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Resumen

Lavia WNT (Wingless «Wg» en Drosophila melanogaster) desempefia un papel fundamental en la diferenciacion celulary
en la morfogénesis de 6rganos y tejidos. Desde hace algunos afios, se han acumulado evidencias de la intervencion de esta
via en el desarrollo de las células del sistema inmune, especialmente de linfocitos T y B. Muchos estudios han delineado los
mecanismos por los que esta via ejerce regulacion en la inflamacion y en el control de 1a proliferacion y la apoptosis celular,
porlo que las variaciones en los mecanismos de sefializacion de ésta, daran lugar a anomalias funcionales, alteraciones enla
organizacion celular y al desarrollo de patologias. En esta revision se describiran brevemente los eventos relevantes de la
participacion dela via WNT en el desarrollo del sistema inmune y 1a respuesta inflamatoria.
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WNT signaling path and immune response
Abstract

The WNT signaling path (Wingless Wg in Drosophila melanogaster) plays a fundamental role in the cell differentiation and the
organ and tissue morphogenesys. It has been accumulated evidence of the intervention of this signaling path regarding the cell
development on the immune system, especially the T and B-lymphocytes. Several studies have started to portray the
mechanisms that execute the regulation of the swelling and the control of the cell proliferation and apoptosis, therefore these
signaling path variations will cause functional anomalies, alterations in the cell organization and pathologies development. In
this review it will be briefly describe the relevant elements of the WNT signaling path and its participation in the immune system
development and the inflammatory response.
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Introduccién

La via de sefializacion WNT (Wingless «Wg» en
Drosophila melanogaster) es una compleja red de proteinas
implicadas en la diferenciacion, proliferacion, migraciéon y
polaridad celular; juega un papel importante en el desarrollo
embrionario, regeneracion de tejidos, mantenimiento de
células madre y mecanismos homeostaticos." El término
WNT denomina al gen del segmento de polaridad Wingless
(Wg) en Drosophila melanogaster y al proto-oncogén Int-1 de
ratén, el cual estimula el desarrollo de tumores de mama
cuando se activa por la integracién de un virus.>*

Las proteinas WNT son glucoproteinas de secrecién que
actian como ligandos para estimular vias de transduccion de
sefal, mediadas por receptores en organismos vertebrados e
invertebrados. En mamiferos se conocen 19 genes WNT. Los
ligandos WNT se unen a receptores transmembranales
llamados frizzled (Fzd) y a proteinas relacionadas con
receptores de lipoproteinas de baja densidad 5/6 (LRP). La
interaccion entre los 19 ligandos WNT y las posibles
combinaciones entre los 10 receptores Fzd, los 2 co-
receptores LRP y los receptores no-Fzd (dependientes de
tirosina-cinasa, Rory Ryk, explican la complejidad de las vias
de sefializacion.”

Vias de seializacion WNT

Actualmente se conocen tres vias de seflalizacion WNT: la
via canénica 6 WNT-f-catenina, la via dependiente de calcio
6 WNT /Ca”y la via de polaridad planar celular (PCP). El
ligando WINT3a es el prototipo activador de la via candnica y
el WNT5a de las vias no canénicas.™

La via mejor estudiada es la WNT-B-catenina o via
canonica, que involucra la inhibicion de la glicogeno sintetasa
cinasa-3B (GSK-38), que a su vez bloquea la degradacion de
B-catenina en el citosol, provocando su acumulacién y
posterior migracion al nucleo, donde forma complejos de
transcripcion con proteinas LEF/TCF. Estos complejos
activan la expresion de por lo menos veinte genes. La via
canonica se ha relacionado con otras vias de sefalizacion
como la del factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) y la
del factor de crecimiento transformante beta (TGF-B), que
estd involucrada en la auto-renovacion, proliferacion de
células madre hematopoyéticas, asi como en numerosos tipos
de cancer.””

Las vias WNT/Ca™ y WNT/PCP se consideran no
canonicas por ser independientes de [-catenina y se
relacionan con la modulaciéon del movimiento celular. La
activacién de las vias no-canoénicas provocan flujo
intracelular de iones calcio, activando moléculas efectoras
dependientes de Ca™, por ejemplo: la Cinasa II dependiente
de calcio/calmodulina (CamKII), el factor nuclear asociado a
células T (NFAT) y la Proteina Cinasa C (PKC). El NFAT se
asocia a la regulacién del comportamiento celular por accion
genética sobre el ciclo celular, la diferenciacion, la apoptosis y
la produccioén de citocinas. '

ViaWNTydesarrollodecélulasT
El desarrollo de células T a partir de células madre
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hematopoyéticas y células precursoras comprometidas, se
caracteriza por la expresion de un conjunto diferente de genes
en las distintas etapas de la diferenciacién. En el timo se
pueden distinguir varias etapas del desarrollo segun la
expresion de receptores y co-receptores CD4 y CD8.”" La
mayoria de los timocitos inmaduros no expresan CD4 ni CD8§
y son denominados como dobles negativos (DN), las células
intermedias expresan ambos marcadores (CD4 y CD8), porlo
que son llamados dobles positivos (DP), por ultimo, los
timocitos maduros expresan solo CD4 o CD8 y son llamados
simples positivos (SP)."

Un factor importante para el desarrollo de timocitos es el
factor 1 de células T (TCF-1), que es codificado por el gen T¢f7
y actua directamente en la via de sefalizacion WNT
canonica. E1 TCF-1 no es un factor de transcripcién activo por
si mismo, sino que requiere la interaccién con B-catenina.” La
interaccion de B-catenina con miembros de la familia TCF,
TCF-1/LEF-1 (factor potenciador de linfocitos), permite la
formacion de un complejo factor de transcripcion bipartito
que activa la transcripcion de genes diana de la via."”

Estudios iniciales en ratones demostraron que la deficiencia
de TCF-1 deteriora la maduraciéon de los timocitos,
presentando defectos multiples en los estadios DN1-DN4 del
desarrollo de células T y que ratones deficientes en LEF
tienen un desarrollo de células T normal; pero ratones
deficientes en LEF y TCF-1 muestran solo bloqueo en la etapa
DN3, lo cual indica parcial redundancia entre LEF-1y TCF-1
durante la maduracion del timocito.'***

Para entender si la interacciéon B-catenina/TCF-1 era
necesaria y relevante durante el desarrollo de células T, Staal y
cols, desarrollaron un experimento en el cual expresaron
diferentes formas de TCF-1 en células madre de ratones nulos
de TCF-1; generaron retrovirus recombinantes que
codificaban TCF-1 de longitud completa o TCF-1 truncado
en el extremo N-terminal (DNTCF-1), el cual no era capaz de
unir B-catenina. El retrovirus TCF-1 demostroé ser funcional,
ya que pudo activar la transcripcion dependiente de TCF-1 en
células ITA 1.6B de una manera dependiente de B-catenina. El
retrovirus DNTCF-1 no media esta transactivacion porque no
interactua con (-catenina. Con los virus disefiados se realizd
la transduccién de células madre de médula 6sea de ratones
TCF-1"y tipo silvestres, lo que permitié el desarrollo in vitro
de células T. Las células madre de médula désea de ratones
TCF-1" no mostraron desarrollo de timocitos o lo hicieron de
una manera deficiente; las células transducidas de DNTCF-1
solo generaron células DN y pocas células ISP. Estos datos
permiten concluir que la interaccién B-catenina/TCF-1 es
indispensable para el completo desarrollo de células T."

Este mismo grupo de trabajo demostrd que el desarrollo de
timocitos es criticamente dependiente de la cascada de
senalizacion WNT y lo confirmaron con el completo bloqueo
en el desarrollo de timocitos, observado en ausencia de TCF-1
y LEF-1 o en presencia de inhibidores extracelulares de
WNT." Pongracz y cols, utilizaron la expresion de ICAT para
bloquear la interaccion de B-catenina/TCF-1 y mostrar que
esta via es importante para el desarrollo de células T."”

La maduracion de las células T es dependiente de la
proliferacion intra-timica y de la supervivencia y
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diferenciacién de los precursores celulares. Estos procesos
son regulados en gran medida por las sefiales recibidas a
través del receptor de células pre-T (pre-TCR) y del complejo
abTCR."”

Experimentos de ablacion de genes han mostrado que el
TCF-1 es requerido para la diferenciacion timica de células T,
Schilham y cols, demostraron que los timocitos TCF-1"
tienen deteriorada su capacidad para expandirse a diferentes
estados de proliferacion. '

WNT en el desarrollo de células B

El desarrollo de las células B es un proceso complejo en que
una célula madre hematopoyética madura para dar origen a
una célula altamente especializada, uno de los factores de
transcripcion que juega un papel fundamental durante este
proceso es la proteina LEF-1.” Uno de los primeros estudios
que relacionan la participacion de LEF-1 en el desarrollo de
células B fue el desarrollado por Grosschedl y cols., mediante
la generacion de ratones deficientes del gen LEF-1 y
observaron que estos ratones presentaban muerte prematura,
alopecia, ausencia de bigotes y dientes, asi como nulo
desarrollo mamario; se observé una marcada reduccién de
células B220" en el higado fetal y en la médula 0sea de estos
ratones. Se comprob6 que este efecto esta causado por un
incremento en la apoptosis y una disminuciéon en la
proliferacion celular.”

Via WNT y respuesta inmune

Al realizar diversos experimentos se observo que el
potencial proliferativo de los progenitores se extiende hasta
por cuatro semanas y mantiene la capacidad de
diferenciacion en células T y B; sin embargo, la expresion
constitutiva de la variante estable de 3-catenina induce efectos
nocivos en células progenitoras causandoles inestabilidad,
generando células primitivas y una expresion inapropiada de
genes que controlan la diferenciacién linfoidea.”” Este tiltimo
sefala una posible participacion de la via WNT en la génesis
de las leucemias. Se observd que la estimulacion de células
pre-B mediante el ligando WNT3a induce proliferacion de las
mismas, indicando que los ligandos WNT pueden funcionar
como factores de crecimientos en las células B.

Para tratar de delinear el papel que desempefia la via WNT
canonica en la biologia de las células T y B se han seguido
diferentes estrategias; una de ellas es utilizar cloruro de litio
como inhibidor dela accion de la cinasa GSK3b que estabiliza
B-catenina, activando la via candnica. Se observd mas
actividad de esta via en linfocitos T que en linfocitos B.” En
pacientes con leucemia linfocitica crénica, los linfocitos B
expresan altos niveles de ligandos WNT y de Fzd3 en
comparacion con pacientes normales. Por otro lado, en
leucemia linfoblastica aguda de células pre-B, un rearreglo
relacionado con el origen de esta malignidad, es la fusién de
los genes E2A-PBXI, que da origen a un factor de
transcripcion que induce la expresion, en otros genes del
ligando WNT16; este hecho pone en evidencia la importancia

Figura 1. Actividad Inmunomoduladora de la Via WNT.- Se muestra el papel fundamental que estan desempefiando los macrofagos en la modulacion de la
respuesta inmune mediada por la via WNT. Microorganismos patdgenos, por medio de la activacion de receptores tipo Toll (TLR), inducen la activacion de
NFkB, el cual induce la expresiéon de WNT5a y citocinas pro-inflamatorias. WNT5a estimula la produccion de IL-12 en el mismo macrofago e INF-y en
linfocitos T circundantes. Por otro lado TNF-a e IL-1f3 inducen en células tumorales o en células epiteliales vecinas la activacion de la via WNT candnica
mediante la estabilizacion de B-catenina, este evento favorece o promueve la progresion del cancer. WNT3a mediante su receptor FZD1 activa la via candnica en
el macréfago en donde esta via tiene un efecto anti-inflamatorio, regulando negativamente la expresion de citocinas pro-inflamatorias.
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de WNT16 en la génesis de las leucemias de células B, sin
embargo, los mecanismos de accion atin necesitan delimitarse
bien, WNT16 podria estar promoviendo la mecanismos
autdcrinos necesarios para la proliferacion y supervivencia de
las células tumorales.” De lo anterior podemos deducir que la
via WNT canoénica es importante durante la diferenciacion
del linfocito B y una vez que este alcanza la madurez, esta via
se encuentra inactiva.

Actividad inmunoreguladoradelaviaWNT

Las primeras evidencias que dejaban ver la participacion de
la via WNT en la respuesta inmune provienen de la
observacion de la sobre-expresion de WNT5a en muestras de
tejido sinovial inflamado de pacientes con artritis
reumatoide.’*”’ Posteriores evidencias han dejado ver el papel
fundamental que juega la via WNT en la inmunoregulacion
mediada por macréfagos y monocitos (Figura 1).

Los macroéfagos asociados a tumor (TAMs) derivan de
monocitos circulantes que tras recibir sefiales de migracion,
viajan hacia el microambiente tumoral y se polarizan
adquiriendo caracteristicas y propiedades de macrofagos del
tipo M2.”** El microambiente tumoral influye en este proceso
de polarizacién, condicionando a los macréfagos a promover
la progresién tumoral, la metastasis y la angiogénesis.” Se ha
observado que células tumorales derivadas de colon
estimulan a monocitos y a macréfagos THP1 a sintetizar y
liberar IL-1B, que tiene la capacidad de inducir la activacion
de la via canénica WNT en las células tumorales mediante la
induccion de NF-kB, AKT y la posterior inactivacion de
GSK3B. Una vez activada la via canénica de WNT se induce
la expresion de genes que regulan positivamente el ciclo
celular, como Myc y Ciclina D. De esta manera macrofagos
asociados a tumor promueven el crecimiento de las células
tumorales.

Se ha observado que al activarse la via canonica de WNT
mediante la accién de IL-1[3 se encienden en la célula tumoral
mecanismos de proteccion que inhiben la apoptosis inducida
por el ligando de TRAIL.” La via WNT en células de cancer
de colon, participa en la progresion tumoral y en la evasion de
la apoptosis mediante la actividad de macrofagos. Un
fendomeno similar se ha observado en tumores géstricos, en los
cuales la liberacion de TNF-a por macrofagos asociados a
tumor induce la activacién de la via canénica de WNT.” La
promocion de la via WNT es uno de los eventos principales
para el desarrollo del cancer gastrico. Estos hallazgos explican
como procesos inflamatorios pueden actuar como un
mecanismo pro-tumorigénico.”

Los macréfagos reconocen a microorganismos extraflos
por medio de sus receptores, desencadenando una respuesta
inmunolodgica que tiene como objetivo eliminar al agente
agresor. Dentro de los receptores que presentan los
macrofagos para cumplir con esta funcion destacan los TLRs
(del ingles toll like receptor). Recientemente se ha observado
que la activaciéon de los macrofagos por la exposicion a
Mpycobacterium tuberculosis induce la sobre expresion de
WNT5a y de su receptor Fzd5. Se propone que la activacion
de los receptores TLR por M. tuberculosis o LPS induce la
activacion de NF-kB, lo cual a su vez induce la expresion de
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WNT5a.” La produccion y liberacion de WNTS5a tiene dos
funciones, una autocrina que repercute directamente en la
produccién de IL-12 en macrdéfagos y una pardcrina que
induce la produccién de IFN-y en las células T activas
circundantes.” Macroéfagos infectados con F tularensis
secretan bajas cantidades de TNF-a, IL-6 e IL-12 cuando la
proteina GSK3 esta inhibida.’**” Por lo antes mencionado se
demuestra que la via WNT canodnica juega un papel
importante en la regulacién negativa del proceso
inflamatorio.

Conclusiones

La via WNT desempefia un papel importante en el
desarrollo de los organismos multicelulares. Es una via que se
ha conservado a través de la evolucidén en gran cantidad de
especies, desde organismos invertebrados hasta vertebrados,
lo cual subraya su importancia. A partir de su descubrimiento
en los afios ochenta, el conocimiento de los diferentes
componentes que participan en esta via ha crecido
enormemente y se sabe ahora que juegan un papel crucial en
la embriogénesis, la proliferacion celular, la diferenciacion, la
polaridad celular, la migracion y la invasién. Una
sefalizacion WNT anormal ha sido asociada a enfermedades
como el cancer o enfermedades degenerativas. Aunado a esto,
en los ultimos afios se ha acumulado un gran numero de
evidencias que indican la participacion de esta via en la
maduracién de las células del sistema inmune y mas aun la
directa participacion de esta via en la modulacién de la
respuesta inmune.

Sin embargo, esta es un area que apenas se esta empezando
a descubrir, futuros estudios son necesarios para revelar con
mas detalle el papel que desempefia esta via en enfermedades
inflamatorias. Una mejor comprension de los mecanismos
moduladores de la expresion de proteinas WNT y de los
efectos de la sefializacion canodnica y no-canonicos, sera de
suma importancia para aclarar el papel de esta via y permitir
el disefio de nuevos tratamientos anti-inflamatorios.
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