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INTRODUCCION

1. El proceso hematopoyético y drganos hematopoyéticos

Hematopoyesis (hemat=sangre; poyesis=formacion) es el término utilizado para describir la formacion y
desarrollo de las células sanguineas. La diferenciacion, proliferacion y maduracién de dichas células se
lleva a cabo en el tejido hematopoyético que se encuentra principalmente en la médula ésea. (Ramirez,
2004)

El proceso hematopoyético comienza en el saco vitelino del embrién humano a partir de la decima
novena semana después de la fertilizacién. Cerca del tercer mes de desarrollo embrionario, el higado
fetal se convierte en el principal sitio de produccién de células sanguineas, en este momento el proceso
hematopoyético se inicia también, aunque en menor grado, en bazo, rifién y timo, esto disminuye o
termina cuando la médula ésea interviene activamente en el proceso. La médula dsea se convierte en el
principal tejido hematopoyético en el tercer trimestre de gestaciéon y se mantiene como la principal
fuente de produccion de células sanguineas después del nacimiento y durante la vida adulta (Carlson,
2009).

En el hueso esponjoso las laminas intersticiales se disponen de forma irregular formando unas placas
llamadas trabéculas Se conoce como médula ésea al tejido localizado entre las trabéculas del hueso
esponjoso (Fig.1),. Este importante tejido hematopoyético es tejido conjuntivo libre rico en células y
altamente vascularizado, esta compuesto por dos principales compartimientos: el hematopoyético y el
vascular. El compartimiento hematopoyético es el sitio de formaciéon y maduracion de las células
sanguineas y se compone de células hematopoyéticas (elemento funcional) y de células del estroma
(elemento de apoyo). Las células estromales, crean nichos con su propio microambiente que mantienen
la viabilidad de las células y aporta los factores necesarios para el desarrollo de las distintas células
generadas en la médula ésea. Sin embargo, la falta de caracteristicas distintivas de estas células en
médula 6sea dificulta la identificacion de nichos para varios linajes de células hematopoyéticas (Mayani,
2007;Nagasawa, 2006;McKenzie, 2000).#

Figura 1. Médula dsea es el tejido localizado entre las trabéculas del hueso esponjoso.
Modificado de ADAM, 2010
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Se mencioné antes que ademads de la médula dsea existen otros tejidos hematopoyéticos, uno de ellos es
el bazo, que, ademas de tener dicha funcién, también es un érgano linfoide secundario.

El bazo se localiza en el cuadrante superior izquierdo del abdomen, bajo el diafragma y a la izquierda del
estomago (Fig.2), se encuentra envuelto en una cdpsula de tejido conectivo, contiene el mayor acumulo
de linfocitos y fagocitos mononucleares del cuerpo. Estas células, junto con una red reticular, estdn
concentradas en diferentes areas del bazo y contribuyen a la formacion de tres diferentes tipos de pulpa:
blanca, roja y zona marginal (Drake, 2005).

La pulpa blanca (linfocitos primarios) es una zona blanco grisacea visible que estd compuesta por los
nddulos linfaticos y la vaina linfatica periarterial. Dentro de los nddulos existen centros germinales que
consisten en una mezcla de linfocitos B, células reticulares y macréfagos fagociticos. La pulpa blanca es
donde se inicia la respuesta inmune y en algunos casos de actividad inmunitaria aumentada, la pulpa
blanca podria aumentar hasta ocupar la mitad del volumen del érgano. La pulpa blanca esta rodeada por
una zona marginal, una red reticular que contiene vasos sanguineos, células libres e intersticios
estrechos. Esta zona se encuentra en la unidn de la pulpa blanca y la pulpa roja.

Esta ultima contiene los senos y los cordones. Los primeros son espacios vasculares dilatados para la
sangre venosa y los ultimos estdn compuestos por acumulo de tejido reticular y macréfagos, los cuales
se localizan entre los senos (Moore,2002).

Fig. 2 Localizacion anatémica del bazo. ADAM, 2010

El bazo es el principal lugar en el que se producen las respuestas inmunitarias frente a los antigenos
transportados en la sangre. Antigenos transportados por la sangre son forzados a establecer contacto
cercano con fagocitos y linfocitos, lo cual permite la identificacion del antigeno, su fagocitosis, su



presentacién y la formacién de anticuerpos. Tal vez la funcidn inmunitaria del bazo es menos importante
en el sistema inmune bien desarrollado del adulto que en el sistema inmune menos desarrollado del
nifio. Los niflos pequefios en quienes se realiza esplenectomia, es decir extirpacion del bazo, pueden
desarrollar infecciones masivas, con frecuencia mortales, por bacterias encapsuladas, como por
ejemplo, neumococos y meningococos (Abbas,2002; Quintanar, 2006; McKenzie, 2000)

2. Precursores del linfocito B

Si en la médula dsea se estan formando y desarrollando todas las células de la sangre, écomo es que una
célula decide qué linaje tomard y qué funciones llevard a cabo? La respuesta se encuentra en los
factores de crecimiento y factores de transcripcidn, proteinas involucradas en la comunicacién celular.
En ratones deficientes del factor de transcripcién PAX5, el cual compromete de manera irreversible hacia
el linaje de linfocito B, el desarrollo estd bloqueado en la etapa de células pro-B. Estas células Pax5-/-
crecen en cocultivos con células estromales en presencia de interleucina 7 pero no se diferencian a otras
células que expresen proteinas especificas del linfocito B, por lo tanto, dichas células son multipotentes
(Ceredig, 2009; Dong, 2005).

Dentro de los precursores hematopoyéticos mejor caracterizados se encuentran los precursores del
linfocito B.

Las células B se generan y desarrollan a partir de la célula troncal hematopoyética en la médula ésea
antes de migrar a la periferia para llegar a los drganos linfoides. Es de notar que las células plasmaticas,
que se originan de la activacidon de células B maduras en dérganos linfoides periféricos, regresan para
colonizar la médula dsea (LeBien, 2008).

En 1991, los precursores del linfocito B (LcB), definidos como célula negativas para la inmunoglobulina
de superficie pero positivas para el marcador de linea celular de linfocito B, B220, fueron divididos en
cuatro subgrupos de acuerdo a la expresién diferencial de marcadores de superficie. Estos cuatro
subgrupos recibieron el nombre de fracciones A, B, Cy D. Este orden sucesivo se sustenta en los cambios
fenotipicos en la superficie celular, diferencias funcionales y al rearreglo génico de inmunoglobulina que
ocurre en estas células. ¢A que nos referimos por el rearreglo génico? Bien, un linfocito B capta el
antigeno a través del receptor de la célula B (BCR, por sus siglas en inglés), el cual esta formado por la
inmunoglobulina de membrana y las cadenas Iga e IgB, el repertorio de BCR’s es enorme, estimado en
10°, este repertorio se genera a partir de recombinacién de los genes del receptor para el antigeno. Tres
loci codifican, respectivamente, la cadena ligera A, la cadena ligera k y todas las cadenas pesadas de las
Ig. Cada locus se encuentra en un cromosoma diferente y cada uno de ellos se encuentra constituido por
al menos tres tipos diferentes de segmentos génicos: V(regiones variables), C(regiones constantes) y
J(unién); el locus de la IgH tiene segmentos adicionales D (diversidad). Esta recombinacion sucede en un
orden preciso, la primera que ocurre es en el locus de la cadena pesada donde se une un segmento D y
un segmento J, con delecidn del ADN intercalado; tras esta recombinacién los genes V 5’ se unen al
complejo DJ, originado ahora un gen VDJ reordenado, cuando esta recombinacién ocurre en un alelo se



inhibe la recombinacion en el otro (proceso llamado exclusidon alélica). Si dicha recombinacion es
productiva se expresan los genes de la cadena pesada W, de lo contrario se producird la muerte de dicha
célula. Este proceso ocurre solo en los precursores comprometidos al linaje. La recombinacién de los
genes que codifican para la cadena ligera comienza tras la expresién de los genes de la cadena pesada ,
en este caso no solo existe exclusién alélica si no que una vez que se llevd a cabo el reordenamiento V-J
en una cadena k no se dard en una cadena A, y viceversa, si se llevd a cabo el reordenamiento en la
cadena A, se inhibe el reordenamiento de la cadena k, a este proceso se le llama exclusién de isotipo de
cadena ligera. (Fig.3)

Fig. 3 Recombinacion de los genes de la Ig. Modificado de Abbas,2002

Debido a que las células de la fraccidén A tiene el potencial de progresar a fenotipos caracteristicos de la
fraccidén B o C en cultivos estromales in vitro, se ha sugerido que esta fraccidon consiste de los precursores
mas tempranos del LcB y por ello son llamadas células pre-pro-B. Por otro lado, las fracciones B y C,
consisten de células mitéticamente activas, que llevan a cabo rearreglos DJ o VDJ de la cadena pesada y
son llamadas células pro-B. La fraccion D consiste principalmente de células pequenas en reposo,
llamadas pre-B y células B inmaduras, estas ultimas expresan IgM de superficie pero no IgD.

Aunque se ha sugerido que las células pre-pro-B son los precursores mds tempranos en el desarrollo del
LcB, estudios recientes demuestran que dicha fraccion es heterogénea y puede dar lugar a otros linajes
hematopoyéticos ademas del linfocito B, tal es el caso de linfocitos T , NK y células dendriticas (DC’s),
incluidas las células dendriticas plasmocitoides (Nigasawa, 2006).



La célula pre-B, que solo se encuentra en tejido hematopoyético, es el primer tipo celular que sintetiza
un producto génico de inmunoglobulina detectable, la cadena pesada pu citoplasmica.

La célula pre-B no expresa receptor para el antigeno unido a la membrana, ya que la expresion
completa de inmunoglobulina de membrana, requiere de la sintesis de cadenas tanto pesadas como
ligeras. Por consiguiente estas células no son capaces de reconocer ni responder a los antigenos. Algunas
de las cadenas pesadas u en las células pre-B se asocian a las llamadas cadenas ligeras sustitutivas, que
presentan homologia estructural con las cadenas ligeras k y A, pero que son invariables. El complejo de
cadenas p y de cadenas ligeras sustitutivas es denominado pre-BCR (Nemazee, 2000). Al igual que en el
BCR maduro, el pre-BCR también se asocia a las cadenas Iga e IgP, que intervienen en la transduccion de
sefiales. El pre-BCR es necesario para estimular la proliferacion y maduracién continuada de las células B
en desarrollo, pues a través de él, el linfocito B recibe senales de supervivencia.

En el siguiente estadio de maduracién, la célula B en desarrollo, produce una cadena ligera k o A. La
cadena ligera forma un complejo con la cadena pesada p, y las moléculas de IgM ensambladas se
expresan en la membrana asociadas a Iga e IgB. En esta etapa, la especificidad antigénica comienza a ser
critica en el desarrollo del LcB. Estos linfocitos B inmaduros, no proliferan ni diferencian en respuesta al
antigeno, si no que su encuentro con antigenos, como los autoantigenos de la médula ésea, puede
provocar la muerte celular o la falta de respuesta funcional en lugar de su activacion. A este proceso se le
conoce como seleccidn negativa.

Tras el estadio de expresion de IgM, la célula co-expresa cadenas pesadas p y 6 en asociacion con la
cadena ligera k o A y, por lo tanto produce tanto IgM como IgD de membrana por medio de
procesamiento alternativo de un transcrito primario de ARN mensajero. Ambas clases de
inmunoglobulinas tienen la misma region variable V y por consiguiente la misma especificidad
antigénica. La co-expresion de IgM e IgD conlleva a la adquisicion de la competencia funcional, estas
células B maduras responden a los antigenos (Abbas, 2002).

El tiempo de vida de las células B maduras parece ser enteramente dependiente de la exposicion al
antigeno, las células maduras que no han sido estimuladas pueden vivir solo un par de dias o semanas
(Vale, 2010).

3. Antigenos de superficie asociados al desarrollo del linfocito B

Podemos visualizar el desarrollo de un LcB como una secuencia de expresion diferencial de genes de
inmunoglobulina asi como proteinas en su superficie que sirven como marcadores de cada estadio de
maduracién de la célula. Dichos marcadores son CD34, CD10, CD19, CD21, CD24 y CD38. En la figura 4 se
observa la temporalidad con la que dichos marcadores se expresan en el LcB.

CD34 se expresa en una pequefia proporcion (1-4%) de las células presentes en médula dsea, que incluye
a las células troncales hematopoyéticas. Es una glicoproteina transmembranal, altamente glicosilada,
gue se une a CD62L(L-selectina) y CD62E(E-selectina) y por lo tanto probablemente esté involucrada en
trafico celular.



CD10, también conocido como antigeno comun de Leucemia Linfocitica Aguda. Es una glicoproteina tipo
Il de membrana que funciona como metaloproteinasa para regular la respuesta celular frente péptidos
hormonales y citocinas (Vale, 2010).

CD19 es una glicoproteina de superficie que pertenece a la superfamilia de las inmunoglobulinas. Se
expresa exclusivamente a través del desarrollo del linfocito B, a partir de las células pro-B y excluyendo
las células plasmaticas, lo cual lo convierte en el mejor marcador para enumerar linfocitos B en la clinica.

Se asocia con la fosfatidilinositol-3 cinasa (PI3K) y con la cinasa VAV. Se asocia en un complejo con CD21
(CR2), CD81(TAPA-1) y LeuB (van Zelm, 2006).

CD21 (CR2) es una proteina de superficie que tiene un pequefio dominio citoplasmatico que consta de
repeticiones en consenso, une tres productos de escisién de C3:iC3b, C3dg y C3d (Haas, 2005).

CD20 parece funcionar como un canal de Ca** y regula la progresion del ciclo celular. Interactda con
moléculas del MHC tanto de clase | como de clase Il, asi como las proteinas de cuatro dominios
transmembranales (también llamadas tetraspaninas) CD43, CD81 y CD82. Parece interactuar de manera
indirecta con LYN y FYN y por lo tanto modula la transduccién de sefales. Se expresa en células B
maduras pero no en células troncales o plasmaticas. Anticuerpos dirigidos en contra de CD20, como es el
caso de Rituximab®, han sido utilizados con éxito en el tratamiento de artritis reumatoide y otras
enfermedades autoinmunes (Kuijpers,2010;Edwards,2006).

CD24 es una sialoproteina unida a GPI (glicofosfatidilinositol) que sirve de ligando a P-selectina (CD62P).
Su expresién disminuye en linfocitos B activados y se pierde totalmente en células plasmdticas. Este
marcador puede ser usado para caracterizar el estadio del linfocito
B para fines diagndsticos.

CD38 es primeramente expresado en células pre-B pero su expresién disminuye en células B inmaduras y
maduras. Es una enzima bifuncional que sintetiza cADPR a partir de NAD e hidroliza cADPR para formar
ADPR. CD38 se vuelve a expresar en linfocitos B activados y en etapas tempranas de células plasmaticas,
pero se pierde nuevamente en las células plasmaticas mds maduras. Se abarcard mas a detalle esta
molécula en la seccién de antecedentes (Vale, 2010).



Fig. 4 Temporalidad de las moléculas de superficie utilizadas como marcadores de estadios de
maduracién del linfocito B. Modificado de Nagasawa, 2006

4. Activacion del linfocito B

El linfocito B (LcB) es bien conocido por ser el leucocito encargado de la inmunidad mediada por
anticuerpos, sin embargo para que el linfocito B produzca anticuerpos necesita ser activado.

El proceso de activacidn de las células B y la generacién de células productoras de anticuerpos consta de
fases secuenciales especificas.

De manera clasica, se ha hecho la caracterizacion del proceso de activacién del linfocito B, a través de
antigenos solubles. Sin embargo, los LcB también pueden reconocer antigenos presentados en la forma
de complejos inmunes en la superficie de células dendriticas foliculares (FDC’s) y recientemente se ha
demostrado que el linfocito B puede reconocer y responder a los antigenos presentados en la superficie
de células dendriticas (DC’s) y macréfagos (Macs) (Mandels, 1980; Qi,2006; Wykes 1998).

Los LcB tienen su encuentro con el antigeno dentro de los drganos linfoides secundarios tales como los
nddulos linfaticos y el bazo concentrandose en regiones denominadas foliculos linfoides, sin embargo, no



se tenia una idea clara de los mecanismos por los cuales los LcB foliculares tenian acceso a los antigenos
hasta algunos trabajos publicados en el 2007. En el primero de ellos se demostré que antigenos
pequefios solubles puede difundir directamente a los nédulos linfaticos a través de poros en el nédulo
subcpasular (SCS, por sus siglas en inglés) para activar LcB (Pape, 2007).

En trabajos subsecuentes se identificd un nuevo rol para los macréfagos del SCS, presentando el
antigeno a LcB foliculares especificos. (Depoil, 2009; Vale, 2010).

En respuesta al contacto con la célula presentadora de antigeno (APC), el linfocito B sufre considerables
cambios morfoldgicos, caracterizados por un rapido esparcimiento sobre la superficie de la APC, seguido
de una contraccién. Este proceso requiere de una reorganizacion del citoesqueleto y la estructura que
se forma como resultado de este proceso es llamada sinapsis inmunolégica (IS). El antigeno es asi
internalizado y se agrega en pequefios microagregados iniciando la sefializacion por calcio. Estos
microagregados pueden contener entre 100 y 500 moléculas de antigenos (Batista,2001).

El antigeno es procesado y los péptidos son presentados en la superficie del linfocito B asociado a
moléculas de clase Il del MHC, y es a través de dicha asociacion que puede interactuar con el linfocito T a
través de su TCR. Una caracteristica fundamental es que los linfocitos B y T que interaccionan entre si
son los que han sido estimulados por el mismo antigeno, garantizando que la respuesta que se obtiene
es especifica del antigeno desencadenante. El reconocimiento especifico del antigeno induce la
expresion de moléculas en la superficie de ambas células que mediaran una sefializacion bidireccional.
Los LcT activados por el antigeno y la coestimulacion de CD80/CD86, expresan el ligando de CD40, que al
unirse con su receptor CD40, expresado de forma constitutiva en el LcB, estimula la proliferacién y
diferenciacion de las células B. Mas adelante, se hablard con mayor detalle de este proceso.

La cantidad de antigeno internalizado por el LcB dicta la cantidad de antigeno presentado a las células Ty
por ende determina en parte, pues no solo depende de la cantidad si no de la afinidad con la que el TCR
reconocera los péptidos en las moléculas clase Il del MHC, el grado de activacién que puede ser
alcanzado (Depoil,2008; Williams,1994).

Existe también una forma de activacidon que es independiente de la célula T. A diferencia del LcT, que
necesita que le presenten el antigeno para activarse, el LcB puede responder directamente al antigeno,
siempre y cuando, dicho antigeno sea capaz de entrecruzar el BCR. Este tipo de activacion puede llevar
directo al cambio de isotipo, dependiendo del ambiente de citocinas. Las células B activadas de esta
forma no participan en la reaccién de centro germinal (Vale, 2010).

Como se menciond antes, el BCR es un complejo formado por la inmunoglobulina de membrana vy las
cadenas Iga e IgB. Los dominios citopldsmicos de Iga e IgB contienen motivos ricos en tirosina,
denominados motivos de activacion del inmunoreceptor via tirosina (ITAM, por sus siglas en inglés) y
gue son necesarios para la transduccion de sefales.

Sélo minutos después del entrecruzamiento de la Ig de membrana, se produce la fosforilaciéon de las
tirosinas de los ITAMS de Iga e IgB por la accién de tirosinas cinasas como Lyn. Al contacto del BCR con
el antigeno, CD45 en las balsas lipidicas defosforila a la cinasa Lyn en su residuo inhibitorio, activandola,
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una vez activa, la cinasa es capaz de fosforilar los residuos de tirosina de los ITAM, que a su vez sirven de
muelle para el anclaje de la cinasa Syk a través de su residuo SH2. Estos eventos resultan en el
reclutamiento de PLC-y2, Btk y BLNK, mientras que los dos primeros participan en el inicio de la
sefalizacion, los tres Ultimos estan involucrados en propagar la sefal. Todas estas moléculas en su
conjunto reciben el nombre de microsignalosomas, y estos amplifican la sefializaciéon por BCR y propagan
la respuesta de desparrame, que a su vez, estimula la formacién de mas microsignalosomas en una
retroalimentacién positiva. Syk activa la isoforma y1 de la fosfolipasa especifica del fosfatidilinositol
(PLCy1), que escinde fosfatidilinositol bifosfato(PIP,) generando inositol trifosfato (IPs) vy
diacilglicerol(DAG), el primero moviliza Ca®* y el segundo activa a la proteina cinasa K, que fosforila a
otras proteinas. El resultado neto es la activacion de factores de transcripcion que inducen la expresién
de genes necesarios para la activacion del LcB (Weber,2008; Gauld, 2004).

Sin embargo, como todo lo vivo, la produccién de anticuerpos debe tener una regulacién negativa. Dicha
regulacién es ejercida por los mismos anticuerpos de isotipo 1gG secretados, estos anticuerpos se unen
con el antigeno para formar complejos antigeno-anticuerpo que se unen al receptor para la fraccién Fc
de IgG, denominado FcyRIIB, que en su dominio citoplasmatico contiene un motivo de 6 aminodacidos
(isoleucina-X-tirosina-X-X-leucina) que median sefiales inhibitorias, por lo cual recibe el nombre de
motivo de inhibicién del inmunoreceptor via tirosina (ITIM). Cuando FcyRIIB es ocupado por los
complejos antes mencionados, los residuos de ITIM son fosforilados (también por la cinasa Lyn),
formando un sitio para el acoplamiento de fosfatasas como SHP-1 y SHIP, SHIP hidroliza IP3, que como se
mencionod arriba es una molécula de activacion (Cornall, 1998).

5. Reaccion de Centro Germinal

Los linfocitos B que fueron activados en cooperacién con los linfocitos T, migran a la profundidad del
foliculo y comienzan a proliferar rapidamente, a esta regidn central del foliculo de tincion mas clara se le
denomina centro germinal.

El centro germinal es el microambiente en el cual, tras encuentros posteriores con el antigeno, se lleva a
cabo la maduracién de afinidad de receptor y el cambio de isotipo. Se desarrolla solo después de la
activacion del linfocito B dependiente de T y su funcionalidad depende de la interaccion CD40 (LcB) con
CDA4OL(LcT).

En el modelo murido, alrededor de la segunda semana después de la inmunizacion, el centro germinal
madura hacia una estructura cldsica compuesta de una zona oscura y una zona clara. En el centro
germinal que se ha desarrollado por completo, las células en divisién se llaman centroblastos, mientras
que las células en diferenciacién se denominan centrocitos.

En la zona oscura se lleva a cabo la hipermutacion somdtica que consiste en mutaciones puntuales de
alta frecuencia en las cadenas pesadas y ligeras. En la zona clara, las células B sufren cambio de isotipo.

Las células dendriticas foliculares de los centros germinales presentan antigenos y los LcB que se unen a
estos antigenos con mayor afinidad son seleccionados para sobrevivir.
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Solo un pequefio nimero de LcB con receptor de mayor afinidad sobreviven, el resto muere por
apoptosis, seguramente por falta de estimulacién. En la zona clara, rodeada por unas red de FDC’s, el LcB
se diferencia hacia células plasmaticas y células de memoria (Klein, 2008).

6. Cambio de Isotipo e Hipermutacidon Somatica

En respuesta a la ocupacién de CD40 en el linfocito B por su ligando en el linfocito Ty a las citocinas que
son secretadas por este ultimo, parte de la progenie de LcB activados que expresan IgM e IgD
experimentan el proceso de cambio de isotipo (clase) de cadena pesada, que conduce a la produccién de
anticuerpos con cadenas pesadas diferentes como vy, a, €. (Fig. 5)

El principal mecanismo del cambio de isotipo es un proceso denominado recombinacién genética en el
qgue el segmento génico VDJ reordenado se recombina con un gen de la regién C hacia el 3’ y el ADN
intercalado se elimina.

Se calcula que la tasa de mutacion somatica en las células B de los centros germinales es de 1 a 10° pares
de bases de los genes V por division celular, que es 10° -10* veces mayor que la tasa espontanea de
mutacién en otros genes de mamifero, motivo por el cual la mutacidn de los genes V de Ig se denomina
también hipermutacion.

Tanto la hipermutacidon somatica (HSM) como el cambio de isotipo (CSR), son mecanismos esenciales
para la generacidon de alta afinidad del anticuerpo por el antigeno. Ambos mecanismos moleculares
dependen de las enzimas AID y UNG y deben de estar sumamente controlados, pues la introduccién de
mutaciones y la escision del DNA no solo representan un riesgo respecto la longevidad de la célula B si
no que se pueden activar translocaciones y mutaciones de oncogenes. AID convierte nucleétidos de
citidina en uracilo, UNG remueve el uracilo con cualquiera de los 4 nucleétidos, facilitando la HSM; la
actividad de AID en sitios ricos en citidina, como lo son las regiones de cambio, permite el cambio de
clase (Klein, 2008; Schwickert, 2007; Kuppers, 2001).
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Fig.5. Efecto de las citocinas secretadas por el LcT sobre el LcB

7. Cambio de isotipo y la respuesta a través de TLR's

Los TLR reconocen patrones moleculares asociados a microorganismos patégenos (PAM’s) y se expresan
en una gran variedad de células del sistema inmune. Todos los TLR excepto TLR3 usan la molécula
MyD88 para iniciar la cascada de sefializaciéon que activa NF-kB y AP-1 para promover la respuesta
inflamatoria.

Es bien sabido que los ligandos de TLR estimulan el cambio de clase en LcB maduros, sin embargo ahora
se sabe que el cambio de clase también puede ocurrir de manera espontanea y a bajas frecuencias
durante la linfopoyesis del LcB y que este cambio también puede ser inducido en respuesta a CpG y LPS.

Melamed y colaboradores (2008) estudiaron lo qué sucedia con el LcB en la médula dsea y la
estimulacion a través de TLR, encontrando que tras estimulacidon de 72 horas con CpG se detectan LcB
que expresan IgG en todas las fracciones y que el nimero de células que expresan IgG estda en
correlacion con el grado de madurez de la célula. Sin embargo, cuando se mide la expresion de AID, la
produccidn de transcritos de linea germinal (GST) y post switch(PST) de IgG, ambos indicadores de
cambio de clase, se encuentra que el CpG aumenta la expresién de AID sin diferencia significativa entre
las distintas fracciones.
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Finalmente, y en concordancia con lo observado en LcB maduros, el cambio de clase en MO inducido por
LPS es dirigido de Cy2b a Cy1 en presencia de IL-4, similarmente IL-4 dirige al LcB maduro a un cambio de
clase a Cyly Cg, mientras que IFNy dirige el cambio de clase hacia Cy2a y Cy2b (Melamed, 2008).

En lo que refiere a linfocitos B maduros, Rawlings y colaboradores (2007) estimularon LcB de centro
germinal de ratones inmunizados en presencia de distintos ligandos de TLR. Las células de centro
germinal proliferan, de manera similar a las de zona marginal, en respuesta a LPS (lipopolisacarido),
mientras que las células foliculares no lo hacen. Cuando analizaron los niveles de mRNA para MyD88 se
encuentra que los valores son 4 veces mayores en centro germinal en comparaciéon con zona marginal y
foliculares maduras. En contraste, la expresién de IRAK-M, un regulador negativo de la sefializacién via
TLR, se redujo hasta 3 veces en centro germinal.

En conclusion, las sefiales de TLR estdn involucradas en la iniciacién y potenciamiento de la respuesta
inmune adaptativa, e incrementan la produccién de inmunoglobulinas a través de dos mecanismos:

e Dichas sefiales activan directamente al LcB y promueven la produccién de IgM.

e Otras células activadas por LPS (excluyendo el LcB) promueven la activacion de LcT’s, lo que a su
vez lleva a una coestimulacién del LcB (Rawlings, 2007).

8. Seiales coestimulatorias en la activacion del linfocito B

Ademas de las sefales de activacion antes mencionadas, el LcB puede recibir sefiales de activacion
proporcionadas por proteinas del complemento que le proporcionan una importante segunda sefial para
su activacion. EL CR2 es un receptor para la proteina del complemento C3d, que es generada mediante
protedlisis del componente esencial del complemento, C3. C3d se une mediante enlaces covalentes a los
microorganismos o a los complejos antigeno-anticuerpo. Los linfocitos B pueden unirse al antigeno por
medio de los receptores tipo Ig y unirse al mismo tiempo al C3d unido por medio de CR2. Esto se traduce
en una amplificacién de las vias de seializacidn iniciadas por el entrecruzamiento del BCR y asi la
respuesta se ve notablemente potenciada (Abbas, 2002).

El CR2 se expresa en LcB maduros en forma de un complejo compuesto de cuatro proteinas integrales de
membrana: CD21/35, CD19, CD81 y CD225. Este complejo a menudo recibe el nombre de complejo
correceptor del LcB. Estas moléculas que componen el complejo ejercen una influencia sobre la
expresion de unas y de otras: la expresion de CD21/35 regula de manera negativa la expresién de CD19,
asi mismo la sobreexpresion de CD19 resulta en un descenso en la expresién de CD21/35. El incremento
en la expresion de CD19 en LcB de ratones CD21/35'/' tiene importantes implicaciones en
autoinmunidad, pues un incremento de alrededor de 20% predispone a autoinmunidad ya que se
incrementa el Lyn (enddgeno) activado que desregula la tolerancia y conlleva a la produccién de
autoanticuerpos (Sato,2000).
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En condiciones normales, CR2 no es detectado en células pre-B o células inmaduras, sino que comienza
a ser detectable en células transicionales y es bien expresado en células B maduras. Sin embargo, la
expresion de hCR2 (CR2 humano en ratones transgénicos) en etapas tempranas del desarrollo del LcB
resulta en un bloqueo parcial del mismo y en la reduccién del nimero de LcB maduros en 40-60%
(Takahashi, 1997).

En ratones hCR2"®" se observa una marcada redistribucion de células B en bazo, las células de zona
marginal se expande a expensas de las transicionales y los LcB foliculares. Esta diferencia es parcialmente
restituida en ratones C37"hCR2"e"
células B en sangre periférica, los niumeros en MO y bazo son similares a los que se encuentran en
ratones C3** hCR2"€" (Marchbank, 2002).

. En dichos ratones hay un pequeiio pero significante incremento de

El ratén C3”7" posee una respuesta inmune humoral débil y defectos en la formacién de centros
germinales. En dichos ratones se encuentra un incremento en la expresion de mCR1/2 y mCD19.

(Towhig, 2007; Hasewaga, 2001).

i

9. Ingenieria Genética de animales y el uso de animales transgénicos para el mejoramiento de
la salud humana.

La ingenieria genética de animales comenzé en 1980 y dentro de sus principales aplicaciones se
encuentran:

v' Obtener informacidon de la funcién de los genes y su regulacién, asi como de enfermedades
humanas.

v" Obtener productos de alto valor agregado para ser usados en terapia para humanos.
v' Mejorar los productos de origen animal para el consumo humano.

El ratén es por mucho el modelo experimental vertebrado mas usado, dado que su genoma puede ser
modificado de una forma precisa y variada.

La ingenieria genética consiste, de una manera muy generalizada, en la adicidén y/o reemplazamiento de
genes. Para generar lineas de animales transgénicos que tengan el gene de interés en todas las células, el
DNA debe de estar presente, en el embridn en la etapa de cigoto. El método mds comun consiste en la
microinyeccion de DNA en el pronucleo.

Otros métodos usados para la adicion de genes incluyen: los transposones, vectores lentivirales y
vectores episomales.

Por otro lado, la inhibicién de un gen puede llevarse a cabo a distintos niveles:
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v" El gen mismo
v" mRNA
v" Proteina (Houdebine, 2005).

El uso de células troncales embrionarias, ha permitido el apagado o “knock out” de alrededor de 5000
genes en el ratdn. La recombinacién homdloga entre una secuencia genémica y DNA fordneo permite el
reemplazo de cualquier regiéon gendmica. El uso mas frecuente es el reemplazo de un gen activo por una
version inactiva, “knock out”, sin embargo, dicho gen también puede ser reemplazado por otro gen
activo, relacionado o no con el primero. Este fenédmeno conocido como “knock in”, permite evaluar la
actividad bioldgica de diferentes alelos en su posicién natural en el genoma. Sin embargo, la tasa de
recombinacidn homologa es baja en vertebrados, particularmente en células somaticas. Modificaciones

|ll

previas al genoma, facilitan el “gen targeting”. Una posibilidad consiste en introducir el sitio de una
meganucleasa, pues permiten la escisiéon de las dos hebras de DNA después de la adicién de la enzima,
este escendimiento estimula el mecanismo de reparacion, lo que favorece la integracidon del DNA (Sauer,

1998).

Dos sistemas muy utilizados son Cre-LoxP, aislado a partir de un fago bacteriano y Flp-FRT, aislado a
partir de levaduras.

La adicion de LoxP o FRT, en un extremo del DNA foraneo, permite la integracién especifica en un sitio
del genoma tan pronto las recombinasas Cre o FLp son anadidas, este proceso se ve mejorado por la
adiciéon a ambos extremos de LoxP o FRT, reduciendo los efectos no deseados de la integracion aleatoria.

El gen de la recombinasa Cre puede ser expresado en un tejido dado, bajo el control de promotores
especificos (Auerbach, 2003).

Por otro lado, los transgenes deben contener al menos un intréon que favorezca la maduracion del pre-
mMRNA vy la transferencia del mRNA maduro al citoplasma, no debe contener demasiadas regiones ricas
en guanina y citocina, y particularmente motivos CpG en sus promotores, ya que dichas estructuras son
reconocidas como extrafias y sus citocinas metiladas, inactivando de esta manera el promotor.

Estudios recientes demuestran que secuencias remotas son necesarias para que los genes sean
expresados de forma correcta, estas regiones son llamadas controladoras o insuladores. Fragmentos
grandes de DNA gendmico (100 kb o mas) tienen mds posibilidades de contener insuladores que
permitan la expresién apropiada del trasngen o transgenes presentes (Bell, 2001).

Si hablamos de la inhibicion del gen a nivel de mRNA, un descubrimiento fortuito en 1988 revelé que
RNA’s de doble cadena tenian la capacidad de anular el mRNA correspondiente.

El RNA de doble cadena es escindido por un complejo enzimatico (DICER), en fragmentos de 21-23 pares
de bases, conocidos como RNA de interferencia pequefios o siRNA (por sus siglas en inglés). Cada
fragmento se asocia con un complejo proteico que escinde de manera especifica la hebra sencilla de RNA
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correspondiente en el citoplasma. Ademads de los siRNA, existen otras estructuras llamadas micro RNA o
miRNA. Los miRNA maduros tiene alta homologia con siRNA (Novina,2004).

Finalmente, la accion de un gen puede ser bloqueada a nivel de proteina, mediante la expresion de
inhibidores especificos, tal es el caso de anticuerpos que reconocen la proteina de interés.

ANTECEDENTES

l. CD38 Y SU ACTIVIDAD ENZIMATICA

CD38 es un miembro de una familia de enzimas altamente conservadas a nivel estructural, que se han
encontrado en organismos diversos, tal es el caso de las babosas de mar, erizos de mar, schistosomas
(especie de trematodo), aves y mamiferos. Las enzimas de esta familia se caracterizan, de otras enzimas
gue metabolizan nucledtidos, por su habilidad para producir adenosin difosfato ribosa ciclica (CADPR) a
partir de dinucleétido de nicotinamida y adenina (NAD+). EI cADPR induce la movilizacion de calcio
intracelular (Lund, 2006).

En el humano funciona como una multienzima (Fig.6) que a pH neutro u alcalino, cataliza la sintesis e
hidrélisis de cADPR mientras que a pH acido cataliza la sintesis e hidrélisis de NAADP. El hecho de que el
metabolismo del ultimo dependa de condiciones acidicas, no es fortuito, si no que sugiere que el NAADP,
funciona como un mensajero de Ca** especifico de la via endocitica celular (Lee, 2006).

Fig. 6 Actividades enzimaticas de CD38. Lee, 2006
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Ambos sustratos, NAADP y cADPR, funcionan como mensajeros de Ca®* en un amplio rango de sistemas
celulares que incluyen el reino protista, plantae y animal. Dentro de las funciones que regulan
encontramos: fertilizacién, activacion del linfocito T, quimiotaxis, proliferacion celular, secrecion de
insulina, sinapsis y la respuesta al estrés en plantas (Lee, 2006).

Il. LA UBICUIDAD DE CD38 EN EL HUMANO

La expresion de CD38 se observd primeramente en timocitos y linfocitos T y como sucede con muchas
otras moléculas, estas primeras observaciones marcaron la direccidon que futuros estudios tomarian, los
cuales se enfocaron a estudiar la presencia de CD38 en tejido linfoide. Sin embargo, estudios posteriores,
confirmaron la ubicuidad de CD38, al menos en el sistema inmune (Malavasi, 1994).

En circulacién, las células T naive (CD4"/CD45RA") expresan CD38, asi como un numero de células T
reguladoras (CD4'/CD25%), sin embargo, no se expresa o se expresa en niveles muy bajos en LcT de
memoria. Dentro de la poblacién CD8", CD38 esta altamente expresado durante infecciones crénicas (LcT
CD8 de memoria). Finalmente, la expresién de CD38 en LcT que residen en los tejidos, es dependiente de
su grado de activacion (Dianzani, 1994).

En un principio se pensé que los linfocitos B humanos eran CD38, sin embargo, el hecho de que células
de linfomas, leucemias y mielomas expresen la molécula, pone en entre dicho esta suposicion. La
expresion de CD38 durante la ontogenia del linfocito B es finamente regulada. El comportamiento de la
expresion es de tipo columpio, la molécula se expresa en los precursores en médula ésea, es regulada a
la baja en LcB en reposo y se vuelve a expresar en células plasmaticas. (Funaro, 1999).

En lo que respecta al linaje mieloide, se ha reportado la expresion de CD38 en monocitos pero no en
macréfagos residentes. Es también, un nuevo marcador de la transicion de monocitos a células
dendriticas, inducida por el proceso inflamatorio. Como miembros del linaje mieloide, los precursores
circulantes de osteoclastos y osteoblastos expresan CD38 en su superficie, y la expresién se mantiene
durante la diferenciacidn de estas dos poblaciones (Shalhoub, 2000).CD38 también se expresa en células
del sistema inmune innato, incluyendo células NK y granulocitos, circulantes y residentes.

Fuera del tejido inmune, también se ha identificado formas funcionalmente activas de CD38 humano en
la membrana externa de eritrocitos y plaquetas. CD38 también se expresa en células epiteliales
prostaticas normales y células del islote pancredtico. También es posible detectarla en el cuerpo vy
dendritas de las neuronas, en las células de Purkinje, astrocitos de ratas y terminales nerviosas. Otras
células que son CD38+ incluyen células musculares, lisas y estriadas, tubulo renal, células ganglionares de
retina y células de cornea (Malavasi, 2008).

Il. ESTRUCTURA DE CD38 Y SU DISTRIBUCION EN LA MEMBRANA

En cuanto a su estructura, esta familia de proteinas va desde la cADPR soluble de Aplysia de 29 kDa a las
glicoproteinas de membrana de 45 kDa como CD38 y CD157. Todas estas proteinas tienen un nucleo
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polipeptidico de 280-300 aminoacidos, con al menos el 25% de los residuos en comun. Su secuencia de
aminoacidos estd muy bien conservada, en especial, la preservacion de 10 residuos de cisteina y el
espacio entre ellas (Malavasi, 2006).

En general, la estructura de la molécula de CD38 es en forma de “L” (Fig.7) y puede ser dividida en dos
dominios. El dominio NH,- terminal (residuos 45-118 y 144-200) esta formado por un fajo de a-hélices
(a1, a2, a3, a5 y a6) y dos filamentos B pequefios (B1,B3), y el dominio COOH- terminal (residuos 119-
143 y 201-300) consiste de 4 filamentos paralelos de hoja B (B2, B4, B5 y B6) rodeado por dos a-hélices
largas (a8 y a9) y dos cortas (a4 y a7) (Malavasi, 2008).

Estudios de mutagénesis dirigida muestran que el residuo catalitico probablemente sea Glu226, pues
cualquier cambio da como resultado un CD38 inactivo, el sitio activo esta cargado negativamente con sus
numerosos residuos acidicos, mientras que la regiéon amino terminal, que esta en contacto directo con la
membrana estd cargado en su mayoria positivamente, lo cual marca una interaccién preferencial con
fosfolipidos cargados de manera negativa (Lee, 2006).

Fig. 7 Estructura cristalina de CD38. Lee, 2006

CD38 se expresa en forma de homodimeros unidos no covalentemente en la superficie de LcB murinos y
funciona como co-receptor para el BCR, modulando la sefalizacidn a través de éste (Liu, 2008).
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Deaglio y col. (2007) trataron la membrana de LcB normales y de distintas lineas celulares con un
surfactante no idnico (Brij 98), y separando por gradiente de centrifugacion 2 fracciones: una insoluble
en el detergente que contenia los dominios de balsas de lipidos y una fraccion soluble en el detergente,
encontraron que el 50% de CD38 que se localiza en membranas insolubles, se debe a una asociacidn
con balsas lipidicas y que los mondmeros y dimeros tenian una distribucion diferencial a lo largo de la
membrana. En condiciones de reposo, encontraron que el 30% del mondémero se hallaba en la fraccién
insoluble, 30% en la fraccion soluble y el 40% restante en las zonas intermedias, en tanto que la
distribucidon de dimeros fue de la siguiente manera: el 15% en la fraccién insoluble y el 85% restante
distribuido entre la fraccion soluble y las zonas intermedias (Deaglio,2007).

IV. CD38 Y SU ACTIVIDAD DE RECEPTOR. EL MODELO HUMANO

La actividad de CD38 como receptor es regulada a través de la unidon con CD31, que se expresa en células
NK, plaguetas, neutrdfilos y monocitos, dicha interaccidon induce proliferacién y transformacion
inmunoblastica (Deaglio, 2010). Sin embargo, hasta la fecha, la interaccién de CD38 con su ligando solo
ha podido estudiarse a través del modelo patoldgico de Leucemia Linfocitica Crénica, como se vera en
otro apartado de los antecedentes.

La sefalizacion a través de CD38 estd regulada por cambios conformacionales en el dominio extracelular,
después de la unidn con su ligando/sustrato. La re-localizacién de CD38 en la membrana (la translocacion
a las balsas lipidicas) es importante en el proceso de transduccidon de sefiales. Tras la unién con su
anticuerpo, CD38 polariza hacia el drea de la membrana con la mayor concentracion del ganglésido
GM1, el “cocaping” con CD81 (una tetraspanina residente de balsas) refuerza la observacién de la
localizacién de CD38 en balsas. CD38 y CD81 se asocian lateralmente en LcB normales y neoplasicos,
dicha asociacion es bidireccional. Por otro lado, también se ha demostrado la asociaciéon de CD38 con
CD19 y la inmunoglobulina de superficie en LcB normales y en aquellos derivados de Leucemia Linfocitica
Crdnica (CLL), dicha asociacidn es sensible a la deplecién de colesterol indicando que la asociacién ocurre
en las balsas, pues la asociacion CD38/CD81 también se ve afectada (Liu, 2008; Deaglio, 2007).

Ademas de la forma unida a membrana, se ha identificado una forma soluble de CD38 (sCD38) en
sobrenadantes de cultivos de LcT activados, de varias lineas celulares tumorales, y en el suero de
pacientes con mieloma y en los fluidos bioldgicos de pacientes con SIDA (Malavasi, 2008).

V. CD38 Y SU ACTIVIDAD DE RECEPTOR. EL MODELO MURIDO

En el 2005, Moreno- Garcia y colaboradores lograron disecar la via de sefializacién a través CD38 a tal
punto que proponen el siguiente modelo: CD38, probablemente mediante una asociacién con Iga e Igp,
activa las cinasas Lyn y Fyn que a su vez activan Btk; Btk no activa la fosfolipasa C-y2 (PLC-y2), si no que
participa en asociacion con otras sefales( posiblemente proteinas G grandes y pequefias u otras tirosina
cinasas), en la activacion tanto de fosfatidilcolina-PLC (PC-PLC) como de fosfolipasa D, estos eventos
promueven una produccion sostenida de diacilglicerol(DAG) y la consecuente activacion de la proteina
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cinasa K (PKC) y del factor de transcripcién nuclear NF-kB. Btk también puede contribuir de manera
adicional e independiente con sefiales que promuevan la supervivencia celular, expresion de ciclina D2 y
proliferacién celular (Fig.8) (Moreno-Garcia, 2005).

Fig. 8 Modelo de sefializacién via CD38. Moreno-Garcia,2005

El efecto de entrecruzar CD38 parece similar, pero no idéntico al efecto observado del entrecruzamiento
del BCR, lo que sugiere que ambas moléculas usan una maquinaria de transduccion de sefiales que esta
interrelacionada. Al entrecruzar BCRs muridos maduros con anti-CD38 en presencia de IL-4, se induce
proliferacion, mientras que la activacion de LcB con anti-CD38 en presencia de IL-5 induce la
diferenciacidn del LcB en células plasmaticas secretoras de IgG1.

Por otro lado, la co-estimulacidn de LcB con anti-CD38 y LPS, induce un aumento en la proliferacién, sin
embargo, solo una pequefa proporcion de LcB coestimulados diferenciaran hacia células plasmaticas
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CD138" comparada con aquella fraccién que fue solamente estimulada con el ligando de TLR. Por lo
tanto, podemos concluir que las sefiales inducidas a través de CD38 en LcB muridos maduros favorece la
proliferacidn a costa de la diferenciacidn de las mismas (Lund, 2006).

En el bazo, el nimero de células en el estadio de transicionales dos (T2) de ratones deficientes de CD38
se encuentra reducido, mientras el nUmero de transicionales uno (T1) es mayor que en el ratén silvestre.
Sin embargo, las células T1 no proliferan ante un estimulo con anti-CD38, por el contrario, dicho estimulo
promueve la apoptosis; lo que si ocurre es la proliferacion y diferenciacion de células T2 y maduras (M)
a las 48 horas del estimulo, dicho efecto se ve aumentado por la adicion de IL-4. Cuando se bloquea Ia
actividad enzimatica de CD38 se observa que dichas poblaciones siguen siendo capaces de proliferar, en
el caso de T2 y M, o de morir (T1), ante el estimulo con anti-CD38, concluyendo que la actividad de
receptor es totalmente independiente de la actividad enzimatica. Para llevar a cabo la induccion de
proliferacién de dichas subpoblaciones, CD38 comparte ciertas moléculas de sefializacién que también
son usadas por el BCR, tal es el caso de las cinasas Lyn, Fyn, Btk y PI3K (Rodriguez-Alba, 2005).

CD38 regula in vivo las funciones de otras células hematopoyéticas, incluyendo células dendriticas,
monocitos y neutréfilos. De hecho, Lund y col. han demostrado que la atraccién de neutrdéfilos hacia el
sitio de inflamacién es dependiente de la expresién de CD38 en dichas células y que CD38 regula la
respuesta de Ca** de neutréfilos y DC’s estimulados por quimiocinas, y mas aun, que el tratamiento con
un agonista de la CADPR, bloquea la respuesta a Ca®" y el potencial quimiotactico de dichas células. CD38
regula la quimiotaxis de las células mediante el cADPR, que controla la sefializacion de Ca®* a través de
receptores de quimiocinas (Lund, 2006; Lee, 2006).

VI. INTERACCIONES EN CIS

Dado que CD38 posee un pequefio tallo citopldasmico, que no contiene residuos de tirosina ni motivos de
activacion, es de esperarse que la sefalizacidon via CD38 involucre la activacién de otras moléculas
asociadas a la membrana.

Se ha demostrado que tras el entrecruzamiento de CD38, la molécula es translocada a las balsas lipidicas,
lo cual puede ser corroborado por experimentos de cocaping donde CD38 colocaliza con una
tetraspanina residente de balsas, denominada CD81; y es en las balsas donde CD38 interactia con CD19
formando un complejo supramolecular funcionalmente activo, pues, al parecer, en ausencia de un CD19
funcionalmente activo, CD38 es incapaz de sefializar. Dicha interaccion depende de la integridad de la
balsa lipidica, pues cuando el colesterol es depletado, la localizacién de CD38 es preferencialmente
citoplasmica (Kitanaka, 1997; Deaglio, 2007).

Otro tipo de asociacién es la que tiene CD38 con los receptores tipo toll (TLR’s por sus siglas en inglés).
Tsukamoto y colaboradores, demostraron en el 2009, que el TLR7 coopera con CD38 en combinacion
con IL-4 para inducir el cambio de isotipo de p a y1, la producciéon de 1gG1l, un aumento en la
proliferacidn, asi como una sobreexpresion de CD86. La coestimulacion de células B muridas con aCD38
+ IL-4 junto con 8-mercaptoguanosina (8-SGuo, activador de TLR7), promueve la expresidon tanto de
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Aicda como AID, esenciales para el cambio de isotipo. Demostraron también, que la administracién de 8-
SGuo o Loxorribina (analogo de guanosina) en conjunto con aCD38 de forma intraperitoneal induce la
diferenciacion a células plasmaticas CD138" y secretoras de 1gG1. Por otro lado, Manjarrez-Ordufio,
encontré que el entrecruzamiento de CD38 junto con LPS, interfiere con la diferenciacion a células
plasmaticas, disminuyendo el nimero de células IgM’, y cuando se investigad el nivel de ciertos
transcritos necesarios para la diferenciacidon notaron que, mientras que Bcl6, el cual se relaciona con el
indice proliferativo, se encontraba alto, el nivel de transcritos de Blimp-1, requerido para la
diferenciacidn, se encontraba reducido. Falta estudiar si CD38 puede promover memoria mediante la
disminucién de diferenciacién a células plasmaticas (Tsukamoto, 2009; Manjarrez-Ordufio, 2007).

VIIl. PAPEL DE CD38 EN DIVERSAS PATOLOGIAS

El primer interés en la generacién de animales mutantes para CD38 surgié a partir del modelo
propuesto en donde NAD®, debemos recordar que este es un sustrato de CD38 como enzima, es el
agente central en la patogénesis del dafo a células B del pancreas y el consecuente desarrollo de
diabetes. Se sabe que el suero de ratones que sobre expresan CD38 muestra niveles mayores de insulina
que aquellos controles en la prueba de tolerancia a glucosa, mientras que los ratones deficientes
presentan intolerancia a la glucosa y su suero niveles menores de insulina comparados con los controles,
mas aun, los islotes pancreaticos de dichos ratones son mas susceptibles a la apoptosis (Malavasi, 2008).

VII. a. DIABETES

Diversos estudios sugieren que la respuesta humoral frente CD38 puede ser seguida de destruccién de
células B. Mallone (2006) propone un mecanismo fisiopatogénico de diabetes, destacando Ia
participacion de CD38: el ATP producido por el metabolismo de glucosa inhibe la actividad cADPR
hidrolasa de CD38, haciendo que el cADPR se acumule, en consecuencia el Ca** se acumula y se secreta
insulina (Fig. 9), en cambio las células B de ratones CD38" no producen cADPR en respuesta a glucosa,
por lo que no hay liberacién de Ca** ni secrecién de insulina.

Ademas de la participacion directa de CD38, se encontraron autoanticuerpos contra CD38 en el suero de
pacientes con diabetes tipo | como diabetes tipo Il. La presencia de autoanticuerpos correlaciona con
niveles plasmaticos mayores de péptido C e insulina. Excepto en aquellos casos de DM1 avanzados, pues
en ellos, ya no hay mas células B que estimular. En un estudio longitudinal retrospectivo, se analizd el
suero de pacientes con DM1 al momento de diagndstico, 2, 5 y 10 afios después y se encontrd que la
prevalencia de autoanticuerpos aumentaba con el progreso temporal de la enfermedad. La estimulacién
sostenida, que se presenta con los autoanticuerpos y los altos niveles de insulina plasmatica, puede
llevar a que las pocas células B se agoten mds rapido. En resumen, el influjo prolongado de Ca** a las
células B produce desensibilizacion y apoptosis, mds audn, los anticuerpos contra CD38 en PBMC's
provocan la liberacién de citocinas proinflamatorias que también contribuyen al establecimiento de
diabetes (Mallone, 2006).
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Fig.9 Modelo de secrecién de insulina a través de CD38. Mallone,2006

VII. b. LEUCEMIA LINFOCITICA CRONICA

La primera observacion donde se ligd la expresion de CD38 al mal prondstico de pacientes con LLC fue
publicada por el grupo de Chiorazzi y colaboradores en 1999, donde los autores sugieren que los
pacientes pueden ser divididos en dos grupos de prondstico de acuerdo a la mutacién en los genes IgV.
Pacientes que no tenian mutaciones en dichos genes presentaban una enfermedad mas agresiva al
diagndstico, no tenian una buena respuesta a las terapias convencionales y finalmente morian mas
pronto; la misma poblacidon presentaba valores mayores de células CD38+. Numerosos trabajos
posteriormente confirmaron la observacion y ahora podemos concluir que la expresién de CD38 es un
marcador de mal prondstico en pacientes con LLC (D’Arena, 2001: Jakob, 2006).

El interés que se tiene en dicha patologia deriva de la posibilidad de estudiar el rol de CD38 in vivo a
través de dicho modelo. La hipdtesis es que CD38 no solo es un marcador de mal prondstico, si no que su
expresion puede estar implicada en la patogenia de la enfermedad. En concordancia con esto, Deaglio y
colaboradores, demostraron en el 2003 que el entrecruzamiento de CD38, por medio de anticuerpos
monoclonales, es seguido por proliferacidon y transformacion blastica de una subpoblacién de células
leucémicas. Trabajos posteriores del mismo grupo, demostraron que el contacto de CD38 con el ligando
CD31 regula a la alta la expresion del receptor de supervivencia CD100, un miembro de la familia de las
semaforinas involucrado en el crecimiento y supervivencia de células leucémicas (Fig.10).
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Fig. 10 CD38 como agente patogénico en Leucemia Linfocitica Crénica. Modificado de
Malavasi,2008

Mas aun, en un estudio mas reciente, se encontrd que las balsas de lipidos de lineas celulares contienen
un mayor nimero de monémeros de CD38 que los LcB aislados de amigdalas de pacientes sanos; dichos
mondmeros representan una forma de la molécula que los autores definen como “ready to use”, es
decir, que al unirse a CD31 comenzara la cascada de sefializacidon que llevara a eventos de proliferacion,
refractoriedad a terapias convencionales y la adquisiciéon de otros marcadores de mal prondstico (Fig.11)
(Deaglio, 2003, 2005, 2007).

MID Intermedia MSD

células Mondmero dimero mondmero dimero mondmero Dimero

LcB de 32 16 38 44 30 40
amigdala

Nalm- 6 46 19 46 36 8 45
Raji 33 36 50 45 17 19
Daudi 34 46 60 52 6 2
DLo6 27 2 50 59 23 20

Fig. 11 Distribucion en porcentaje de las moléculas de CD38 en los distintos dominios de la
membrana. MID=Membrana Insoluble en Detergente, MSD=Membrana Soluble en Detergente.
Deaglio, 2007
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VIIl. APLICACIONES TERAPEUTICAS

El hecho de que CD38 se expresa en el caso de tumores linfoides, mielomas, linfomas asociados a SIDA y
linfoproliferacién post- trasplante, lo convierte en un blanco terapéutico promisor para la terapia con
anticuerpos. Tres grupos han descrito anticuerpos anti-CD38 con un fuerte potencial citolitico. Primero,
un anticuerpo monoclonal anti-CD38 de clase IgG, elaborado en ratones transgénicos, con potente
citotoxicidad celular y por complemento frente lineas celulares de mieloma asi como de médula ésea y
sangre leucémica. Segundo, una serie de anti-hCD38 especificos, con gran afinidad y actividad CCDA
(citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo) contra lineas celulares y cultivos primarios de
mieloma, fueron seleccionados a partir de una biblioteca de fagos. Finalmente, para aumentar la
afinidad por células de mieloma se han desarrollado anticuerpos anti-CD38/CD138. Debido a que carece
de fraccidn Fc, esta construccidn basa su citotoxicidad en proporcionar una toxina a la célula tumoral.

Existen otras neoplasias que pueden ser objeto de la terapia con anticuerpos, tales como la leucemia
promielocitica aguda y otras leucemias en donde la expresién de CD38 puede ser inducida a través de
tratamiento con acido retinoico.

Sin embargo hay que tomar en cuenta las evidencias de que CD38 promueve manifestaciones
pulmonares del sindrome de acido retinoico (Stevenson, 2006).
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JUSTIFICACION

Durante su ontogenia, el linfocito B atraviesa una serie de etapas sucesivas donde suceden cambios en
su morfologia y funcién. Diversas moléculas participan de manera directa (de nuestro interés C3, TLR4,
Fyn, Lyn, slgM) o indirecta (CD38) en dichos cambios. El mayor nimero de estudios se ha realizado en
células de bazo y pocos se han enfocado al estudio de la médula dsea. De ahi la importancia de estudiar
qué sucede en las primeras etapas del proceso de maduracion y diferenciaciéon en ausencia de dichas
moléculas (C3, TLR4, Fyn, Lyn, slgM), asi como de analizar la expresion de CD38 en estas poblaciones,
pues un cambio en la expresidn es sugestivo de algun tipo de relacién entre CD38 y las moléculas en
cuestion durante el proceso de maduracion y diferenciacion.

HIPOTESIS

En ausencia de alguna de las moléculas antes mencionadas (C3, TLR4, Fyn, Lyn, slgM) el linfocito B podria
estar usando CD38 como una via alterna en su maduracion.

OBIJETIVO

Analizar la expresién de CD38 durante la ontogenia del linfocito B en distintas cepas de ratones:
v" C57BL/6J, cepa control para las 3 siguientes cepas

B10.12952(B6)-Igh-6""""/, no secreta IgM

B6.12954-C3"“"/}, “knock out” del producto del complemento C3

C57BL/10ScNJ, “knock out” de TLR4

129SvimJ, cepa control para las siguientes cepas

Lyn-/- 129SvimJ, “knock out” de la cinasa Lyn

AN N N Y N N

Fyn-/- 129SvimlJ, “knock out” de la cinasa Fyn
OBIJETIVOS PARTICULARES
v" ldentificar los distintos estadios de maduracién del linfocito B

v"Analizar la expresién de CD38 en dichos estadios.
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MATERIALES Y METODOS

A. Cepas de ratones.

Se trabajé con las siguientes cepas de ratones mantenidas en la Unidad de Produccién vy

Experimentacién de Animales de Laboratorio (UPEAL) del Centro de Investigacion y Estudios

Avanzados del IPN (CINVESTAV, Zacatenco), que a su vez, fueron adquiridas de Jackson
Laboratory, EU: C57BL/6J,la cepa control, B10.12952(B6)-Igh-6"“9"/J, esta cepa no secreta IgM,
C57BL/10ScNJ, “knock out” de TLR4, B6.12954-C3"™™"/) “knock out” del producto C3 del

complemento, B6.129P2-Cd38™™"/), “knock out” de CD38.

También se trabajaron las cepas Lyn-/- 129SvimJ,”knock out” de la cinasa Lyn, y Fyn-/- 129SvimJ,

“knock out” de la cinasa Fyn que fueron amablemente donadas por la Dra. Claudia Gonzalez
Espinoza (CINVESTAV, Sede Sur, México, D.F.)

B. Iniciadores

Los iniciadores utilizados fueron los siguientes, bajo las sugerencias

genotipificacion de sus ratones:

de Jackson Laboratory para la

Iniciador Secuencia 5’->3’ Tipo
olMR1325 ATC TTG AGT GCACCAAGCC Silvestre
olMR1326 GGT TGC AGC AGT CTA TGA AGG Silvestre
olMR0013 CTT GGG TGG AGA GGC TATTC Mutante forward
olMR0014 AGG TGA GAT GACAGG AGATC Mutante reverse
Tabla 1. Iniciadores para la cepa B6.12954-C3"™™"/J.
Iniciadores Secuencia 5’->3’ Tipo
olMR8365 GCAAGT TTC TATATGCATTCT C Mutante forward
olMR8366 CCT CCATTT CCA ATA GGT AG Mutante reverse
olMR8367 ATATGC ATG ATCAACACCACAG Silvestre forward
olMR8368 TTTCCATTG CTG CCCTAT AG Silvestre reverse
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C.

Tabla 2. Iniciadores para la cepa C57BL/10ScNJ.

Iniciadores Secuencia 5’-2>3’ Tipo
olMR1750 CCGTCT AGCTTG AGCTATTAGG Comun
olIMR1751 GAA GAG GAC GAT GAA GGT GG Silvestre
olMR5255 TTG TGC CCA GTCATAGCCGAAT

Tabla 3. Iniciadores para la cepa B10.12952(B6)-Igh-6"""/).

Anticuerpos

Los anticuerpos monoclonales CD43-FITC, CD38-PE, B220-PercP, IgM- APC y CD19 APC-Cy7 usados
en la tincion de médula ésea, B220-PB, CD21-FITC, CD24-PE-Cy5, CD23-PE-Cy7, usados en la tincion
de bazo de la casa comercial BD Biosciences.

El anticuerpo 2.4 G2, usado para el bloqueo de las fracciones FcR, fue obtenido a partir del
sobrenadante de un hibridoma crecido en un biorreactor y purificado a través de columnas de
afinidad de sefarosa con proteina G, ambas afines a la region Fc (Reyes, 2010).

GENOTIPIFICACION DE RATONES.
D.1 Extraccion de DNA genémico a partir de tejido.

Para poder llevar a cabo la genotipificacién de ratones, es necesario llevar a cabo la extraccién de
DNA a partir de tejido del animal, para lo cual el ratén fue anestesiado con éter etilico, tras lo cual
se le cortd no mas de 0.2cm de oreja.

El tejido se colocé en un tubo de microcentrifuga, ya sea de 0.6 ml o 1.5 ml, se le afadié 75ul de
agente de lisis alcalina (Anexo I) y se calentd a 95°C, durante 30 minutos. Transcurrido el tiempo de
calentamiento, el tubo con la muestra fue enfriado a 4°C y se le anadié 75ul de buffer de
neutralizacion (Anexo 1). EI DNA se almacend a -20°C.

D.2 Reactivos para PCR

La DNA polimerasa utilizada fue Deep Vent™ (exo-) DNA Polymerase (New England Biolabs), usando
5 unidades (0.2pl) por reaccion de PCRy 1X (2ul) ThermoPol Reaction Buffer: 20 mM Tris-HCI, 10
MM (NH,4),SO4, 10 mM KCI, 2 mM MgS0Q,, 0.1 % Triton X-100, pH 8.8 a 25°C.

Los deoxirribunucléotidos trifosfato (Promega) fueron usados a una concentraciéon final de 12.5
mM.
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Los iniciadores (Invitrogen) fueron usados a concentracion final de 10mM. Se afadié de 1.5 a 2ul de
DNA. Siendo el volumen final de cada reaccién de 20ul.

D.3 Condiciones de PCR

Las condiciones de PCR varian para cada cepa de ratones y son aquellas sugeridas por el laboratorio
que distribuye los ratones, The Jackson Laboratory:

Igh-g=1%s

94°C | 94a°C 72°C| 72°C

3min { 30sec \  651°C  / 1min} 2min
1 min 35 ciclos

Fig. 12 Un casete de resistencia a neomicina es trastocado en el exdn 6 del gen que codifica
para los aminoacidos solubles de cadena pesada p de la inmunoglobulina.

Tirglewoe

94°C | 94°C 72°C| 72°C

3min { 30sec \  55°C  / 1min} 2min
1 min 35 ciclos

Fig. 13 Este alelo se ha caracterizado por la ausencia de RNAm debido a una delecién del locus,
el DNA gendmico removido compete solo al gen que codifica para el TLRA4.

3ty
. i i
94°C | 94°C 72°C } 94°C 72°C | 72°C
3min!30 sec\ 64°C / 35 seci20 sec\ 58°C / 35 seci2 min
30 sec 30 sec
12 25
ciclos ciclos

Fig. 14 Una insercidn de un casete de resistencia a neomicina en el exén del gen que codifica
para C3 remueven las secuencias que codifican para el extremo C-terminal de la cadena B y el
extremo N- terminal para la cadena q, incluido el sitio para procesar la molécula pro- C3.
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E. FENOTIPIFICACION DE RATONES DEFICIENTES DE CD38

A partir de sangre total se tifieron las células CD38" empleando el anticuerpo monoclonal anti-CD38-PE
(BD Biosciences). Para lo cual se sangro al ratén por la cola y se tomo un aproximado de 30 pl de sangre
colocandolo en un tubo de microcentrifuga que contenia 30 ul de EDTA 0.5M (Anexo 1), posteriormente
la sangre fue vertida a un tubo de citometria.

A cada tubo se le agregd 30ul de una dilucidon 1:200 del anticuerpo anti-CD38-PE y se incubé por 15 min,
TA vy en oscuridad. Transcurrido este tiempo de incubacidn, se afiadieron 500ul de una dilucion 1:10 de
la solucién de lisis, FACS™ Lysing Solution (Becton Dickinson) y se volvié a incubar, ahora por 10 min, TA
y en oscuridad. Posteriormente se centrifugd a 1500 rpm por 5 min a 21°C, se decantd y se realizd de
uno a dos lavados con PBA (Anexo l); finalmente se resuspendid en 300ul de PBA, en caso de ser
adquiridos el mismo dia, o bien, fijados en 300 pl de Fix-FACS (Anexo ) y almacenados a 4°C en caso de
adquirirlos en dias posteriores. La adquisicidn se llevé a cabo en un citdémetro de flujo FACSCalibur™ de
BD. Adquiriendo un minimo de 10,000 eventos.

Se evalué la expresion de CD38 con ayuda del programa WinMDI, versién 2.9
F. TINCION DE BAZO

Los ratones fueron sacrificados por dislocacidn cervical, tras lo cual se sumergieron en una solucién
alcohdlica de etanol al 70%, y se hizo un corte en la piel del lado izquierdo, mas o menos a la altura de las
costillas, se corté también el musculo y el bazo fue extraido.

El bazo se colocd en una caja Petri con PBS y se triturd con ayuda de una malla y la parte no porosa del
émbolo de una jeringa.

Las células fueron recolectadas en tubos cénicos de centrifuga y centrifugadas a 1500 rpm por 10 min a
4°C. Se desechd el sobrenadante y se lisaron los eritrocitos con la solucidn de lisis correspondiente
(Anexo 1), incubandolas con 8 ml de la solucién por 10 min.

Transcurrido dicho tiempo de incubacidn, las células se lavaron de una a dos veces con PBS, pero esta
vez, centrifugando a 1500 rpm por 5 min. Las células viables fueron contadas en una camara de
Neubauer previo tratamiento con azul tripan.

Por cada tincidn se colocd de tres a seis millones de células. Las células se incubaron por un minimo de
media hora con el anticuerpo 2.4G2, a TA, tras lo cual se realizé un lavado con PBS. Se deseché ese
sobrenadante y las células se resuspendieron en el volumen restante (aproximadamente 30ul).

Se colocé 0.3ul de cada anticuerpo y se incubé por un periodo de 15 a 20 minutos a temperatura
ambiente, en oscuridad. Se realizé un lavado con PBS y las células fueron resuspendidas en 300ul ya sea
de PBS o de Fix-FACS para su captura en el citémetro de flujo FACSCyan™ adquiriendo un minimo de
100,000 eventos y su andlisis en el programa FlowlJo, versién 7.5.5.

G. TINCION DE MEDULA OSEA

Se procedié a extraer tanto fémur como tibia, quitdndoles la mayor cantidad posible de tejido adiposo y
muscular. Se colocaron ambos huesos en una caja Petri con PBS-SFB 3% frio (Anexo ) y haciendo un
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corte en las epifisis (extremo) de los huesos, se hizo pasar la solucion de PBS-SFB con ayuda de una
jeringa de 1 cc.

Se recolectaron las células en tubos cénicos de centrifuga, haciéndolas pasar primero por tela de
organza, esto es para eliminar restos de hueso o de tejido que pudieran complicar su posterior
adquisicion al citdmetro. Se centrifugaron a 1500 rpm, por 10 min, a 4°C. Se desechd ese sobrenadante
y se lisaron los eritrocitos con la solucidon de lisis correspondiente (Anexo 1), incubando por 5 min con 5
ml de la solucidn de lisis. Transcurrido el tiempo de incubacién, las células se lavaron una sola vez con
PBS-SFB3%, centrifugando a la misma velocidad y temperatura solo que ahora por 5 min.

Por cada tincién se colocd de tres a seis millones de células. Las células se incubaron por un minimo de
media hora con el anticuerpo 2.4G2, en hielo, tras lo cual se realizd un lavado con PBS-SFB3%. Se
desechd ese sobrenadante y las células se resuspendieron en 50l de PBS-SFB3%.

Se colocé 1pl de cada anticuerpo y se incubd por un lapso de 15 a 20 min, en hielo y en oscuridad, tras lo
cual las células fueron lavadas con PBS-SFB3% vy resuspendidas en 300ul de PBS-SFB3% para su
inmediata adquisicién en citémetro de flujo FACSCyan™ , adquiriéndose 1,000,000 de eventos, y su
analisis en el programa FlowlJo, versién 7.5.5.

H. IDENTIFICACION DE LOS DISTINTOS ESTADIOS DE MADURACION DE LINFOCITOS B.

Como muchos otros laboratorios, nuestra clasificacién se basa en la estrategia inicial propuesta por
Hardy y colaboradores (1991), donde las células pre-pro B son caracterizadas como CD45RP** CD43P*
CD24™# y |as células pro-B como CD45R* CD43P% CD24P*, pero, dado que la poblacidon CD45RP*° CD43P**
es heterogénea, una clasificacién alterna es la propuesta por Tudor y colaboradores(2000), donde dichas
subpoblaciones se distinguen por la expresién de CD19, siendo las células pro-B positiva para tal
marcador. En etapas posteriores, el marcador CD43 se pierde, dentro de esta subpoblacion se
encuentran las células pre-B, que, aunque a pesar de expresar la cadena pesada Igu en su citoplasma, no
lo hacen en la superficie celular, y las células B inmaduras que expresan IgM de membrana. (Hardy y
Hayakawa, 2001)

En cuanto a los estadios de maduracién en bazo, se sigue la clasificacion de Loder y colaboradores
(1999): T1 (CD24"e", cD21'%), T2 (CD24"", CD21"&"), M (CD24"™", cD21™™%®) 3 su vez, la regidn T2 se
subdivide en células realmente T2 CD23" y de zona marginal CD23". (Loder,1999).

I. ESTADISTICA

Se hizo una prueba T de student pareada a dos colas y un intervalo de confianza de 95% para
comparar los resultados obtenidos de forma individual entre la cepa “knockout” con su respectiva
cepa control.

Debido a la disponibilidad de los ratones el nimero de experimentos individuales (n) varié para cada
cepa de ratones:
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Cepa n Médula é6sea | n Bazo
KO TLR4 4 7
KO CD38 3 4
KO C3 3 4
KO LYN 6 6
KO FYN - 3
KO sigM= KO IgH 5 -

Cada experimento se corrid a la par con un ratén control.

Dado que cada cepa puede reflejar un porcentaje distinto de estadios de maduracion, la estadistica
se realiz6 también en base al numero total de células.

33



RESULTADOS
1. Genotipificacion o fenotipificacion de las distintas cepas de ratones.

Se llevo a cabo la genotipificacion de las cepas: B6.12954-C3"¢"/), C57BL/10ScNJ y B10.12952(B6)-Igh-
6"1%9"/J con los iniciadores y condiciones de PCR de Jackson Laboratory, comprobandose el resultado
mediante un gel de agarosa al 2% (figuras 11,12,13).

Fig. 15 Genotipificacion de la cepa B6.12954-C3""/), “knock out” de C3. Bandas esperadas, WT:
350pb, Mut:280 pb, Heterocigoto: ambas bandas
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Fig. 16 Genotipificacidon de la cepa C57BL/10ScNJ, “knock out” de TLR4. Bandas esperadas, WT:
390pb, Mut: 140 pb, Htz: ambas bandas

Fig. 17 Genotipificacion de la cepa B10.12952(B6)-Igh-6"""/J, “knock out” de sIgM . Bandas
esperadas, WT: 210pb, Mut: 500 pb, Htz: ambas bandas

Por otro lado, la fenotipificacion de los ratones “knock out” de CD38 se realizé6 mediante una
tincion de citometria de flujo de sangre periférica utilizando el anticuerpo monoclonal anti-
CD38 marcado con ficoeritrina.
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Figura. 18 Fenotipificacidn de ratones “knock out” de CD38. En A) grafica de tamafio contra
granularidad en la tincidn sangre periférica de un ratén C57BL6J, en un circulo rojo se enmarca la
regién de linfocitos, en B) histograma de la fluorescencia de CD38 del mismo ratdn, en la region de
linfocitos; en C) grafica de tamafo contra granularidad en la tincidn de sangre periférica de un ratén
“knock out” de CD38 en fondo C57BL6J, en un circulo rojo, la regién de linfocitos; en D) histograma de
la fluorescencia de CD38 del ratdn deficiente, el histograma vacio indica aquel obtenido por el ratén
control.

En el histograma para el ratén control existen dos tipos de poblaciones: una que no expresa CD38
y otra que si lo hace, que se ubica a la derecha del histograma; a diferencia del histograma para el
ratén “knock out “de CD38, donde no podemos observar la poblacidon que expresa la molécula.

2. Identificacion de los distintos estadios de maduracion del linfocito B
2.1 Identificacion de los distintos estadios de maduracion del linfocito B en médula dsea

Como se menciond en materiales y métodos, se pueden identificar los distintos estadios del
linfocito B a través de marcadores en su superficie y mediante citometria de flujo. Se utilizé la
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clasificacion de Hardy y Hayakawa (2001) para definir los distintos estadios de maduracion del
linfocito B en médula dsea.

Figura. 19 La expresidn de TLR4 en LcB no es necesaria para el desarrollo del mismo a nivel de médula
Osea. En A) Seleccion de la regidn de linfocitos y analisis de los distintos estadios de maduracién, en B)
porcentaje del total de linfocitos y en C) nimeros totales de células de la cepa deficiente de TLR4. n=4
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Es bien conocido el papel de los receptores tipo Toll en linfocitos B maduros en la respuesta frente a
antigenos T-independientes, en lo que se refiere a la proliferacién y diferenciacidon hacia células
secretoras de anticuerpos, pero poco se conoce del papel de dichos receptores durante las etapas mas
tempranas del desarrollo del linfocito B. Ahora sabemos por la literatura que en dichos estadios, los
linfocitos B expresan TLR4, son capaces de responder a LPS, de diferenciarse a células IgM" y de llevar
acabo cambio de isotipo independientemente de la expresidon de un BCR (Hayashi,2005; Melamed,2008).
Sin embargo, como se muestra en la figura 19, nuestros resultados sugieren que a pesar de tener la
capacidad de ser activados via TLR4, dicho receptor no es esencial en la maduracidn del linfocito B, pues
no se observan diferencias significativas respecto la cepa control.

Figura 20. El producto principal del sistema del complemento, C3, no participa en el desarrollo del LcB,
a nivel de médula dsea. En A) seleccion de la poblacidn de linfocitos y analisis de los estadios de
maduracidn.
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Figura 20bis. El producto principal del sistema del complemento, C3, no participa en el desarrollo del
LcB, a nivel de médula 6sea B) porcentaje del total de linfocitos y en C) nimeros totales de células*
p<0.05 respecto a la cepa control. n=3

Como se observa en la figura 20 bis, se observé un nimero reducido de porcentaje de células pro-B en
el ratén “knock out” de C3 en comparacién con la cepa control C57BL6J,dado que no hay diferencia
significativa respecto al nimero total de células pro-B, seria necesario aumentar el tamafo de la
muestra (n=3) para asegurar que dicha diferencia es o no significativa. Por otro lado los resultados
estdn en concordancia con lo reportado en la literatura, el ratén “knock out” de C3 tiene el mismo
fenotipo que la cepa silvestre, es decir los porcentajes y los nimeros totales de cada estadio no se
modifica, solo presenta defectos en la formacién de centros germinales y una respuesta humoral débil.
(Fischer,1996).
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Figura. 21 La expresién de CD38 es prescindible en las primeras etapas de maduracién del LcB en médula
Osea. En A) seleccion de la poblacién de linfocitos y analisis de los estadios de maduracidn, en B)
porcentaje del total de linfocitos, en C) numeros totales de células. n=3
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Como se observa en la figura 21, tanto en porcentajes como en nimeros totales, no existen diferencias
significativas entre el raton “knock out” de CD38 y el ratdn silvestre, sugiriendo que CD38 no es esencial
para el desarrollo del linfocito B, en estas primeras etapas.#

Figura.22 La forma soluble de IgM participa en las primeras etapas de maduracion del LcB, siendo de vital
importancia en el estadio de B inmaduras. En A) seleccion de la poblacién de linfocitos y analisis de los
estadios de maduracidn, en B) porcentaje del total de linfocitos y en C) nimeros totales de células

de la cepa deficiente de slgM . * p<0.05 respecto a la cepa control. n=5
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El raton transgénico de la figura 22, tiene linfocitos B que no secretan IgM pero que la expresan unida a
su membrana, lo que permite aplicar la clasificacién de Hardy y Hayakawa (2001) y distinguir un nimero
determinado de células B inmaduras. Boes (1998) observé también un nimero significativamente mayor
de linfocitos pre- y pro- B, como una sola fraccién, pero contrario a nuestros resultados, observé
también un numero significativamente mayor de linfocitos B inmaduros. Es importante mencionar que la
IgM” como pro- B

IOW

clasificacion usada por el autor difiere de la propia, ya que clasifica a las células B220
y pre- B y a los linfocitos B inmaduros los clasifica como B220" IgM’. Aunque Boes y colaboradores
aseguran que no se afecta la maduracién del linfocito B en médula dsea, en estos ratones, nuestros
resultados sugieren lo contrario.

Figura. 23 La expresidn de la cinasa Lyn, involucrada en procesos de sefializacién es prescindible en las
primeras etapas de maduracién. En A) selecciéon de la poblacion de linfocitos y andlisis de los estadios de
maduracién
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Figura. 23 bis La expresion de la cinasa Lyn, involucrada en procesos de senalizacion es prescindible en las
primeras etapas de maduracién. En B) porcentaje del total de linfocitos y en C) nimeros totales de células de
la cepa deficiente de la cinasa Lyn.* p<0.05 respecto a la cepa control. n=6

2.2 Identificacion de los distintos estadios de maduracion del linfocito B en bazo

Asi mismo, se usan distintos marcadores de superficie para clasificar cada estadio de maduracién del
linfocito B en el bazo. (Anexoll)
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Figura. 24 El producto del complemento, C3, podria estar participando en los procesos de maduracion
del linfocito B que ocurren en el bazo. En A) seleccidn de la poblacién de linfocitos y analisis de los
estadios de maduracién, en B) porcentaje del total de linfocitos y en C) nimeros totales de células para
la cepa deficiente de C3. * p<0.05 respecto a la cepa control. n=4
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Cuando Hasewaga y colaboradores (2001) analizaron el nimero total de linfocitos B de bazo en ratones
“knock out” de C3 no encontraron diferencias significativas, sin embargo no llevaron a cabo el analisis
detallado de cada estadio de maduracidn. Los resultados obtenidos en la figura 24, sugieren la
participacidon del complemento en las etapas de maduracién en el bazo pues se observa una reduccién
significativa de células maduras.#

Figura. 25 La ausencia de TLR4 sobre el LcB repercute en el proceso de maduracién del LcB, encontrando
una disminucidn de linfocitos B T1 y linfocitos B maduros. En A) seleccion de la poblacion de linfocitos y
analisis de los
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Figura. 25 bis La ausencia de TLR4 sobre el LcB repercute en el proceso de maduracién del LcB,
encontrando una disminucidn de linfocitos B T1 y linfocitos B maduros B) porcentaje del total de
linfocitos y en C) numeros totales de células de la cepa deficiente de TLR4 en bazo. * p<0.05 respecto a
la cepa control. n=7

En la literatura podemos encontrar gran nimero de ensayos donde se prueba que la sefalizacién a
través de TLR’s estd involucrada en la activacién y diferenciacién del linfocito B hacia células plasmaticas
secretoras de anticuerpo y hacia células B de memoria (Rawlings, 2007), sin embargo poco se sabe de su
participacion en el proceso de maduracion. Los resultados de la figura 25 bis muestran un ndmero
significativamente menor de células B T1 y células B maduras en el ratéon “knock out”, sugiriendo la
posible participacién de TLR4 en el proceso de maduracion.
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Figura. 26 En ausencia de CD38 hay una disminucién aparente de células en el estadio de
transicionales uno y dos. En A) seleccién de la poblacion de linfocitos y andlisis de los estadios de
maduracién en B) porcentaje del total de linfocitos y en C) niumeros totales de células. * p<0.05
respecto a la cepa control. n=4
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Como se observa en la figura 26, hay una disminucién aparente de células en el estado de transicionales
uno y dos, sin embargo la diferencia no es significativa, por lo que se recomienda aumentar la n de
estudio.

Figura. 27 La cinasa Lyn juega un rol importante en las etapas de maduracién que ocurren en el bazo. En
A) seleccion de la poblacidn de linfocitos y analisis de los estadios de maduracion
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Figura. 27bis La cinasa Lyn juega un rol importante en las etapas de maduracidn que ocurren en el bazo.
En B) porcentaje del total de linfocitos y en C) nimeros totales de células de la cepa deficiente de la
cinasa Lyn.* p<0.05 respecto a la cepa control. n=6

Ferry y colaboradores (2005) encontraron que tanto el raton “knock out”de CD22 como de la cinasa
Lyn, tienen un numero significativamente reducido de linfocitos B de zona marginal, se piensa que
dicha reduccién es un reflejo de las alteraciones en la sefializacién del BCR. Las células de bazo, del
ratén “knock out” de Lyn, frente al estimulo con un antigeno se diferencian rapidamente hacia
células plasmaticas. (Ferry,2005)
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Figura. 28 En el ratdn “knock out” de la cinasa Fyn se observa un nimero reducido de LcB de zona
marginal. En A) seleccion de la poblacién de linfocitos y analisis de los estadios de maduracidn, en B)
porcentaje del total de linfocitos y en C) niumeros totales de células para la cepa 129 SvimJ Fyn-/-. *

p<0.05 respecto a la cepa control. n=3
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Mucho se ha publicado de la cinasa Fyn y su papel en el desarrollo de autoinmunidad, asi como la
incapacidad de los linfocitos B “knock out” de Fyn para proliferar frente un estimulo con CD38.
(Yu,2003; Rodriguez-Alba, 2008), pero poco se sabia del nimero de células en cada estadio de
maduracién: al igual que en el ratén “knock out” de la cinasa Lyn observamos un numero
significativamente reducido de linfocitos B de zona marginal, esto era de esperarse pues ambas
cinasas juegan un rol muy importante en la transduccién de sefiales a través del BCR.

3. Expresion de CD38 durante la ontogenia del linfocito B en las distintas cepas de ratones.

Figura. 29 En ausencia de la forma soluble de IgM la intensidad media de fluorescencia de CD38 se ve
disminuida de manera significativa en médula ésea. En A) expresiéon de CD38 en la cepa “knock out” de C3,
en B) expresién de CD38 para la cepa “knock out” de TLR4, en C) expresidén de CD38 en la cepa “knock out”

de IgH; en D) expresidon de CD38 en la cepa "knock out” de Lyn.

* p<0.05 respecto a la cepa control

Se observa que la intensidad media de fluorescencia de CD38 aumenta conforme el linfocito B madura
en la médula ésea a excepcidn del ratén “knock out” de IgM, donde la intensidad media de fluorescencia
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decae de manera significativa desde el estadio de pro-B. En lo que respecta al resto de las cepas, no se

observa una diferencia significativa.

Figura 30. La incapacidad para responder frente a un estimulo con CD38 de las cepas deficientes de
Lyny Fyn es independiente de la abundancia de CD38. En A) la expresion de CD38 en la cepa”knock
out” de C3, en B) expresién de CD38 para la cepa “knock out” de TLR4, en C) expresion de CD38 en la
cepa” knock out” de Fyn; finalmente en D) expresién de CD38 para la cepa “knock out” de Lyn.

Contrario a lo que se esperaba, basandonos en los resultados publicados (Rodriguez-Alba,2008 y
Yasue,1997) donde los ratones “knock out” de las cinasas Lyn y Fyn son incapaces de responder al
estimulo con CD38, observamos que no hay diferencia significativa en la expresién de CD38 entre las
cepas deficientes y la cepa silvestre, lo que sugiere que dicha incapacidad para responder, no se debe de
manera directa a una disminucion en la expresion de CD38.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Para conocer si en ausencia de ciertas moléculas clave para el desarrollo del linfocito B (C3, TLR4, Fyn,
Lyn, slgM), la célula podria usar a CD38 como una via alterna, en este trabajo se analizd el numero de
células en cada estadio de maduracién, asi como también la expresion de CD38, en ratones deficientes
para cada una de estas moléculas.

CD38 se expresa en la membrana del linfocito B desde las etapas mas tempranas de su maduracién en
médula désea y diversos estudios se han publicado donde se ponen de manifiesto los diversos efectos
bioldgicos del entrecruzamiento de CD38 (Manjarrez-Ordufio,2007;Rodriguez-Alba,2008; Lund,2008).
Otros estudios, nos hablan también de los efectos biolégicos de las moléculas clave antes mencionadas,
sin embargo no se habia realizado un andlisis a detalle de la ausencia de dichas moléculas y su
repercusion en el nimero de células en cada estadio, asi como en la abundancia de CD38.

Por lo tanto el objetivo principal de este trabajo fue analizar el nimero total de células en cada estadio
de la ontogenia del linfocito B, asi como la expresién de CD38 en cada uno de ellos, en las distintas cepas
de ratones “knock out”.

De manera general, CD38 se expresa desde los primeros estadios de maduracion del linfocito B pero su
expresion varia conforme el linfocito B va madurando, por ejemplo se observa que la intensidad media
de fluorescencia de CD38 aumenta conforme el linfocito B madura en la médula dsea, a excepcion del
ratén IgM donde la intensidad media de fluorescencia decae de manera significativa desde el estadio de
pro-B. Mientras que en el bazo, el estadio que presenta la mayor intensidad media de fluorescencia son
los linfocitos B de zona marginal. Indicdndonos que la abundancia de CD38 varia de forma diferencial
conforme el estadio de maduracion del linfocito B.

En un principio se reconocid a los receptores tipo Toll como Unicos de células del sistema inmune innato,
pero ahora sabemos que células como linfocitos T y B los expresan en su superficie. Aunque es bien
conocido el papel de los receptores tipo Toll en linfocitos B maduros en la respuesta frente a antigenos
T-independientes, promoviendo la proliferacidn y diferenciacién hacia células secretoras de anticuerpos,
poco se conoce del papel de dichos receptores durante las etapas mas tempranas del desarrollo. Ahora
sabemos que en dichos estadios, los linfocitos B expresan TLR4, son capaces de responder a LPS,
diferenciarse a células IgM* y de llevar acabo cambio de isotipo, independientemente de la expresién de
un BCR (Hayashi, 2005; Melamed, 2008). Se esperaria pues, que la deficiencia de dicha molécula, tuviera
repercusiones en el desarrollo del linfocito B, sin embargo los resultados sugieren que, a pesar de tener
la capacidad de ser activados via TLR4, dicho receptor no es esencial en la maduracién del linfocito B, en
las primeras etapas de maduracidon (médula dsea) pues no se observan diferencias significativas respecto
la cepa control. En cuanto a bazo, se observa un nimero significativamente menor de linfocitos B
transicionales dos y linfocitos B maduros, sugiriendo una participacién de TLR4 en la maduracién a estos
dos niveles. Una posible explicacion de dicha participacidn es a través del papel que juega el TLR en el
rescate de apoptosis de estas poblaciones y la otra se debe a que células del sistema inmune innato
también expresan el receptor en su superficie, tale s el caso de las células dendriticas, estas células
reciben las sefiales a través de TLR’s, presentan el antigeno y activan al linfocito T, que a su vez es capaz
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de secretar citocinas que promueven, entre otras cosas, la proliferacién de las células B. Sin embargo,
para concluir de qué modo la molécula participa en el desarrollo del linfocito B, se requiere llevar a cabo
ensayos de funcionalidad, tal como estimular linfocitos B purificados de ambas cepas (tanto la silvestre
como la “knock out”) con distintos ligandos para TLR4 y monitorear la sefializacién a través del TLR
mediante sus moléculas adaptadoras, principalmente Myd88; asi como el resultado final, es decir, la
produccidn de anticuerpos, cuando el estimulo se acompana de un antigeno. Este Ultimo es un tema de
debate, pues mientras algunos aseguran que la sefializacidn via TLR es necesaria para la produccién de
anticuerpos, otros dicen que es posible montar una respuesta humoral en ausencia de dichas sefiales; sin
embargo, la teoria mejor aceptada hoy dia es que las sefiales via TLR aumentan la produccion de
anticuerpos especificos pero no son necesarias para inducir la respuesta de anticuerpos (Rawlings, 2007).
Por otro lado estos modelos cldsicos de estudio solo reflejan una pequefia parte de lo que pasa en
respuesta a antigenos bacterianos. Cervantes en el 2009 utilizé el modelo de porinas de S. typhi, pues
estas moléculas son capaces de generar una respuesta humoral de larga vida, encontrando que Ia
expresion de TLR4 y TLR2, asi como sus adaptadores Myd88 y TRIF, son importantes y contribuyen de
modo diferencial en la respuesta inmune humoral de tipo IgM e IgG. Asi pues, la expresion de TLR4 es
importante durante la induccién de una respuesta primaria de tipo IgM, mientras que la expresion de
TLR2 lo es para una respuesta tipo 1gG (Cervantes, 2009).

Por otro lado, en la figura 29, panel B y en la figura 30 panel B, pareciera que la abundancia de CD38 es
menor en el caso de las células de médula 6sea y mayor para las células de bazo, en la cepa “knock out”
de TLR4, sin embargo esta diferencia no es significativa comparado con la cepa silvestre, por otro lado
cabe notar que la desviacién estandar para ambas figuras es muy grande por lo que se recomienda
aumentar la n de estudio. Sin embargo, no podemos descartar una posible asociacion de TLR4 y CD38
pues el ensayo realizado es meramente sugestivo, para resultados concluyentes se sugieren ensayos de
colocalizacién tales como la microscopia confocal y la transferencia de energia por resonancia de
fluorescencia FRET, que nos permite conocer la distancia entre dos moléculas fluorescentes cuando la
longitud de onda de emisidon de una de ellas coincide con la de excitacion de la otra (Caorsi, 2008).,
ensayos de coinmunoprecipitacidn; asi como ensayos de funcionalidad, donde en ausencia de una
molécula se observa la respuesta a un estimulo determinado (CD40, LPS, anti-IlgM, CD38) ya sea en
ensayos de proliferacién (incorporacion de timidina tritiada), apoptosis (anexina-V) y/o fosforilacién de
proteinas (western-blott/citometria de flujo).

El sistema del complemento es un conjunto de moléculas presentes en el suero que se activan de
manera secuencial y que median una serie de reacciones que potencializan la respuesta inflamatoria,
facilitan la fagocitosis y dirigen la lisis de las células. Se activa por tres distintas vias, desembocando
todas en el producto principal que es C3. Se ha demostrado que la ausencia de dicho producto juega un
rol importante en la susceptibilidad frente estreptococos del grupo B y otros microorganismos
encapsulados, debido a una falla en el proceso de opsonizacién aun en ausencia de anticuerpos
especificos contra dichos microorganismos. Asi mismo, C3 actla en sinergismo con los anticuerpos
especificos mediando la opsonofagocitosis por células natural killers. De tal forma que el complemento
estaria participando en procesos que comprenden tanto la inmunidad innata como adaptativa (Wessels,
1995). Es bien conocido el papel que tiene como potenciador de la respuesta inmune, pues la asociacién
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del complejo receptor del complemento con el BCR disminuye el umbral de activacion del linfocito B, sin
embargo, existe evidencia de que también puede proveer una sefial de supervivencia para el linfocito B
durante la reacciéon de centro germinal. (Carroll, 1998). Por otro lado, existen pocos estudios donde se
haya analizado su papel sobre la ontogenia de la célula B, por lo tanto nos preguntamos si el porcentaje,
tanto como el nimero total de células en cada estadio de maduracidén en ausencia de esta molécula
podria variar. Cuando Hasewaga y colaboradores (2001) analizaron el nimero total de linfocitos B de
bazo en ratones “knock out” de C3 no encontraron diferencias significativas, sin embargo, y de acuerdo
con los resultados obtenidos, podria decirse que no es posible observar diferencia significativa porque, al
analizar el numero total de linfocitos B podria pasarse por alto el efecto sumatorio de un numero
significativamente reducido de células transicionales uno y un ndmero significativamente mayor de
células maduras. Sin embargo, es de notar la desviacion estandar tan grande, por lo que se sugiere que
se aumente la n. En cuanto la expresion de CD38 no se observa diferencia significativa, aun asi no
podriamos descartar una posible asociacién de C3 y CD38 pues el ensayo realizado solo es sugestivo, por
lo que se sugiere llevar a cabo ensayos mas concluyentes, como los antes mencionados.

En nuestro laboratorio, previamente se analizé el porcentaje de células de cada estadio de maduracién
en bazo del ratén “knock out” de CD38 (Rodriguez- Alba, 2008), encontrandose un nimero reducido de
linfocitos B transicionales dos y un arresto (nUmero mayor) de linfocitos B transicionales uno; sin
embargo no se habia llevado a cabo dicho andlisis para las primeras etapas de maduracién, donde
nuestros resultados sugieren que CD38 no es esencial en el desarrollo del linfocito B en médula dsea,
pues tanto los porcentajes, como los nimeros totales de células permanecen sin cambios respecto a la
cepa silvestre. Estos datos resaltan que CD38 no sélo se expresa de forma diferencial dependiendo del
estadio de maduraciéon, si no que los procesos de maduraciéon a través de CD38 también cambian
conforme el linfocito B madura, asi no se observan diferencias en médula dsea pero si en estadios de
maduracién mas avanzados, como es el caso de los linfocitos B de bazo.

Dos moléculas muy importantes en el desarrollo del linfocito B, son las tirosina cinasas de la familia de
cinasas Scr, Lyn y Fyn pues estdn implicadas en la transduccion de sefiales a través del BCR. Ferry y
colaboradores (2005) encontraron que tanto el raton “knock out” de CD22 como de la cinasa Lyn, tienen
un nimero significativamente reducido de linfocitos B de zona marginal, se piensa que dicha reduccién
es un reflejo de las alteraciones en la sefializacion del BCR. Las células de bazo, del ratén “knock out” de
Lyn, frente al estimulo con un antigeno se diferencian rapidamente hacia células plasmaticas. Por otro
lado, no se observa diferencia significativa en lo que respecta a maduracién del linfocito B hasta el
estadio de B inmaduras, confirmando la observacién de que dicha cinasa no es esencial para el desarrollo
del linfocito B hasta mencionado punto (Ferry, 2005). En lo que se refiere a Fyn, mucho se ha publicado
de esta cinasa, acerca de su papel en el desarrollo de autoinmunidad y la incapacidad de las células del
raton “knock out” para proliferar frente un estimulo con CD38 (Yu,2003; Rodriguez-Alba, 2008), pero
poco se sabia del nimero de células en cada estadio: al igual que en el ratén “knock out” de la cinasa
Lyn, observamos un numero significativamente reducido de linfocitos B de zona marginal, esto era de
esperarse pues ambas cinasas juegan un rol muy importante en la transduccién de sefiales a través del
BCR. . Contrario a lo que se esperaba, basandonos en los resultados publicados (Rodriguez-Alba, 2008 y
Yasue, 1997), donde los “knock out” de las cinasas Lyn y Fyn son incapaces de responder al estimulo con
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CD38, observamos que no hay diferencia significativa en la expresién de CD38 entre las cepas deficientes
y la cepa silvestre, lo que sugiere que dicha incapacidad para responder, no se debe de manera directa a
una disminucién en la expresién de CD38.

mIC9n/). Este ratén transgénico tiene

Un dato curioso es aquel obtenido en la cepa B10.129S2(B6)-Igh-6
linfocitos B que no secretan IgM pero que la expresan unida a su membrana, lo que permite aplicar la
clasificacion de Hardy y Hayakawa (2001) y distinguir un nimero determinado de células B inmaduras. En
concordancia a lo reportado en la literatura (Boes, 1998), se observa un numero significativamente
mayor de linfocitos pre-pro B, pero contrariamente se observa un nimero significativamente menor de
células B inmaduras, sin embargo, cabe mencionar que la clasificacidn usada por los autores difiere de

aquella utilizada en nuestros experimentos, ya que los primeros consideran una sola fraccion de células

low +

pro-B y pre-B que son B220"" e IgM" y una sola fraccion que engloba células inmaduras y maduras(B220
e IgM"). Aunque Boes y colaboradores aseguran que no se afecta la maduracién del linfocito B en médula
Osea, después de un mes de edad, en estos ratones, nuestros resultados sugieren lo contrario. Es de
notar, que solo en esta cepa se observd una diferencia significativa en cuanto a la expresiéon de CD38

comparada con la cepa silvestre, sugiriendo una posible relacién entre CD38 e IgM.

En perspectiva, podrian aislarse las células de médula 6sea de dicha cepa, cultivarselas en un medio
apropiado (con todos los factores de supervivencia necesarios para dichas células) y realizar sobre ellas
ensayos de funcionalidad, como lo son de proliferacidn, apoptosis y fosforilacion de proteinas en
respuesta a diferentes estimulos: CD40, LPS, anti-IgM y por supuesto, CD38; asi como una posible
combinacion de estimulos.
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CONCLUSIONES

El analisis del desarrollo del linfocito B en médula dsea de las distintas cepas de ratones “knock out”
muestra que dichas moléculas ( CD38, C3, TLR4, Lyn, Fyn, slgM), aunque participan en la ontogenia del
linfocito B, no son esenciales en las primeras etapas de desarrollo, pues los nimeros totales de células
son practicamente los mismos que aquellos obtenidos por la cepa control; a diferencia de la maduracion
en bazo, donde se observa que la ausencia de las moléculas en estudio repercute, cada una de ellas, en
un determinado estadio de maduracidén, lo cual se observa a través de un ndmero significativamente
reducido o elevado de células en cada estadio.

Por otro lado, la expresion de CD38 cambia diferencialmente conforme el estado de maduracién y o
activacion del linfocito B, siendo las células de zona marginal las que presentan una mayor abundancia
de esta proteina. Aunque se esperaba observar algin cambio en la expresion de CD38, sélo en la cepa
B10.12952(B6)-Igh-6"""/) se observé un cambio significativo, estos resultados son sugestivos de una
posible relacion de CD38 con IgM, sin embrago, para que estos resultados sean concluyentes es

necesario llevar acabo otro tipo de ensayos tal como la transferencia de energia por resonancia de
fluorescencia (FRET), como ya se mencioné en la discusion.
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ANEXOS
ANEXO |. PREPARACION DE SOLUCIONES
Extraccion de DNA a partir de tejidos.

Agente de lisis alcalina:

Reactivo | [Final] | ARadir De

NaOH 25mM | 125pl | 10N NaOH

EDTA | 0.2mM | 20upl | 0.5M EDTA

1. Adadir 40 ml de agua bidestilada.
2. Ajustarel pHal12.
3. Aforar con agua bidestilada a 50 ml.

Buffer de Neutralizacion:

Reactivo | [Final] | Afiadir De

Tris-HCI | 40mM | 325mg | Tris-HCI

1. Adadir 40 ml de agua bidestilada.
2. Ajustar pHa5.
3. Aforar con agua bidestilada a 50 ml.

Solucidn de lisis de eritrocitos para Bazo

Reactivo | [Final] | Afadir De

NH,CI 0.15M | 8.29g | NH,CI

KHCO; | 10mM 1g KHCO;
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1. AjustarpHa7.4

2. Ajustar volumen a un litro, con agua destilada.

EDTA 100pM

37.2mg | EDTA

Solucién de lisis de eritrocitos para Médula Osea

Reactivo [Final] | Anadir | De

Trizma base | 0.02M | 0.243g | Trizma Base

1. Disolver en 90 ml de agua destilada.

2. Ajustar pHa 7.5 con HCI

3. Aforar a 100 ml con agua destilada.

Reactivo | [Final]

Afadir | De

NH,CI 0.15M

0.83g | NH,CI

4. Pesar el NH4Cly disolver en 90 ml de Trizma base 0.02M.

5. AjustarpHa7.2.

6. Aforar a 100 ml con Trizma base 0.02M.

PBS 10 X

Reactivo Anadir
NacCl 80g
KH,PO, 2g

Na,HPO,
Na,HPO,*7H,0

Na,HPO,*2H,0

*Na,HPO,*12 H,0 | 20g

11.5g
21.7g

14.24g
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KCl

2g

H,O

950 ml

*Dependiendo del fosfato de sodio con el que se cuenta en el laboratorio

1. AjustarpHa7.4
2. Aforar a un litro con agua destilada

PBS 1X

1. Colocar la décima parte del volumen total de PBS 10X

2. Aforar a un litro con agua destilada

PBA
Reactivo | [Final] | Afadir | De
NaN; 0.01% | 0.2ml | NaN; 10%
Albdmina | 0.1% | 0.2g Albdimina
1. Aforara 200 ml con PBS 1X
TAE 50X
Reactivo [Final]
Tris Base 1M

Acido acético | 1M

EDTA

0.05M

1. AjustarpHa8.3

TAE 1X

1. Adadir 2 ml de TAE 50X a 100 ml de agua destilada.

2. Paraun litro, anadir 20 ml de TAE 50X.

PBS-SFB 3%
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1. Afadir 3% del volumen total de suero fetal bovino en PBS 1X.
Gel de Agarosa 2%

1. Pesar 2 g de Agarosa grado analitico.

2. Disolver en 100 ml de TAE 1X.
Fix-FACS

1. Afadir 1% del volumen total de formaldehido en PBS 1X.

EDTA 0.5M

Reactivo | [Final]

EDTA 0.05M

1. AjustarpHa7.2

ANEXO II. IDENTIFICACION DE LOS DISTINTOS ESTADIOS DE MADURACION Y ANALISIS DE LA
INTENSIDAD MEDIA DE FLUORESCENCIA DE CD38.

II.LA. MEDULA OSEA

En una grafica de tamafo contra granularidad, se elige la region correspondiente a los linfocitos, sobre
dicha regién se realiza una gréfica de B220 contra CD43; en la fraccién B220°CD43", encontraremos las
células pre-B y B inmaduras, mientras que en la fraccion B220°CD43"* encontramos las formas mads
inmaduras pre-pro-B y pro-B.

Para poder distinguir los 4 estadios mencionados arriba, nos valemos de la expresién de CD19 e IgM:
pre-pro-B (B220°CD43°CD191gM’), pro-B (B220°CD43°CD19°IgM’), pre-B (B220°CD43CD19°IgM’), B
inmaduras (B220°CD43°CD19°IgM")
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Fig. 31 Identificacion de los estadios de maduracién en médula ésea

1.B. BAZO

Se hace una gréfica de tamafio contra granularidad, donde se elige la regién que corresponde a los
linfocitos, de nuestro interés son los linfocitos B220+ pues es la poblacion de linfocitos B, sobre ellos se
distinguen tres subpoblaciones cuando se analiza la grafica CD2 contra CD24, por ultimo, los linfocitos B
de zona marginal pueden identificarse por la expresién de CD23. (De acuerdo a materiales y métodos).
De cada estadio asi definido se hace un histograma de la intensidad media de fluorescencia de CD38,
empalmando todos en una sola gréfica.

62



100

80

60

% of Max

40

T T
2 ¢

100 1[J.1 10 'I[.'l3 10

FL 2 Log Comp:: FL 2 Log Comp

Fopulation Wﬂean FLCZ
L

Marme od Comm

T 135.10
T2 3rd4.57
Zh 417.49
b 178.83

Fig.32 Identificacién de estadios de maduracion en bazo

ANEXO Ill. METODOLOGIAS EN EXTENSO

Reaccidn en Cadena de la Polimerasa para la identificacion de ratones transgénicos

La reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica de biologia molecular para amplificar ya sea
una sola o pocas copias de DNA en varios drdenes de magnitud de forma exponencial.

Fue desarrollada en 1983 por Kary Mullis y ahora es una técnica muy utilizada para una variedad de
técnicas: clonacién y secuenciaciéon de DNA, estudios filogenéticos, enfermedades de tipo hereditario,
medicina forense y en estudios de paternidad, asi como en la deteccién de agentes patdgenos.
(Yamamoto, 2002)

Para montar una PCR se necesitan ciertas condiciones y reactivos:
1. DNA molde, que contiene la regidn que se desea amplificar.

2. Los iniciadores, que son complementarios a los extremos 3’ sentido y anti-sentido del DNA que
se desea amplificar, de tal manera que flanquean secuencia a amplificar.

3. DNA polimerasa, con una temperatura éptima de 70°C, la mas comunmente utilizada es la Taq
Polimerasa.

4. Desoxinucléotidos trifosfato (dNTP’s), que sirven de sustrato para polimerizar nuevo DNA.

5. lones divalentes, tal es el caso de Mg** y Mn*".
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6.

7.

lones monovalentes como el potasio.

Un buffer que mantiene el pH necesario para un funcionamiento adecuado de la enzima.

Una PCR convencional suele constar de los siguientes pasos:

A.

Iniciacién: consiste en aumentar la temperatura de reaccidn hasta 94-96°C, esto, para las DNA
polimerasas que requieren activacién por calor.

Desnaturalizacidn: consiste en calentar la reaccién a una temperatura entre 94-98°C por 20 o 30
segundos, lo que causa que el DNA molde se desnaturalice mediante la disrupcién de los
puentes de hidrégeno existentes entre bases complementarias, generando hebras sencillas de
DNA.

Alineamiento del iniciador: la temperatura es reducida a 50-65°C, por 20 0 40 segundos, lo que
permite que los iniciadores se unan a su secuencia complementaria en el DNA molde.
Tipicamente la temperatura de alineacion suele ser 3 o 5 grados Celsius menor que la Tm de los
iniciadores. La polimerasa se une a este hibrido molde- iniciador y comienza la sintesis de DNA.
(Hecker,1996)

Elongacién de la cadena: la temperatura dependerd de la polimerasa utilizada, esta ultima
sintetiza una nueva hebra de DNA molde afiadiendo dNTP’s complementarios en direccién 5’ a
3’, condensado el grupo 5’ fosfato de los dNTP’s con el grupo 3’ hidroxilo del final de la cadena
recién sintetizada. El tiempo de extension depende de la polimerasa usada tanto como del
tamano del fragmento que se desea amplificar.

Elongacidn final: se lleva a cabo a 70-74°C por 5 a 15 minutos, al final del ultimo ciclo, esto para
asegurar que cualquier hebra sencilla de DNA, sea completamente extendida.

“Hold”: este paso, donde la temperatura se conserva de 4 a 15°C por tiempo indefinido, puede
ser empleado para el almacenamiento de la reaccién por un corto lapso de tiempo.
(Bartlett,2003).

Citometria de Flujo para la fenotipificacidn de los distintos estadios de maduracién del linfocito B

La citometria de flujo es una técnica de analisis celular multiparamétrico. Se basa en hacer pasar una

suspension de particulas alineadas delante de un haz de laser focalizado. El impacto de cada célula con el

rayo de luz produce sefiales que corresponden a distintos parametros de la célula. Estas sefiales son

recogidas por distintos detectores y se convierten en sefiales electrénicas que seran digitalizadas en

forma de graficos.

Se compone de tres sistemas: el sistema de fluidos, el sistema dptico y el sistema electrénico. El sistema

de fluidos transporta las células al centro del laser de una en una, el que las células pasen alineadas por

el laser es esencial para que las poblaciones sean bien definidas.
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Las senales que se producen por la interaccién de las células con el haz de luz son de dos tipos:

v' Sefiales de dispersién: relacionadas con caracteristicas intrinsecas de la célula, como son su
tamafio y la complejidad del nucleo y citoplasma.

v' Sefiales de fluorescencia: relacionadas con las caracteristicas antigénicas de cada célula, como es
el caso del inmunofenotipo.

A su vez, las sefiales de dispersion, se dividen en dos:

v la luz dispersada en un angulo cdnico pequefio (0-10°), llamada “Forward Scatter (FSC)”, que es
una medida proporcional al tamafio relativo de la particula que produce la dispersion.

v la luz dispersada en angulo recto, “Side Scatter (SSC)”, proporcional a la complejidad relativa de
la estructura interna de la particula. (Invitrogen, 2010)

Por otro lado, las senales de fluorescencia se valen del principio quimico en el que una molécula, llamada
fluorocromo, absorbe luz a una determinada longitud de onda y emite a una longitud superior. El
término inmunofluorescencia se usa para describir las técnicas en que se emplea un fluorocromo para
marcar un anticuerpo. La propiedad de los anticuerpos para unirse con alta especificidad y afinidad a una
molécula blanco, permite su utilizacién como herramientas en la investigacién clinica. (Barrera, 2004)

El uso de anticuerpos monoclonales en citometria de flujo permite la identificacién de marcadores
fenotipicos Unicos de un tipo celular en particular, el diagndstico de muchas enfermedades, analisis
funcional de moléculas en la superficie celular, diagndstico y tratamiento de tumores y en el estudio de
los procesos de interaccidon hospedero-agente infeccioso. (Machado, 2006)
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