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Resumen

La proteina LRBA, (por sus siglas en inglés de Lypopolisaccharide (LPS)-
responsive beige-like anchor), es una proteina localizada en la mayoria de los
organos del organismo, aunque en mayor cantidad en los organos del sistema
inmune. Su expresion es inducida en linfocitos B y macrofagos por

lipopolisacéaridos bacterianos (LPS).

En el presente trabajo de investigacion, se pretende acercar al entendimiento del
funcionamiento de esta proteina en las células del sistema inmune. Se realiz6 el
andlisis de subpoblaciones de células B en médula 6sea y bazo, y de células T en
timo de ratones Lrba+t/+, Lrba+/- y Lrba-/-, con la finalidad de realizar una
comparacion y determinar las diferencias encontradas en el ratén deficiente de la
expresion de Lrba. Se lograron observar ciertas anomalias en células importantes
como lo son los linfocitos B transicionales, durante esta etapa en la diferenciacion
de los linfocitos B se lleva a cabo la eliminacién de células reactivas, por lo que
esta alteracién podria estar relacionada con el desarrollo de autoinmunidad; asi
como también se encontraron diferencias en los linfocitos B maduros, que
posteriormente daran lugar a la formacién de células de memoria. Por otro lado, se
analizé su expresion en linfocitos T y B humanos la cual se determiné que es
inducible al realizar la activacion de estas células con ciertos estimulos
policlonales, asi como se logré observar una mayor respuesta por parte de los
linfocitos B de memoria, células que se reportan alteradas en las personas

deficientes de la expresion de la proteina LRBA.



Introduccion

La inmunologia es el estudio del sistema inmune. El sistema inmune es el
sistema de defensa del organismo en contra de la invasion por entidades externas,
incluyendo infecciones, agentes inertes y células tumorales. El funcionamiento
normal del sistema inmune da lugar a la inmunidad, palabra derivada de la

palabra latina inmunitas, que significa “estar exento”. (Tal & Mary, 2006)

El funcionamiento normal del sistema inmune involucra la participacion coordinada
de todos y cada uno de sus componentes, de lo contrario, la respuesta inmune se
vera afectada, y podran ocurrir enfermedades tales como inmunodeficiencia,

autoinmunidad o alergia. (Sanz M., 2017)

Recientemente se ha demostrado que la proteina LRBA juega un papel importante
para el funcionamiento correcto del sistema inmunoldgico, ya que su ausencia
resulta en un fenotipo clinico de inmunodeficiencia y autoinmunidad; sin embargo,

su funcidn biolégica ain se mantiene desconocida. (Wang, 2014)



Antecedentes

Sistema inmune

Hoy en dia, la inmunologia moderna puede ser definida como: “el estudio del
reconocimiento de entidades no propias; de la activacion, desarrollo y funciones
especificas de defensa de los linfocitos; de las interacciones de los linfocitos con
otras células; y de la investigacion de los genes y proteinas que participan en esas
interacciones”.(Tak & Mary, 2006).

El sistema inmune ha evolucionado para proteger al organismo y mantener la
integridad de este; lo protege de entidades no propias, como virus, bacterias y
pardsitos, pero también materiales inertes y en algunas ocasiones, se desarrollan
amenazas generadas por el mismo huésped, como el cancer. El sistema inmune
es un sistema de células, tejidos, y sus productos solubles que reconocen, atacan
y destruyen a lo que es “extrafo” al cuerpo o identificado como “no propio”.
(Sanchez Ramon, 2013).

Los vertebrados son capaces de realizar dos tipos de respuestas inmunes: innata
y adaptativa. La respuesta adaptativa es capaz de distinguir antigenos propios de
los extrafios, mientras que la innata reconoce patrones moleculares (PAMPs,
MAMPs, DAMPSs), por lo que difieren en el grado de especificidad, el tiempo de
respuesta, la presencia de recombinacion genética, los tipos de receptores que
expresan y la presencia o no de memora; sin embargo, se encuentran

estrechamente relacionadas. (Sanz M., 2017).

Inmunidad innata

La inmunidad innata abarca barreras anatomicas y fisiologicas (piel, saliva, jugos
gastricos, el sistema del complemento, etc.), internalizacion celular (fagocitosis) y
respuestas inflamatorias que son rapidamente inducidas por la presencia de
antigenos. Los mecanismos de la inmunidad innata inhiben la entrada de
patdbgenos a través de sus barreras fisicas, previenen el establecimiento de
infecciones y limpian los restos celulares del huésped y de los microorganismos.

Algunos mecanismos de la inmunidad innata son completamente inespecificos,



mientras otros envuelven reconocimiento de patrones de estructuras conservadas
conocidos como PAMPs (patrones moleculares asociados a patogenos), los
cudles son reconocidos por receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) que
son expresados en células NK, macréfagos y neutréfilos. Los PRRs reconocen
patrones de estructuras derivadas de componentes o productos de que son
comunes a una gran variedad de microorganismos como, por ejemplo, la flagelina,
el ADN bacteriano, ARN viral, entre otros. Las células de la respuesta inmune
innata, ademas, liberan citocinas que son criticas para la activacién y
diferenciacion de los linfocitos, lo cual inicia la actividad de la inmunidad
adaptativa. Las citocinas son fundamentales para el funcionamiento del sistema
inmune, ya que son las encargadas de activar o inhibir el funcionamiento de las

células efectoras del sistema inmunologico. (Martin E. Reyes, 2013).

Inmunidad adaptativa

La inmunidad adaptativa difiere de la inmunidad innata en: especificidad, memoria,
diversidad y tolerancia. La especificidad en el contexto de la inmunidad adaptativa
significa que todas las fases de la respuesta son especificas para un Unico
antigeno; esta respuesta se encuentra regulada por los linfocitos B y T. Estas
células seran activadas especificamente por los antigenos que reconozcan sus
receptores, realizardn su expansion clonal seguida de su diferenciacion, para
finalmente producir células de memoria, lo cual asegurara una respuesta rapida y

eficiente en un segundo encuentro con el mismo antigeno. (Yatim & Lakkis, 2015)

Células y tejidos del sistema inmune

Las células que llevan a cabo la respuesta innata y adaptativa son colectivamente
llamadas leucocitos, por lo que son las células efectoras del sistema inmune. Los
leucocitos residen en tejidos y érganos especializados, y llegan a diferentes tejidos
del organismo a través de la sangre y de un sistema de vasos, el sistema
linfatico.(Eva Lévy, 2016).

Los neutrofilos desempefian un papel clave en el sistema inmune innato, ya que

representan la primera linea de defensa del organismo y son las células del



sistema inmune que se encuentran en mayor abundancia en la sangre periférica
(70% aproximadamente). Los neutréfilos usan la fagocitosis para destruir no-
especificamente bacterias y otros patégenos, ademas de que secretan sustancias

antimicrobianas en los sitios de infeccion. (G. Camicia, 2013).

Los monocitos son los precursores de muchas células del sistema inmune como
los macréfagos. Los monocitos, células dendriticas y macrofagos, también
conocidos como fagocitos mononucleares, se encargan de la presentacion de
antigeno a otras células del sistema inmune como los linfocitos T, por lo que se
denominan células presentadoras de antigeno (CPA), también realizan fagocitosis
e inmunomodulacién mediante la activacion de la respuesta inmune. (Godini R,
2018).

Los linfocitos B y T, son los responsables de la respuesta inmune adaptativa con
la colaboracién e inicio por parte de la respuesta inmune innata. En la figura 1 se

muestra la ubicacién de las células del sistema inmune en el organismo.
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Figura 1. Distribucion de las células del sistema inmune en el organismo.
IFN: Interferon, NK: Naturalkiller, Th: Linfocito T cooperador, Tm: linfocito T de
memoria, iTn: linfocito T virgen inmaduro, Tn: linfocito T virgen, B: linfocito B, OLS:

organos linfoides secundarios. (Tomado de Sanz M., 2017).

El sistema inmune de los vertebrados incluye tejidos y 6rganos especializados,
llamados tejidos linfoides. Los 6rganos linfoides primarios son los sitios de
desarrollo y maduracion de las células encargadas de desarrollar la respuesta
inmune. En los mamiferos, los 6rganos linfoides primarios son la médula 6sea y el
timo. La medula 6sea es donde surgen todos los linfocitos y donde maduran los
linfocitos B. Durante la diferenciacion de linfocitos B y T, se eliminaran a las
células que reconozcan antigenos propios, y las demas continuaran con su
maduracion. Los linfocitos T recién formados maduran en el timo. Los linfocitos
recién producidos, abandonan los 6rganos primarios y migran a través de la

sangre y la linfa a los tejidos linfoides secundarios. (Yatim and Lakkis, 2015)



Los tejidos linfoides secundarios incluyen el bazo, los nddulos linfoides, el tejido
linfoide asociado a mucosas (MALT, por sus siglas en inglés) y el tejido linfoide
asociado a piel (SALT, por sus siglas en inglés); su funcidn es atrapar antigenos a
través de la circulacion (bazo), del sistema linfatico (nédulos linfoides), de las
mucosas (MALT) y de la piel (SALT). Los tejidos linfoides secundarios son
estructuras celulares organizadas en zonas de linfocitos T y B y son los sitios mas
importantes de accion de la respuesta inmune adaptativa ya que en ellos se lleva
a cabo el reconocimiento de antigenos, asi como la activacion de células del
sistema inmune por medio de citocinas y moléculas de adhesion, las acciones
efectoras por parte de estas y finalmente, se genera la memoria inmunoldgica.
(Yatim & Lakkis, 2015). En la figura 2 se presenta un esquema del cuerpo humano

y la ubicacién de los 6rganos y tejidos del sistema inmune.
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Figura 2. Principales érganos y tejidos del sistema inmune. Los 6rganos
linfoides primarios se muestran en azul (médula 6sea y timo). Aunque Unicamente
se muestra el fémur, otros huesos en el cuerpo también contienen médula 6sea.
Los tejidos linfoides secundarios se muestran en gris (bazo, nédulos linfoidesy
amigdalas). No se muestran todos los nddulos linfoides. Los sitios donde los
patdgenos comunmente ingresan al cuerpo y donde se encuentran colecciones
difusas de células linfaticas se muestran en cursivas. (Tomado y traducido al
espafiol de Tak & Mary, 2006)




Médula 6sea

Todas las células hematopoyéticas son derivadas en la médula 6sea a partir de un
precursor comun llamado célula madre hematopoyética, en un proceso llamado
hematopoyesis. Las células hematopoyéticas se clasifican siendo del linaje
mieloide o del linaje linfoide, en el cuadro 1 se presentan los linajes y las lineas
celulares que corresponden a cada uno, como puede observarse los linfocitos B,
T, NK y las células dendriticas se desarrollan a partir de progenitores linfoides,
mientras que los neutréfilos, basofilos, eosinofilos, monocitos y las células
dendriticas se desarrollan a partir de un progenitor mieloide. En el momento en
qgue las células hematopoyéticas van ganando madurez, abandonan la médula
O0sea y entran a la circulacién. Los eritrocitos permanecen en la circulacion,
mientras que los leucocitos se distribuyen entre la sangre y los tejidos. (Zhao E,
2012).



Linfocitos B
Progenitores Linfocitos T
linfoides Matural Killer
comunes Células NKT
(CLPs) Células dendriticas linfoides
Célula madre
hematopoyética
(HSC)
- Meutrdfilos
Progenitores —
mieloides Eosindgfilos
comunes Basdfilos
(CMPs) Monocitos s Macréfagos

Megacariocitos —— ™ Plaguetas
Eritrocitos
Células dendriticas mieloides

=  WMastocitos

Cuadro 1. Modelo de la hematopoyesis. Una célula madre hematopoyética es
influenciada por su microambiente y la actividad de varios factores de transcripcion
y citocinas para producir células madres comprometidas al linaje linfoide o al linaje
mieloide. Todas las células rojas (eritrocitos) y las células blancas (leucocitos) en
el cuerpo surgen de estos dos linajes. Conforme avanza la diferenciacion, la
capacidad de las células para auto-renovarse disminuye, pero el numero absoluto
de células aumenta debido a la division celular. Tomado y traducido al espafiol de
(Tak & Mary, 2006).

La diferenciacion de los linfocitos B tiene lugar en la médula 6sea

Desde un punto de vista molecular, los linfocitos B maduran tras realizar la
recombinacién de las regiones V, D, J que conforman al gen que codifica para el
receptor de linfocitos B (B-cell receptor [BCR]).(A. Prieto Martin, 2013). Los
linfocitos B y sus anticuerpos son los elementos centrales de la inmunidad
humoral, son parte de la inmunidad adaptativa y protegen en contra de una

variedad casi ilimitada de patégenos. (Kathrin Pieper, 2013).
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Durante el proceso de diferenciacion, las células que producen receptores
funcionales y no autorreactivos son seleccionados, de lo contrario, son eliminadas
0 reprogramadas; a este proceso se le conoce como seleccion positiva y seleccion
negativa. (A. Prieto Martin, 2013).

Las fases de diferenciacion de los linfocitos B comienzan en el estadio de linfocitos
pro-B (progenitoras B), seguido de un linfocito pre-B hasta llegar a la expresion de
IgM de membrana y convertirse en linfocito B inmaduro. (A. Prieto Martin, 2013).

Los linfocitos B inmaduros abandonan la médula ésea y migran al bazo, donde
finalizan su maduracion y se diferencian en células virgenes, foliculares o de zona

marginal. (Kathrin Pieper, 2013).

Los linfocitos B inmaduros se distinguen de los maduros por su incapacidad para
proliferar en respuesta al entrecruzamiento de su BCR. Estos linfocitos en proceso
de maduracion se denominan linfocitos B transicionales. Los linfocitos B
transicionales comienzan su diferenciacion en el estadio 1 (T1) donde se
eliminaran las células autorreactivas, esta poblacion expresa la molécula CD24 en
su superficie, y expresa con baja intensidad la molécula CD21 (CD24+ CD21"°%).
Las células T1 que superan la seleccion negativa continlan al estadio 2 (T2),
donde la expresion de CD21 incrementa notablemente al ganar madurez (CD24+
CD21+), a las células que expresan CD21 y CD24 con baja intensidad se

consideran linfocitos B maduros.(Hamilton JA, 2017).

Los linfocitos B maduros se pueden diferenciar en dos subtipos segun su
expresion de antigenos de superficie y localizacion: los linfocitos B de zona
marginal (MZ) y linfocitos B foliculares (FO). Los linfocitos B MZ, se localizan
en el perimetro de la pulpa blanca, entre los senos marginales y el borde de la
pulpa roja del bazo. Expresan niveles elevados de IgM, CD21, CD1 y CD9, con
niveles bajos de IgD, CD23, CD5 y CD11b. Estas células dan lugar a una
respuesta primaria rapida, fundamentalmente de IgM, a diferencia de los linfocitos
FO que son capaces de cambiar el isotipo de IgM a 1gG, IgA o IgE. Los linfocitos B
MZ participan en respuestas de anticuerpos tempranas de una manera timo-

independiente con antigenos que ingresan a la circulacion sanguinea gracias a su
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ubicacion estratégica. Se convierten rapidamente en células plasmaticas de vida
corta y no requieren la cooperacion por parte de los linfocitos T, se trata de una
primera barrera de defensa por parte de la inmunidad adaptativa. (Kraal and
Mebius, 2006).

La mayoria de los linfocitos B en el bazo son linfocitos B FO, expresan altos
niveles de IgM, IgD y CD23, y bajo de CD21. Se incorporan a los foliculos
primarios alrededor de células dendriticas foliculares (FDC) en la pulpa blanca del
bazo y las areas corticales de los ganglios linfaticos. Se desplazan entre las FDC
buscando antigenos que reconocen y requieren de la cooperacion de los linfocitos
T cooperadores (Th) a través de CD40-CD40L para cambiar de isotipo y
diferenciarse en linfocitos B de memoria productores de anticuerpos de alta
afinidad, esta es una respuesta que requiere de la participacion de mas células,

por lo que da como resultado la memoria inmunoldgica. (Kathrin Pieper, 2013).

En la figura 3, se observa un esquema del proceso de diferenciacién y maduracion
de los linfocitos B desde la médula 6sea hasta su llegada a los 6rganos linfoides

secundarios.
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Figura 3. Desarrollo y subpoblaciones de linfocitos B. Los linfocitos B se
desarrollan en la Médula 6sea a partir de células madre hematopoyéticas (HSC).
Los reordenamientos en la cadena pesada (cadena-H) de los segmentos génicos
V, D y J de la linea germinal (GL) comienzan en el estadio pro-B. El
reordenamiento del segmento del gen V comienza en el pre-B. En los linfocitos
pre-B CD10+CD19+, las cadenas H funcionales (VDJ-Cpu) se empareja con V-preB
y A-like, formando el pre-BCR, el cual se expresa dentro de la célula y no es
detectado en la superficie. La cadena L, Kk o A, reordenada exitosamente
reemplaza a V-preB/A5 del pre-BCR, se empareja con la cadena H y forman la
IgM. La IgM expresada por los linfocitos B inmaduros cambia los patrones de
expresion de muchos genes e inicia el egreso a circulacion. Los linfocitos B

inmaduros ingresan al bazo como linfocitos B transicionales, donde reciben
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sefales de supervivencia a través de citocinas como BAFF (Factor activador de
linfocitos B) completando su primer estadio de maduracion como linfocitos B MZ o
linfocitos B foliculares. Después del contacto con antigenos y con apoyo de
neutrofilos cooperadores de linfocitos B (Nsn), los linfocitos B MZ se diferencian en
células plasmaticas de vida corta. Los linfocitos B foliculares se activan tras
interactuar con sus antigenos y se diferencian en los centros germinales con el
apoyo de linfocitos T cooperadores (Th) en linfocitos B de memoria con cambio de
isotipo (CSR+) o en células plasmaticas (PC). (Tomado y traducido al espafiol de
Kathrin Pieper, 2013).

Pese a que la funcion principal de los linfocitos B es la produccién de anticuerpos,
estas células ejercen otras funciones importantes. Una de ellas es su papel como
células presentadoras de antigeno a los linfocitos T. La presentacion de
antigeno por los linfocitos B es especialmente relevante en el contexto de las
enfermedades autoinmunes. Otra funcién importante de los linfocitos B es su
papel como células inmunorreguladoras, ya que secretan citocinas e influencian
la accion de otras células. Finalmente, los linfocitos B se diferencian a células de
memoria; estos producen anticuerpos de alta afinidad y cambian el isotipo del
anticuerpo que expresan, los cuales, nos protegen permanentemente al recordar
los antigenos que los estimularon y producir eficientemente IgG, IgA o IgE,
ademas de ser intermediarios en la activacion de los linfocitos T. (A. Prieto Martin,
2013).

La diferenciaciéon de las células T se lleva en el Timo

Los linfocitos T provienen de precursores que se originan en la médula 6sea y de
ahi migran al timo, donde tiene lugar su maduracion. Los linfocitos T presentan un
receptor de membrana homologo a las inmunoglobulinas (Ig) conocido como TCR
(T-cell-receptor), el cual, de manera similar al BCR, requiere también de

recombinacién VDJ para poder formar un TCR funcional. Mediante este receptor,
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los linfocitos T son capaces de identificar el antigeno de forma especifica. Sin
embargo, a diferencia de los linfocitos B, los linfocitos T necesitan que el antigeno
sea procesado en péptidos cortos (8-30 aminoacidos) y presentarlos en moléculas
del complejo principal de histocompatibilidad (MHC). (D. Diaz Martin A. P.-M.,
2013).

Existen dos tipos fundamentales de linfocitos T: los citotoxicos (Tc), que presentan
en su membrana plasmatica la molécula correceptora CD8, y los cooperadores
(Th [T helper]) que expresan la molécula correceptora CD4. Los linfocitos Tc
detectan los péptidos presentados por medio de moléculas del complejo principal
de histocompatibilidad de clase | (MHC-I). Su funcion efectora principal es lisar a
las células que presentan péptidos extrafios por medio de la activacion de una
cascada de proteinas efectoras; por ejemplo, péptidos presentados en MHC-I por
una célula infectada por un virus. Los linfocitos Th reconocen, por su parte,
péptidos presentados por medio de MHC-II. Su funcién es dar soporte y apoyo a
las respuestas inmunes y ayudar o estimular que otras células del sistema inmune
como linfocitos Tc, linfocitos B y fagocitos funcionen correctamente.(D. Diaz Martin
A. P.-M., 2013).

Un grupo de proteinas se asocian al TCR y se denominan CD3, formando parte
del complejo TCR/CD3. Por ello el marcador CD3 identifica por definicion a todos
los linfocitos T. Las cadenas restantes son variables y su funciéon es la
transduccion de sefales.(D. Diaz Martin A. P.-M., 2013).

El timo es el sitio de maduracion de los linfocitos T, donde Unicamente los
linfocitos T que sobreviven a la seleccion timica maduran y logran ser
inmunocompetentes. Los precursores de linfocitos T, CD4- CD8-, llamados
timocitos dobles negativos (DN), llegan de la hematopoyesis en el higado fetal y
en la médula 6sea y migran a través del sistema circulatorio al timo, un érgano

pequefio bilobulado localizado arriba del corazén. (D. Diaz Martin H. B.-M., 2013).
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Timo

Epitelio subcapsular

Figura 4. Diferenciacion de linfocitos T en timo. Los progenitores de médula

0sea DN1 (CD44+ CD25-) ingresan al timo. Al migrar desde el epitelio subcapsular
aumentan la expresion de CD25 (DN2), y disminuyen la de CD44 (DN3). En esta
etapa se comienza a reordenar el TCRp, posteriormente se deja de expresar
CD25 (DN4) y comienza la proliferacion y expresion de CD4 y CD8. Contintan los
rearreglos del TCRaq, y los timocitos pasan por la seleccidn positiva y negativa. Las
células que sobreviven a la seleccion migran a través de la médula para
abandonar el timo. (Tomado de Starr Timothy K, 2003)

El timo contiene cuatro distintas subpoblaciones de maduracion de los linfocitos T,
y cada una se encuentra en distintas regiones del timo: los timocitos DN estan
presentes en la corteza externa, en este punto pasan por distintas etapas de
diferenciacion, hasta que se da lugar a la expresion de las moléculas CD4 y CDS8,
por lo que se denominan linfocitos T dobles positivos (DP) que ocupan la corteza
interna del timo; finalmente se disminuye la expresion de uno de los correceptores

y se obtienen linfocitos simples positivos, CD4+ o CD8+ que se encuentran en la

16




médula del timo. Las células que posean un TCR funcional y que no sean
autorreactivas seran capaces de sobrevivir a la seleccién positiva y negativa, y
daran lugar a linfocitos CD4+ o CD8+ restringidos por el MHC que finalmente
abandonaran el timo para ingresar a la circulacion como linfocitos T maduros.
(Starr Timothy K, 2003).

Organos linfoides secundarios
Existen diferentes organos linfoides secundarios, sin embargo, para fines del

entendimiento del presente trabajo, nos centraremos en el bazo.

Bazo

El bazo es el 6rgano linfoide de mayor tamafio, lleva a cabo la filtracion sanguinea
y atrapa antigenos que se encuentran en la sangre, funciona como un “filtro” por el
cual pasa toda la sangre que circula por el organismo, lo cual lo convierte en una
pieza fundamental en la identificacion de antigenos extrafios; el volumen total de
sangre en los adultos pasa a través del bazo cuatro veces al dia. Es un 6rgano
capsulado y tiene una ubicacion intraperitoneal y una morfologia ovoidea. Se ubica
en el hipocondrio izquierdo del abdomen. Esta constituido por pulpa roja y blanca,
cumpliendo funciones en el mecanismo de defensa del organismo y en la
eliminacién de células sanguineas (eritrocitos y plaquetas).La pulpa blanca
conforma el 20% del bazo y es dominada por linfocitos. La pulpa roja, llamada asi
por su abundancia en eritrocitos, rodea a la pulpa blanca y funciona principalmente
en la filtracion de material particulado de la sangre y en la disposicion de eritrocitos

y leucocitos deficientes o senescentes. (N. Larrafiaga, 2014).

Los antigenos que se encuentran en circulacion entran al bazo por la arteria
esplénica. La arteria esplénica se ramifica en una red de arterias y arteriolas que
viajan a través del 6rgano. Cada arteriola se encuentra rodeada por la vaina
linfatica periarterial (PALS), un arreglo cilindrico de tejido poblado principalmente
por linfocitos T maduros y que también contiene numeros bajos de células

plasmaticas, macrofagos, y células dendriticas interdigitantes. Los antigenos son
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tomados por las células dendriticas residentes, las cuales los presentan y activan
a los linfocitos T. Rodeando a los PALS se encuentran los foliculos primarios con
linfocitos B y macréfagos. Cuando los antigenos son atrapados cerca de estos
linfocitos B, son estimulados para formar centros germinales, que después se
llenan con linfocitos B activados. Rodeando a los foliculos se encuentra la zona
marginal, que también contiene subpoblaciones de linfocitos B. La composicion
total de linfocitos en el bazo es de ~40% linfocitos B, 50% linfocitos T CD4+, 10%
linfocitos T CD8+ y menos del 5% de células NK. (Tak & Mary, 2006). En la figura
4 se presenta la estructura interna del bazo.
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Figura 5. El bazo. La pulpa
blanca esta compuesta por la
vaina linfatica periarterial
(PALS) ricos en linfocitos T y
por foliculos de linfocitos B.
Las PALS, con linfocitos en
su mayoria, junto con
algunas células plasméticas,
macrofagos y células
dendriticas interdigitantes,
rodean las arterias que salen
de las trabéculas. Los
foliculos de linfocitos B
primarios y secundarios se
localizan a lado de las PALS,
usualmente en las
ramificaciones arteriales. Los
foliculos tienen una zona

marginal bien definida, que

contiene linfocitos B de memoria en su mayoria. Estos estan en proximidad cercana a la pulpa roja, que forma cerca del 75% del

volumen esplénico. La pulpa roja esta compuesta por cordones esplénicos, una malla de macrofagos, linfocitos, fibroblastos, y fibras

de colageno, y los senos venosos, los cuales son rojos debido a la abundancia de eritrocitos. Tomado de (Tak & Mary, 2006)

19



Inmunodeficiencias primarias
Las inmunodeficiencias se clasifican en: inmunodeficiencias hereditarias o
inmunodeficiencias primarias (IDPs) e inmunodeficiencias adquiridas o

secundarias.

Las IDPs son enfermedades congénitas causadas por alteraciones cuantitativas
y/o funcionales de distintos procesos de la respuesta inmune. Se caracterizan por
predisposicion a infecciones, tendencia a autoinmunidad, alergia y enfermedades
linfoproliferativas. Las IDPs varian en proporciones segun su clasificacion, siendo
mas frecuentes las de tipo humoral (50-60%), seguidas las deficiencias
combinadas (15%), las deficiencias de fagocitos (10%) y finalmente Ilas
deficiencias celulares y de complemento (5%). (Leticia Yafez, 2016). En la tabla 1

se muestran la clasificacion de las inmunodeficiencias primarias.

Las IDPs se suelen diagnosticar en la infancia, especialmente en el primer afio de
vida. Sin embargo, hasta en un 25% de los casos se diagnostican en la edad
adulta.(V. Gonzalez de la Calle, 2016).

Combinado con el enorme aumento del conocimiento acerca de la funcion y la
diversidad genética de los humanos, desde que se descifr6 el genoma humano,
las inmunodeficiencias primarias son una fuente de mutaciones que sigue
creciendo y brindando oportunidades Unicas para el estudio de la funcién del
sistema inmune humano. (Kathrin Pieper, 2013)
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Inmunodeficiencias combinadas de células Ty B
Déficit predominante de anticuerpos

Otros sindromes de inmunodeficiencias bien definidas
Enfermedades de disregulacion inmune

Defectos del numero y/o funcion fagocitica

Defectos en la inmunidad innata

Deficiencias del complemento

Desordenes autoinflamatorios

Fenocopias de IDP

Fuente: Al-Herz et al.”.

Tabla 1. Clasificacion de las inmunodeficiencias primarias segun la
International Union of Immunology Societies (IUIS) en 2014. (Leticia Yafiez,
2016).

Inmunodeficiencias primarias de anticuerpos

Las IDPs de anticuerpos o humorales representan las enfermedades genéticas del
sistema inmunitario mas frecuentes y las primeras en ser descritas durante la
historia de la inmunologia. Los anticuerpos se reconocieron como parte de la
respuesta inmunitaria humoral desde hace més de un siglo, tiempo después de su
descubrimiento se reconoci6 la primera IDP de anticuerpos: la
agammaglobulinemia, seguida por la inmunodeficiencia comun variable y el

sindrome de hiper-IgM. (G. Lopez Herrera, 2016)

Inmunodeficiencia comun variable (IDCV)

La IDCV es la inmunodeficiencia primaria sintomatica de tipo humoral més
frecuente en el adulto, manifestandose con mayor frecuencia a partir de la
segunda o tercera década de la vida y afectan tanto a hombres como a mujeres.
Se caracteriza porque los pacientes presentan infecciones recurrentes debido a un

déficit en la produccion de anticuerpos. (Marinovic, 2012).

La IDCV presenta, ademas, una alteracion mas profunda en la funcion de los

linfocitos B, que condiciona una disminucion de todos los isotipos de
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inmunoglobulinas, especialmente IgG e IgA. Los niveles de IgM pueden
permanecer normales e incluso disminuidos. (Diez Rubén, 2010). Ademas de sus
defectos en células B, la IDCV también se asocia con defectos en namero y
funcion, asi como en la proliferacion y activacion de linfocitos T y células NK.
Laura Berron R. et al reportaron alteraciones en las subpoblaciones de linfocitos
CD4 y CD8, lo cual podria deberse a apoptosis espontanea y reduccion del
tamafo del timo. También se ha reportado que los pacientes adultos que padecen
IDCV presentan una disminucion en los linfocitos B de memoria (L. Berrén Ruiz,
2014).

La IDCV se asocia de manera frecuente con enfermedades autoinmunes como
lupus, enfermedad de Graves, enfermedad inflamatoria intestinal o citopenias
autoinmunes. La aparicion de enfermedades autoinmunes refleja la profunda
desregulacion del sistema inmune. Esta inmunodeficiencia condiciona también la
aparicion de infecciones recurrentes de los tractos respiratorio y gastrointestinal. El
aparato respiratorio constituye, quizas, el 6rgano mas afectado, principalmente por
las infecciones, y su afectacién suele llevar al diagndstico de la inmunodeficiencia.
(Diez Rubén, 2010). En la tabla 2 se muestran las enfermedades autoinmunes
derivadas de la IDCV.
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HEMATOLOGICAS:
* Citopenias autoinmunes

* Anemia hemolitica autoinmune

* Plrpura trombocitopénica idiopatica
= Neutropenia autoinmune
GASTROINTESTINALES:

* Anemia perniciosa

* (3astritis atréfica

» Enfermedad cellaca

# Cimmosis biliar primaria

* Enfermedad inflamatoria intestinal
REUMATOLOGICAS:

* Sindrome de Sjogren

* Lupus erntemnatoso sistémico
* Artritis Reumatoide

* Artritis Crdnica Juvenil

* Vasculitis
ENDOCRINOLOGICAS:

* Tiroiditis de Hashimoto

* Diabetes Mellitus tipo 1
DERMATOLOGICAS:

« \itiligo

= Alopecia
NEUROLOGICAS:

* Sindrome de Guillain Barré

Tabla 2. Manifestaciones autoinmunes en IDCV. (Marinovic, 2012).
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La IDCV se asocia con mutaciones en LRBA

La proteina LRBA, (por sus siglas en inglés de Lypopolisaccharide (LPS)-
responsive beige-like anchor), es codificada por LRBA, un gen esencial para el
funcionamiento normal del sistema inmune; tiene un peso de 319kD y esta
compuesta por multiples dominios. Su expresion es inducida en linfocitos B y
macréfagos por lipopolisacaridos bacterianos. Sin embargo, el mecanismo
molecular por el cual LRBA regula al sistema inmune, permanece
desconocido(Wang J, 2014).

En un principio se le llamo Lba al gen que codifica para la proteina conocida como
Lrba hoy en dia. Se demostrd que Lba presentaba regulacién positiva en linfocitos
B de ratones en presencia de LPS y a partir de los estudios realizados en Lba se
revelaron los primeros indicios de la participacion de LRBA en el trafico vesicular
tras la activacion de células del sistema inmune (Wang J., 2001).

Esta proteina pertenece a la familia de genes WLD-BEACH-W40 (WBW) y esta
localizada en el citoplasma con el aparato de Golgi, lisosomas, reticulo
endoplasmico, membrana plasmatica, y reticulo endoplasmico perinuclear. Los
miembros de la familia de genes WBW, parecen funcionar como proteinas soporte
en el trafico vesicular y son importantes en enfermedades humanas. Se cree que
LRBA se asocia con la proteina cinasa dependiente de AMPc (PKA) y puede estar
involucrada en el reclutamiento de vesiculas intracelulares a diversos receptores
celulares, lo que resulta en la secrecion y/o disposicion membranal de moléculas
inmunes efectoras (Lopez Herrera, 2012). En la figura 6 se muestra un esquema
gue representa la estructura de la proteina LRBA y se muestran ademas algunas

mutaciones que se han reportado en este gen para casos de IDCV.

Se cree que LRBA interactia con multiples vias de transduccion de sefales
importantes, incluyendo posiblemente al receptor de factor de crecimiento
epidérmico (EGFR), Notch, PKA, Ras, E2F1, p53 y proteinas cinasas activadas
por mitégenos (MAPKs), LC3 y LIR. Debido a que se ha encontrado que la

expresion de LRBA se encuentra regulada positivamente en células cancerosas,
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se ha sugerido que la proteina actta como un regulador positivo de la
supervivencia celular promoviendo la proliferaciéon y previniendo la apoptosis y
posiblemente regulando el proceso de autofagia. (L6épez Herrera, 2012),(Wang J,
2014).

Se cree también que LRBA podria estar involucrada en la secrecion de
anticuerpos y citocinas, en el reciclamiento de proteinas de membrana, y en el
trafico de proteinas entre distintos compartimentos, o proteinas para degradacion
por autofagia o por proteosoma. (Wang J, 2014)

La proteina LRBA en humanos y Lrba en ratones son idénticas en un 90%
(2587/2859) con homologia de aminoacidos del 94% (2690/2859). Se han
identificado 3 isoformas para Lrba con diferencias en el C-terminal, mientras que

en la proteina humana se han identificado dos isoformas. (Wang J, 2014).
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Estructura proteica de LRBA
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Figura 6. Estructura proteica de LRBA. La proteina LRBA humana tiene 2863
aminoacidos compuestos de multiples dominios. El peso molecular calculado es
de 319kDa. El dominio de anclaje de la lectina Concavalina A (ConA)-like; VHS:
VPS (vacuolar protein sorting), dominio Hrs (hepatocyte growth factor-regulated
tyrosine kinase substrate) y STAM (signal transducing adaptor molecule); RII:
motivos de anclaje (RIl) de la subunidad reguladora de PKA; PH: dominio Plekstrin
Homology (PH)-like; BEACH: dominio beige and CHS; *= coddn de paro; fs*3=
desplazamiento de 3 codones y luego coddn de paro. Traducido al espafiol de
Wang, 2014.

La deficiencia de LRBA causa inmunodeficiencia y autoinmunidad. Las
manifestaciones clinicas que se presentan en la deficiencia de LRBA incluyen
hipogammaglobulinemia debido a la diferenciacién defectuosa de linfocitos B,
infecciones recurrentes, particularmente del tipo respiratorio, y varios desordenes
autoinmunes como trombocitopenia purpura idiopatica, anemia hemolitica

autoinmune, y enfermedad inflamatoria intestinal. (Wang J, 2014)

En 2012 se identificaron 5 pacientes de 4 familias diferentes con mutaciones

homocigotas en LRBA, describiendo una inmunodeficiencia nueva, conocida

26



desde entonces como deficiencia de LRBA. La deficiencia de LRBA es causada
por la pérdida de la expresion de la proteina LRBA, la cual puede ser causada por
mutaciones homocigotas o heterocigotas compuestas en LRBA. (Lopez-Herrera G,
2012; Gamez Diaz, 2015)

LRBA es el octavo gen que al presentar mutaciones causa inmunodeficiencia
comun variable (IDCV). Ademas, puede regular otros genes afectados en la IDCV,
como CD19, CD20 y BAFFR, ya que sus niveles son bajos en la ausencia de
LRBA. (Wang J, 2014).

A pesar de que, como ya se menciond, LRBA podria estar interactuando con
varias proteinas y estar mediando varias funciones celulares, a la fecha existe
evidencia de que LRBA influye en el reciclamiento de CTLA-4, ya que se ha
demostrado su interaccidn en secuencias especificas, y por extension, en la
capacidad supresora de los linfocitos T reguladores (Tregs), previniendo la
degradacion de CTLA-4 en lisosomas endociticos (Shahrzad Bakhtiar, 2017).
Estos defectos funcionales de LRBA explican las manifestaciones de tipo
autoinmune. Esta es una teoria que se sustenta en estudios realizados en ratones,
ya que se ha observado una disminucién en los niveles de CTLA-4 en Linfocitos T,
aunque en ratones esta deficiencia es compensada. (Burnett DL, 2017). Sin
embargo, la disminucién en la expresion de CTLA-4 no explica los defectos en la
inmunidad humoral, como la poca formacion de linfocitos B de memoria, los
problemas en el cambio de isotipo y por lo tanto la baja produccion de anticuerpos
de alta afinidad. (Burnett DL, 2017).

Las anormalidades in vitro que muestran los pacientes deficientes de LRBA
incluyen produccion disminuida de anticuerpos IgG, activacion y proliferacion de
linfocitos T deficientes, aumento en apoptosis, y autofagia disminuida en linfocitos
B. Ademés, se ha demostrado alteraciones en linfocitos T reguladores como
aumento en apoptosis, y expresion disminuida de marcadores candnicos de
linfocitos Treg, como CD25, Helios, FOXP-3 y CTLA-4. (Gamez Diaz, 2016)

A la fecha ya se cuentan con modelos murinos con deficiencia homocigota de Lrba

(Lrba-/-). Interesantemente, en ratones no se ha observado las mismas
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manifestaciones clinicas que presentan los humanos deficientes de LRBA, tales
como anormalidades en la activacion de Linfocitos B, asi como en su cambio de
isotipo o en la formacién de centros germinales, por mencionar algunas; por el
contrario, los ratones deficientes conservan la funcionalidad de su sistema

inmunolégico (Burnett DL, 2017).

Gamez-Diaz et al, ha analizado el fenotipo de ratones deficientes de Lrba, es decir
del knockout. Los resultados revelan que, en ratones, independientemente de la
edad, tanto en ratones jovenes como adultos, no se observan manifestaciones
clinicas o inmunoldgicas severas en la ausencia de Lrba. Unicamente se ha
logrado observar la interaccion de Lrba con CTLA-4, lo cual ya habia sido
observado anteriormente en seres humanos; de esta manera se mantiene la teoria
de que la ausencia de esta interaccion es el origen de los desordenes de tipo
autoinmune que presentan los pacientes deficientes de LRBA. Interesantemente,
se ha logrado observar la participacion de la proteina en la proliferacion celular y
supervivencia, asi como su probable participacion en la regulacién de la secrecién
de IgA. Adicionalmente se analizaron algunas subpoblaciones celulares de
Linfocitos B y T sin observar alguna alteracion con respecto al control Wild-Type
(Laura Gamez-Diaz, 2017).

El estudio de la deficiencia de LRBA en modelos animales, particularmente en
modelos murinos, tienen como finalidad llegar a un entendimiento de la
fisiopatologia del sindrome “in vivo”. Hasta la fecha, unicamente se ha logrado
comprobar defectos en linfocitos T reguladores, debido a la interaccion entre
LRBA y CTLA-4 en humanos y ratones, por lo que la funcion de LRBA continua sin
haber sido revelada en otros tipos celulares. (Laura Géamez-Diaz,
2017).Actualmente, existen muchos aspectos de la respuesta inmune que no se
han explorado en el humano y en el raton deficiente de ésta proteina, por lo que el
objetivo de este trabajo es realizar una caracterizacion fenotipica de diferentes
subpoblaciones celulares evaluando posibles diferencias dependiendo de la

expresion de LRBA.
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Planteamiento del problema

Actualmente se desconoce si la proteina LRBA participa en el desarrollo de los
linfocitos, sin embargo, se sabe que su participacion es esencial para el
funcionamiento correcto del sistema inmune. Por lo que el presente trabajo de
investigacion consiste en determinar si la deficiencia de LRBA se acompafia de
alteraciones en el porcentaje de células del sistema inmunoldgico en ratones.
Ademas, se pretende observar la expresion de LRBA al estimular a las células del
sistema inmunolégico obtenidas de muestras de sangre periférica de humanos

sanos.

El empleo de estimulos mitogénicos para evaluar la expresion de LRBA parte del
supuesto de la participacion de la proteina en procesos de activacion, desarrollo y
expresion de células importantes para el funcionamiento correcto del sistema

inmune, como lo son los linfocitos.
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Objetivos

Objetivo general

Determinar posibles alteraciones en el desarrollo linfoide en organos
primarios y en bazo de ratones deficientes de Lrba, asi como determinar el
patron de expresion de LRBA en linfocitos B y linfocitos T obtenidos de

humanos sanos.

Objetivos particulares

Analizar si existen alteraciones en el desarrollo de células pre-B, células B
inmaduras y células B foliculares circulantes en médula 0sea de ratones
Lrba-/-.

Analizar si existen alteraciones en el desarrollo de timocitos dobles
negativos, dobles positivos y linfocitos T CD4+ 6 CD8+ en el timo de los
ratones Lrba-/-.

Analizar si existen alteraciones en las proporciones de linfocitos B
transicionales 1, transicionales 2 y células maduras en el bazo de ratones
Lrba-/-.

Analizar la expresion de LRBA en células B y T de humanos sanos por

medio de la citometria de flujo en condiciones basales.

Determinar si se observa la expresion de LRBA al estimular las células

humanas con fitohemaglutinina y pokeweed.
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Hipotesis

La aplicacion de estimulos como la PHA y el PKW a células humanas del sistema
inmune llevara a la expresion de la proteina LRBA y serd posible obtener un
patron de expresion de la proteina. Ademas, como resultado de la comparacion
entre células del sistema inmune en ratones deficientes de Lrba y ratones no
deficientes de la misma, se podran observar algunos efectos de la ausencia de la

proteina.
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Metodologia

Evaluacion de la diferenciacion linfoide en ratones silvestres, heterocigotos y
homocigotos deficientes de LRBA

Los drganos se obtuvieron por diseccion posterior al sacrificio de los ratones.

Obtencion de las células

De cada uno de los 6rganos obtenidos de los ratones (timo, médula Osea y
bazo) se realizaron suspensiones celulares en 1mL de PBS. Posteriormente,
se realizd un conteo de las células en camara de Neubauer y se calculd el

namero total de células en cada érgano.

Evaluacién de subpoblaciones celulares de linfocitos T por citometria de flujo

Se realizaron tinciones en células obtenidas del timo para la evaluacion de
linfocitos T (Lrba-/- (n=2), Lrba+/- y Lrba +/+ (n=3)).

En un principio se identificaron a los linfocitos T (B220-) para ello se
adicionaron 1.5uL del anticuerpo anti-B220 (APC-Cy7; Biolegend),
posteriormente se realiz6 la tincion de CD4 y CD8 para la identificacion de los
linfocitos T citotoxicos (CD8+), linfocitos T cooperadores (CD4+), los linfocitos
T DP (CD4+CD8+) y los linfocitos T DN (CD4-CD8-), se adicionaron 1uL del
anticuerpo anti-CD4 (PerCP; Biolegend) y 1 pL de anti-CD8 (PE-Cy7,;
Biolegend). Después de la incubacién con los marcadores, protegidos de la luz,
se realiz6 un lavado con 2mL de PBS 1X y se centrifugaron a 1500 rpm
durante 5 min. ElI botén se resuspendi6 en 200uL de solucion fijadora.
Finalmente, se realizé la lectura de las muestras en el citbmetro de flujo BD
FacsAria, con el software BD FacsDiva (BD Biosciences), y se realizo el

analisis de los datos obtenidos con el programa FlowJo X (TreeStar Inc).

Evaluacion de subpoblaciones celulares de linfocitos B por citometria de flujo

Se realizaron tinciones en aproximadamente 1x10° células obtenidas de

Médula 6sea y bazo para la identificacién de subpoblaciones de Linfocitos B.
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En médula 6sea: se identificaron a los linfocitos B CD43- (B220+ CD43-) para
ello se adicionaron los siguientes anticuerpos: 3uL de anti-B220 (APC;
Biolegend) en una dilucion (1:20) y 1.5uL de anti-CD43 (PE;Biolegend); en ésta
subpoblacién se identificaron a los linfocitos pre-B tardios (IgD- IgM-), los
linfocitos B recién formados (IgD-IgM+) y los linfocitos B foliculares (IgD+IgM+),
estas subpoblaciones se denominaron como fracciones D, E y F de acuerdo a
la nomenclatura estableciada por Hardy, 1991. Para ello se adicionaron los
siguientes anticuerpos: 1pL de anti-IgM (PECy7; Biolegend) y 1pL de anti-IgD
(APC-Cy7; Biolegend). (Lrba -/- (n=2), Lrbat/- y Lrba +/+ (n=3))

En bazo: se identificaron a los linfocitos B con 5 pL de una dilucién (1:20) de
anticuerpo anti-B220 (APC; Biolegend), posteriormente se identificaron a los
linfocitos B maduros (CD24"°“CD21+)linfocitos B transicionales T1
(CD24+CD21'™) y T2 (CD24+CD21+), para esto se adicion6 a los
esplenocitos: 3uL de una dilucion (1:20) del anticuerpo anti-CD24 (PerCP;
eBioscience) y 1.5uL del anticuerpo anti-CD21 (PE; Biolegend). (Lrba-/-,Lrba+/-
y Lrba+/+ (n=3))

Después de la incubacién con los marcadores, protegidos de la luz, se realiz6
un lavado con 2mL de PBS 1Xy se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 min. El
botdén se resuspendidé en 200uL de solucién fijadora. Finalmente se realizo la
lectura de las muestras en el citbmetro de flujo BD FacsAria, con el software
BD FacsDiva (BD Biosciences), y se realiz6 el analisis de los datos obtenidos

con el programa FlowJo X.
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Evaluacion de la expresion de LRBA en muestras de humanos sanos.

Obtencion de células mononucleares de sangre periférica

Las muestras de sangre se obtuvieron por puncion venosa, a partir de individuos
sanos, de edades de 20 a 25 afios, empleando tubos con solucién ACD (acido

citrico dextrosa) BD Vacutainer®.

Las muestras de sangre venosa se procesaron de la siguiente forma:

Se obtuvieron las PBMCs empleando un gradiente de densidad con
Histopaque-ficol en una concentracion 1:2 con respecto al volumen de sangre.
Se centrifugd a 1500 rpm, sin aceleracion ni desaceleracion, durante 30
minutos. Se recuperd la nube de células junto con el plasma en un nuevo tubo
y se realizaron dos lavados con 12mL de PBS estéril. Posteriormente, se
recupero el boton y se resuspendié en 1mL de PBS estéril, se realiz6 el conteo
de las células viables obtenidas con camara de Neubauer, con azul de tripano.
Se calculé el numero total de células y se cultivaron aproximadamente 3x10°
células en medio RPMI suplementado, con los estimulos policlonales:
fitohemaglutinina (PHA) [10ug/mL], mitégeno Pokeweed (PKW) (10upg/mL;
Sigma-Aldrich) durante 48 y 72 horas a 37°C y 5% de COa.

Deteccion de LRBA por citometria de flujo

Se tomaron dos alicuotas de cada uno de los cultivos celulares con los
distintos estimulos, y se les realizé un lavado con 2mL de PBS, se recupero el
botén y se agregaron los anticuerpos para realizar la tincion superficial; para
ello se agregaron 5uL de anti-CD3 (PE-Texas red) (Bechman Coulter
Immunotech), 5uL de anti-CD19 (APC) y 5uL de anti-CD27 (PE) (BD
Pharmingen). Para iniciar la tincion intracelular de LRBA, en un inicio se
bloquearon las células con 50uL suero de cabra al 5%, y se incubaron durante
10 minutos; posteriormente, se lavaron las células con 2mL de PBS y se
centrifugaron a 1500 rpm durante 5 minutos. Se fijaron las células con 500uL
de solucion fijadora (formaldehido al 1%), y se incubaron durante 10 minutos.

Se permeabilizaron las células con 500uL saponina al 0.1%, y se incubaron
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durante 10 minutos. Finalmente, se lavaron las células con 2mL de PBS y se

centrifugaron a 1500 rpm durante 5 minutos.

A una de las alicuotas se adicionaron 3uL del anticuerpo anti-LRBA (Abcam)
[0.2mg/mL], y a la segunda un control de isotipo, para ello se adicionaron 24uL
de una dilucién (1:40) de IgG de conejo [1000ug/mL], para llevar a ambos a
una concentracion final de 6ug/mL, y se incubaron durante 60 minutos, se
lavaron las células con 2mL de PBS y se centrifugaron a 1500 rpm durante 5
minutos. Después se agregaron 2uL de anticuerpo secundario anti-lgG de
conejo (1:250) conjugado a FITC (Biolegend) a ambos tubos. Finalmente, se
lavaron las células con 2mL de PBS y se centrifugaron a 1500 rpm durante 5
minutos y el boton se resuspendié en 200uL de solucién fijadora. Desde el
momento en que se agregaron los anticuerpos para realizar las tinciones las

células se mantuvieron protegidas de la luz.

Finalmente se realizd la lectura de las muestras en el citometro de flujo BD
FacsAria, con el software BD FacsDiva (BD Biosciences), y se realizo el

analisis de los datos obtenidos con el programa FlowJo X.

Analisis estadistico
Se realiz6 el andlisis estadistico con el programa XLSTAT® el cual consistié en
una t de student de dos muestras relacionadas en donde se haya realizado al

menos triplicados para cada medicion realizada.
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Resultados

Poblaciones de linfocitos en ratones Lrba-/-

Con el objetivo de detectar posibles deficiencias celulares en el modelo murino
Lrba-/-, nos propusimos realizar una caracterizacion de tres organos linfoides
claves en el sistema inmunoldgico, como es el caso del timo, la médula ésea y el

bazo.

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos de las muestras obtenidas
de ratones. En las tablas se incluyen las medias de los porcentajes obtenidos de
las distintas subpoblaciones identificadas en cada uno de estos tres 6rganos. De
igual manera, se incluyen las gréficas comparativas entre los ratones knockout

(Lrba-/-), con mutacion heterocigota para Lrba (Lrba+/-) y wild type (Lrba +/+).

Analisis de subpoblaciones de Linfocitos T en Timo de ratones

Para el caso del timo, se analizaron las subpoblaciones de timocitos DN, DP,
CD4+ y CD8+ unicamente en dos ratones Lrba-/- (n=2) y en tres ratones Lrba+/+y
Lrba+/-(n=3); en la figura 7 se muestra la estrategia de andlisis realizado para las
células obtenidas del timo de ratones Lrba+/+, Lrba+/- y Lrba -/-. Los timocitos
fueron sometidos a las tinciones descritas en la metodologia, y posteriormente se
realizo el andlisis de los datos obtenidos mediante citometria de flujo. Durante el
analisis se seleccionaron los linfocitos T por la ausencia de la molécula B220 en
su superficie, y posteriormente se identificaron 4 subpoblaciones: linfocitos T
CD4+CD8+ (DP), linfocitos T CD4-CD8- (DN), linfocitos T CD4+ y linfocitos T

CD8+, de acuerdo con su expresion de las moléculas CD4 y CDS8.
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Figura 7. Andlisis de las subpoblaciones de linfocitos T obtenidos de timo de ratones. a) Seleccién de linfocitos por
tamafo y granularidad; b) identificacion de linfocitos T, que por la falta de expresion de la molécula B220; c¢) identificacion
de las subpoblaciones de linfocitos T CD4+, CD8+ Dobles positivos (DP) y dobles negativos (DN) por su expresion de las

moléculas CD4 y CD8.
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En la tabla 3 se muestran los promedios de las poblaciones analizadas en el timo
y se presentan también los valores de p calculados del andlisis estadistico ente el
grupo de ratones Lrba+/+ (n=3) y Lrba+/- (n=3), en este 6rgano no fue posible
realizar estadistica para el grupo Lrba-/- (n=2) ya que no se contd con triplicados

€en este grupo.

Tabla 3. Subpoblaciones de Linfocitos T identificadas en Timo de ratones.

) % %
SUBPOBLACION p
Lrba+/+ | Lrba+/- Lrba-/-
CD4+ 8.73 7.69 |0.066| 8.48
CDS8+ 4.26 3.06 [0.097| 6.48
DP 76.56 81.7 [0.109 | 62.05
DN 10.38 7.55 [0.195| 23.09

Los resultados de la Tabla 3 se pueden observar graficamente a continuacién
(Grafica 1), en donde se muestra la representacion en barras de los porcentajes
calculados en cada subpoblacion de linfocitos T, y en los tres grupos analizados.
Se puede observar una posible tendencia en aumento de los dobles positivos en el
grupo Lrba+t/-, sin embargo, el valor de p calculado es de 0.109, por lo que la
diferencia no es significativa estadisticamente. En las deméas subpoblaciones no
se observa alguna diferencia o tendencia entre los grupos Lrba+/+ y Lrba+/-.
Finalmente, a pesar de no contar con el andlisis estadistico de los datos, se
observan proporciones muy similares entre los ratones Lrba+/+ y Lrba-/- de las

diferentes poblaciones de timocitos analizadas.
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Figura 8. Subpoblaciones de Linfocitos T en Timo de ratones. CD4+
(Linfocitos T CD4+), CD8+ (Linfocitos T CD8+), DP (Dobles positivos, linfocitos T
CD4+ CD8+) y DN (Dobles negativos, linfocitos CD4- CD8-). Se muestran las
medias de los porcentajes obtenidos en cada poblacion en ratones Lrba-/- (barras
azules) (n=2), Lrba+/- (barras anaranjadas) (n=3) y en ratones Lrba+/+ (barras

grises) (n=3).
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Analisis de subpoblaciones de linfocitos B en Médula 6sea de ratones

Para realizar el analisis de los datos obtenidos por medio de la citometria de flujo
se realizd el seguimiento que se muestra en la figura 9. El analisis consistio en la
identificacion de los linfocitos B por su expresion de la molécula B220, y
posteriormente se selecciond la region B220+CD43-, las subpoblaciones de
linfocitos B analizadas en médula 6sea fueron identificadas como: Fraccion D:
linfocito pre-B tardios, Fraccion E: linfocitos B recién formados y Fraccion F:
linfocitos B Foliculares IgM+ IgD+, y fueron identificadas de acuerdo con su
expresion de las moléculas IgM e IgD.
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Figura 9. Analisis de subpoblaciones de Linfocitos B en médula 6sea de ratones. a) Seleccion de linfocitos por sus
propiedades de tamafio y granularidad; b) identificacién de la poblacion B220+ CD43- de acuerdo con su expresion de las
moléculas B220 y CD43; c) seleccidn de las subpoblaciones: Fraccion D (Linfocitos pre-B tardios), Fraccion E (Linfocitos

B recién formados) y Fraccién F (Linfocitos B foliculares, IgD+ IgM+).
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En la figura 10 se muestra una comparacion de las subpoblaciones de linfocitos B
de médula 6sea identificadas en los tres grupos de estudio, Lrba+/+, Lrbat+/- y
Lrba -/-. En la imagen podemos observar bien definidas las regiones de cada
subpoblacién en el raton Lrba +/+, ademds de que se observan algunas
diferencias en los otros dos grupos, como es el caso de un aumento en la fraccion

F, y una disminucién de la fraccién E en el raton Lrba-/-.
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Figura 10. Comparacion de las subpoblaciones de linfocitos B analizadas en médula 6sea de ratones.
Comparacion entre las subpoblaciones de linfocitos B obtenidos de medula 6sea en los tres grupos de estudio. 1) Ratén
Lrba+/+, 2) raton Lrba +/- y 3) ratén Lrba-/-.D (Linfocitos pro-B), E (Linfocitos pre-B) y F (Linfocitos B inmaduros, IgD+
IgM+).
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En el caso de la médula 6sea, se analizaron tres ratones para el caso de los
ratones Lrba+/+ (n=3) y Lrba+/- (n=3), sin embargo, para el caso de los ratones
Lrba-/- (n=2), sOlo se estudiaron dos ratones. En la tabla 4 se muestran los
porcentajes promedio calculados para cada una de las subpoblaciones en los tres
grupos de estudio, asi como los valores de p calculados en el analisis estadistico.
El analisis estadistico para el raton Lrba-/- no se muestra ya que so6lo se hicieron
duplicados, sin embargo, en las fracciones D y E se observa una tendencia de
disminucion, mientras que se observa una tendencia de incremento de la fraccion
F.

Tabla 4. Subpoblaciones de Linfocitos B identificadas en Médula 6sea de

ratones
) % %
SUBPOBLACION p
Lrba+/+ | Lrba+/- Lrba-/-

17.63 9.73 |0.101| 6.35
E 17.56 15.3 |0.148| 4.63
63.16 | 73.23 | 0.070 | 75.25

Los resultados obtenidos en la Tabla 4 se muestran graficamente a continuacion,
en donde apreciamos las tendencias en disminucion en las fracciones mas
inmaduras (D y E) y el incremento en la fraccion F en el raton Lrba-/-; sin embargo,
no es posible determinar si la tendencia observada tiene significancia estadistica
ya que Unicamente se trabajo con dos ratones Lrba-/-. La tendencia de
disminucién de la fraccién D, y de aumento de la fraccion F no fueron significativas

estadisticamente, con respecto al grupo Lrba+/-.
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Figura 11. Subpoblaciones de Linfocitos B en médula 6sea de ratones. D
(Linfocitos pre-B tardios), E (Linfocitos B recién formados) y F (Linfocitos B
foliculares IgD+ IgM+), Se muestran las medias de los porcentajes obtenidos en
cada poblacion en ratones Lrba-/- (barras azules) (n=2), Lrba+t/- (barras

anaranjadas) (n=3) y en ratones Lrba+/+ (barras grises) (n=3).
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Anélisis de subpoblaciones de Linfocitos B en Bazo de ratones

En el caso del bazo, se evaluaron tres subpoblaciones de linfocitos B: linfocitos B
transicionales 1 (T1), linfocitos B transicionales 2 (T2) y linfocitos B maduros (M).
El andlisis consistio en identificar la region de los linfocitos B y posteriormente
identificar sus subpoblaciones de acuerdo con su expresion de las moléculas

CD21y CD24. En la figura 12 se describe la estrategia de analisis realizada.
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Figura 12. Andlisis de linfocitos B y algunas de sus subpoblaciones en células obtenidas de bazo de ratones. a)
Seleccién de linfocitos de acuerdo con sus caracteristicas de tamafio y granularidad. b) Identificacion de linfocitos B por
su expresion de la molécula B220. c) Identificacion de las subpoblaciones de linfocitos B transicionales 1 (T1),

transicionales 2(T2) y maduros, de acuerdo con su expresion de las moléculas CD21 y CD24.
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Para el caso del bazo se lograron estudiar a los linfocitos B T1, T2 y M en tres
ratones de cada grupo de trabajo. En la tabla 5 se muestran los valores de los
porcentajes promedio obtenidos en las subpoblaciones celulares de linfocitos B
identificadas en bazo, con sus respectivos valores de p calculados mediante el

analisis estadistico.

Tabla 5. Subpoblaciones de Linfocitos B identificadas en Bazo de ratones.

Subpoblacion % p % P
Lrba+/+ | Lrba +/- Lrba-/-
Tl 15.9 195 [0.240| 25.3 |0.016*
T2 19.6 12.7 10.318 | 18.4 | 0.849
Maduras 58.7 62.0 ]0.522| 51.9 | 0.137

*significativo a nivel alfa= 0.05.

De acuerdo con los porcentajes promedio de las subpoblaciones analizadas en
Bazo, no se logra observar diferencias o tendencias claramente marcadas entre
los ratones Lrba+/- (n=3) y los Lrba+/+ (n=3), por otro lado, entre el grupo Lrba -/-
(n=3) y el grupo Lrba +/+, se observa una tendencia en aumento de la

subpoblacién de linfocitos B transicionales 1 (T1) en ausencia de Lrba.

Los datos de la Tabla 5 se muestran graficamente a continuacion, resaltando que
se observan diferencias significativas Unicamente en la poblacion de células B T1,
en donde el ratén Lrba-/- presenta una mayor proporcion de esta poblacién celular
con respecto al ratén Lrba+/+ con un valor de p de 0.016, mientras que el ratén

Lrba+/- no presenta diferencias significativas, (Figura 13).
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Figura 13. Subpoblaciones de linfocitos B identificadas en Bazo de ratones.
T1 (Linfocitos B Transicionales 1), T2 (Linfocitos B Transicionales 2) y maduros.
Se muestran las medias de los porcentajes obtenidos en los ratones Lrba+/+
(barras grises), Heterocigotos (barras anaranjadas) y Lrba-/- (barras azules).
*significativo al nivel alfa= 0.05, n=3, (t de student de dos muestras

independientes).
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Andlisis de la expresion de LRBA en linfocitos humanos

Debido a que se desconoce la funcion biolégica de la proteina LRBA, se propuso
investigar si se lograba inducir su expresion al estimular células del sistema
inmune, lo cual serviria para poner de manifiesto su participacion en la activacion
de la respuesta inmunologica. Dado que no existe un anticuerpo comercial para
analizar la expresion de LRBA en células de raton, se propuso evaluar la
expresion de LRBA en linfocitos humanos. Para realizar el analisis de la expresion
de la proteina LRBA en linfocitos humanos se trabajé con las PBMCs obtenidas de
5 donadores sanos como se menciona en la metodologia. Se crearon dos grupos
de analisis, las células que se cultivaron sin estimulo (SE) y las células que se
cultivaron con uno de los dos estimulos utilizados: la fitohemaglutinina (PHA) y el
mitdgeno de Pokeweed (PKW) ambos son mitdgenos, por lo que estimulan la
proliferacion celular. La PHA se utiliz6 para estimular la proliferacién de los
linfocitos T, mientras que el PKW se utiliz6 para estimular el crecimiento de los
linfocitos B; estos estimulos fueron seleccionados ya que con ellos se observé un
aumento en la expresion de LRBA. Posteriormente, se analizd la expresion de
LRBA después de la incubacion con los estimulos mencionados por medio de la
citometria de flujo y finalmente se realiz6 un analisis estadistico para determinar la

significancia de los resultados obtenidos.

Anédlisis de la expresion de LRBA en linfocitos T en linfocitos humanos

Dado que LRBA es una proteina inducible y que el anticuerpo que se encuentra
comercialmente disponible se emplea para detectar LRBA humano por Western-
Blot y no por citometria de flujo, nos propusimos analizar la expresion de LRBA
empleando este anticuerpo en células estimuladas con PHA, mitdgeno que se ha
reportado previamente que induce la expresion de esta proteina (Lépez Herrera,
2012r). Para realizar el analisis de la expresion de LRBA en linfocitos T después
de estimularlos con PHA, se analizaron los dos grupos de células en el citbmetro
de flujo posterior a la tincion realizada como se describe en la metodologia. En la
figura 14 se muestra el andlisis realizado de los resultados obtenidos de la

citometria de flujo en las células SE y en las células estimuladas con PHA, en el
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cual se muestra la selecciéon de los linfocitos, seguida de la seleccion de los
linfocitos T y finalmente los histogramas de intensidad media de fluorescencia
(IMF) para medir la expresion de LRBA. En la misma figura se puede observar el
aumento de la IMF de LRBA con respecto al isotipo, asi como podemos observar
un aumento en la expresion de la proteina, ya que aumenta la IMF en el grupo de

células estimuladas con PHA, con respecto a las células SE.
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Durante el analisis de los resultados obtenidos mediante citometria de flujo, se
trabajo con la intensidad media de fluorescencia (IMF), la cual se refiere al punto
medio o al pico de fluorescencia en el que se midié un mayor nimero de células

marcadas con el anticuerpo contra LRBA.

Se calculé un factor entre el control de isotipo o control negativo y los valores
obtenidos de la tincion de LRBA para tener una mejor referencia de la expresion
obtenida de la proteina; el factor se obtuvo de acuerdo con la siguiente ecuacion:

MF de LRBA

Factor = —————
actor IMF Isotipo

Posteriormente se realizé el andlisis estadistico de los resultados obtenidos de las
células analizadas de los 5 donadores sanos. Por lo que se calcularon las medias
de los factores calculados para ambas condiciones de cultivo: SE y estimuladas
con PHA, se calcularon los valores de p mediante una prueba de t de student de
dos muestras relacionas, y se graficaron los resultados obtenidos a las 48 y a las
72 horas de incubacién de ambos grupos. Los tiempos de incubacion fueron
seleccionados durante la estandarizacion de la técnica, ya que en estos periodos

se observé mejor el aumento de la expresion de LRBA.

En la Tabla 6 se muestra la media de los factores calculados de acuerdo con la
IMF obtenida para el control de isotipo y para LRBA en linfocitos T, se muestran
los valores a las 48 y 72 horas de incubacion, asi como los valores de p obtenidos.
De acuerdo con los valores obtenidos para las células sin estimulo (SE) y el grupo

con PHA como estimulo, podemos observar un aumento en la expresion de LRBA.

Tabla 6. Medias de los factores obtenidos utilizando PHA como estimulo.

Tiempo de incubacion | Sin estimulo (SE) | PHA [10ug/mL] p
48h 0.88057783 0.96198347 0.179
72h 0.96198347 1.3558186 0.007*

*significativo al nivel alfa= 0.05
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Al realizar el andlisis estadistico, observamos una expresion basal de LRBA a las
48 horas sin estimulo y un ligero incremento en la expresion en presencia de PHA;
Sin embargo, la diferencia entre el grupo sin estimulo y el estimulado no es

estadisticamente significativa ya que se obtuvo un valor de p= 0.179 (Figura 15).

Linfocitos CD3+ estimulados con PHA [10ug/mL] por 48h

16
p=0.179

1.4

g |

0.8

IMF LRBA/IMA Iso

0.6

Factor

0.4

0.2

SE PHA [10ug/mL]

Figura 15. Grafico de las medias de los factores LRBA/Isotipo obtenidos tras
el estimulo de linfocitos T humanos con PHA [10ug/mL] durante 48h. En las
barras azules se presentan los resultados de las células sin estimulo (SE) y en las

barras verdes los resultados del estimulo con PHA [10ug/mL]. Valor de p=0.179.
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Por otro lado, se realizé también cultivos celulares durante 72h de PBMCs SE y
con PHA, en este caso se observo una mayor induccion en la expresion de LRBA,
ya que el factor obtenido en promedio en las células sin estimulo es de 0.96, y en
presencia de PHA es mas alto con un valor de 1.35, ésta diferencia si es

estadisticamente significativa ya que se calcul6 un valor de p= 0.007 (Figura 16).

Linfocitos CD3+ estimulados con PHA [10ug/mL] por 72h
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Figura 16. Grafico de las medias de los factores LRBA/Isotipo obtenidos tras
el estimulo con PHA [10pg/mL] durante 72h, en linfocitos T humanos. En las
barras azules se presentan los resultados de las células sin estimulo (SE) y en las
barras verdes los resultados del estimulo con PHA [10ug/mL]. Valor de p= 0.007*,t

de student de dos muestras dependientes.
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Anédlisis de la expresidén de LRBA en linfocitos B en humanos

Para el caso del analisis de LRBA en linfocitos B, dado que el anticuerpo
empleado no reconoce Lrba en el ratén, se determind la expresion de LRBA en
linfocitos B humanos, esto tras activarlos mediante la incubacién con PKW. Para
ello se realiz6 el analisis de los datos obtenidos a partir de la citometria de flujo.
En la figura 8 se muestra el analisis realizado para el grupo de células SE y las
estimuladas con PKW. En un inicio se selecciond la region de linfocitos, seguido
de la seleccion de los linfocitos B de acuerdo con su expresion de la molécula
CD19. Posteriormente se identificaron las dos subpoblaciones de linfocitos: los
linfocitos virgenes CD27- y los linfocitos de memoria CD27+. Y finalmente se

obtuvo la IMF de la expresion de LRBA (Figura 17).
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Una vez realizado el analisis de los datos obtenidos de la citometria de flujo, se
procedié a calcular los factores para analizar la expresion de LRBA con respecto
al control de isotipo, utilizando la misma ecuacion presentada en la seccidn

anterior.

Posteriormente se realizé el andlisis estadistico de los resultados obtenidos de las
células analizadas de los 5 donadores sanos. Por lo que se calcularon las medias
de los factores calculados para las dos subpoblaciones de linfocitos B analizadas:
los linfocitos B virgenes y los linfocitos B de memoria, dentro de los cuales se
trabajaron dos grupos: el grupo de células sin estimulo (SE) y las células
estimuladas con PKW, se calcularon los valores de p mediante una prueba de t de
student de dos muestras relacionadas, y se graficaron los resultados obtenidos a
las 48 y a las 72 horas de incubacién de ambos grupos en cada una de las

subpoblaciones.

Los resultados presentados en la tabla 7 muestran los factores obtenidos en
promedio de la expresion de LRBA en las células cultivadas con PKW durante 48
horas; se muestran los valores para los linfocitos B CD27- y CD27+ con sus

respectivos valores de p.

Tabla 7. Medias de los factores obtenidos de la estimulacién con PKW en

linfocitos B humanos, durante 48h.

Linfocitos B 48h P

SE PKW [10pg/mL]

CD27- 0.90625347 1.11283422 0.161

CD27+ 0.91164253 1.2410584 0.028*

*significativo al nivel alfa= 0.05
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En la figura 18, se muestra la representacion grafica de los datos obtenidos a las
48 horas de incubacion. Se puede observar que tanto en los linfocitos B de
memoria como en los virgenes hay un aumento en la expresion de LRBA tras la
activacion con PKW durante 48 horas, ya que se obtuvo un factor de la expresion
de LRBA con respecto al isotipo mayor que el calculado en las células SE. Cabe
mencionar que dicho aumento en la expresion de LRBA se observa mas
acentuado en los linfocitos B de memoria. Y la diferencia entre el grupo SE y PKW

es estadisticamente significativa, con un valor de p=0.028
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p=0.028* 48h
1.6 =0.161
1.4
ol.z2
L]
<
=1
I
)
0.8
(NN
2
I 0.6
o
o+
(&)
£0.4
0.2
0
CD27+ CD27-
ESE mPKW [10pg/mL] *: Significativo al nivel alfa=

Figura 18. Grafico de las medias de los factores LRBA/Isotipo calculados
tras el estimulo con PKW [10ug/mL] durante 48 horas, en linfocitos B
humanos. Las barras azules representan a los linfocitos B CD27+ y las barras
anaranjadas representan a los linfocitos B CD27-; valores de p 0.028* y 0.161

respectivamente; t de student de dos muestras dependientes.
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Las diferencias observadas en la expresion de LRBA en los linfocitos B de
memoria CD27+ se hacen mas notorias a las 72 horas, como se observa en la
tabla 8, en donde se muestran las medias de los factores calculados, asi como los

valores de p.

Tabla 8. Medias de los factores obtenidos de la estimulacion con PKW en

linfocitos B humanos, durante 72h.

Linfocitos B 72h P

SE PKW [10pg/mL]

CD27- 0.92979349 1.11733447 0.091

CDh27+ 0.87037268 1.59908628 0.001*

* Significativo al nivel alfa= 0.05

En la figura 19 se representan graficamente las medias de los factores calculados
de los resultados obtenidos a las 72 horas de incubacion, en los grupos SE y
estimulados con PKW. En dicho grafico se observa un incremento significativo en
la expresién de LRBA en los linfocitos B virgenes y en los de memoria, al haber
sido incubados con PKW durante 72 horas. También podemos observar que existe
una expresion de la proteina en el grupo SE, la cual aumenta al estimular las
células con PKW, y esto se ve mas pronunciado en los linfocitos B de memoria. El
valor de p calculado para las células CD27- es de 0.091, mientras que para las

CD27+ es de 0.001.
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Figura 19. Gréfico de las medias de los factores LRBA/Isotipo calculados
tras el estimulo con PKW [10ug/mL] durante 72 horas, en linfocitos B
humanos. Las barras azules representan a los linfocitos B CD27+ y las barras
anaranjadas representan a los linfocitos B CD27-; valores de p 0.001* y 0.091

respectivamente; t de student de dos muestras relacionadas.

Para lograr obtener una representacion mas grafica del aumento de la expresion
de la proteina LRBA al cultivar a los linfocitos T y B con ciertos estimulos, se
realizé la superposicion de los gréaficos de IMF, en los cuéles se puede apreciar el
aumento de la expresion de LRBA, con respecto al control de isotipo. En la figura
20 se muestran los graficos superpuestos en los distintos grupos analizados: las
células SE, los linfocitos T estimulados con PHA, los linfocitos B virgenes y los

linfocitos B de memoria estimulados con PKW.
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Figura 20. Superposicion de graficos de IMF entre el control de isotipo y LRBA en
linfocitos T (CD3+) y linfocitos B (CD19+) humanos. 1.1) Superposicién entre control de
isotipo y expresion de LRBA en linfocitos humanos sin estimulo (SE). 1.2) Superposicion entre
control de isotipo y expresion de LRBA en linfocitos CD3+ después de ser estimulados con PHA.
2.1) Linfocitos B CD27+ SE: 2.2) linfocitos B CD27+ después de haber sido estimulados con PKW;
3.1) linfocitos B CD27- SE y 3.2) linfocitos B CD27- después de haber sido estimulados con PKW.
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Discusién

LRBA es una proteina cuya deficiencia se asocia con un fenotipo de deficiencia en
la produccién de anticuerpos, problemas en la sobrevivencia de linfocitos vy
defectos en procesos de regulacion de la respuesta inmune en seres humanos.
(Gabriela Lépez Herrera, 2012). Se desconoce la funcion de LRBA en la mayoria
de los procesos celulares mencionados, excepto para el caso de la regulacion
inmunologica, ya que se describié recientemente que LRBA tiene que ver con el
reciclamiento de CTLA4 en linfocitos T (Laura Gadmez-Diaz, 2017). El estudio de
LRBA desde la descripcion de la deficiencia genética ha sido lento, esto se ha
debido a la carencia de modelos animales que nos permitan explorar defectos
celulares en diferentes 6rganos linfoides, por lo que en este trabajo exploramos el
fenotipo inmunol6gico mediante la caracterizacion de las poblaciones celulares en
diversos organos linfoides en un raton deficiente de Lrba, y dado que no hay
anticuerpos comerciales para Lrba murino, y que en el ratbn no es posible
identificar a los linfocitos B de memoria, realizamos la busqueda de esta proteina
en células B humanas de memoria mediante la identificacion de la expresion de la
molécula CD27.

Con respecto al andlisis de los timocitos se determina que, de acuerdo con los
resultados, no se logra identificar alguna diferencia o tendencia de aumento o
disminucién en ninguna de las subpoblaciones analizadas en ausencia de Lrba, ya
sea de forma incompleta (Lrba+/-) o totalmente ausente (Lrba-/-), por lo que se
debe hacer la inclusion de mas ratones para poder obtener mejores resultados en

el analisis de estas subpoblaciones.

Estos resultados coinciden con lo reportado por Gamez-Diaz et al, donde se
menciona que al realizar el analisis de ratones deficientes de Lrba, en los cuales
no se identificaron manifestaciones clinicas o inmunolégicas de enfermedad.
(Gamez-Diaz et al, 2017) Desafortunadamente, estos resultados no correlacionan
con lo observado en humanos, por lo que sera necesario continuar con las

investigaciones.
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En médula 6sea se observaron dos tendencias, una tendencia a la baja por parte
de las fracciones mas inmaduras de linfocitos B que se analizaron (fracciones D y
E) y una tendencia de aumento de los linfocitos B foliculares (fraccion F). La
disminucion en las subpoblaciones de linfocitos B inmaduros podria indicarnos
problemas en el proceso de maduracion, posiblemente, estas poblaciones estan
muriendo rapidamente por apoptosis, la disminucion de linfocitos B de la
fracciones D y F se relacionaria con el aumento de linfocitos B foliculares, Los
linfocitos B foliculares (Fo), tienen un papel importante en la generacion de
linfocitos B de memoria y de células plasméticas de vida larga; Lopez Herrera, et
al, menciona una deficiencia en los linfocitos B de memoria en la ausencia de
LRBA, debido a la presencia de defectos en la diferenciacion. El aumento de B
foliculares en médula ésea podria relacionarse con defectos en su diferenciacion
que por ende ocasionaran problemas en la produccién de células de memoria. Se
ha reportado que la deficiencia de LRBA conlleva a defectos en procesos de
autofagia, suprimiéndola hasta en un 50%; sin embargo, el mecanismo molecular
por el cual lo realiza permanece desconocido. Se ha especulado que la interaccién
de LRBA con otras proteinas como LC3 es necesaria para completar el proceso
de autofagia, por lo que en su ausencia se observa una activacion del crecimiento
celular. (Wang J, 2014). Las tendencias encontradas en las subpoblaciones
analizadas en médula 6sea no fueron estadisticamente significativas con respecto
al grupo Lrba+t/-, por lo que serd necesaria la inclusion de més ratones Lrba-/-

para poder realizar un andlisis con respecto a este grupo.

En bazo, los linfocitos B transicionales, en especifico la subpoblacion linfocitos B
T1, presenta una tendencia de aumento, la cual fue significativa estadisticamente
con un valor de p de 0.016. Los linfocitos B transicionales son células recién
llegadas a bazo, que estan atravesando un proceso de diferenciacion, los cuales
pasaran por etapas de seleccion positiva y negativa, durante el estadio T1 se
eliminaran a las células autorreactivas. (Hamilton JA, 2017). Es importante ver
alterada la subpoblacién T1, ya que podemos suponer la presencia de células
autorreactivas, por lo que es posible el desarrollo de autoinmunidad.

(Vossenkdmper and Spencer, 2011).
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En los linfocitos B maduros analizados en bazo se observa una tendencia a
disminuir con la perdida de la expresion de Lrba, se observa un menor porcentaje
de linfocitos B maduros en los ratones Lrba -/- con respecto al grupo Lrba+/+, Se
podria suponer que en la deficiencia de LRBA se tiene una disminucion de
linfocitos B maduros que probablemente presenten defectos en su desarrollo, asi
como en su activacion. Sin embargo, dicha diferencia no fue estadisticamente

significativa.

En un intento de correlacionar los resultados observados en las subpoblaciones
celulares analizadas en médula 6sea y bazo, podriamos suponer que el aumento
de células transicionales en bazo y la disminucién en las fracciones D y E en
médula O6sea, se deben a que los linfocitos inmaduros estan llegando
precipitadamente al bazo, con defectos en su diferenciacion desde médula 6sea.
Al mismo tiempo, se presentard una disminucion de células maduras en bazo
debido a estos problemas en el desarrollo de los linfocitos B. Esto podria explicar
en parte, los problemas de autoinmunidad observados en la deficiencia de LRBA 'y
al mismo tiempo ocasionar problemas en la generacion de linfocitos B de

memoria, ya que no estan pasando por un proceso de diferenciacién correcto.

Con respecto a los hallazgos realizados en linfocitos B humanos, observamos que
tanto los linfocitos T y los linfocitos B expresan LRBA de manera basal, pero, dicha
expresion es inducible y se observa mejor a las 72h, en presencia de mitdgenos
policlonales como son la fitohemaglutinina (PHA) y el mitbgeno de Pokeweed
(PKW).

En la figura 20 se pueden observar los histogramas superpuestos entre el control
de isotipo y la expresion de LRBA, aqui podemos observar como aumenta la
expresion de LRBA al utilizar los estimulos PHA y PKW, esto con respecto a la

expresion basal de la proteina que se representa en el grafico sin estimulo (SE).

En la figura 16, se puede observar el aumento en la expresion de LRBA en
linfocitos T tras su incubacion con PHA durante 72 horas, la diferencia entre el
grupo de células sin estimulo y las estimuladas con PHA es significativa

estadisticamente con un valor de p de 0.007.
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La PHA es un mitdgeno, por lo que induce la sintesis de DNA y favorece el
crecimiento celular. En el caso de los linfocitos T, su desarrollo y activacion
necesita de la expresion de una amplia cantidad de moléculas, por lo tanto, el
hecho de observar que la proteina LRBA aumenta su expresion basal al momento
de presentarse un estimulo, es un indicativo de que probablemente se encuentre
envuelta en algun proceso necesario para el crecimiento celular de los linfocitos T,
asi como en su diferenciacion y activacion, ya que se ha mencionado que esta
asociada con proteinas motoras, y por lo tanto, involucradas en el trafico vesicular.
(Wang J, 2014)

El observar una sefial fluorescente mayor de LRBA en las células estimuladas con
respecto a las no estimuladas, sugeriria que el anticuerpo empleado detecta esta
proteina por citometria, lo cual es relevante ya que dicho anticuerpo se emplea
normalmente para ensayos de Western Blot y de inmunohistoquimica; el empleo
de este anticuerpo por citometria de flujo favorece su uso en la caracterizacion de
la deteccion de LRBA en diferentes poblaciones celulares, informacion que seria
de utilidad para determinar a aquellas células en las que LRBA podria estar

ejerciendo una funcién.

Dado que LRBA es importante en diversas funciones en el linfocito B, analizamos
Su expresion en estas células, los resultados muestran que LRBA se expresa en
los linfocitos B de memoria CD27+ estimulados con PKW durante 72 horas,
mientras que los linfocitos B naive no muestran un incremento en la expresion de
esta proteina (figura 19), esto resulta relevante, dado que los pacientes con IDCV
presentan una deficiencia profunda en el desarrollo de linfocitos B de memoria (L.
Berron Ruiz, 2014), lo cual podria implicar un posible papel de LRBA en la

sobrevivencia o diferenciacion de este subtipo celular.

Es importante observar la expresion de LRBA durante un proceso de crecimiento
celular, mas especifico, en la activacién de los linfocitos B, esto es un indicativo de
que la presencia de LRBA es necesaria durante este proceso. Durante el
reconocimiento de antigeno, los linfocitos B proliferan para su expansion clonal, un

proceso importante para su diferenciacion en ceélulas de memoria o células
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plasmaticas. Se ha demostrado que la deficiencia de LRBA conlleva a defectos en
la diferenciacion de linfocitos B y a defectos en las células de memoria, esto en
suma a la presencia de dominios en la estructura de LRBA asociados con
interacciones proteina-proteina, proteina-DNA, y su participacion en multiples
procesos como la transduccion de sefales, trafico vesicular, el ciclo celular y

regulacion transcripcional, etc. (Lopez Herrera, 2012).

La expresion de LRBA en los linfocitos B de memoria y linfocitos B virgenes,
puede poner de manifiesto el papel que juega la proteina durante la proliferacion
de linfocitos B como respuesta a un estimulo, y la importancia de su presencia
para una buena diferenciacién y activacion de estas células. Por otra parte, los
linfocitos B de memoria presentan una autofagia activa, mecanismo que se ha
implicado con la larga vida de estas células, cabe la posibilidad que LRBA esté
involucrado con este proceso, ya que en pacientes con deficiencia de LRBA la

autofagia es deficiente (Miller 2008, Lépez Herrera 2012).
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Conclusiones

No fue posible observar diferencias o tendencias de aumento o disminucion en las
subpoblaciones de linfocitos T analizadas en timo. Sin embargo, las diferencias
encontradas en las subpoblaciones de linfocitos B analizadas en médula 6sea y
bazo, reflejan la probable desregulacion que presenta el sistema inmune en la
ausencia de la proteina Lrba, ya que se encontraron alteraciones en células de
gran importancia en el proceso de diferenciacion de los linfocitos B, como lo son
los linfocitos B transicionales, asi como en la poblacion encargada de la
produccién de las células de memoria, en este caso se trata de los linfocitos B

foliculares.

La expresion de LRBA fue exitosamente estimulada con la fitohemaglutinina (PHA)
en los linfocitos CD3+, ya que logramos observar un aumento en la expresion de
la proteina, la cual fue mayor a las 72 horas de incubacion, estas observaciones
validan el uso del anticuerpo para explorar la expresion de LRBA por citometria de
flujo. Por otro lado, la expresibn de LRBA aumenta durante la activaciéon de
linfocitos B con PKW, por lo que probablemente esté involucrada en este proceso;
la expresién de LRBA fue mayor en los linfocitos B de memoria.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion nos dieron una
idea de por qué se considera que la proteina LRBA es esencial para el
funcionamiento correcto del sistema inmune. Por otro lado, revelan la necesidad
de continuar con los estudios en los modelos animales deficientes de Lrba, para
acercarnos al entendimiento de su funcion biolégica y lograr el desarrollo de
terapias eficientes para la poblacion deficiente de esta proteina. Nuestros datos
sugieren que existen defectos de diferenciacion de los linfocitos B en células
inmaduras de médula 6sea y de bazo en el ratén, asi como linfocitos B de
memoria, indicando que estos dos tipos celulares deben estudiarse de manera

mas profunda respecto a la funcion de LRBA.
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