen en este apartado tuvieron 

como fin la detección de subunidades nicotínicas endógenas y exógenas, la 

identificación de diversas estructuras celulares, la localización celular de NF-B y la 

medida de la capacidad fagocítica celular. Para ello se utilizaron distintos tipos de 

células, según el caso, las cuales fueron sembradas en placas de 24 pocillos sobre 

cubreobjetos pretratados con polilisina. Tras realizar el procedimiento de marcaje 

fluorescente específico para cada caso particular, como se detallará a continuación, los 

cubreobjetos fueron montados sobre portas utilizando el Prolong Gold Antifade 

Reagent. Todo el proceso culminó con la visualización de la señal fluorescente a través 

del microscopio confocal Leica TCS SP5 (Servicios Centrales de Microscopia Óptica y 

Confocal, UAM), capturando las imágenes con el programa “Confocal Leica”, como se 

ha descrito previamente (Solís-Garrido y col., 2004; Serantes y col., 2006). 

 

7.1. Identificación de sitios de unión de Bgtx en macrófagos humanos (MØ). 

 

Para analizar la expresión endógena de 7 nAChRs funcionales en MØ se utilizó como 

marcador la Bgtx-FITC, una toxina específica de este subtipo de receptor conjugada 

con un fluoróforo.  Los monocitos sembrados en cubreobjetos y diferenciadas como se 

ha detallado previamente, fueron incubados con Bgtx-FITC (3g·ml
-1

) durante 30 

min y fijados con 4% PFA. 

 

7.2. Marcaje de membrana celular, RE e identificación de receptores expresados en 

células GH4C1 y HEK293. 

 

Las células, sembradas en cubreobjetos, fueron mantenidas en cultivo durante 24 h. A 

continuación, se procedió a su transfección con las construcciones pertinentes 

manteniendo el  cultivo por un periodo adicional de 24 h. Transcurrido dicho periodo, 

se inició el proceso de marcaje de la membrana celular en células vivas, para continuar 

con la fijación y permeabilización celular y el posterior inmunomarcaje de las 

subunidades nicotínicas expresadas. Brevemente, el marcaje de membrana comenzó con 

la incubación de WGA conjugada con Alexa Fluor 647 durante 10 minutos a 37ºC. Este 
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producto es una lectina que se une a las glicoproteínas de la membrana reconociendo 

esta estructura celular. Posteriormente, las células fueron lavadas con PBS, fijadas con 

4% PFA durante 8 min a temperatura ambiente, y permeabilizadas con 0,2% Tritón X-

100 en PBS durante 10 min. A continuación, las células fueron incubadas 45 min con el 

producto Image-IT FX Signal Enhancer para prevenir la unión no-específica de los 

anticuerpos primarios (anti-HA, anti-myc) y secundarios con los que se incubaron las 

células a continuación. El periodo de incubación fue de 2 h para los anticuerpos 

primarios y de 1 h para los secundarios, a las diluciones que se especifican en las Tablas 

5 y 6. En algunos experimentos, en lugar de la membrana, se marcó otra estructura 

celular como es el RE. En estos experimentos, prescindiendo de la incubación inicial 

con WGA, se siguió un protocolo experimental similar al que se acaba de describir pero 

iniciando el inmunomarcaje con los anticuerpos primarios de las subunidades 

nicotínicas anti-HA y anti-myc, y siguiendo con el marcaje de RE con el anticuerpo 

primario anti-calnexina. Posteriormente, se incubaron las células con los 

correspondientes anticuerpos secundarios realizados en cabra y conjugados a un 

fluoróforo (anti-rata IgG Alexa Fluor-555, anti-ratón IgG Alexa Fluor-488y anti-conejo 

IgG AlexaFluor-647, respectivamente, a una dilución 1:400). 

 

7.3. Identificación de receptores endógenos y foráneos en células RAW264.7. 

 

Células sembradas en cubreobjetos no-nucleofectadas o nucleofectadas 24 h antes con 

la construcción dup7-myc fueron lavadas, fijadas y permeabilizadas, como se acaba de 

describir en el apartado anterior. Posteriormente, las células fueron incubadas 45 min 

con Image-IT FX Signal Enhancer, para proceder a continuación con el inmunomarcaje 

del 7 nAChR endógeno o de la subunidad dup7-myc expresada foráneamente en el 

caso de las células nucleofectadas. Para ello se incubaron las células con los anticuerpos 

primarios anti-7 (mab306) y anti-myc durante 2 h, y posteriormente con el 

correspondiente anticuerpo secundario realizado en cabra y conjugado a un fluoróforo 

(anti-ratón IgG Alexa Fluor-488, a una dilución 1:400) durante 1h. Finalmente, las 

células fueron incubadas 15 min con el marcador nuclear DAPI disuelto en PBS a una 

dilución 1:500.  
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7.4. Evaluación de la actividad de NF-κB en células RAW264.7. 

 

La localización de NF-κB en citosol o núcleo, como índice de su grado de activación en 

respuesta a distintos tratamientos, se realizó en células RAW264.7 no manipuladas o 

nucleofectadas con la construcción dup7-myc o con el vector-myc vacío. Brevemente, 

células en suspensión nucleofectadas con la construcción dup7-myc como se ha 

descrito previamente, fueron sembradas en cubreobjetos sobre placas de 24 pocillos y 

mantenidas en cultivo por un periodo de 24 h. En paralelo, se utilizaron células del 

mismo cultivo no-nucleofectadas, sembradas y mantenidas en cultivo de forma similar. 

Antes de dar comienzo al marcaje, las células fueron sometidas a diferentes tratamientos 

que serán detallados en la sección de Resultados. Posteriormente, las células fueron 

lavadas, fijadas y permeabilizadas como se acaba de describir. Tras su incubación con el 

medio Image-IT FX Signal Enhancer, las células fueron incubadas durante 2h con el 

anticuerpo primario pertinente (anti-NF-B o anti-myc) y durante 1 h con el 

correspondiente anticuerpo secundario realizado en cabra y conjugado a un fluoróforo 

(anti-conejo IgG Alexa Fluor-555 o anti-ratón IgG Alexa Fluor-488 respectivamente, a 

una dilución 1:400). Finalmente, se llevó a cabo la incubación celular con DAPI para 

marcar el núcleo, tal como se ha descrito en el apartado anterior. 

 

7.5. Medida de la capacidad fagocítica de macrófagos humanos (MØ). 

 

Macrófagos humanos (MØ) sembrados en cubreobjetos fueron expuestos a distintos 

tratamientos, tras lo cual se agregó al medio de cultivo una suspensión de partículas 

fluorescentes de Zymosan-FITC (10 partículas/célula), incubando las células con este 

medio durante 1 hora a 4ºC. Transcurrido ese periodo, las células fueron lavadas para 

eliminar todas las partículas suspendidas, incubando las mismas con medio de cultivo 

fresco durante 2 horas a 37 ºC para permitir el proceso de fagocitosis de las partículas 

adheridas a la membrana. Posteriormente, los MØ fueron lavados, fijados y 

permeabilizados como se ha descrito previamente, procediéndose seguidamente a 

marcar los microfilamentos (actina-F) del citoesqueleto mediante la incubación celular 

con una solución de faloidina conjugada (AlexaFluor-555; 1:50) durante 20 min. Tras 

varios lavados, se procedió finalmente al marcaje nuclear con DAPI. El procesamiento 

de imagen así como el recuento de las partículas fagocitadas y del número de células en 
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proceso de fagocitosis se realizó con el programa ImageJ- Cell Counter plugin (National 

Institues of Health). 

 

 

8 TRANSFERENCIA DE ENERGÍA ENTRE FLUOROCROMOS POR 

RESONANCIA DE FLUORESCENCIA (FRET) PARA ESTUDIAR 

COLOCALIZACIÓN DE SUBUNIDADES NICOTÍNICAS. 
 

Células GH4C1  cotransfectadas con α7.pmaxGFP y dupα7.pmCherry utilizando 

Lipofectamina 2000, como se describió previamente, fueron utilizadas para analizar la 

colocalización de ambas subunidades nicotínicas mediante experimentos de FRET, del 

inglés ‘Föster Resonance Energy Transfer’. El valor del FRET es inversamente 

proporcional a la sexta potencia de la distancia entre los dos fluorocromos, por lo que la 

transferencia de energía entre los mismos solo puede producirse cuando las dos 

moléculas fluorescentes están muy próximas (10-100 Å) y siempre que la longitud de 

onda de emisión de una de ellas (donador)  coincida con la de excitación de la otra 

(aceptor). La eficiencia del FRET (FRETef) fue calculada en áreas seleccionadas 

mediante la técnica del fotoblanqueo del aceptor utilizando el programa del microscopio 

confocal Leica TCS SP5, de acuerdo a la siguiente ecuación: 

 

(FRETef)= 1 – (Dpre/Dpost)    siempre que Dpost> Dpre 

 

Donde Dpre y Dpost representan, respectivamente, la fluorescencia emitida por el 

donador (α7.pmaxGFP) a 508 nm tras la excitación a 488 nm antes y después del 

fotoblanqueo del aceptor (dupα7.pmCherry) usando el láser de 561 nm a la potencia del 

75%. Para visualizar la eficiencia del FRET se generaron imágenes pseudo-coloreadas 

del área seleccionada  que iban desde el color azul (no colocalización) hasta el rojo (alta 

colocalización). 
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9 CITOMETRÍA DE FLUJO PARA ANALIZAR LA EXPRESIÓN DE 

RECEPTORES EN MEMBRANA CELULAR. 

 

9.1. Medida de sitios de unión de Bgtx-FITC en macrófagos humanos (MØ). 

 

Los monocitos humanos fueron sembrados en placas de 60 mm y diferenciados a 

macrófagos (MØ) por diferentes periodos de tiempo. Transcurrido dicho periodo, los 

MØ fueron lavados con PBS, despegados de la placa con una solución PBS conteniendo 

5mM EDTA, y finalmente centrifugados para descartar el sobrenadante. El pellet 

celular fue incubado durante 20 min con  una solución  de  PBS 2 mM EDTA  0,5% 

SFB y Bgtx-FITC (3g·ml
-1

). Tras centrifugar a 800 rpm durante 6 min, el pellet 

celular fue incubado 20 min con el anticuerpo anti-CD14 conjugado con el fluoróforo 

APC. Posteriormente las células fueron lavadas con una solución de PBS 2 mM EDTA 

y resuspendidas en 500 l de esta solución. La señal fluorescente emitida por los dos 

fluoróforos fue captada y analizada por el citómetro de flujo FACScan II equipado con 

el programa “BD FACS DIVA” (Servicios Centrales del Instituto de Investigación 

Biomédica “Alberto Sols”, CSIC-UAM). 

 

9.2. Medida de expresión de subunidades 7 y dup7 en células GH4C1 transfectadas. 

 

Las células fueron transfectadas con la construcción 7-HA o dup7-myc, o bien con la 

combinación de ambas construcciones en diferentes proporciones. Transcurrido un 

periodo de 24 horas,  se llevó a cabo el mismo protocolo de marcaje para todos los tipos 

de transfecciones. La suspensión celular fue centrifugada 6 min a 800 rpm  y el pellet 

lavado con una solución de PBS conteniendo 1% BSA y 1% SFB. Las células fueron 

incubadas 20 minutos a 4ºC con los anticuerpos primarios anti-HA  o anti-myc para 

detectar la expresión en membrana del α7 nAChR o dupα7, respectivamente. A 

continuación, las células fueron incubadas durante 20 min a 4ºC y en oscuridad con los 

correspondientes anticuerpos secundarios realizados en cabra y conjugados a un 

fluoróforo (anti-conejo IgG Alexa Fluor-488 o anti-ratón IgG Alexa Fluor-647 

respectivamente, a una dilución 1:400). Las células fueron nuevamente lavadas y 

resuspendidas en la anterior solución de PBS, analizando la fluorescencia en la 

membrana celular por  citometría de flujo, como se ha indicado anteriormente. 
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10 ANÁLISIS DE CO-INMUNOPRECIPITACIÓN DE SUBUNIDADES 

NICOTÍNICAS. 
 

 

Esta técnica permite analizar si dos proteínas están físicamente asociadas en la célula. 

En el caso concreto de este estudio, se analizó la asociación entre las subunidades 

nicotínicas 7 y dup7. Para ello se transfectaron células GH4C1 con 

dup7.pcDNA3.1/myc-His o con la combinación 7-HA.pcDNA3.1 y 

dup7.pcDNA3.1/myc-His utilizando Lipofectamina 2000. Cuarenta y ocho horas más 

tarde, las células fueron lavadas con PBS y lisadas con la solución de lisis NP-40 para la 

obtención de las proteínas de membrana, tal como se ha descrito previamente. El 

material solubilizado se centrifugó a 13.000 rpm durante 30 minutos, y la concentración 

proteica en el sobrenadante fue cuantificada como se ha descrito en el apartado 

correspondiente. Para el proceso de co-inmunoprecipitación propiamente dicho se 

utilizó una suspensión de bolas o esferas magnéticas (Dynabeads G) y el protocolo 

recomendado por el fabricante. Brevemente, una alícuota (35 µl) de la anterior 

suspensión de esferas magnéticas fue incubada  durante 90 min a 4ºC con el anticuerpo 

anti-myc. Posteriormente, se procedió a una segunda incubación de la anterior 

suspensión con lisado proteico celular durante toda la noche a 4ºC. Transcurrido dicho 

período, las bolas fueron lavadas cuatro veces con buffer de lisis frío, agregándoles 

finalmente 20µl de buffer de carga SDS-PAGE. La disociación de las proteínas 

enlazadas a las bolas se realizó por calentamiento de la muestra a 93ºC durante 3 min, 

pasando seguidamente a analizar las proteínas de interés disociadas mediante 

inmunoblot. 

11 CUANTIFICACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE TNF- POR TÉCNICAS 

DE ELISA. 
 

La concentración de TNF-α [TNF-α], en los sobrenadantes de cultivos de MØ humanos 

y células RAW264.7 sembrados en multipocillos P6 y P24, se determinó por la  técnica 

de Elisa.  Previamente a la determinación de la concentración de la citoquina, las células 

fueron transfectadas con siRNA de IRA-M, o nucleofectadas con 

dup7.pcDNA3.1/myc-His, también se utilizó el vector vacío (pcDNA3.1myc-His). 

Adicionalmente, MØ humanos sin transfectar para estudios de tolerancia. Tras aplicar 

distintos tratamientos a los cultivos celulares, se determinó la [TNF-α] en 100 l del 
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sobrenadante correspondiente a cada situación experimental. Para ello, se utilizaron  los 

kits comerciales de PreproTech (TNF-α ELISA development kit) de humano y de ratón, 

dependiendo del tipo celular a ensayar, siguiéndose las instrucciones del fabricante. La 

[TNF-α] se calculó a partir del valor de absorbancia obtenido en un lector de 

microplacas (Fluostar Óptima BMG), extrapolando la concentración de la citoquina 

correspondiente a dicho valor en una recta de calibración realizada con concentraciones 

conocidas y señaladas de TNF-α incluidas en el kit. 

 

12  ENSAYO DEL GEN REPORTERO DE LUCIFERASA. 
 

Este ensayo consistió en una doble transfección celular con los plásmidos pNF-κB-luc y 

pRL-TK Renilla. El primer plásmido contiene el gen reportero de luciferasa, cuyo nivel 

de expresión puede ser determinado por bioluminiscencia utilizando el kit comercial de 

Promega (Dual-Luciferase Reporter Assay System). La base del ensayo radica en que el 

plásmido pNF-κB-luc contiene el gen de luciferasa acoplado a una región conteniendo 

sitios de reconocimiento para NF-κB. De esta forma, a través del gen reportero de 

luciferasa, es posible monitorizar las vías de señalización que activan NF-κB. Por otra 

parte, el plásmido pRL-TK Renilla, contiene el gen de Renilla que también genera una 

señal bioluminiscente. Dado que este último gen no es inducible por estímulos, se 

utiliza en el ensayo para normalizar la señal debida a la luciferasa. Las células 

RAW264.7 fueron transfectadas con los plásmidos anteriores, en ausencia o presencia 

de una  tercera transfección con dup7.pcDNA3.1/myc-His; en todos los casos se utilizó 

Lipofectamina 2000 para la transfección. Tras la siembra celular en placas multipocillos 

p24, las células fueron expuestas a distintos tratamientos 24 horas más tarde. 

Posteriormente, las células fueron lavadas con PBS y lisadas con la solución de lisis 

incluida en el kit comercial de Promega (Passive Lysis Buffer). La bioluminiscencia 

como índice de la actividad luciferasa fue analizada en el equipo Fluostar Óptima BMG 

atendiendo a las recomendaciones del fabricante. 
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13 ANÁLISIS DE EXPRESIÓN GÉNICA. 

 

13.1. Extracción del ARN total y transcripción reversa (RT). 

 

El ARN total fue extraído de los cultivos de MØ humanos sometidos previamente a 

distintos tratamientos, para lo cual se utilizó el kit comercial de QUIAGEN (RNeasy 

Mini Kit) siguiendo las recomendaciones del fabricante. La síntesis del ADN 

complementario (ADNc) se realizó por RT utilizando el kit comercial de Applied 

Biosystems (TaqMan Reverse Transcription Reagent) a partir de 1 µg de ARN en un 

volumen final de 20 µl y la enzima MultiScribe Reverse Transcriptase. La reacción 

consistió en 10 min a 25ºC, 30 min a 48ºC y 5 min a 95ºC.  

 

13.2. PCR cuantitativa en tiempo real. 

 

Los niveles de ARNm de IRAK-M fueron cuantificados por PCR cuantitativa a tiempo 

real (PCR-Q) a partir del ADNc previamente obtenido, tal como se ha descrito 

previamente (de Lucas-Cerrillo y col., 2011). Para la detección de los amplicones se 

utilizó el método de SYBR Green. Este método se basa en la intercalación del 

fluoróforo en la doble hebra de ADN que se va formando. De esta manera es factible 

visualizar en directo el perfil completo de amplificación de la diana objeto de estudio 

dentro de un amplio rango de magnitud. La reacción de PCR se realizó en el equipo 

ABI Prism 7500, utilizando el reactivo “iTaq Fast SYBR Green Supermix with ROX” y 

las parejas de cebadores que se indican el la Tabla 10 correspondientes a IRAK-M y a 

β2-microglobulina (β2m), utilizado como control interno. La PCR consistió en un paso 

desnaturalizante de 30 s a 95ºC, 40 ciclos de 5 s a 95ºC, y 30 s a 60ºC. El análisis de los 

perfiles de “melting” o “desnaturalización” obtenidos confirmó que cada pareja de 

cebadores amplificaban un solo producto. El ensayo de PCR-Q para el ARNm de 

IRAK-M se realizó por triplicado, normalizando posteriormente los valores obtenidos 

frente a la expresión del control interno. La expresión génica relativa se determinó por 

el método ΔCt utilizando el programa “Sequence Detection System 1.2 software” 

(Applied Biosystems). 
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Tabla 12: Parejas de cebadores utilizados en la PCR-Q para la amplificación del ARNm de IRAK-M y β2-microglobulina en 

macrófagos humanos. La pareja para IRAK-M correspondía a la previamente publicada (del Fresno y col., Posones, 2008), y la 

de β2m se diseñó partir de la secuencia depositada en NCBI (NCBI, NLH) utilizando el programa Primer-BLAST. 
 

Pareja  Oligonucleótidos Tª hibridación 

IRAK-M Sentido 

Antisentido 

 5´- TTTGAATGCAGCCAGTCTGA-3´ 

 5´-GCATTGCTTATGGAGCCAAT-3´ 
59 ºC 

β2m Sentido 

Antisentido 

 5´-TGCCTGCCGTGTGAACCATG -3´ 

5´-TGCGGCATCTTCAAACCTCCATGA-3´ 
65ºC 

 

 

 

14  ANÁLISIS ESTADÍSTICO. 
 

Los resultados fueron expresados como media ± error estándar de la media (E.E.M). El 

análisis comparativo de dos grupos se realizó mediante el test de la t de Student. En 

caso de comparaciones múltiples se utilizó el análisis de varianza de ANOVA, seguido 

de un análisis post-hoc utilizando el test de Bonferroni cuando era apropiado. Un valor 

p≤ 0,05 fue considerado el límite de significación estadística. 
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1. OBTENCIÓN DE DIVERSAS CONSTRUCCIONES DE 7 Y dup7 PARA SU 

EXPRESION HETERÓLOGA EN CÉLULAS DE MAMÍFEROS.  
 

Dada la similitud entre la secuencia peptídica de la subunidad α7 y  su duplicado parcial 

dupα7, no se dispone actualmente de ningún anticuerpo capaz de distinguir entre ambas 

proteínas. Esta limitación ha impedido que se identifique el mecanismo por el que dupα7 

se comporta como dominante negativo de la actividad funcional del α7 nAChR en 

ovocitos de Xenopus (de Lucas-Cerrillo y col., 2011). Para superar la anterior 

limitación, en este trabajo se han utilizado técnicas de ADN recombinante con el objeto 

de obtener diversas construcciones conteniendo el ADNc de α7 o de dupα7 etiquetados 

con el epítopo –HA– o –myc–, respectivamente. También se han obtenido las 

construcciones de α7 y dupα7 ligadas a las proteínas fluorescentes GFP y Cherry, 

respectivamente. Finalmente, se ha desarrollado una construcción de RIC-3 en el vector 

pcDNA para ser expresada en algunos tipos celulares carentes de esta chaperona. Esta 

última construcción fue preparada a partir de la construcción preparada en el vector 

psP64T (amablemente cedida por el Prof. Millet Treining, Universidad Hebrea de 

Jerusalem, Israel). La Figura 22 representa, de forma esquemática, las cinco 

construcciones preparadas y utilizadas en este trabajo, junto con los pasos claves 

seguidos para la obtención de las mismas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22.- Esquema de las diferentes construcciones realizadas en este trabajo.  
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 Como se aprecia en la figura, las construcciones α7-HA y dupα7-myc se llevaron 

a cabo en tres fases: 1º) amplificando y agregando secuencias de interés mediante PCR; 

2º) clonando el producto resultante de la primera PCR en el vector intermedio pGEM-T 

Vector Easy; y 3º) transfiriendo los ADNc de dup7 y 7-HA desde el vector 

intermedio a los correspondientes vectores de expresión finales. Por su parte, las 

construcciones α7-GFP y dupα7-Cherry fueron realizadas en dos pasos: 1º) amplificando 

y agregando secuencias de interés mediante PCR; y 2º) clonando el producto resultante 

de dicha PCR en los correspondientes vectores finales de expresión. 

 

A continuación, se muestran una serie de figuras (Figuras 23-25) en donde se 

representan los distintos pasos seguidos para la obtención de cada una de estas 

construcciones así como los tipos celulares donde éstas fueron expresadas. La 

metodología seguida en todo el proceso ha sido recogida en detalle en la sección de 

“Materiales y Métodos”. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 23.- Esquema del proceso de clonaje de dup7 en el vector de expresión pcDNA3.1/myc-His. 

La construcción fue transfectada en células GH4C1, RAW264.7 y HEK293 para analizar la expresión de  

dup7 a través del epítopo –myc-His-. 
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Figura 24.- Esquema del proceso de clonaje de 7 en el vector de expresión pcDNA3.1.La construcción 

7HA.pcDNA3.1 fue utilizada para transfectar células GH4C1 y HEK293 con objeto de visualizar la expresión 

de la subunidad 7 a través del epítopo –HA-. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Figura 25.- Esquema del proceso de clonaje de las subunidades 7 y dupα7 en los vectores de expresión 

pmaxGFP y pmCherry. Estas construcciones fueron posteriormente transfectadas en células GH4C1. 
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2  ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN INDIVIDUAL DE 7-HA Y dup7-myc EN LA 

LÍNEA CELULAR GH4C1. 

 

Una vez preparadas las diferentes construcciones, se procedió a estudiar su expresión en 

distintos tipos celulares, dependiendo de la pregunta a responder. En primer lugar,  se 

procedió a realizar un primer análisis de la eficacia de la transfección de 7-HA y 

dup7-myc por separado, así como la distribución celular de las subunidades 

expresadas. Para ello las células GH4C1 fueron transfectadas con la construcción 7-

HA.pcDNA3.1 o dup7.pcDNA3.1/myc-His utilizando Lipofectamina 2000. La 

elección de las GH4C1 se basó en las siguientes características de esta línea celular: 1) 

expresa eficientemente 7 nAChRs foráneos; 2) carece de receptores nicotínicos 

endógenos que puedan enmascarar la expresión heteróloga del receptor; y 3) expresa 

endógenamente la chaperona RIC-3, lo cual condiciona y favorece la expresión del 7 

nAChR.   

 

 La Figura 26A muestra las imágenes confocales de las células expresando α7-

HA o dupα7-myc, marcando simultáneamente la membrana con WGA. El 

inmunomarcaje de las subunidades nicotínicas se realizó con los anticuerpos primarios 

anti-HA o anti-c-myc (ver Tabla 5) y los correspondientes anticuerpos secundarios 

realizados en cabra recogidos en la Tabla 6 [anti-conejo IgG conjugado con Alexa Fluor 

555 (rojo) y anti-ratón IgG conjugado con Alexa Fluor 488 (verde)]. Se observa que, 

aunque ambas subunidades nicotínicas son eficientemente expresadas en este tipo 

celular, el rendimiento de la transfección es ligeramente superior para α7 que para dupα7 

(17 ± 2% vs. 12 ± 2% de células positivas). La Figura 26B muestra el barrido de 

intensidad de fluorescencia a lo largo del eje X realizado en dos células típicas 

expresando α7-HA o dupα7-myc; dicha fluorescencia corresponde al marcaje de 

membrana con WGA (azul) junto al inmunomarcaje de α7 (rojo) o de dupα7 (verde). Se 

aprecia que α7 tiene un alto grado de superposición con la membrana, mientras que 

dupα7 parece localizarse preferentemente a nivel submembranal y citosólico. Estos 

resultados sobre distribución celular de ambas subunidades nicotínicas son corroborados 

cuando se utiliza la función de colocalización de Leica en células expresando α7-HA o 

dupα7-myc inmunomarcadas para una u otra subunidad, como se acaba de describir, a la 

vez que se identifica la membrana con WGA (Fig. 26C). Como se aprecia en la figura, 
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esta función de colocalización transforma en puntos blancos todos los sitios en los que 

α7-HA o dupα7-myc coinciden con la membrana celular. Puede apreciarse una elevada 

densidad de sitios de colocalización en membrana en el caso de α7 frente a la casi 

ausencia de estos sitios cuando es dupα7 la única subunidad expresada.  

 

 

Figura 26.- Expresión de los plásmidos 7-HA.pcDNA3.1 o dup7.pcDNA3.1myc-His en células GH4C1. A) Imágenes 
confocales representativas de células expresando α7-HA (rojo) o dupα7-myc (verde) tras el inmunomarcaje de los respectivos 

epítopos. El marcaje de la  membrana con WGA se visualizó con un color distinto al utilizado para marcar α7-HA o dupα7-myc. A la 

derecha, un diagrama con el porcentaje de células positivas para cada subunidad tras la transfección. B) Intensidad de fluorescencia 
correspondiente a α7 y membrana, o a dupα7 y membrana a lo largo del eje X en dos células expresando una u otra subunidad. C) 

Imagen de microscopia confocal utilizando la función de colocalización de Leica, mostrando los sitios de colocalización (pixeles 
blancos) de α7-HA o de dupα7-myc con la membrana célular en dos células que expresan una u otra proteína. La imagen a la derecha 

de cada célula muestra una amplificación de la zona enmarcada en la imagen izquierda. 
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3 ANÁLISIS DE LA COLOCALIZACIÓN DE 7-HA Y dup7-myc EN CÉLULAS 

GH4C1 COTRANSFECTADAS CON AMBAS SUBUNIDADES NICOTÍNICAS. 

 

Una vez comprobado que las construcciones conteniendo α7-HA y dupα7-myc son 

eficientemente expresadas, de forma individualizada, en la línea celular GH4C1, se 

procedió a coexpresar ambas construcciones (relación 1:1) en esta misma línea celular 

con objeto de analizar si existe algún tipo de interacción entre estas dos subunidades 

nicotínicas. Para realizar este análisis se utilizó un doble abordaje experimental que 

incluía experimentos de inmunohistoquímica y microscopía confocal, así como 

experimentos de co-inmunoprecipitación. Tras cotransfectar las células con las 

construcciones 7-HA.pcDNA3.1 y dup7.pcDNA3.1/myc-His utilizando 

Lipofectamina 2000, se realizó el doble inmunomarcaje de α7-HA (rojo) y dupα7-myc 

(verde) como se acaba de describir en el apartado anterior. La Figura 27A muestra las 

imágenes confocales obtenidas en donde se observa claramente la colocalización de α7 y 

dupα7 (amarillo) en todas las células que expresan simultáneamente ambas proteínas.  

 

 Para conocer si la anterior colocalización respondía a una interacción física entre 

ambas subunidades se procedió a realizar experimentos de co-inmunoprecipitación. Para 

ello se utilizaron los lisados de células GH4C1 cotransfectadas con las dos 

construcciones anteriores, así como los lisados de células transfectadas solo con 

dup7.pcDNA3.1/myc-His. En estos experimentos se utilizó el anticuerpo anti-c-myc 

para inmunoprecipitar y los anticuerpos anti-HA y anti-c-myc (Tabla 5) para 

posteriormente identificar en el inmunoblot las bandas correspondientes a las 

subunidades α7 y dupα7 disociadas de las bolas magnéticas. También se utilizaron los 

anticuerpos anti-HA y anti-c-myc en el lisado celular sin inmunoprecipitar para 

confirmar en el inmunoblot que el tamaño de ambas proteínas correspondía al esperado, 

como así fue el caso (Figura 27B). Así, las bandas de α7 o dupα7 tenían un tamaño de 56 

kDa y 41 kDa respectivamente, resultado que está de acuerdo con las predicciones 

realizadas según la secuencia peptídica disponible en la página web del National Center 

for Biotechnology Information NCBI, EEUU (números de acceso 746.5 y 139320.1, 

respectivamente). La Figura 27B también muestra que en las células cotransfectadas con 

ambas proteínas, la inmunoprecipitación de dupα7 con anti-c-myc arrastra consigo a la 
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subunidad α7, lo cual indica que ambas proteínas están físicamente asociadas cuando 

son coexpresadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27.- Interacción de α7 y dupα7 en células GH4C1 coexpresando ambas subunidades. A) Imágenes confocales 

mostrando la colocalización (amarillo) de α7-HA (rojo) y dupα7-myc (verde) en células que coexpresan ambas proteínas 

(señaladas con flechas, en amarillo). B) Inmunoblots realizados en el lisado celular o tras la inmunoprecipitación con anti-

c-myc en células trasfectadas con dup7.pcDNA3.1/myc-His o doblemente transfectadas con 7-HA.pcDNA3.1 y 

dup7.pcDNA3.1/myc-His. Los anticuerpos anti-HA o anti-c-myc fueron utilizados para identificar una u otra proteína en 

el inmunoblot. 
 

 

 

4 LA SUBUNIDAD dup7 SE ENSAMBLA CON SUBUNIDADES 7 FORMANDO 

RECEPTORES HÍBRIDOS EN LA MEMBRANA DE CÉLULAS GH4C1. 

 

Las células GH4C1 fueron cotransfectadas con las construcciones α7.pmaxGFP y 

dupα7.pmCherry (proporción 1:0,5 o 1:1) con objeto de analizar la interacción entre 

ambas subunidades nicotínicas mediante FRET utilizando la técnica del fotoblanqueo 

del aceptor, tal como ha sido descrito en la sección de Materiales y Métodos. La Figura 

28 recoge los resultados obtenidos. Los paneles A y B de la figura muestran la 

fluorescencia de emisión, tanto del donador (α7-GFP) como del aceptor (dupα7-Cherry) 

antes y después del fotoblanqueo del aceptor en el área recuadrada, donde se detecta un 

incremento de la emisión de fluorescencia de α7-GFP. La eficiencia de FRET para la 

combinación (1:0,5) de α7-GFP:dupα7-Cherry  fue de 12,7 ± 1,4 % (Fig. 28C); dicho 

valor se incrementó significativamente (22,7 ± 1,7 %) cuando se incrementaba la 
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proporción de dupα7 en la combinación de plásmidos transfectados (α7-GFP:dupα7-

Cherry, 1:1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28.-Interacción física entre las subunidades dupα7 y α7  en la membrana celular analizada por FRET. A) Imagen 

representativa de una célula cotransfectada con α7-GFP y dupα7-Cherry en la proporción 1:0,5. B)  Imagen representativa de una 
célula doblemente transfectada con ambas construcciones en una proporción 1:1. La zona señalada por el rectángulo indica la 

región estudiada. En la parte inferior de ambos paneles se muestran las imáges pseudocolor representativas de la eficiencia de 

FRET, en donde el color azul indica eficiencia cero mientras que el color rojo indica máxima eficiencia. El análisis de FRET 
revela sitios de colocalización de ambas subunidades nicotínicas en la membrana celular. C) Análisis cuantitativo de la eficiencias 

de FRET obtenida en ambas condiciones experimentales; entre paréntesis el número de células analizadas en cada caso. 
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5 LA INTERACCIÓN DE dup7 Y 7 EN CÉLULAS GH4C1 MODIFICA, EN 

SENTIDO OPUESTO, LA INCORPORACIÓN A MEMBRANA DE UNA Y 

OTRA SUBUNIDAD NICOTINICA. 

 

Una vez constatado que las dos subunidades nicotínicas interaccionan físicamente entre 

sí en células GH4C1, se utilizó este tipo celular para analizar las consecuencias que 

dicha interacción ejercía sobre cada subunidad. Así, se analizó si dupα7 ejercía su efecto 

dominante negativo sobre α7 nAChR por interferir con el tráfico de estos receptores 

hacia la membrana celular. De igual forma, se evaluó lo inverso, esto es si α7 modificaba 

la movilización de dupα7 hacia la membrana celular. Para ello, las células fueron 

transfectadas con las construcciones 7-HA.pcDNA3.1 y dup7.pcDNA3.1/myc-His de 

forma separada, o bien cotransfectadas con ambas construcciones, para lo cual se utilizó 

en todos los casos Lipofectamina 2000. Posteriormente se analizó, mediante  citometría 

de flujo, la expresión en membrana de α7-HA y dup7-myc en las diferentes 

condiciones experimentales. Puesto que HA- y myc- están localizados en los extremos 

C-terminal de las dos construcciones transfectadas, ambos epítopos son extracelulares y, 

por tanto, no es necesaria la permeabilización celular. El marcaje de ambos epítopos se 

realizó con los anticuerpos primarios anti-HA y anti-c-myc y los correspondientes 

anticuerpos secundarios indicados previamente. 

  

 Las Figuras 29A y 29B (parte superior) muestran los histogramas originales de 

citometría de flujo obtenidos en células expresando α7 o dupα7 de forma separada, junto 

con aquellos otros obtenidos cuando se coexpresan ambas subunidades en las 

proporciones de α7:dupα7 o dupα7:α7 indicadas. En todos los casos, se mantuvo 

constante la cantidad de plásmido α7-HA transfectado. La parte inferior de ambas 

figuras muestra los diagramas de barras mostrando el porcentaje de células que expresan 

α7 o dupα7 en la membrana bajo cada condición experimental. Los resultados muestran 

que la coexpresión de dupα7 junto a α7, particularmente cuando se cotransfecta el doble 

de dupα7 (α7:dupα7, 1:2), reduce tanto el número de α7 nAChRs expresados en 

membrana (desplazamiento a la izquierda de la línea gruesa del cromatograma), como el 

número de células que expresan estos receptores (diagrama de barras, Fig. 29A). Un 

resultado totalmente opuesto fue el obtenido cuando se analiza la expresión individual 

de dupα7 frente a su expresión en células cotransfectadas con α7; mientras que dupα7, 
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por sí solo, es prácticamente incapaz de movilizarse hacia la membrana celular, la 

coexpresión de α7 favorece claramente su movilización hacia esta estructura celular; 

más aún, en presencia de α7, el número de subunidades dupα7 que llegan a membrana así 

como el número de células que expresan esta subunidad nicotínica es tanto mayor 

cuanto  mayor la proporción de dupα7 en la mezcla de plásmidos trasfectada (Fig. 29B). 

 

 La Figura 29C muestra las imágenes confocales de un grupo de células GH4C1 

cotransfectadas con las construcciones de 7-HA:dup7-myc (proporción 1:2) e 

inmunomarcadas con los correspondientes anticuerpos para identificar ambos epítopos 

referidos con anterioridad [7–HA (rojo) o dup7-myc (verde)], utilizando WGA como 

marcador de la membrana celular (azul). De las cuatro células mostradas en la fila 

superior de la figura, una de ellas (célula 1) expresa 7 mientras que otra (célula 2) 

coexpresa ambas subunidades nicotínicas, tal como se aprecia en la superposición de 

imágenes mostrada en la fila inferior. Cuando se realiza una amplificación de la célula 

2 es posible identificar puntos blancos en la superficie celular debido a la 

colocalización de subunidades 7 y dup7 en membrana. Este resultado parece indicar 

que, en células que coexpresan 7 y dup7, se puede producir el ensamblaje de ambas 

subunidades nicotínicas en el RE dando lugar a un receptor mixto capaz de migrar a la 

membrana celular.  
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Figura 29.- La interacción entre α7 y dupα7 en células GH4C1 modifica, en sentido opuesto, la 

incorporación a membrana de cada subunidad nicotínica. Análisis de la expresión en la membrana celular 
de α7 (A) o dupα7 (B) realizado por citometría de flujo en células transfectadas con la construcción α7-HA o 

dupα7-myc, o bien cotransfectadas con ambas construcciones; los histogramas son representativos de 4 
experimentos independientes. C) Imágenes confocales obtenidas en células cotransfectadas con las 

construcciones de α7-HA y dupα7-myc, tras el correspondiente inmunomarcaje para visualizar la expresión de 

α7-HA (rojo) y/o de dupα7-myc (verde); se utilizó WGA para el marcaje de la membrana (azul). Mientras la 

célula 1 solo expresa α7, la célula 2 coexpresa ambas subunidades nicotínicas. Las imágenes amplificadas de 

ambas células permiten identificar los sitios de colocalización señalados por las flechas; en la célula 1 se 

aprecia la llegada a membrana del α7 nAChR (violeta), mientras que en la célula 2 se observa la colocalización 
de α7 y dupα7 en la membrana (blanco).  
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6  LAS SUBUNIDADES 7 Y dup7 SE ENSAMBLAN ANÓMALAMENTE EN EL 

RE DE LAS CÉLULAS HEK293. 

 

Aunque las células GH4C1 son un magnífico modelo para analizar la expresión de 

subunidades nicotínicas en la membrana celular, está línea celular posee un núcleo muy 

grande y un citosol tan pequeño que hace imposible estudiar la existencia de una posible 

colocalización de α7 y dupα7 en RE, donde estas subunidades podrían constituir 

receptores mixtos bien conformados o deficientemente ensamblados. En el primer caso, 

el receptor sería capaz de migrar hacia la membrana celular; en el segundo caso, las 

subunidades nicotínicas se acumularán en el RE. Para sortear la limitación de las células 

GH4C1, se recurrió a analizar la expresión de α7-HA y dupα7-myc en el RE de células 

HEK293, una línea celular ampliamente utilizada en estudios de expresión heteróloga 

de proteínas. Debido a que esta última línea celular no expresa endógenamente la 

chaperona RIC-3, necesaria para ensamblar correctamente subunidades nicotínicas que 

den lugar a receptores nicotínicos funcionales (Lee y col., 2009; Murkheyee y col., 

2009), las células fueron sometidas a una triple transfección con las construcciones 7-

HA.pcDNA3.1, dup7.pcDNA3.1/myc-His y h-RIC-3.pcDNA (proporción 1:1:1). 

 

La Figura 30 muestra los resultados de estos experimentos de triple transfección 

en células HEK293 inmunomarcadas para reconocer las subunidades α7-HA y dupα7-

myc, tal como ha sido descrito previamente. En estas mismas células, se procedió al 

marcaje simultáneo del RE [anticuerpo primario anti-calnexina y el anticuerpo 

secundario anti-ratón conjugado con Alexa Fluor 647 realizado en cabra (azul)], o de la 

membrana plasmática [con WGA conjugada con Alexa Fluor 647 (azul)]. Los 

resultados muestran que las subunidades 7 y dup7 se colocalizan casi exclusivamente 

en RE, probablemente formando receptores mal ensamblados incapaces de migrar a la 

membrana celular, donde no se observa la llegada de ninguna de las subunidades 

nicotínicas (Fig. 30B). 
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Figura 30.- Colocalización de subunidades α7 y dupα7 en el RE de células HEK293. Las células fueron sometidas a una 

triple transfección para expresar las dos subunidades nicotínicas y la chaperona RIC-3. A) En la fila superior se muestra las 

imágenes confocales correspondientes a dos células marcadas para α7-HA (rojo), dupα7-myc (verde) y membrana (WGA, 
azul), así como la superposición de las tres imágenes. B) La fila inferior corresponde a las imágenes confocales de dos 

células inmunomarcadas para α7-HA (rojo), dupα7-myc (verde) y RE (calnexina, azul), así como la superposición de éstas 

imágenes. Las dos subunidades nicotínicas permanecen colocalizadas en el RE sin migrar hacia la membrana celular.  

 

 

 

7 ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN ENDÓGENA DE 7 Y FORÁNEA DE dup7 EN 

LA LÍNEA CELULAR RAW264.7. 

 

Una vez probado que dupα7 interacciona físicamente con la subunidad nicotínica α7 en 

células GH4C1,  lo cual conduce a una reducción de la expresión del α7 nAChR en la 

membrana celular, nos propusimos investigar si dicha interacción tiene una traducción 

funcional en células de mamíferos. Entre las diversas funciones atribuidas al α7 nAChR, 

una de las más interesantes es aquella relacionada con el control de la inflamación. Así, 

existen numerosos estudios demostrando como la activación por nicotina del α7 nAChR 

de células inmunes interfiere con la activación de NF-B y, consecuentemente, reduce 

la producción de citoquinas proinflamatorias en estas células (Wang y col., 2003; Wang 

y col., 2004; de Jonge 2005; The y col., 2007).  

 

 En base a lo anterior, fueron diseñados una serie de experimentos  en células 

RAW264.7 para evaluar si dupα7 era capaz de interferir con el efecto anti-inflamatorio 

mediado por el α7 nAChR. Esta línea celular de macrófagos de rata es un excelente 

modelo para evaluar mecanismos implicados en la inflamación ya que expresa 

co-transfección α7-HA + dupα7-myc + RIC-3  
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endógenamente el α7 nAChR cuya estimulación por nicotina interfiere con la activación 

de NF-B y la producción de citoquinas proinflamatorias inducida por LPS (Wang y 

col., 2004). Sin embargo, antes de iniciar los experimentos funcionales, quisimos 

evaluar cómo era la expresión endógena de α7 en este tipo celular, y también si estas 

células eran o no capaces de expresar foráneamente la subunidad dup7, proteína que 

solo se expresa nativamente en células humanas.  

 

 La Figura 31A muestra las imágenes confocales obtenidas en células RAW264.7 

inmunomarcadas para la subunidad α7 endógena (verde) utilizando el anticuerpo 

primario mab306 y el anticuerpo secundario anti-ratón IgG Alexa Fluor 488 realizado 

en cabra (Tablas 5 y 6). La Figura 31B muestra las imágenes confocales de esta mismo 

tipo celular nucleofectado con dup7.pcDNA3.1/myc-His, en donde la expresión 

foránea de la subunidad dupα7 (verde) es detectada con el anticuerpo anti-myc y el 

correspondiente anticuerpo secundario indicado en apartados anteriores. En ambos 

casos, el núcleo fue identificado con DAPI. Los resultados muestran que ambas 

subunidades, endógena y foránea, presentan un aceptable nivel de expresión en este tipo 

celular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31.- Expresión endógena de 7 y exógena de dup7 en células RAW264.7. A) Imágenes 

confocales de células RAW264.7 tras el inmunomarcaje de la subunidad α7 endógena (verde). B) 

Células nucleofectadas con la construcción dupα7-myc, tras la inmunotinción del dupα7 (verde). En 
ambos casos se procedió al marcaje del núcleo con DAPI (azul). 
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8 TRADUCCIÓN FUNCIONAL DE LA INTERACCIÓN 7 Y dup7 A NIVEL DE 

LA INFLAMACIÓN EN CELULAS RAW264.7. 

 

Una vez constatada la expresión endógena de 7, así como la eficiencia de la 

nucleofección para expresar la proteína foránea dup7 en células RAW264.7, se 

diseñaron una serie de experimentos enfocados a analizar cómo la expresión de dupα7 

afectaba al efecto antiinflamatorio de nicotina mediado por el α7 nAChR. Como 

indicador de dicho efecto antiinflamatorio se midió la activación de NF-B y la 

producción de la citoquina proinflamatoria TNF-inducidas por LPS. Para medir el 

grado de activación del factor de transcripción, las células fueron inmunomarcadas con 

los anticuerpos anti-NF-B y anti-conejo IgG Alexa Fluor 555 realizado en cabra 

(Tablas 5 y 6) para reconocer el NF-B (rojo), marcando el núcleo con DAPI (azul), y 

visualizando el resultado por microscopía confocal (Fig. 32). El grado de activación del 

NF-B en cada condición experimental se valoró de acuerdo a su traslocación desde el 

citosol al núcleo. Las tres filas superiores de la figura muestra la localización subcelular 

del NF-B en células sin nucleofectar, en condiciones controles, tras la estimulación 

con LPS (100 ng/ml, 1 h), o tras la incubación con 10 µM de nicotina 30 minutos antes 

y durante la estimulación con LPS. Se puede apreciar como el NF-B permanece 

retenido en el citosol en condiciones controles, su activación por traslocación al núcleo 

en respuesta al LPS, y como nicotina previene el efecto de LPS.  

 

 Las dos filas inferiores de la Figura 32 muestran células nucleofectadas con la 

construcción de dupα7-myc o con el mismo vector de esta construcción-myc, pero sin la 

región codificante para la subunidad dupα7 (vector vacío); el éxito de la nucleofección 

en ambos casos se constata por el color verde de las imágenes confocales del centro y 

derecha tras realizar la inmunotinción para –myc– con los anticuerpos mencionados 

previamente. En ambos casos, las células fueron estimuladas con nicotina y LPS, como 

se acaba de describir. Se observa como la expresión del vector vacío no altera el efecto 

de nicotina sobre la activación de NF-B inducida por LPS, mientras que la expresión 

de dupα7 revierte casi por completo el efecto de nicotina, por lo que nuevamente se  

obtiene la translocación al núcleo del NF-B en respuesta a LPS.  
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Figura 32.- Nicotina previene la activación de NF-κB-p65 inducida por LPS, mientras que dupα7 revierte el efecto 

de nicotina en células RW264.7.  Las imágenes muestran el marcaje de NF-κB-p65 (rojo), del núcleo (azul)  o del epítopo 

–myc- (verde) en el caso de las células nucleofectadas con dupα7-myc o con el vector-myc vacío En células no 

nucleofectadas, se aprecia como LPS (100 ng/ml) induce la translocación al núcleo de NF-κB, efecto que es revertido por el 
pretratamiento con nicotina (10 µM). El efecto de nicotina es prevenido en células nucleofectadas con dupα7-myc pero no 

en células nucleofectadas con el vector-myc vacío. 
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 Una vez constatado que dupα7 interfiere con el efecto antiinflamatorio de 

nicotina a nivel de la activación de NF-κB, procedimos a evaluar si dicha interferencia 

se producía o no a nivel transcripcional. Con el fin de explorar esta última hipótesis, se 

procedió a la transfección transitoria de las células RAW264.7 con los plásmidos 

reporteros pNF-κB-LUC y pTK-RL, utilizando Lipofectamina 2000. Las características 

de estos plásmidos y las bases del ensayo del gen reportero de luciferasa han sido 

convenientemente especificadas en la sección de “Materiales y Métodos”. Las células 

fueron sometidas a los distintos tratamientos 24 h post-transfección, expresando los 

resultados de la luminiscencia generada por la luciferasa como porcentaje de actividad 

frente al control en células no estimuladas. Los resultados muestran como la incubación 

con LPS (100 ng.ml
-1

; 4 h) activa la transcripción de NF-κB, y como el pre-tratamiento 

con nicotina (10 µM; 30 minutos antes y durante LPS) previene parcial pero 

significativamente dicha activación (Fig. 33A). Más aún, la transfección de dupα7-myc 

revierte parcialmente el efecto de nicotina. También cabe mencionar que nicotina por si 

sola es capaz de reducir la transactivación de NF-κB. 

 

 Seguidamente se analizó el efecto de dupα7 a nivel de la producción de la 

citoquina proinflamatoria TNF-α en células RAW264.7 sometidas a los anteriores 

tratamientos. Los resultados muestran que LPS produce un incremento significativo de 

TNF-α, tanto en células nucleofectadas con el vector-myc vacío como en células 

nucleofectadas con dupα7-myc (Figs. 33B y 33C). Sin embargo, mientras que la 

preincubación con nicotina bloquea de forma contundente y significativa el efecto de 

TNF-α en el primer caso, no ocurre así en las células nucleofectadas con dupα7.  Esto 

es, la nucleofección de dupα7 previene el efecto antiinflamatorio de nicotina sobre la 

producción de TNF-α inducida por LPS. 
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Figura 33 .- La expresión de dupα7  revierte parcialmente el efecto antiinflamatorio de nicotina a nivel 

de NF-B y de la producción de TNF-α en células RAW264.7. A) Las células fueron  transfectadas con el 

gen reportero de luciferasa conteniendo la región de reconocimiento de NF-κB. Algunas de estas células 
fueron también transfectadas con la construcción dupα7-myc. Veinticuatro horas más tarde, se ensayó la 

actividad  transcripcional de NF-κB por luminiscencia en células pre-tratadas o no con nicotina 30 minutos 

antes y durante  la estimulación de LPS (100 ng.ml-1; 4 h). B) Las células fueron nucleofectadas con el vector-
myc vacío o con dupα7-myc, e incubadas con LPS, con o sin pre-tratamiento con nicotina. Posteriormente, 

utilizando técnicas de ELISA, se determinó en el sobrenadante celular la liberación de TNF-α generada por las 

distintas condiciones experimentales. 
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9 LA EXPOSICIÓN PROLONGADA A NICOTINA INCREMENTA LA 

EXPRESIÓN DE IRAK-M EN MØ HUMANOS. 
 

Ha sido demostrado previamente que nicotina reduce la producción de citoquinas pro-

inflamatorias inducida por LPS en macrófagos, y también que IRAK-M regula 

negativamente la respuesta inmune innata mediada por TLR-IL-1R en el mismo tipo 

celular. Con objeto de evaluar si existe alguna relación entre nicotina y el regulador 

negativo de la inflamación, decidimos investigar si la incubación con nicotina de los 

MØ humanos modificaba la expressión de IRAK-M, tanto a nivel de proteína como del 

ARNm. Los resultados muestran que nicotina (10 µM, 24 h) incrementa 

significativamente los niveles de la proteína IRAK-M respecto a células del mismo 

cultivo no estimuladas (Fig. 34A). De hecho, el incremento producido (~3,5 veces) fue 

muy similar al inducido por LPS (100 ng.ml
-1

) incubado durante un periodo de tiempo 

similar.  

 

 Para conocer si el anterior efecto de nicotina se produce a nivel de transcripción 

génica, se realizaron experimentos de qPCR en los que se analizó el curso temporal de 

la expresión del ARNm de IRAK-M en MØ humanos estimulados con 10 µM de 

nicotina durante diferentes periodos de tiempo (Fig. 34B). Células no estimuladas o 

células estimuladas con LPS (100 ng.ml
-1

, 6 h) del mismo cultivo fueron utilizadas 

como control negativo y positivo, respectivamente. La amplificación por PCR se realizó 

a partir de RNA total aislado de los cultivos de MØ humanos sometidos a los 

tratamientos indicados, utilizando 2m como control interno y las dos parejas de 

cebadores recogidas en la Tabla 12  de la sección de “Material y Métodos”. Los 

resultados muestran que nicotina incrementa el nivel de ARNm de IRAK-M, con un 

pico de expresión a las 6 h, el cual declina posteriormente hasta llegar a valores 

indistinguibles de los basales a las 24 h de iniciar el tratamiento. 



Resultados 

109 

 
Figura 34.- Incremento de expresión de IRAK-M inducido por nicotina en macrófagos humanos (MØ). A) Análisis por 

western blot de los niveles de IRAK-M en MØ incubados con nicotina y/o LPS (24 h). En la parte superior se muestra un 

inmunoblot representativo de estos experimentos; las barras de la parte inferior representan los valores medios ± E.E.M. de 6 

cultivos diferentes. **p ≤ 0,01 comparando con células no estimuladas del mismo cultivo (barra blanca). B) Análisis, mediante 

qPCR, de la expresión génica de IRAK-M en MØ estimulados con nicotina durante los periodos de tiempo indicados; el cuadrado 

de la derecha representa el efecto de LPS (100 ng.ml-1, 6 h). La gráfica muestra  los valores medios ± E.E.M de las veces que la 
expresión es incrementada por el estímulo respecto a células no estimuladas del mismo cultivo; estos valores fueron obtenidos de 

5-6 cultivos diferentes; *p ≤ 0,05 y **p ≤ 0,01. 
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10  EL EFECTO DE NICOTINA SOBRE LA EXPRESIÓN DE IRAK-M ES 

CONCENTRACIÓN Y TIEMPO DEPENDIENTE. 
 

Los siguientes experimentos fueron diseñados para determinar la concentración umbral 

de nicotina y el curso temporal de su efecto sobre la expresión de IRAK-M en 

macrófagos de dos especies diferentes: MØ humanos y la línea celular de ratón RAW 

264.7. La Figura 35 muestra los resultados de western blot obtenidos en los dos tipos 

celulares tras su incubación durante 24 h con concentraciones crecientes de nicotina. En 

ambos tipos de macrófagos, la concentración umbral de nicotina que produjo un 

aumento significativo de la expresión de IRAK-M fue de 100 nM, aumentando 

posteriormente la expresión de la proteína de manera paralela al incremento de la 

concentración del agonista nicotínico.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 35.- Expresión de IRAK-M en macrófagos humanos y células RAW264.7 expuestas a concentraciones crecientes 

de nicotina. Los cultivos fueron incubados durante 24 h con la concentración de nicotina indicada, analizándose posteriormente 

la expresión de IRAK-M por western blot. En la parte superior se muestra un típico inmunoblot. Los diagramas de barras 
representan los valores medios ± E.E.M. de 5-6 cultivos diferentes; **p ≤ 0,01 y ***p ≤ 0,001 respecto a células no estimuladas 

del mismo cultivo (control). 
 

 

 La Figura 36 analiza el efecto de nicotina (1 µM), incubada por distintos 

periodos de tiempo, sobre la expresión de IRAK-M en los dos tipos de macrófagos. 
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western blot muestran que el efecto de nicotina sobre la expresión de IRAK-M  

empieza a ser significativo a las 6 h, alcanza un pico a las 24 h, para declinar 

posteriormente. Por esta razón, un periodo de estimulación de 24 h con nicotina fue 

seleccionado para los experimentos que se realizaron con posterioridad.  

 

 

Figura 36.-Curso temporal del efecto de nicotina sobre la expresión de IRAK-M en macrófagos humanos y células 

RAW264.7. En todos los casos, las células fueron incubadas con 1 µM de nicotina durante los periodos indicados. La parte 

superior de la figura recoge un inmunoblot representativo de cada tipo celular, mientras que los diagramas de barras 
muestran los valores medios ± E.E.M. de los datos obtenidos en 5 cultivos celulares diferentes sometidos al tratamiento 

indicado; *p ≤ 0,05, **p ≤ 0,01 y ***p ≤ 0,001 respecto a células no estimuladas del mismo cultivo (control);  ††p ≤ 0.01 

tras comparar los histogramas indicados. 
 

 

 

 

11 EL RECEPTOR NICOTÍNICO DEL SUBTIPO 7 DE MØ HUMANOS ESTÁ 

IMPLICADO EN EL EFECTO DE NICOTINA SOBRE IRAK-M. 
 

El análisis por citometría de flujo de los cultivos celulares de MØ humanos, obtenidos 

como se ha descrito en la sección de “Materiales y Métodos”, indica que la mayoría de 

las células adherentes aisladas del total de buffy coats, pertenecientes a voluntarios  

sanos, utilizados en este estudio (n = 50) eran monocitos [CD14

 (92,4 ± 2,1 %) y 

CD89

 (93,2 ± 2,4 %)]. Por ello, el análisis de las células CD14

 
marcadas con Bgtx-

FITC permite conocer el nivel de expresión del 7 nAChR en monocitos en diferentes 

estados de diferenciación a macrófagos (3, 8 y 12 días). La Figura 37A muestra que la 
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expresión del α7 nAChR es ya detectable desde el día 8 de diferenciación, aunque 

continúa incrementándose hasta los días 10-12. Por ello, todos los experimentos a los 

que nos referiremos a continuación fueron realizados en MØ diferenciados durante este 

último periodo de tiempo. La expresión del 7 nAChR en MØ humanos fue ratificada 

mediante microscopía confocal practicada en células inmunomarcadas con Bgtx-FITC, 

siguiendo el protocolo previamente descrito por nuestro grupo (de Lucas-Cerrillo y col., 

2011). La Figura 37B muestra una imagen confocal de un cultivo típico de MØ 

diferenciados durante 12 días en donde se aprecia con nitidez la expresión del 7 

nAChR (verde) marcado selectivamente por la toxina conjugada al fluoróforo. Dicho 

marcaje es específico ya que no se observa en macrófagos del mismo cultivo 

preincubados con 1 µM Bgtx sin marcar (no mostrado) o con 500 µM de nicotina 

antes de la incubación con Bgtx-FITC (Fig.37C). La Figura 37D muestra una imagen 

de luz transmitida del mismo campo mostrado en la Figura 37C.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37.- Expresión del α7 nAChR en monocitos humanos diferenciados a macrófagos (MØ) durante diferentes 

periodos de tiempo. La expresión del receptor fue analizada  por FACS (A) o por microscopía confocal (B-D). En ambos casos 

se utilizó la toxina selectiva para α7 conjugada a un fluoróforo verde (αBgtx-FITC; 3µg.ml-1). En la parte superior se muestran 
los perfiles de expresión de los sitios de unión de αBgtx en células CD14+ (histogramas de línea negra) y en células controles 

del mismo día de cultivo no incubadas con anti-CD14 o αBgtx-FITC (histograma sombreado gris, células solo). Los resultados 

fueron reproducidos en 4 cultivos independientes. La parte inferior de la figura muestra tres imágenes confocales típicas 
(reproducidas en 5 cultivos diferentes) de MØ diferenciados durante 12 días y marcados con αBgtx-FITC en ausencia (B) o tras 

una preincubación previa con una concentración alta de 500 µM de nicotina (C). Una imagen de luz transmitida de las células 

del campo C es mostrada a la derecha (D).  
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 Una vez establecido el periodo óptimo de diferenciación en el que se alcanza el 

pico de expresión del 7 nAChR en MØ humanos, se procedió a estudiar si este subtipo 

de receptor está o no implicado en el incremento de expresión de IRAK-M inducido por 

nicotina. Con éste propósito, se evaluó si Bgtx y PNU120596 modificaban el efecto de 

nicotina, teniendo en cuenta que el primero es un bloqueante potente y específico del 7 

nAChR mientras el segundo es un modulador alostérico positivo de este subtipo de 

receptor. En estos experimentos, las células fueron preincubadas con Bgtx (30 min) o 

con PNU120596 (10 min) antes y durante el periodo de incubación con nicotina (24 h). 

La Bgtx bloqueó completamente el efecto de nicotina sobre IRAK-M (Fig. 38A) sin 

afectar al incremento de expresión de la proteína inducido por LPS (no mostrado). De 

forma opuesta, PNU120596 produjo una potenciación, concentración-dependiente, del 

efecto de nicotina sobre IRAK-M, aunque el modulador alostérico no tenía efecto “per 

se”, aún a la más alta concentración (30 µM) de PNU120596 ensayada (Fig.38B). 

Merece la pena resaltar que la concentración de nicotina utilizada en los experimentos 

de PNU120596 era inferior (100 nM) que la utilizada en experimentos previos; ello se 

debía a que una concentración baja de nicotina permite apreciar más nítidamente el 

efecto potenciador del modulador alostérico positivo sobre la señal mediada por el 7 

nAChR.  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 38.-La sobreexpresión de IRAK-M inducida por nicotina en MØ humanos es bloqueada por αBgtx (A) y 

potenciada por PNU120596 (B). Los paneles superiores muestran dos inmunoblots típicos de los efectos de ambos 

agentes sobre la expresión de IRAK-M inducida por nicotina. En la parte inferior se muestran los valores medios ± E.E.M. 

de los datos obtenidos en 5-7 cultivos diferentes ensayados para cada condición experimental. *p ≤ 0,05 y ***p ≤ 0,001 
después de comparar células estimuladas con nicotina con células no estimuladas del mismo cultivo. ††p ≤ 0,01 y  †††p ≤ 

0,001 después de comparar células estimuladas con nicotina en ausencia o presencia de αBgtx o PNU120596. 
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12 VÍA DE SEÑALIZACIÓN QUE CONECTA EL RECEPTOR 7 CON IRAK-M. 

 

Con el fin de identificar la vía de señalización implicada en la sobreexpresión de IRAK-

M inducida por nicotina a través del α7 nAChR en MØ humanos, se exploró el efecto 

sobre dicha sobreexpresión de diversos inhibidores selectivos de diferentes quinasas 

(MEK, ERK 1/2, p38
MAPK

, JAK2, PI3K) y factores de transcripción (AP1 y STAT3), a 

las concentraciones indicadas (Fig. 39). Todos los inhibidores fueron preincubados 30 

min antes y durante el estímulo con nicotina (1 µM, 24 h). Ni PD98059 (inhibidor de 

MEK1), ni U0126 (inhibidor de ERK 1/2), ni tanshinona II-A (inhibidor de AP-1), 

ejercieron efecto alguno sobre la sobreexpresión de IRAK-M inducida por nicotina, ni 

siquiera a la más alta concentración de inhibidor empleada (Fig. 39A). Por el contrario, 

la inhibición de JAK2 (AG-490), STAT3 (STA-21) o PI3K (LY 294002) redujo un 80% 

el efecto de nicotina sobre IRAK-M, incluso a la más baja concentración de inhibidor 

empleada (Fig. 39B). Es interesante resaltar que la inhibición de p38
MAPK 

con 

SB203580 produjo una reducción parcial, aunque significativa, del efecto de nicotina 

sobre IRAK-M (Fig. 39A). MØ del mismo cultivo no estimulados con nicotina o 

incubados con LPS (100 ng.ml
-1

, 24 h) fueron usados respectivamente como controles 

negativos y positivos de la expresión de IRAK-M. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Figura 39.- Interferencia farmacológica de posibles vías de señalización que podrían conectar α7 nAChRs con IRAK-M en 

MØ humanos. Efecto de inhibidores selectivos de diferentes quinasas (MEK, ERK1/2, p38 MAPK, JAK2, PI3K) y factores de 

transcripción (AP1, STAT3) sobre la sobreexpresión de IRAK-M inducida por nicotina (24 h). La parte superior de la figura 
muestra dos inmunoblots típicos con todos los inhibidores ensayados y sus respectivas concentraciones. En la parte inferior se 

representan los valores medios ± E.E.M. de los datos obtenidos en 6-8 cultivos diferentes ensayados para cada condición 

experimental. **p ≤ 0,01 y ***p ≤ 0,001 después de comparar células del mismo cultivo estimuladas o no-estimuladas con 
nicotina. ## p ≤ 0,01 y ###p ≤ 0,001 después de comparar el efecto del correspondiente inhibidor sobre la sobreexpresión de IRAK-

M inducida por nicotina. 
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13 EL SILENCIAMIENTO DEL GEN DE IRAK-M REVIERTE PARCIALMENTE 

EL EFECTO ANTIINFLAMATORIO DE NICOTINA SOBRE TNF-.  
 

Una vez demostrado que nicotina induce la sobreexpresión de IRAK-M a través del α7 

nAChR (presentes experimentos) y que la activación de dicho receptor es responsable 

del efecto antiinflamatorio de nicotina en macrófagos humanos (Wang y col., 2003), se 

pasó a analizar si la interferencia de dicha sobreexpresión afectaba al efecto 

antiinflamatorio de nicotina. Para realizar estos experimentos se utilizaron dos parejas 

de ARN de interferencia de pequeño tamaño (siRNA) específicos para silenciar la 

expresión génica del IRAK-M en MØ humanos (parejas 1 y 2; Tabla 11), los cuales 

fueron transfectados siguiendo el protocolo descrito en la sección de “Materiales y 

Métodos”. Como control negativo de silenciamiento del gen de IRAK-M se utilizó un 

siRNA control que no afectaba la expresión de dicho gen (pareja 3; Tabla 11). La 

eficacia del silenciamiento fue constatada a través del inmunoblot en donde se analizó la 

expresión de IRAK-M inducida por LPS (100 ng.ml
-1

; 18 h), en células no transfectadas 

o en aquellas otras transfectadas con cada una de las tres parejas de siRNA (Fig. 40A). 

Se observa que solo los siRNA específicos (siRNA-1 y siRNA-2) bloquean la expresión 

de IRAK-M inducida por LPS, mientras que dicha expresión no se ve afectada por el 

siRNA control.  

 

 El silenciamiento de la expresión génica del IRAK-M en MØ humanos que se 

acaba de describir tiene la correspondiente traducción funcional, tal como se deduce de 

los resultados de producción de TNF- obtenidos en paralelo en las mismas células 

transfectadas con las 3 parejas de siRNAs y estimuladas con LPS (Fig. 40B). En estos 

experimentos se realizó, adicionalmente, una preincubación con nicotina en algunos 

casos. Se observa como la liberación de TNF-α inducida por LPS es bloqueada ≈ 50% 

por nicotina, y como el silenciamiento de IRAK-M con siRNA-1 y siRNA-2 revierte 

significativamente dicho bloqueo, algo que no se observa con el control siRNA. Que el 

efecto de nicotina sobre la liberación de TNF-α inducida por LPS se produce a través 

del α7 nAChR se corrobora por la desaparición de dicho efecto cuando αBgtx es 

preincubada 45 min antes y durante el pretratamiento con nicotina, así como durante 

todo el periodo de estimulación con LPS.  
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Figura 40.- El silenciamiento del gen de IRAK-M revierte el efecto anti-inflamatorio de nicotina en MØ humanos.  

Se utilizaron células del mismo cultivo no transfectadas o transfectadas con los siRNAs específicos (siRNA-1 y siRNA-

2) para silenciar la expresión del IRAK-M; como silenciador negativo del gen se utilizó el control siRNA. A) Inmunoblot 

representativo del silenciamiento de IRAK-M en MØ estimulados con LPS. B) Efecto inhibidor de nicotina sobre la 

producción de TNF-α inducida por LPS, y reversión de dicho efecto tras el silenciamiento específico de IRAK-M con 

siRNA-1 y siRNA-2. Nicotina fue preincubada 3 h antes y durante el periodo de estimulación con LPS. Los histogramas 

muestran los valores medios ± E.E.M. de 4 cultivos independientes; *p ≤ 0,05 tras comparar la producción de TNF- 

inducida por LPS en ausencia o presencia de nicotina. †p ≤ 0,05 y †††p ≤ 0,001 tras comparar la reversión del efecto de 

nicotina por los siRNA específicos para IRAK-M de macrófagos humanos. 

 

 

 

14 EL PRETRATAMIENTO DE MØ HUMANOS CON NICOTINA INDUCE 

TOLERANCIA CELULAR ANTE UNA ESTIMULACIÓN CON  LPS. 
 

Ya que el pretratamiento de MØ humanos con LPS induce tolerancia celular frente a 

una segunda exposición a LPS a través de un proceso que implica la sobreexpresión de 

IRAK-M (del Fresno y col., 2009),  procedimos a analizar si nicotina era también capaz 

de producir un fenómeno similar dado que también induce la expresión de esta 

pseudoquinasa, tal como se ha demostrado a lo largo de este estudio. Para explorar esta 

posibilidad utilizamos el modelo de tolerancia esquematizado en la Figura 41A. 

Brevemente, los MØ humanos fueron sometidos a tres tipos de pretratamiento durante 8 

h (medio cultivo, 10 ng.ml
-1 

 de LPS, o 10 µM de nicotina). Transcurrido este periodo, 

las células fueron lavadas con medio de cultivo fresco y dejadas en reposo durante 16 h 

adicionales. Finalmente, las células fueron sometidas a una segunda incubación con 

LPS (100 ng/ml) por un tiempo adicional de 24 horas antes de analizar la expresión de 

la proteína IRAK-M o la producción de TNF-α en respuesta a la segunda incubación  

con LPS. Los resultados de expresión de IRAK-M en respuesta al segundo estímulo con 
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LPS muestran que el pretratameinto con LPS o nicotina incrementa significativamente 

dicha expresión respecto a células solo preincubadas con medio de cultivo fresco (Fig. 

41B). Estos resultados tienen la correspondiente traducción funcional ya que se observa 

una disminución significativa de los niveles de TNF-α inducidos por la segunda 

exposición a LPS en el caso de las células preincubadas con LPS o nicotina frente a las 

preincubadas con medio de cultivo fresco (Fig. 41C).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 41.- El pretratamiento con nicotina, al igual que LPS, induce tolerancia a LPS en MØ humanos. A) 

Representación esquemática del protocolo experimental utilizado. B) Análisis por inmunoblot de los niveles de 

IRAK.M. El panel superior muestra un inmunoblot típico, en  la parte inferior se representan los valores medios ± 

E.E.M obtenidos en cada condición experimental en 5-7 cultivos diferentes. **p ≤ 0,01 y ***p ≤ 0,001 después de 

comparar células sometidas a una segunda estimulación con LPS respecto a células no estimuladas; †p ≤ 0,05 y †††p ≤ 

0,001 después de comparar las barras indicadas. C) Concentración de TNF-α determinada por ELISA en los 

sobrenadantes de células sometidas a los tratamientos indicados. *** p ≤ 0,001 tras comparar células sometidas a una 

segunda estimulación con LPS frente a células no estimuladas; ††p ≤ 0,01 y †††p ≤ 0,001 después de comparar las 

barras indicadas.   
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15 LA TOLERANCIA INDUCIDA POR NICOTINA AUMENTA LA ACTIVIDAD 

FAGOCÍTICA DE LOS MØ HUMANOS A TRAVÉS DEL 7 nAChR.   
 

La tolerancia producida por LPS no solo afecta a la producción de citoquinas sino 

también a la actividad fagocítica de las células inmunes. Para evaluar si nicotina 

reproducía dicho efecto, se preincubaron los MØ humanos con 10 µM de nicotina, 12 h 

o 30 min, con objeto de inducir tolerancia en el primer caso pero no en el segundo (Fig. 

42). Los MØ preincubados con LPS (100 ng.ml
-1

; 12 h) fueron utilizados como 

referencia de células tolerantes. Los resultados muestran que aunque un estímulo de 30 

min de nicotina es capaz de incrementar significativamente la fagocitosis, dicho 

incremento es significativamente menor que el observado en MØ tolerantes, 

independientemente que la tolerancia haya sido producida por LPS o por nicotina (12 

h). Más aún, el tratamiento de las células con Bgtx, 30 min antes y durante el estímulo 

nicotínico, abolió por completo el efecto de nicotina sobre la actividad fagocítica.     

 

Figura 42.- La inducción de tolerancia por 

nicotina activa la fagocitosis en MØ 

humanos a través del α7 nAChR. Las células 

fueron cultivadas en cubreobjetos y estimuladas 

con nicotina o LPS durante el periodo indicado. 

Posteriormente, las células fueron incubadas 

con partículas de zimosan-FITC para evaluar su 

capacidad fagocítica en respuesta a los distintos 

tratamientos. A) Imágenes confocales de MØ 

del mismo cultivo bajo las condiciones 

experimentales que se indican; las células 

fueron inmuno marcadas para F-actina (rojo) y 

núcleo (azul),  mientras que aquellas que se 

encontraban fagocitando fueron identificadas 

por las partículas verdes de zimosan 

acumuladas en su interior. Células no 

estimuladas del mismo cultivo fueron utilizadas 

como control. B) Análisis del número de 

células fagocitando, expresado como porcentaje 

del total de células en el campo, en condiciones 

control o tras el tratamiento indicado. Los 

histogramas muestran los valores medios ± 

E.E.M. de 5 cultivos independientes; *p ≤ 0,05; 

***p ≤ 0,001 tras comparar células estimuladas 

con nicotina o LPS con células del mismo 

cultivo no estimuladas. 
††

p ≤ 0,01 tras 

comparar el efecto de nicotina en presencia o 

ausencia de Bgtx. 
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El trabajo de investigación desarrollado en esta Tesis se ha centrado en el estudio del α7 

nAChR, analizando el mecanismo por el que las subunidades α7 que constituyen este 

subtipo de receptor interaccionan con la subunidad dupα7 en células de mamífero, así 

como las posibles consecuencias funcionales de dicha interacción, especialmente a nivel 

de la inflamación. Por otra parte, se ha explorado la posibilidad de que IRAK-M, un 

regulador negativo de la inflamación mediada por TLR, también esté implicado en el 

efecto antiinflamatorio producido por la activación del α7 nAChR.  

 

 Nuestros resultados muestran que las dos subunidades nicotínicas interaccionan 

físicamente entre si constituyendo receptores mixtos α7/dupα7 en el RE, algunos de los 

cuales son capaces de migrar a la membrana celular. Cuanto mayor es la expresión de la 

subunidad dupα7 en relación a α7, mayor es el número de receptores mixtos α7/dupα7 no 

funcionales y menor el número de α7 nAChRs homoméricos funcionales que acceden a 

la membrana celular. En el caso particular de los macrófagos, este tipo de interacción 

entre las dos subunidades nicotínicas tiene una clara repercusión funcional; así, la 

expresión de dupα7 amortigua el efecto antiinflamatorio mediado por la activación del 

α7 nAChR.  

 

 El presente trabajo también aporta las primeras evidencias experimentales 

demostrando que nicotina induce la sobreexpresión de IRAK-M en macrófagos 

humanos y de ratón. En el caso particular de los macrófagos humanos, nuestros datos 

revelan que el efecto de nicotina es ejercido a través del α7 nAChR y la consiguiente 

activación de la vía de señalización JAK2/STAT3/PI3K. Más aún, el incremento de 

expresión de esta pseudoquinasa contribuye al efecto antiinflamatorio mediado por el α7 

nAChR, así como a la generación de un estado de “tolerancia” en este tipo celular. A 

continuación se discuten los principales resultados del presente trabajo. 
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1 LAS SUBUNIDADES 7 Y dup7 INTERACCIONAN FÍSICAMENTE ENTRE 

SI EN CÉLULAS DE MAMÍFEROS.  
 

En este trabajo de investigación se recurrió a las técnicas de ADN recombinante para 

preparar una serie de construcciones conteniendo los ADNc de α7 y dupα7 insertados en 

diferentes vectores de expresión. Para ello se procedió a “etiquetar” 7 y dup7 con los 

epítopos –HA– y –myc-His–, respectivamente; en otros casos, las subunidades 7 y 

dup7 fueron marcadas con las proteínas de fusión GFP o Cherry, respectivamente. Con 

este abordaje experimental se consiguió sortear el problema que suponía la falta de 

disponibilidad de anticuerpos selectivos frente a dupα7 o α7, dada la homología existente 

entre sus secuencias peptídicas. De esta manera, la transfección de las anteriores 

construcciones en líneas celulares de mamífero permitió distinguir fácilmente una 

subunidad  nicotínica de la otra.  

 

 La técnica del “etiquetado” de proteínas muy diferentes con una secuencia 

peptídica corta (epítopo) posibilita el reconocimiento de dichas proteínas mediante la 

utilización de un anticuerpo específico frente a dicho epítopo. La incorporación del 

epítopo a una proteína de interés permite revelar muchos aspectos de ésta, dependiendo 

de la técnica empleada. Así, por ejemplo, se puede conocer su distribución subcelular 

(por inmunofluorescencia y microscopía confocal, análisis ultraestructural o western 

blot en fracciones subcelulares), con qué otras proteínas interacciona (por 

inmunofluorescencia y microscopía confocal, inmunoprecipitación o inmovilización 

sobre proteína-A-sefarosa), cuál es su función (por inmunoprecipitación y ensayos de 

actividad del precipitado), o cómo responde ante un determinado estímulo 

(inmunofluorescencia y microscopía confocal, microscopía electrónica, 

inmunoprecipitación).  

 

 Por su parte, la utilización de proteínas de fusión para marcar una determinada 

proteína de interés es también una técnica muy empleada en Biología Celular. Este tipo 

de marcaje permite evaluar la producción de proteínas in vivo en numerosos tipos 

celulares (bacterias, levaduras, células de mamíferos, células de insectos, etc.). La 

técnica consiste en el clonaje de la secuencia codificante de la proteína “marcadora” al 

extremo 3´ (C-terminal) de la proteína de interés cuya expresión se va a evaluar.  La 
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inclusión de la secuencia de la proteína marcadora debe hacerse en fase, respetando la 

pauta de lectura. Así se consigue una proteína quimérica formada por la fusión de la 

proteína de interés-proteína marcadora. Las proteínas de fusión tienen la ventaja 

adicional de que contienen en su estructura un elemento emisor de luz o cromóforo, lo 

cual permite una visualización fácil de la proteína de interés sin que la célula 

transfectada sufra demasiada manipulación.  

 

 Tras optimizar el proceso de transfección de todas las construcciones anteriores, 

se pasó a seleccionar la línea celular de mamífero más idónea para cada diseño 

experimental, según fuese el objetivo que se fuera a abordar. Así, para analizar la 

expresión dupα7 y α7 y su distribución subcelular, se seleccionaron las células GH4C1 

en base a su bien probada eficacia a la hora de expresar heterólogamente α7 nAChR 

funcionales (Sweileh y col., 2000; Mexal y col., 2007; Lee y col., 2009), así como al 

hecho de carecer de receptores nicotínicos nativos que pudieran interferir con los 

receptores foráneos.  Los primeros resultados de microscopía confocal de nuestro 

estudio, una vez transfectadas por separado las células con la construcción α7–HA o 

dupα7–myc, indican que la eficiencia de expresión de la subunidad dupα7 es similar a la 

de α7, en torno al 12-17% (Fig. 26A); este valor es coincidente con el encontrado 

previamente para α7, y determinado por citometría de flujo, en células GH4C1 

transfectadas con la construcción α7–GFP (Lee y col., 2009). Otro hallazgo interesante 

del presente estudio fue la diferente distribución subcelular de ambas subunidades 

nicotínicas; la subunidad α7  tiene una expresión elevada en membrana mientras que 

dupα7 se localiza fundamentalmente en un área citosólica-submembranal que, 

probablemente, coincide con el RE (Fig. 26B). Estos resultados parecen indicar que una 

gran parte del dupα7 sintetizado quedaría retenido en el RE, lo cual estaría de acuerdo 

con la previsión realizada por Gault y colaboradores (1998) los cuales, en base a la 

estructura deducida de esta proteína desprovista de la región N-terminal conteniendo el 

“péptido señal”, ya propugnaban que dupα7 debería tener una localización 

submembranal. Que la subunidad α7 tiene un alto grado de expresión en la membrana 

celular, a diferencia de dupα7, es corroborado tras el análisis utilizando la función de 

colocalización  de Leica, donde se observa claramente un gran número de sitios de 

colocalización (puntos blancos) entre α7-HA y membrana celular pero no entre dupα7–
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myc y membrana (Fig. 26C). Esta diferencia de acceso a membrana entre las dos 

subunidades nicotínicas en el caso de células de mamífero, como son las GH4C1, está 

de acuerdo con lo encontrado previamente por nuestro grupo en células de anfibio (de 

Lucas-Cerrillo y col., 2011).  Asimismo, es importante resaltar que no todas las 

subunidades α7 expresadas acceden a la membrana celular, lo cual es lógico teniendo en 

cuenta que, en células musculares de ratón, se ha descrito que solo un 30% de las 

subunidades nicotínicas sintetizadas son capaces de alcanzar la membrana celular, 

permaneciendo el resto intracelularmente (Eimer y col., 2007).  

 

 Diversos autores han encontrado que la subunidad dupα7 se expresa nativamente 

en cerebro humano (Araud y col., 2011), leucocitos humanos (Villiger y col., 2002), 

líneas celulares monocíticas humanas (THP-1, U937, Mono-Mac-6) y en 

monocitos/macrófagos humanos (Benfante y col., 2010). También ha sido descrita la 

expresión heteróloga de dupα7 en oovocitos de Xenopus (de Lucas-Cerrillo y col., 2011; 

Araud y col., 2011) y en líneas celulares tales como GH4C1 (de Lucas-Cerrillo y col., 

2011) y SHEP (Araud y col., 2011). Adicionalmente, nuestro grupo también ha 

demostrado, a través de experimentos electrofisiológicos, de fijación de radioligandos y 

de inmunomarcaje y microscopía confocal realizados en ovocitos, que dupα7 se 

comporta como modulador endógeno de la actividad de α7 (de Lucas-Cerrillo y col., 

2011; Araud y col., 2011). Sin embargo, si dicha interacción se produce también en 

líneas celulares de mamíferos no ha podido ser evaluado hasta ahora.  

 

 El presente estudio intenta resolver la anterior cuestión en células GH4C1 

cotransfectadas con la pareja de construcciones α7–HA y dupα7–myc, o con la pareja 

α7–GFP y dupα7–Cherry. Para ello se ha recurrido a  una serie de técnicas 

complementarias que incluyen experimentos de inmunocitoquímica, microscopía 

confocal, e inmunoprecipitación (coexpresión de α7–HA y dupα7–myc) o experimentos 

de FRET (coexpresión de α7–GFP y dupα7–Cherry). Los resultados del inmunomarcaje 

y visualización, por microscopía confocal, de las dos subunidades nicotínicas 

expresadas muestran una colocalización de ambas en todas las células en las que se 

produce la coexpresión (Fig. 27A). Más aún, los experimentos de 

coinmunoprecipitación ratifican el resultado anterior y prueban la existencia de una 
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interacción física entre α7 y dupα7 en células GH4C1 doblemente transfectadas (Fig. 

27B). Por último, los resultados de FRET, utilizando dos proporciones distintas de 

ambas construcciones en la transfección, revelan la existencia de una interacción física 

entre las dos subunidades nicotínicas a nivel de la membrana celular, lo cual parece 

sugerir la probable existencia de algunos receptores mixtos α7/dupα7 en el caso de las 

células doblemente transfectadas (Fig. 28). Más aun, los datos de eficiencia de FRET 

indican que el número de estos receptores mixtos aumenta conforme se incrementa la 

proporción de dupα7 en la mezcla α7–HA/dupα7–myc transfectada. Estos últimos 

resultados no solo avalan la interacción física entre ambas subunidades nicotínicas tras 

su coexpresión en células de mamíferos, sino que también parecen indicar que la 

subunidad α7, al ensamblarse con subunidades dupα7 en RE formando receptores 

heteroméricos, consigue arrastrar a esta última subunidad en su migración a membrana, 

algo que difícilmente puede hacer la subunidad dupα7 por si sola. Algunos de los 

resultados de citometría de flujo que se comentaran a continuación refrendan esta última 

posibilidad. 

 

 De hecho, nuestros resultados de citometría de flujo obtenidos en células 

GH4C1 cotransfectadas con la combinación α7–HA/dupα7–myc, en distinta proporción, 

revelan que la interacción entre α7 y dupα7 modifica, en sentido opuesto, la 

incorporación a membrana de una u otra subunidad nicotínica (Fig. 29A). Así, la 

expresión de dupα7 en la membrana de las células cotransfectadas con α7–HA/dupα7–

myc se incrementó en paralelo a la proporción de dupα7 en la mezcla α7–HA/dupα7–myc 

transfectada, mientras que es prácticamente indetectable en células sin transfectar con 

α7. Por tanto, estos datos de citometría de flujo llegan a la misma conclusión alcanzada 

por los resultados de FRET; esto es, dupα7 solo es capaz migrar a la membrana de las 

células GH4C1 en presencia de la subunidad α7, probablemente formando parte de un 

receptor mixto α7/dupα7. Por el contrario, cuando se analiza es la expresión de α7 en la 

membrana celular, se observa que ésta es máxima en células no cotransfectadas con 

dupα7, reduciéndose significativamente en células cotransfectadas con dupα7. De hecho, 

dicha reducción fue tanto mayor cuanto más alta era la proporción de dupα7 en la 

combinación α7–HA/dupα7–myc transfectada. Resultados previos de nuestro grupo y de 

otros grupos obtenidos en ovocitos inyectados con los ARNms de ambas subunidades 
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nicotínicas llegan a algunas conclusiones coincidentes con las obtenidas en el presente 

estudio, aunque más preliminares (de Lucas-Cerrillo y col., 2011; Araud y col., 2011). 

Así, estos trabajos previos también encuentran que la expresión de dupα7 en la 

membrana del ovocito es prácticamente inexistente y que la coinyección del ARNm de 

dupα7 junto al de α7 reduce la expresión de esta última subunidad nicotínica en la 

membrana.   

 

 La existencia de receptores mixtos α7/dupα7 expresados nativamente en distintos 

tipos celulares, incluyendo los leucocitos y los macrófagos humanos, ha sido propuesta 

por diversos autores aunque sin una evidencia experimental directa (Villiger y col., 

2002; Benfante y col., 2011). Estos receptores mixtos podrían tener diferente 

localización subcelular. Algunos autores proponen que la coexpresión de dupα7 junto a 

α7 conduciría al secuestro de esta última subunidad nicotínica en el RE, imposibilitando 

así el acceso a membrana del α7 nAChR funcional (Araud y col., 2011). Otra segunda 

posibilidad, compatible con la anterior, sería la de que un receptor heteromérico 

α7/dupα7, con menor o nula actividad funcional, accediera a membrana (de Lucas-

Cerrillo y col., 2011; Benfante y col., 2011). Ambas hipótesis servirían para explicar el 

efecto dominante negativo de dupα7 sobre la actividad del α7 nAChR encontrada en 

ovocitos (de Lucas-Cerrillo y col., 2011; Araud y col., 2011). Nuestros resultados de 

FRET, citometría de flujo e inmunocitoquímica (Figs. 28 y 29) obtenidos en células 

GH4C1 avalan la segunda hipótesis en relación con la expresión en la membrana celular 

de un receptor mixto α7/dupα7. Sin embargo este hallazgo sería compatible con el 

secuestro de subunidades α7 en el RE por parte de subunidades dupα7, tal como se 

deduce de los datos obtenidos en el presente estudio en células HEK293 transfectadas 

con ambas subunidades nicotínicas junto con la chaperona RIC-3, en donde se aprecia la 

retención casi total de subunidades α7 y dupα7 en esta estructura celular marcada con 

calnexina, a pesar de que se ha demostrado que la coexpresión de la chaperona en esta 

línea celular permite la migración a membrana de una pequeña proporción de α7 nAChR 

funcionales en células transfectadas con la construcción α7–GFP  (Alexander y col., 

2010).  
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2 LA INTERACCIÓN ENTRE LAS SUBUNIDADES 7 Y dup7 EN 

MACRÓFAGOS TIENE CONSECUENCIAS FUNCIONALES A NIVEL DE LA 

INFLAMACIÓN.  

 

Para que la interacción entre α7 y dupα7 tenga relevancia fisiopatológica es preciso que 

dicha interacción tenga consecuencias funcionales. Por ello se analizó la repercusión 

funcional de dicha interacción en células RAW264.7, una línea celular de macrófagos 

de ratón que expresa endógenamente α7 nAChRs funcionales (Li y col., 2009) con un 

papel bien definido. De hecho, la activación de este subtipo de receptor por agonistas 

nicotínicos produce un claro efecto antiinflamatorio en diversos tipos de macrófagos al 

prevenir la activación de NF-B así como la producción de citoquinas proinflamatorias 

inducida por LPS (Wang y col., 2004; Yoshikawa y col., 2006; de Jonge y Ulloa, 2007; 

The y col., 2007). Nuestros resultados de microscopía confocal corroboran la expresión 

endógena de α7 nAChRs en células RAW264.7, así como su capacidad de expresar 

eficientemente la subunidad dupα7 foránea tras la nucleofección celular con la 

construcción dupα7–myc (Fig. 31). Más aún, los resultados de microscopía confocal 

(Fig. 32), combinados con los datos de bioluminiscencia en células transfectadas con el 

plásmido pNF-B-luciferesa (Fig. 33A), así como los datos de ELISA (Fig. 33B) 

obtenidos en este mismo tipo celular indican que la coexpresión de dupα7 previene 

parcialmente el efecto antiinflamatorio de nicotina, tanto a nivel de la activación de NF-

B como de la producción de TNF- inducida por LPS.  

 

 Diversos mecanismos han sido propuestos para explicar cómo nicotina, a través 

del α7 nAChR, interfiere con la activación de NF-B. Entre estos mecanismos se 

incluyen la inhibición de la fosforilación de IκBα (Li  y col., 2011; Yoshikawa y col., 

2006) o la disminución de la translocación de NF-κB-p65 al núcleo (Li y col., 2011). En 

base a los hallazgos previos del presente estudio en relación al tipo de interferencia 

ejercida por dupα7 sobre el α7 nAChR en células GH4C1, se puede deducir que dupα7 

debe estar revirtiendo el efecto de nicotina sobre NF-κB en los macrófagos a nivel del 

primer paso de la cascada de señalización, esto es interfiriendo con la formación del 

número de α7 nAChR funcionales.  
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 Ha sido demostrado previamente que los niveles de expresión del ARNm de 

dupα7  son modulados negativamente por distintos estímulos, como LPS, nicotina o IL-

1β (de Lucas-Cerrillo y col., 2011, Benfante y col., 2011). También ha sido descrito que 

nicotina y LPS incrementan el ARNm de α7 (van der Zanden y col., 2012; Benfante y 

col., 2011). Esta modulación antagónica conduciría a una alteración de la relación 

α7/dupα7 existente en un determinado tipo celular. Dado que la subunidad dupα7 es 

expresada endógenamente en macrófagos y neuronas humanas, junto a la subunidad  α7, 

existe la posibilidad de que esta nueva subunidad nicotínica juegue un papel 

determinante como factor regulador de la actividad del α7 nAChR en estos dos tipos 

celulares, tanto en el control de la inflamación como en el control de la liberación de 

neurotransmisores, respectivamente. En conjunto nuestros resultados no solo apoyan 

que dicha posibilidad parece ser real en macrófagos, sino que también arrojan luz sobre 

el mecanismo por el que ambas subunidades nicotínicas interaccionan entre sí en células 

de mamíferos  

 

 

3 EL REGULADOR NEGATIVO DE LA INFLAMACIÓN MEDIADA POR TLR 

(IRAK-M) ESTÁ TAMBIÉN IMPLICADO EN EL EFECTO 

ANTIINFLAMATORIO DE NICOTINA A TRAVÉS DEL 7 nAChR.  

 

Los resultados del presente estudio muestran que nicotina induce, a nivel 

transcripcional, la sobreexpresión de IRAK-M en macrófagos humanos en un grado 

similar a como lo hace LPS, un estímulo utilizado como referente para la inducción de 

esta pseudoquinasa (Fig. 34). Más aún, la cinética de expresión del ARNm de IRAK-M 

inducida por el agonista colinérgico reproduce la descrita previamente para LPS en 

monocitos humanos, leucocitos sanguíneos y macrófagos de ratón, donde la máxima 

expresión es alcanzada 3-6 horas tras la estimulación (Kobayashi y col., 2002; Escoll y 

col., 2003; del Fresno y col., 2005).  

 

 Es importante resaltar que la sobreexpresión de IRAK-M inducida por nicotina 

en macrófagos humanos también se observa en macrófagos de una especie diferente, 

como son las células RAW264.7 de ratón. Así, la concentración umbral de nicotina o el 

curso temporal de exposición a este estímulo producen un patrón de expresión de 
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IRAK-M similar en ambos tipos de macrófagos (Figs. 35 y 36). Más aún, los resultados 

relativos el curso temporal de nicotina en los dos tipos de macrófagos son muy similares 

a los descritos previamente en macrófagos murinos incubados con otros estimulantes de 

esta pseudoquinasa, como adiponectina o LPS (Zacharioudaki y col., 2009). En 

conjunto, todos estos datos indican que la sobreexpresión de IRAK-M inducida por 

nicotina es un fenómeno reproducible en macrófagos, independientemente de la especie 

analizada.  

 

 Es bien conocido que la estimulación del nervio vago en el animal intacto 

(roedores), así como la exposición a ACh o nicotina de macrófagos humanos o de ratón 

en cultivo, inhibe la producción de TNF-α, IL-1, IL-6, IL-8, HMGB1, PGE2 y MIP-1α 

inducida por LPS (Borovikova y col., 2000; Wang y col., 2003; Wang y col., 2004). Los 

anteriores estudios también demuestran que el efecto antiinflamatorio producido por la 

estimulación vagal o por los agonistas colinérgicos se ejerce a través del α7 nAChR. No 

obstante, se ha descrito otro subtipo de nAChR, el α4β2, identificado en macrófagos 

alveolares de ratón, como responsable del efecto antiinflamatorio de nicotina en 

respuesta a Legionella pneumophila, un patógeno causante de neumonía (Matsunaga y 

col., 2001). Así, la preincubación de estos macrófagos con nicotina reduce 

significativamente la producción de TNF-α, IL-6 y IL-12 inducida por el patógeno; el 

efecto de nicotina es completamente bloqueado por el antagonista no selectivo de los 

nAChRs, d-tubocurarina, pero no por αBgtx. 

 

 Aunque los estudios que se acaban de mencionar sugieren que, al menos, dos 

subtipos de nAChRs podrían estar implicados en el efecto de nicotina sobre IRAK-M en 

macrófagos, nuestros resultados en macrófagos humanos demuestran que solo el α7 

nAChR parece estar implicado en el anterior efecto (Fig. 38). Así, el antagonista 

específico de este subtipo de receptor, la αBgtx, produce un bloqueo completo del 

efecto nicotina sobre IRAK-M, mientras que el modulador alostérico positivo del α7 

nAChR (Gronlien y col., 2007), el PNU120596 potencia significativamente, de forma 

concentración-dependiente, dicho efecto. Cabe señalar que los macrófagos humanos 

utilizados en nuestros experimentos presentan una abundante expresión endógena de α7 

nAChRs, como se puede constatar por las imágenes de microscopía confocal y los 
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resultados de citometría de flujo utilizando α-Bgtx-FITC como marcador de este subtipo 

de receptor (Fig. 37). 

 

 Ha sido descrito que el α7 nAChR es capaz de interactuar con más de 50 

proteínas diferentes lo cual conduce a la activación de múltiples vías de señalización (de 

Jonge y col., 2005; Blanchet y col., 2006; Wang y col., 2003; Shaw y col., 2002; El 

Kouhen y col., 2009; Young y col., 2009; Buckingham y col., 2009). Sin embargo, los 

resultados del presente trabajo en macrófagos humanos acotan el número de posibles 

vías de comunicación capaces de conectar α7 nAChR con el IRAK-M. Así, solo dos 

quinasas (JAK2 y PI3K) y un factor de transcripción (STAT3) parecen ser necesarios 

para que nicotina produzca su efecto, tal como se deduce del hecho que solo los 

inhibidores selectivos respectivos de estos tres componentes de vías de señalización, 

AG-490, LY-294002 y STA-21, bloquean completamente la sobreexpresión de IRAK-

M en respuesta a nicotina (Fig. 39B). Este hallazgo en relación con el α7 nAChR y el 

IRAK-M, es una nueva demostración del papel clave atribuido a JAK2, PI3K y STAT3 

en muchas otras respuestas fisiopatológicas mediadas por el α7 nAChR (Shaw y col., 

2002; de Jonge y col., 2005; Blanchet y col., 2006). Nuestros datos también permiten 

excluir a la vía MAPK, a diferentes niveles, en el efecto de nicotina sobre IRAK-M 

(Fig. 39A). Una excepción a esta última afirmación es el hallazgo del bloqueo parcial de 

la sobreexpresión de IRAK-M inducida por nicotina tras la inhibición de p38
MAPK

 (con 

SB203580). La contribución de p38
MAPK 

al efecto de nicotina podría ser explicada por la 

habilidad de este miembro de la familia MAPK de actuar a nivel post-transcripcional 

mediante la regulación de la estabilidad del ARNm de IRAK-M y la traducción a la 

correspondiente proteína, como ha sido previamente descrito en el caso de algunas 

citoquinas, factores de transcripción o receptores de membrana (Clark y col., 2003; 

Karin y col., 2006). Alternativamente, nuestros resultados también podrían explicarse 

por la existencia de un bucle autocrino/paracrino entre p38
MAPK 

y STAT3 (Bode y col., 

2012), el cual también podría contribuir a la sobreexpresión de IRAK-M inducida por 

nicotina. 

 

 Existen dos posibles mecanismos que podrían explicar nuestros resultados a la 

hora de establecer la conexión entre el α7 nAChR y el IRAK-M. El primer mecanismo 
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apuntaría a que la estimulación del receptor produciría la activación directa de JAK2, la 

cual podría fosforilar tanto a STAT3 como a PI3K (Fukao y col., 2003; Zacharioudaki y 

col., 2009; Deng y col., 2013; Yang y col., 2011); ambas moléculas señalizadoras 

activadas podrían, eventualmente y de manera independiente, conducir a un aumento de 

expresión de IRAK-M. El segundo mecanismo consistiría en una única cascada de 

señalización con un papel preponderante para PI3K, cuya capacidad para fosforilar a 

STAT3 a través de un receptor no tirosina quinasa, como BMX, ha sido recientemente 

revelada en neuronas de ganglios nodosos (Heldsinger y col., 2011), y en algunas líneas 

de cáncer humanas (Vogt y col., 2011).  

 

 En relación con el primer mecanismo esbozado más arriba, no existe aún 

ninguna evidencia experimental demostrando la activación transcripcional del gen de 

IRAK-M en respuesta a la activación de STAT3. Sin embargo, es interesante mencionar 

que cuando se realizó el análisis ChIP en la línea linfoblástica GM12878, utilizando la 

base de datos del proyecto ENCODE (ENCODE PROJECT, 2011), identificamos zonas 

hipersensibles a ADNasa I y a marcas de la histona H3K27 dentro del primer intrón del 

gen de IRAK-M. Las zonas de ADN con esas características corresponden a regiones 

con mayor disponibilidad para la unión de elementos regulatorios activos, incluyendo el 

factor de transcripción STAT3. De hecho, ha sido demostrado que la fosforilación de 

STAT3 mediada por el α7 nAChR de macrófagos peritoneales de ratón es capaz de 

activar la transcripción de otros reguladores negativos de la inflamación, tales como 

SOCS-3 (de Jonge y col., 2005). Por otra parte, también ha sido demostrado que la 

activación de PI3K por estímulos diferentes a nicotina, tales como adiponectina o LPS, 

produce una sobreexpresión de IRAK-M en macrófagos (Fukao y col., 2003; 

Zacharioudaki y col., 2009; Yang y col., 2011; Deng y col., 2013).  

 

 Una vez demostrado que nicotina incrementa la expresión de IRAK-M a través 

del α7 nAChR en distintas especies de macrófagos, incluyendo los humanos, así como la 

posible vía de señalización que comunica el receptor y la pseudoquinasa, nos 

planteamos la hipótesis de que la sobreexpresión de IRAK-M contribuyese también al 

bien constatado efecto antiinflamatorio de nicotina. Los resultados del presente estudio 

comparando el efecto antiinflamatorio de nicotina, a través de la liberación de TNF- 
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inducida por LPS, en macrófagos humanos no manipulados frente a aquellos otros con 

el gen de IRAK-M silenciado avalan la anterior hipótesis (Fig. 40B). Así, el 

silenciamiento del gen con las dos parejas de siRNA, constatado mediante inmunoblot 

(Fig. 40A), revierte parcialmente el efecto antiinflamatorio de nicotina. Estos resultados 

de nicotina amplían el número de estímulos capaces de regular negativamente la 

inflamación inducida LPS a través de la sobreexpresión de IRAK-M; entre estos 

estímulos se incluyen la adiponectina, algunos polifenoles, gangliósidos (Shen y col., 

2008; Zacharioudaki y col., 2009; Nak-Yun y col., 2013). 

 

 Puesto que la sobreexpresión de IRAK-M inducida por LPS es un elemento 

determinante en el fenómeno de TE (Escoll y col., 2003; López-Collazo y col., 2006; 

van Veer y col., 2007), nos propusimos evaluar si el incremento de IRAK-M inducido 

por nicotina en macrófagos humanos era capaz de generar un estado transitorio similar 

al producido por LPS mediante el cual las células se hacen refractarias a posteriores 

estimulaciones con LPS. Para ello se recurrió a cuantificar la producción celular de 

TNF- en respuesta a LPS, ya que se ha demostrado que esta citoquina proinflamatoria 

es un excelente marcador de los monocitos tolerantes (Flohe y col., 1999; Escoll y col., 

2003). Nuestros resultados indican que la preincubación con nicotina, al igual que 

ocurre con la preexposición a LPS, anula casi completamente la capacidad celular para 

producir TNF- en respuesta a una segunda exposición a LPS (Fig. 41C). 

Adicionalmente, también se observa que la sobreexpresión de IRAK-M inducida por el 

segundo estímulo de LPS es significativamente mayor en macrófagos tolerantes 

(preexpuestos a LPS o nicotina) que en aquellos no sometidos a ningún tipo de 

pretratamiento (Fig. 41B).  

 

 Los macrófagos llevan a cabo un paso crítico en el proceso de  resolución de la 

inflamación, como es el incremento de su actividad fagocítica en respuesta a diferentes 

estímulos. Se ha descrito previamente que los macrófagos tolerantes en respuesta a una 

preexposición prolongada a LPS muestran una actividad fagocítica aumentada (del 

Fresno y col., 2009). Por ello, se procedió a evaluar si la preexposición prolongada de 

estas células a nicotina que, como se acaba de demostrar, genera en ellas un estado de 

tolerancia, reproduce el efecto de LPS sobre la fagocitosis. Nuestros resultados en 
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macrófagos humanos revelan que este es el caso (Fig. 42); la actividad fagocítica de 

estas células es significativamente mayor en aquellas tolerantes (preexpuestas a nicotina 

o LPS durante 12 h) respecto a las no tolerantes (controles o expuestas a nicotina por un 

periodo insuficiente para inducir la expresión de IRAK-M y generar tolerancia). El 

efecto de nicotina sobre la fagocitosis es dependiente de la activación del α7 nAChR, 

como lo demuestra el hecho de que Bgtx prevenga completamente dicho efecto.   

 

 En conjunto, los resultados del presente estudio revelan un nuevo mecanismo, 

como es la sobreexpresión de IRAK-M, implicado en el efecto antiinflamatorio de 

nicotina a través del α7 nAChR. Adicionalmente, nuestros datos también indican que, 

además del anterior efecto antiinflamatorio, la exposición prolongada a nicotina genera 

un estado refractario o de deficitaria respuesta inmune ante un proceso infeccioso o ante 

un proceso inflamatorio. Todos estos efectos de nicotina podrían tener importantes 

consecuencias en procesos patológicos en los que la sobreexpresión de IRAK-M 

pudiera ser determinante (Hubbard y Moore, 2010). Así, el efecto de nicotina sobre 

IRAK-M ayudaría a explicar la conocida asociación entre el tabaquismo activo y el bajo 

riesgo y la mejor evolución clínica de la colitis ulcerosa en los individuos fumadores 

(Mahid y col., 2006). Frente a esto, existen otras situaciones clínicas en los que el 

incremento de la expresión de IRAK-M podría debilitar una defensa inmune eficaz; esto 

podría explicar parcialmente que el riesgo de sufrir una neumonía adquirida en la 

comunidad o una infección del tejido periodontal sea varias veces superior en los 

sujetos fumadores que en los no fumadores (Arcavi y Benowitz, 2004; Johnson y Hill, 

2004).  
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Las principales conclusiones de este trabajo se resumen en los siguientes puntos: 

 

1. La distribución celular de las subunidades α7-HA y dupα7-myc expresadas 

separadamente en células GH4C1 transfectadas con las correspondientes 

construcciones difiere sustancialmente; mientras que la primera subunidad se 

incorpora a la membrana celular, la segunda muestra una localización 

submembranal. 

 

2. Las subunidades α7-HA y dupα7-myc se asocian físicamente tras su coexpresión en 

células GH4C1, probablemente formando receptores híbridos α7-HA/dupα7-myc 

capaces de migrar a la membrana celular. No obstante, la mayor proporción de 

subunidades α7-HA y dupα7-myc parecen quedar retenidas en RE, como se observa 

en células HEK293. 

 

3. Dependiendo de cual sea la relación α7-HA:dupα7-myc expresada en células 

GH4C1, así será la incorporación a membrana de una u otra subunidad nicotínica. 

Mientras que la expresión de α7-HA en membrana es tanto menor conforme la 

proporción de dupα7-myc se incrementa, la expresión de dupα7-myc en esta 

estructura celular solo es detectable cuando se coexpresa con  α7-HA. 

 

4. La interacción física entre las dos subunidades nicotínicas tiene consecuencias 

funcionales, como se deduce del hecho de que dupα7 revierta parcialmente la acción 

antiinflamatoria de nicotina a través del α7 nAChR en la línea de macrófagos de 

ratón RAW264.7. 

 

5. Los anteriores resultados sugieren que dupα7 posee un efecto dominante negativo 

sobre la actividad del α7 nAChR en células de mamífero, tanto de naturaleza 

neuroendocrina como inmune. Dicho efecto se produce, posiblemente, por la 

conformación de un receptor heteromérico α7/dupα7 expresado en membrana. Al 

carecer de sitios de unión para la ACh, dupα7 estaría mermando la capacidad 

funcional de dicho receptor.  
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6. Nicotina incrementa, a nivel transcripcional, la expresión de IRAK-M en todos los 

tipos de macrófagos ensayados.  

 

7. El efecto de nicotina sobre IRAK-M en MØ humanos se inicia con la activación del 

α7 nAChR y el  consiguiente disparo de la vía de señalización JAK2/STAT3/PI3K. 

 

8. El incremento de expresión de IRAK-M inducido por nicotina en MØ humanos 

contribuye al efecto antiinflamatorio mediado por el α7 nAChR así como a la 

generación de un estado de “tolerancia” en este tipo celular. 

 

9. Los resultados recogidos en las conclusiones 6-8 pueden explicar la asociación 

encontrada entre el tabaquismo activo y el riesgo y la evolución clínica de 

determinados procesos patológicos en los que una sobreexpresión de IRAK-M 

puede ser determinante. Este es el caso de la colitis ulcerosa, la neumonía adquirida 

en la comunidad, o la infección del tejido periodontal, entre otras patologías.  
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