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RESUMEN

PALABRAS

La enzima glucoégeno sintasa cinasa 3 (GSK3) es una proteina cinasa de Ser/Thr,
que regula la expresion de citocinas durante la respuesta inflamatoria. GSK3 modula
la actividad del factor nuclear kB (NF-xB) y de la proteina de union al elemento de
respuesta de AMPc (CREB). En esta revisidon se presenta uno de los mecanismos
reguladores de la actividad de GSK3 y su efecto en las infecciones por Staphylococcus
aureus.

ABSTRACT

The enzyme glycogen synthase kinase 3 (GSK3) is a Ser/Thr kinase that regulates
the expression of cytokines during the inflammatory response by modulating the
activity of nuclear factor kB (NF-xB) and cAMP response element-binding protein
(CREB). This review presents one of the mechanisms that regulate GSK3 activity
and its effect on Staphylococcus aureus infections.
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INTRODUCCION

La inmunidad innata es la primera linea de defensa
contra agentes infecciosos, y consiste de una red
interactiva de sistemas moleculares y celulares
responsable de reconocer y eliminar microorga-
nismos patdgenos. Este tipo de inmunidad incluye
una amplia variedad de cambios en la célula, cuyo
objetivo es producir moléculas que coadyuven a
eliminar al patégeno (1). La habilidad del sistema
inmune innato de reconocer y responder a com-
ponentes microbianos se debe a la presencia de
receptores tipo Toll (TLRs) (2, 3). Los TLR estan
presentes tanto en fagocitos profesionales (mo-
nocitos, macréfagos y células dendriticas) como
en no profesionales como las células epiteliales y
endoteliales. Estos receptores pueden discriminar
entre distintos patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMPs) que conducen a la activacion de
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una variedad de vias de transduccidon de sefiales,
las cuales regulan la naturaleza, magnitud y dura-
cion de la respuesta inflamatoria (4). La reaccién
inflamatoria es muy importante en la respuesta
inicial a la infeccidén y en ella participan neutréfilos,
monocitos, macrofagos, moléculas del comple-
mento, citocinas, quimiocinas, asi como también
proteinas y péptidos con actividad antimicrobiana,
gue contribuyen coordinadamente a eliminar al pa-
togeno del tejido infectado. Aunque la produccion
de citocinas pro-inflamatorias es importante para
regular la defensa inicial del hospedero contra los
patégenos invasores, la incapacidad de modular la
intensidad o duracién de la respuesta inflamatoria
puede ser perjudicial y dar lugar a enfermedades
inflamatorias croénicas (5).

En la ultima década, el interés se ha enfocado
en explicar el mecanismo por el que las células
participantes en la respuesta inflamatoria inicial
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expresan citocinas pro-inflamatorias (p.ej. inter-
leucina 8, IL-8) y mas tarde apagan esta expresion
y activan la sintesis de citocinas anti-inflamatorias
(p.€j. IL-10), disminuyendo con ello la inflama-
cion. En este sentido, se ha observado que uno
de los principales mecanismos moduladores de
la expresion de citocinas con actividad pro- vy
anti-inflamatoria es el que estda mediado por la
via de sefializacion constituida por las enzimas
fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K), Akt (denomina-
da también proteina cinasa B, PKB) y glucdgeno
sintasa cinasa 3 (GSK3), activada por TLR (6,
7). Se ha propuesto que la activaciéon de GSK3
es fundamental para inducir la produccion de ci-
tocinas que promueven la inflamacion (IL-8) o la
disminuyen (IL-10), por medio de un mecanismo
que involucra la participacion de los factores de
transcripcion factor nuclear-kappa B (NF-xB) y la
proteina de union al elemento de respuesta de
AMPc (CREB) (7).

En este trabajo se explicaran brevemente algu-
nos de los principales conceptos de la respuesta
inflamatoria, para después discutir la funcidén de
GSK3 como una enzima mediadora importante de la
via de transduccion PI3K/Akt. Con esta informacion
abordaremos con mayor detalle algunos aspectos
mecanisticos de GSK3, lo que dara lugar a enten-
der mejor la regulacion que ejerce esta enzima
sobre NF-kB y CREB en la respuesta inflamatoria.
Por ultimo, se describiran algunos resultados de
nuestro laboratorio, donde evaluamos la regulacion
de la expresion de citocinas por GSK3 y una de
las perspectivas de investigacion que tenemos a
mediano plazo.

LA RESPUESTA INFLAMATORIA

La inflamacién es el primer proceso fisioldgico de
respuesta a un dafio o infeccidn de un tejido y
es fundamental tanto para la inmunidad innata
como la adaptativa. Cuando un tejido es infectado
por bacterias patégenas se activa un programa
de respuesta que incluye la expresion de citoci-
nas, quimiocinas, mediadores lipidicos y aminas
bioactivas por diversos tipos de células como
monocitos, células dendriticas, células asesinas
naturales (“natural killer cells”) y mastocitos. Entre
las multiples funciones de estos factores, una muy
importante es el incremento de la permeabilidad
vascular que conduce a la extravasacion de leu-
cocitos polimorfonucleares al sitio de infeccion. La
mayor cantidad de informacion molecular que se
tiene hasta ahora sobre el proceso inflamatorio
proviene de estudios sobre componentes de las
vias de transduccion activados por el receptor al

factor de necrosis tumoral (TNFR), el receptor a
IL-1 y los TLR (8). Las citocinas pro-inflamatorias
predominantemente producidas son el factor de
necrosis tumoral (TNF), IL-1, IL-8, IL-12, IL-15,
IL-18, IL-23 e IL-27 (9). Estos péptidos activan pro-
cesos citotdxicos, celulares, humorales y alérgicos,
que en conjunto tienen la finalidad de eliminar al
agente causal del dafio al tejido.

Es importante mencionar que la respuesta in-
flamatoria esta sujeta a una regulacion estricta,
de tal forma que, una vez cumplido el objetivo de
eliminar la causa de la inflamacién, las mismas
células involucradas cambian su programa genético
para expresar ahora mediadores anti-inflamatorios,
cuyo objetivo es restaurar la homeostasis. Cuando
este programa anti-inflamatorio falla puede ha-
ber dafio al tejido, lo que en ocasiones deriva en
inflamacién cronica y enfermedad (10). Se han
identificado citocinas que tienen principalmente
una funcién anti-inflamatoria, por ejemplo el an-
tagonista del receptor a IL-1 (IL-1Ra), el factor de
crecimiento transformante beta (TGF-B), IL-10 e
IL-35 (11).

Tal cambio de actividad celular pro-inflamatoria
a anti-inflamatoria resulta relativamente facil
de entender si echamos andar nuestra ldgica
al formular preguntas como équé sucederia si
la respuesta inflamatoria continuara indefinida-
mente? La respuesta creo que es obvia, nuestros
organos se alterarian a tal grado que se perderian
las funciones que mantienen al organismo en ho-
meostasis. Para explicar el transito de mecanismos
pro-inflamatorios a anti-inflamatorios, lo primero
que se penso fue que a medida que transcurria la
inflamacidn, el tejido iba recuperando la homeos-
tasis porque los mediadores pro-inflamatorios se
iban degradando. Es decir, no se consideraba que
las mismas células iniciadoras de la inflamacion
pudieran ser capaces de inhibir la expresion de
moléculas pro-inflamatorias y activar la expresion
y secrecidon de moléculas anti-inflamatorias. Esta
forma de conceptualizar la respuesta inflamatoria
ha cambiado y ahora se acepta que hay molé-
culas que son criticas para controlar el cambio
de actividad pro- a anti-inflamatoria. Una de
estas moléculas es la enzima GSK3 descubierta
en 1980 por su efecto regulador de la sintesis
de glucégeno (12). Sin embargo, la evidencia
acumulada indica, sin lugar a dudas, que GSK3
tiene multiples funciones, como su participacion
en el control de la inflamacién (13). Durante la
respuesta inflamatoria la activacion de Akt regula
la actividad de GSK3, por lo que a continuacion
estudiaremos un poco acerca de la via de trans-
duccion que activa a Akt.
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CARA,CTERfSTIC,AS Y MECANISMO DE ACTI-
VACION DE LA VIA DE TRANSDUCCION PI3K/
Akt/GSK3

La enzima PI3K es un heterodimero constituido por
una subunidad catalitica de 110 kDa (p110) y una
subunidad reguladora de 85 kDa (p85). De acuerdo
con su estructura y mecanismo de activacion las
PI3K se clasifican en varias familias. Las enzimas
de la clase IA (principales responsables de la pro-
duccion de 3’-fosfoinositidos) son activadas por
receptores que tienen actividad de tirosina cinasa
(RPTKSs) y las que pertenecen a la clase IB por re-
ceptores acoplados a proteinas G (GPCR). Dentro
de la clase IA se han caracterizado tres isoformas
de p110, denominadas o, B Y v, Y siete isoformas
de p85 que se sintetizan por procesamiento alter-
nativo de tres genes, p85a, p85B y p85y (14). La
segunda enzima de la via, denominada Akt/PKB,
fue caracterizada como un homdlogo del oncogén
viral v-akt, que se considera responsable de cau-
sar leucemia en ratones (15). Debido a que v-akt
y su contraparte en humanos presentan similitud
con PKA y PKC, a esta nueva proteina cinasa de
Ser/Thr se le llamd inicialmente PKB. Existen tres
isoformas de Akt, Aktl, Akt2 y Akt3, con un 80%
de homologia entre ellas, aunque son codificadas
por genes diferentes. Las tres Akt tienen en su
region N-terminal un dominio de unién a plekstrina
(PH) de aproximadamente 100 aminoacidos, que

Crecimiento y
proliferacion celular

le permite anclarse a la membrana plasmatica
mediante su interacciéon con 3’-fosfoinositidos.
Para activarse al 100%, Akt debe ser fosforilada
en Thr 308 (localizada en su dominio catalitico) y
en Ser 473 (localizada en su regién C-terminal).
La interaccién de factores de crecimiento con RP-
TKs y de PAMPs (p.ej. péptidoglicano, PGN; acido
lipoteicoico, LTA y lipopolisacarido, LPS) con TLRs
da lugar a la activacién de Akt (16, 17).

La activacion de la via PI3K-Akt se inicia cuan-
do un estimulo (p.ej. factores de crecimiento o
PAMPs) promueve la fosforilacion de residuos de
Tyr en el dominio citosdlico de los receptores (Fig.
1). Estas fosfo-Tyr son reconocidas por el dominio
SH2 de p85, lo que trae como consecuencia la
activacion alostérica de p110 y la produccion de
fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato (PIP;). La pre-
sencia de PIPs en la capa interna de la membrana
plasmatica funciona como un mediador esencial
para el funcionamiento de la via PI3K-Akt, en la
que participan PI3Ks de la clase IA. En esta via,
las dos enzimas que contienen dominios PH y, por
lo tanto, pueden reconocer a PIPs; son la cinasa de
Ser/Thr dependiente de 3'-fosfoinositido (PDK1),
constitutivamente activa, y Akt. La interaccion del
dominio PH de Akt con PIP3 cambia la conforma-
cion de Akt y expone sus sitios de fosforilacion
Thr308 y Serd473, los cuales son fosforilados por
PDK1 y PDK2 (denominada también complejo diana
de rapamicina de mamiferos, mTORC2), respec-
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tivamente. Una vez activada, Akt fosforila una
diversa variedad de sustratos, entre los cuales se
encuentra GSK3, modulando asi una variedad de
procesos celulares como apoptosis, proliferacion y
sobrevivencia celular, e inflamacion.

GSK3 MODULA LA EXPRESION DE CITOCINAS
CON ACTIVIDAD PRO-Y ANTI-INFLAMATORIA

GSK3 es una enzima constitutivamente activa muy
importante en multiples procesos bioldgicos, debido
a que es el punto de convergencia de varias vias
de sefializacion y porque regula la actividad de mas
de 50 sustratos (18). Su secuencia de aminoacidos
esta altamente conservada en eucariontes y se han
caracterizado dos isoformas o y B, que aparente-
mente no son redundantes porque la interrupcion
de la isoforma p en ratones resulta en letalidad
embrionaria; esto significa que GSK3a es incapaz
de compensar la pérdida de GSK3p (19). Debido
a la amplia influencia que GSK3 tiene en diversas
funciones celulares, la actividad de GSK3 esta re-
gulada por diferentes mecanismos. Por ejemplo, su
actividad puede ser inhibida por la fosforilacion de
residuos de Ser en la region N-terminal (Ser21 en
GSK3a y Ser9 en GSK3p). Ademas, la actividad de
GSK3 también esta controlada por su asociacion con
proteinas de anclaje y su localizacion intracelular
(6). Se ha demostrado que la activacion o inhibicion
de GSK3 tiene una funcién importante en la regu-
lacion de la respuesta inmune al ejercer un control,
mediado por TLRs, de la produccion de citocinas con
actividad anti- y pro-inflamatoria (7).

Las vias de sefializacién activadas por TLR2,
TLR4, TLR5 y TLR9 son fundamentales para regu-
lar la produccién de las citocinas pro-inflamatorias
(p.€j. IL-18, TNF-a, IL-8) y anti-inflamatoria (p.ej.
IL-4, IL-10) (20, 7, 21). El mecanismo por el que
estos TLR regulan la expresion de citocinas que in-
tervienen en la inflamacién se estudié en monocitos
estimulados con LPS (7). Los datos obtenidos indica-
ron que la inhibicion de GSK3p, pero no de GSK3a,
redujo los niveles de las citocinas pro-inflamatorias
y aumento la expresion de IL-10, en respuesta a
los agonistas de TLR, LTA (TLR2), lipido A sintético
(TLR4), flagelina (TLR5) y CpG (TLR9). La inhibicion
de GSK3 ejercid un efecto regulador diferencial en
la asociacion de NF-xB (promueve la expresion de
citocinas pro-inflamatorias) y CREB (promueve la
expresion de citocinas anti-inflamatorias) con el
co-activador nuclear, proteina de union a CREB
(CBP), es decir, GSK3 inactiva causé un aumento en
la actividad de unién de CREB al DNA y, al mismo
tiempo, inhibid apreciablemente la actividad nuclear
de NF-kB (7). De esta manera, la interaccion de
NF-xB y CREB con CBP, regulada por la actividad de

GSK3, ocupa un lugar preeminente con respecto a
la naturaleza y magnitud de la produccion de cito-
cinas pro- y anti-inflamatorias, lo que resulta en la
modulacién adecuada y precisa de la inflamacion.

GSK30 Y GSK33 REGULAN DIFERENCIALMENTE
LA EXPRESION DE CITOCINAS EN CELULAS
ENDOTELIALES INFECTADAS CON Staphylo-
COCcCus aureus

Staphylococcus aureus es una bacteria Gram* cau-
sante de importantes enfermedades infecciosas en
seres humanos y animales. Esta bacteria expresa
una amplia variedad de factores de virulencia y
PAMPs que inducen inflamacion y son responsables
de dafiar al tejido (22). Las células del hospedero
reconocen los PAMPs de S. aureus por medio del
receptor TLR2. La interaccion de estos PAMPs con
TLR2 activa la via de sefializacion PI3K/Akt/GSK3,
lo cual da lugar a cierto nimero de respuestas
celulares tales como proliferacion, diferenciacion,
sobrevivencia, apoptosis e inflamacion (23).

La participacién de GSK3a y GSK3p en infeccio-
nes por Staphylococcus aureus se observd por pri-
mera vez cuando la internalizacion de esta bacteria
en células endoteliales produjo un incremento en la
fosforilacion e inhibicién de la actividad de ambas
isoformas de GSK3 (24). Un aspecto interesante
de ese estudio fue que GSK3a alcanzod un nivel de
fosforilacion y de inhibicion mayor que GSK3p. Esta
evidencia experimental indicé que no solo GSK3p
esta involucrada en procesos de infeccion e infla-
macion causados por bacterias patégenas, como se
ha descrito ampliamente en la literatura (13), sino
que también GSK3a podria tener una funcion pre-
ponderante. Mas adelante se pudo demostrar que
ambas isoformas de GSK3 regulan la expresion de
IL-12p40 en células endoteliales estimuladas con
PGN de S. aureus (25). Esta citocina es muy impor-
tante porque controla la respuesta inmune innata
durante la infeccidon bacteriana y determina el tipo
y duracion de la respuesta inmune adaptativa. IL-
12p40 es altamente inducible por LPS, LTA y PGN,
por su interaccion con TLRs y activacion de la via NF-
kB (26). Aunque la funcion de IL-12p40 promueve
un desarrollo apropiado de la respuesta inflamatoria
inicial, su sobreexpresion es perjudicial para el teji-
do. Por ello, las células contrarrestan los efectos de
esta citocina produciendo IL-10, que disminuye la
actividad de NF-kB y aumenta la actividad de CREB.
Los datos de Cortés-Vieyra et al. (25) indicaron que
la via PI3K/Akt/GSK3 se activd por efecto de PGN,
lo que se correlaciond con cambios en la actividad
de GSK3a y GSK3p. Los autores pudieron establecer
que la inhibicidn de la actividad de GSK3a indujo un
incremento en la expresion de IL-12p40, mientras
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que la inhibicién de la actividad de GSK3p resultd
en una expresion disminuida de esta citocina.

Los resultados mas recientes obtenidos en nues-
tro grupo (Silva-Garcia O y Baizabal-Aguirre VM,
manuscrito enviado) han mostrado que la actividad
de GSK3a y, en menor grado, GSK3p en células en-
doteliales infectadas por S. aureus durante 60 min
ejercid un efecto inhibidor de la activacion de CREB,
limitando con ello su actividad transcripcional y
promoviendo la actividad de NF-«xB, el cual a su vez
indujo la expresion de la citocina pro-inflamatoria
IL-8. Cuando se ensayaron tiempos de infeccion de
120 min observamos que GSK3o/p alcanzé su fosfo-
rilacion e inhibicion maxima por Akt, lo cual inhibid
indirectamente la actividad transcripcional de NF-
kB. Esto caus6 un aumento en la actividad transcrip-
cional de CREB, lo que estimuld la expresion de la
citocina anti-inflamatoria y tolerogénica IL-10, y dis-
minuyd simultdneamente la expresion de IL-8 (Fig.
2). Con base en estos resultados creemos que este
mecanismo de “switch” molecular de la activacion
de un factor transcripcional pro-inflamatorio (NF-kB)
en la fase inicial de la infeccidn, a la activacion de un
factor transcripcional anti-inflamatorio (CREB) en la
fase tardia de la infeccién por S. aureus explicaria
en parte por qué las infecciones causadas por esta
bacteria transitan de una fase de inflamacion aguda

NSO
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X

Etapa Tardia

a una fase de inflamacién crénica.

Estos datos plantean la posibilidad de que GS-
K3a y GSK3p ejerzan una regulacién diferencial de
la expresién de genes pro- y anti-inflamatorios,
por medio de la modulacién de la actividad trans-
cripcional de NF-xB, CREB y probablemente otros
factores, dependiendo del tipo de célula infectada
y de la bacteria en turno. En este contexto, uno de
los objetivos a mediano plazo en nuestro laboratorio
es realizar un analisis transcriptomico y protedémi-
co global de los genes regulados por cada una de
las isoformas de GSK3 cuando S. aureus infecta
células endoteliales y epiteliales de humano. Esta
evaluacién dmica se combinarad también con la
identificacién de factores de virulencia expresados
por la bacteria y que son los responsables de activar
NF-kB en fase temprana y CREB en fase tardia de
la infeccidn. Toda esta informacion que se genere
sentara las bases para disefiar una estrategia bio-
tecnoldgica cuya finalidad sera eliminar S. aureus y
promover la recuperacion de la homeostasis celular.
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