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RESUMEN

La Forskolina se ha reportado en varios estudios como un importante potenciador
de AMPc, en los linfocitos T. Su actividad se centra en la interaccidn que tiene con
la proteina cinasa dependiente de AMPc de clase | (PKA-I), la cual es capaz de
regular la activacion de moléculas de sefializacion expresadas en los linfocitos T
(CREB, NFAT y NF-kB) (Torgersen.et.al.2002), provocando la disminucion en la
proliferacion de los linfocitos T. El efecto de la Forskolina sobre la activacion de los
linfocitos B no se ha descrito, por lo que en este trabajo se propuso determinar esta

caracteristica.

El efecto de la Forskolina sobre PKA en vias de sefializacion de los linfocitos B, aun
es desconocido, pero se ha descrito que el factor de transcripcion NF- kB tiene sitios
de activacion para PKA (Pérez, Pérez.2019). Por lo que el objetivo de este trabajo
fue determinar si PKA influye sobre la activacion y proliferacion mediada por
receptores de antigeno de los linfocitos B, utilizando un agonista de AMPc, como lo
es la Forskolina. Para lograr dicho objetivo, se realizaron cultivos de PBMCs y se
estimularon con distintos anticuerpos agonistas dirigidos contra IgM y CD3 en
presencia o ausencia de Forskolina. Las células se analizaron mediante citometria
de flujo utilizando diferentes marcadores celulares para seleccionar las poblaciones
de interés y determinar su activacion y proliferacion. Finalmente, se realiz6 un
analisis estadistico utilizando una prueba U Mann Whitney, encontrandose una
diferencia significativa tanto en la expresion de HLA clase | como en clase Il en
presencia de Forskolina. Se encontré que CD71 es un buen marcador de activacion
de linfocitos T mientras que para los linfocitos B el mejor marcador de activacion fue
CD86, aunque no se encontraron diferencias significativas al agregar la forskolina.
Se logré inducir la proliferacion de los linfocitos T utilizando anti- CD3 en
combinacion con anti-CD28, pero no se obtuvieron diferencias significativas al
agregar la forskolina. No se logré inducir la proliferacién de los linfocitos B utilizando

anti-lgM en combinacion con IL-4.



ANTECEDENTES

1. Sistemainmune
El sistema inmunoldgico es una red compleja de células, tejidos y 6rganos que
defienden al cuerpo de sustancias extrafias, principalmente bacterias, virus,
parasitos y hongos, aunque también son capaces de detectar y eliminar células
tumorales, células dafiadas y muertas (Pavon,2016).

De manera general el sistema inmunolégico se divide en dos ramas: respuesta
inmunoldgica innata y respuesta inmunologica adaptativa. La inmunidad innata
constituye la primera linea de defensa y se encarga del reconocimiento rapido de
los agentes infecciosos, asi como de la liberacion de citocinas y quimiocinas para
favorecer la eliminacion de los patégenos (Pavon, 2016). Los principales
componentes de la inmunidad innata son: barreras fisicas y quimicas, células
fagociticas (neutrofilos, macréfagos), proteinas del complemento y otros
mediadores de la inflamacion (Kindt, T.J. ,2007). Este sistema de proteccion detecta
moléculas comunes presentes en los microorganismos, asi como células dafiadas
(Kindt, T.J. 2007). Estas moléculas se conocen como patrones moleculares
asociados con patdgenos (PAMP) y patrones moleculares asociados a dafio
(DAMP) y son reconocidos por medio de receptores llamados receptores de
reconocimiento de patrones (PRR). Entre los PRR se encuentran los TLR
(receptores tipo toll), RLR (receptores tipo RIG-1), NOD (receptores tipo NOD), CLR

(receptores de lectina tipo C), entre otros (Pavon, 2016).

Muchas veces la primera defensa es suficiente para mantener la homeostasis del
organismo, pero cuando el patégeno logra atravesar estas barreras, se activa un
segundo mecanismo de defensa llamado inmunidad adaptativa, y cuyos principales
componentes celulares son los linfocitos T y B (Pavon, 2016). Algunas
caracteristicas que distinguen a la inmunidad adaptativa de la inmunidad innata se

muestran en la tabla 1.



Barreras fisicas y quimicas (piel,
mucosas, etc.)
Neutrofilos, eosindéfilos, macréfagos, Linfocitos T (T, y T.) y linfocitos
células dendriticas, etc. B principalmente.
Anticuerpos y proteinas del sistema
del complemento.

Frente a moléculas presentes en los Muy especffica frente a
microorganismos (PAMP) o diferentes moléculas
moléculas presentes en células microbianas o no microbianas
dafiadas (DAMP) mediante el TCR O BCR.
Recombinacién genética para
Limitada generar una mayor variedad de
receptores.

Si, los linfocitos T y B sufren un
Si, no se reconocen las células proceso de seleccién positiva y
propias (herencia genética) negativa para eliminar clonas
autorreactivas.

Capacidad de responder mas
No genera memoria rapido a un antigeno frente a
repetidas exposiciones.

Inmediata semanas

Tabla 1. Diferencias entre la inmunidad innata y la inmunidad adaptativa.

La inmunidad adaptativa a su vez se divide en dos subtipos: la inmunidad humoral
y la inmunidad celular. La primera cuenta con proteinas que se encuentran en la
sangre y en secreciones llamadas inmunoglobulinas o anticuerpos y son producidos
por los linfocitos B una vez que se activan y se diferencian en células plasmaticas.
(Abbas, 2015). Los anticuerpos son capaces de unirse a virus y toxinas microbianas
para inactivarlos o bloquearlos y evitar que lleguen a la célula diana. Esta accion

provoca el reclutamiento de varios tipos de globulos blancos y otro tipo de proteinas



que, en conjunto, se conocen como sistema del complemento, todo esto con el
objetivo de eliminar al patégeno. Lainmunidad celular queda a cargo de los linfocitos
T, los cuales s6lo pueden detectar antigenos procesados y presentados en el
contexto molecular del MHC. (Pavon, 2016). Ademas, los linfocitos T favorecen la
produccion de anticuerpos asi como la activacién de otras células presentadoras de

antigeno mediante la produccion de citocinas.

1.1 LINFOCITOS

Los linfocitos también se conocen como leucocitos agranulares y miden alrededor
de 6 a 14um. En estado de reposo suelen poseer grandes nucleos redondeados
con cromatina muy compactada y escaso citoplasma. En condiciones fisiolégicas,
en la sangre periférica de un adulto humano se cuantifican entre 1.1 y 3.7 x106
linfocitos/mL, de manera que los linfocitos representan de 20 a 50% de los

leucocitos totales en circulacion. (Pavon, 2016)

Existen tres grupos principales de linfocitos; los linfocitos T, los linfocitos B y las
células asesinas naturales (NK). Los mas numerosos son los linfocitos T que
representan hasta el 90% de linfocitos, mientras que los linfocitos B y los NKs
representan entre el 5y 10% de los linfocitos, respectivamente. (Pavon, 2016). Para

el propésito del presente trabajo nos enfocaremos en los Linfocitos By T.

1.1.1 LINFOCITOS B

Los linfocitos B son células que participan en la respuesta inmune adaptativa, estan
encargados de la produccién de anticuerpos y se les ha dado un papel regulador en
la respuesta inmune ya que son capaces de producir citocinas. Ademas, actlan
como células presentadoras de antigeno lo que resulta en un vinculo entre la

respuesta humoral y la respuesta mediada por células (Maddaly.et.al.2010).

Los linfocitos B se originan e inician su proceso de maduracion en la médula 6sea
y después migran hacia el bazo hasta su maduracion final (Althwaigeb, 2022).
Durante su maduracion, el linfocito B pasa por una serie de reordenamientos
genéticos que tienen como objetivo el ensamblaje y la expresion de la

inmunoglobulina de membrana, IgM, que al unirse con los heterodimeros Iga e Igf



daran origen al receptor del linfocito B (BCR) inmaduro. (Shahaf, 2016) Una vez que
salen a la periferia, las células B pueden activarse mediante la unidén del antigeno
con el BCR.

1.1.1.2ESTRUCTURADELBCR

El BCR esta compuesto por inmunoglobulina de membrana (mlg) que consta de dos
cadenas pesadas (IlgH), dos cadenas ligeras (IgL) y dos subunidades de
senalizacion Iga/lgB (Matsuuchi, 2001). Los heterodimeros Iga/ilgB también se
denominan CD79a y CD79b respectivamente, las cuales son glicoproteinas de
membrana pertenecientes a la superfamilia de inmunoglobulinas (Wen, Y. 2019)
cuya funcién, es la traduccién de sefiales posterior a la interaccion BCR- antigeno
mediante motivos de activacion de inmunorreceptores basados en tirosina (ITAM),
(Treanor, B.2012).

Receptor de
células B

Cadena
ligera  ~——_§
lga/CD79a

Cadena Igp/CD7%h
pesada .

0

™

ITAM

Created in BioRender.com bio

Figura 1. Estructura del receptor de células B (BCR). Se observan las cadenas

ligeras y las cadenas pesadas unidas al heterodimero Iga/lgf3

1.1.1.3 ACTIVACION DE LOS LINFOCITOS VIA BCR

Los linfocitos B dependen de su receptor de antigeno (BCR) para diferenciarse,

activarse y proliferar, ademas de otras sefales que son necesarias para llevar a
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cabo estos procesos, como son la activacion mediante PAMPSs y/o citocinas, entre

otras.

El receptor de células B inicia tres vias principales de sefalizacion que se activan
de manera dependiente de PLC-y2 (Kurosaki, 2011); la via de PKC, la via AKT y la
via RAS (ERK) (Jacob.A.et.al.2002)

1.1.1.3.1 Via PKC

Tras la estimulacion de BCR con el antigeno, los dos residuos de tirosina dentro de
los motivos ITAMs de Iga se fosforilan por las cinasas LYN (Wen, Y. et.al.2019). Los
ITAM fosforilados reclutan la tirosina cinasa SYK favoreciendo su activacion dando
inicio a la formacion de un sefialosoma en donde se ensamblan moléculas como
PLC-y2, PI3K, tirosina cinasa de Bruton (BTK) y moléculas adaptadoras como el
adaptador de células B (BLNK) (Scupoli, Pizzolo.2015). La activacién de PLC-y2,
BTK y BLNK da como resultado la produccion del segundo mensajero, inositol-1,4,5
trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG) induciendo la liberacion de Ca?* del reticulo
endoplasmatico (RE) (Wen, Y.2019). Las concentraciones elevadas de Ca2* activan
la proteina calmodulina que a su vez activa a la calcineurina, y termina con la
activacion transcripcional del factor nuclear de células T activadas (NFAT). (Wen,
Y.2019).

EI DAG induce la liberacién de Ca?*intracelular y activa la proteina cinasa C (PKCPR)
gue a su vez induce la activacion de factores de transcripcion, incluido el factor
nuclear kappa B (NF-kB) (Stevenson, 2011).

1.1.1.3.2 Lavia AKT

Las cinasas PI3K son heterodimeros que consisten en una subunidad catalitica
(p110q, B, ©) y una subunidad reguladora (p50, p55, p85). (Jellusova, J.2016).
Después de que el BCR se entrecruza, la activacion de la subunidad catalitica p110
de PI3K desencadena una cascada de fosforilaciones en la que se produce
fosfatidilinositol-3, 4,5-trifosfato (PIP3) a partir de PIP2. PIP3 actia como un sitio de
acoplamiento al unirse a proteinas que contienen dominios de homologia

pleckstrina (PH), de manera que interactla con las proteinas efectoras PKD1y AKT.
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Finalmente, la activacion de AKT activa a mTORC?2 (proteina blanco de rapamicina
en células de mamifero) mediante su fosforilacién, lo que da como resultado la
sintesis de proteinas relacionadas con el crecimiento, proliferacion y sobrevivencia
celular mediante la activacion de factores de transcripcion como NFAT y FOXOL1.
(Ebru.et.al.2021)

1.1.1.3.3. ViaRas
En esta via el DAG, activa a la proteina RasGRP (proteina Ras liberadora de guanil
nucleétidos) que a su vez activa a la proteina RAS transformandola a Ras-GTP.
Ras-GTP recluta a la proteina Raf la cual se activa por fosforilacion para
posteriormente activar a MAPKK (MEK2). A continuacién, ERK2 fosforila factores
de transcripcion como c-Myc y ELK. (Wen, Y.2019) que son importantes para la
proliferacion y diferenciacion celular. La figura 2, esquematiza las tres vias de
sefalizacion posterior a la interaccion BCR-antigeno. Es importante mencionar que
esta figura es una representacion muy sencilla de lo que ocurre tras la activacion
del BCR, ya que las vias de sefializacion son redes mucho mas complejas, pero
este esquema nos ayuda a enfatizar los principales factores de transcripcion

descritos en este trabajo.

12



RasGRP

Created in BioRender.com bio

Figura 2. Vias de sefalizacion activadas posterior al entrecruzamiento del
antigeno con el BCR. EI BCR es capaz de reconocer por si mismo un antigeno,
iniciando una cascada de fosforilaciones que finalizan en la activacién de genes

de factores de transcripcion necesarios para la supervivencia de la célula B.

1.1.1.4 LOS LINFOCITOS B COMO CELULAS PRESENTADORAS DE
ANTIGENO (CPA)

El complejo principal de histocompatibilidad (MHC) es un complejo de genes que
codifican glicoproteinas presentes en la membrana de las células del sistema
inmune encargado de presentar péptidos antigénicos a los linfocitos T. En los
humanos, el MHC se denomina HLA y existen dos tipos: clase | y clase Il. Las

moléculas de clase | se expresan en todas las células nucleadas y plaguetas,
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mientras que las moléculas de clase Il se expresan en las CPA como linfocitos B,

células dendriticas, macrofagos y monocitos (Cruz-Tapia.2013).

Los linfocitos B interactian con los linfocitos TCD4+ por medio del HLA clase I
favoreciendo su activacion, proliferacion y diferenciacién, los linfocitos T CD4+
activados favorecen a su vez la coestimulacion de los linfocitos B para favorecer su
diferenciacion y una mejor respuesta de anticuerpos (Katikaneni, 2019). La
expresion de HLA-II en los linfocitos B se incrementa en respuesta a la estimulacion
a traves del BCR y la activacion de la via PI3K/AKT participa en dicha induccion
(Marshal-Clarke, 2003). Por otro lado, la expresion de moléculas HLA-I depende de
la activacion de NFkB (Pick, 2012).

1.1.1.5 INTERACCION ENTRE LINFOCITOSBY T

Una vez que el BCR reconoce el antigeno, éste se internaliza, se procesa y los
péptidos derivados del antigeno se cargan en la molécula de clase Il para después
expresarse enla membrana celular. De esta manera, el TCR es capaz de reconocer
al péptido derivado del antigeno y se forma un complejo MHC I-TCR que favorece
la activacion, proliferacion y diferenciacion de los linfocitos T (Katikaneni, 2018).
(Figura 3).
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Figura 3. Interaccion de la molécula de MHC clase Il con el TCR de un linfocito
T CD4. Los linfocitos B son capaces de presentar antigeno a los linfocitos T,
para esto, debe ocurrir el reconocimiento de dicho antigeno por medio de su

BCR, internalizarlo, procesarlo y presentarlo por MHC-clase II.

1.1.1.6 MOLECULAS COESTIMULADORAS

Ademas de la unién del MHC con el TCR se requieren de sefiales extras para que
se produzca una interaccion eficaz. Estas sefalizaciones se producen por proteinas
que se conocen como moléculas coestimuladoras y provienen tanto de las CPA

como de la célula T.

Un ejemplo es la molécula coestimuladora CD28 que al unirse con su ligando B7-1
(CD80) o B7-2 (CD86) presente en la célula B y otras CPAs, genera una respuesta
positiva, es decir, potencia la respuesta del TCR con el antigeno. Sin embargo,
CD80/CD86 también se pueden unir a CTLA-4 y esto genera una respuesta
negativa (Tai Yu, 2018). Las moléculas coestimuladoras no solo son capaces de
potenciar la activacion sino también de inhibir ala célula T o bien provocar un estado
de anergia.
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Figura 4. Interaccion de las moléculas coestimuladoras/coinhibidoras con sus
respectivos ligandos presentes en el linfocito B. Cuando CD86 se une a CD28

la célula se activa mientras que se inhibe cuando interactia con CTLA-4.

Existen distintas moléculas coestimuladoras, de las cuales no se hablara a detalle
ya que no es el objetivo de este trabajo, pero es importante mencionarlas dada la
importancia que tienen dentro de la respuesta inmunolégica. En la tabla 2 se

muestran algunas de estas proteinas y sus ligandos.
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Molécula Ligando Células que expresan la
coestimuladora/coinhibidora molécula
coestimuladora/coinhibidora

CD28 B7-1 (CD80) Células T CD4 Y CD8 naive
B7-2 (CD86)

CTLA-4 B7-1 (CD80) Células Treg y T activadas
B7-2 (CD86)

ICOS ICOS-L Células T

PD-1 PDL-1 Células CD4/CDS8, NK,
PDL-2 macrofagos.

CD27 CD70 Células Ty NK

CD40L CD40 Células T. NK, eosinofilos

OX40 OX40L Células T

Tabla2. Ejemplos de moléculas estimuladoras/inhibidoras que participan enla
interaccion célula B-Célula T favoreciendo la union TCR-MHC.
1.1.1.7 MARCADORES DE SUPERFICIE DE ACTIVACION EN LOS LINFOCITOS
BYT

Al igual que las moléculas coestimuladoras existen otras proteinas cuya expresion
se induce y es muy representativo de la activacion de los linfocitos. Esta
caracteristica resulta ser de mucha utilidad, ya que con ello es posible determinar si
hubo o no activacion de las células e inclusive determinar su expresion durante un

curso de tiempo (Motamedi, 2016).

Se han descrito diferentes proteinas cuya expresion se mantienen a la alza en los
linfocitos B activados, tal es el caso de CD86 que también se induce en respuesta
a la estimulacion via BCR y, de manera similar al MHC, la via PI3K/AKT esta
involucrada en esta induccién (Marshall-Clarke, 2003); los linfocitos T activados

inducen la expresion del receptor de IL-2 (CD25), el antigeno de activacion
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temprana (CD69), el antigeno Ki24 (CD70), el receptor de transferrina (CD71) y el

receptor de Fas (CD95), entre otros (Shipkova,2012). En la tabla 3 se muestran

algunas caracteristicas de estos receptores.

Receptor Otros nombres Células en que se Funcién
expresa
CD25 Cadena alfa del
Células By T receptqr trimérico .IL-2,
. potencia la capacidad
Receptor de IL-2/ activadas, I
IL-2R monocitos/macréfago elEEaEsn 6o 1L B
s que da como resultado
la activacién de los
linfocitos.
CD69 Células T activadas, :
! . Funciona como un
células B, células NK, S,
e receptor de transmisién
. neutrofilos, ~ . .
Antigeno de e ! de sefiales en linfocitos,
A eosinofilos, células A .
activacion temprana o células asesinas
epidérmicas de
naturales (NK) y
Langerhans y
plaguetas.
plaquetas

CD70 Participa en la
activacion, proliferacion
y generacion de células
gando - UnotospyT L SORC estacen
CD27/antigeno Ki24 activados . 1
células B, funcion
citotoxica de las células
NK vy sintesis de
inmunoglobulinas.

CD71 Proteina receptora
de Todas las células en Requerido para la

transferrina/Recepto proliferacion homeostasis del hierro

r de transferrina
Mediador de sefales

CD95
Antlgenq de . Linfocitos By T que mducgn apopt93|s,
superficie mediador : transduccion de sefiales
. activados . P
de la apoptosis Fas de proliferacion en
linfocitos T.

Tabla 3. Diferentes marcadores de activacion que se expresan en linfocitos y

otros tipos celulares y su funcion.

1.1.2 LINFOCITOS T
A diferencia de los linfocitos B, los linfocitos T no son capaces de reconocer por si

mismos a los antigenos, sino que necesitan que estos sean procesados y
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presentados por las moléculas de MHC (Abbas, 2015). Los linfocitos T constan de
dos poblaciones con funciones diferentes, las células T helper (Th, CD4+) y las

células T citotoxicas (Tc, CD8+).

1.1.2.1 LINFOCITOS T CITOTOXICOS (Tc)
Los linfocitos Tc expresan una proteina llamada CD8, lo que les permite unirse al
MHC de clase I. Estas células tienen la funcion de detectar y eliminar células

dafiadas, tumorales, infectadas por virus y otros microorganismos intracelulares
(Abbas, 2015).

1.1.2.2 LINFOCITOS T COOPERADORES (TH)

Los linfocitos Th expresan una proteina llamada CD4 que les permite unirse al MHC
de clase Il y favorecer una interaccion estable con el receptor de la célula T (TCR)
(Magee, 2012). Después de la interaccion con el antigeno, los linfocitos CD4+
pueden diferenciarse en diferentes linajes incluidos los Tnl, los Th2, Thl7, T
foliculares (Tfh), los Treg entre otros y tienen la caracteristica de que producen
citocinas con funciones diversas (Hwang, JR.et.al.2020).

1.1.2.3 ACTIVACION DE LA CELULAT.

La activacion de las células T se inicia por la presentacién de antigenos exdégenos
0 endbgenos, por parte de las células CPA a través del MHC, en donde se presentan
péptidos de diferente longitud y que es reconocido por las células T a través de su
TCR (Téllez Castillo.et.al.2018).

Esimportante recordar que, para que ocurra una activacion eficaz de la célula T son
necesarias las sefiales producidas por moléculas coestimuladoras vy la produccién
de citocinas.

1.1.24 ESTRUCTURADELTCR

El TCR es un heterodimero compuesto por una cadena alfa y una cadena beta
parecida a la estructura de las inmunoglobulinas (Figura 5). EI complejo CD3 se
encuentra acoplado al heterodimero de TCR y es el encargado de llevar a cabo el
proceso de transduccion de sefiales debido a que contienen motivos de fosforilacion
o [TAMs. (Téllez Castillo.et.al.2018).
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Figura 5. Estructura del TCR. Se observan las cadenas a y 3 unidas al complejo
CDs3.

1.1.2.5SENALIZACION Y ACTIVACION DEL TCR

La union del complejo péptido-MHC (pMHC) con el TCR genera una primera sefal
en la que se fosforilan los dominios ITAM del correceptor CD3 por parte de las
cinasas SRC. Luego ZAP-70 se une a los ITAM fosforilados para ser fosforilado por
LCK (Shah, K.2021).

Seguido de ello la PLC-y1 se encarga de activar varias cascadas de sefializacién
muy similares a las descritas anteriormente en el linfocito B. PLC-y1 produce IP3 y
DAG como segundos mensajeros. El IP3 activa los canales de calcio formandose el
complejo calcio calmodulina que a su vez activa a la calcineurina y culmina en la
activacion del factor de transcripcion NFAT. Este factor induce la expresion de
genes como la IL-2 importante en la activacion de la célula T. (Shah, K.2021) Por
otro lado el DAG activa las vias mediadas por PKC6 y RASGRP.

La activacion de PKCB8, induce un complejo de proteinas conformado por CARMAA1,

BCL10 y MALT1. Este complejo induce la degradacion de IKKy y se produce la
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fosforilacion de [kB. Finalmente NF-kB es liberado de kKB para trasladarse al nucleo
y regular su expresion. (Keith, R.2008)

El DAG también activa la proteina RASGRP, que al unirse con GTP activa a la
cinasa Rafl. Luego Rafl fosforila y activa a MEK1/2 que a su vez activa a ERK1/2.
(Huse, 2009). Esta proteina activa a Elk, encargada de inducir la expresién del factor
de transcripcion c-FOS importante en la activacion de los linfocitos Ty la produccion
de citocinas (Shah, K.2021)
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Vias de activacién del linfocito T posterior a la interaccion MHC-TCR.

La union MHC-TCR junto con la estimulacion de CD4 inician una serie de

fosforilaciones a través de las cadenas { del complejo CD3 que dan origen a la

expresion de factores de transcripcion como NFAT, NF-kB y c-FOS.

Durante la activacion y proliferacion de los linfocitos B y T también se encienden
mecanismos de regulacion de la respuesta. Esto genera un equilibrio y evita que se

genere una reaccion fuera de control, resultando perjudicial en lugar de benéfico.
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Para ello existen diferentes proteinas encargadas de regular todo el mecanismo una
vez que el peligro ha sido controlado. En el caso de los linfocitos T la proteina cinasa
dependiente de AMPc (PKA) ha sido muy bien descrita como una cinasa reguladora

en diferentes puntos dentro de las vias de sefializacion.

1.2 PARTICIPACION DE PKA-I EN LA SENALIZACION DE BCR Y TCR

El AMPc inhibe la sefalizacion activada por el TCR mediante la fosforilacién
mediada por PKA. Se sabe que PKA se dirige al complejo TCR-CD3 durante la
activacion de las células T a través de una proteina de anclaje de la cinasa A
(AKAP). Se sabe que PKA lleva a cabo la fosforilacion en la ser-43 de Raf-1,
inhibiendo la activacion adecuada de ERK2 lo que causa una baja produccion de
IL-2 porgue disminuye la expresion de la cadena a del receptor de IL-2 (IL-2R)
(Ramstad, 2000). Esto se traduce en la inhibicién de la proliferacion de las células
T. También se ha descrito que PKA tiene la capacidad de acoplarse al complejo de
IkB- NF-kB, de manera que una vez que KB se degrada, la subunidad cataltica de
PKA se libera, fosforilando a NF- kB y aumenta su transactivacién en el nucleo
(Torgersen, 2002). De manera adicional se ha reportado que PKA participa en la via
de las fosfolipasas, ya que en algunos ensayos han mostrado que PKA fosforila
PLC-y1/2 interrumpiendo el flujp de Ca?*y evitando la formacién de los segundos
mensajeros como IP3, lo que conlleva a un bloqueo en la cascada de sefializacion

rio abajo (Torgersen, 2002).

En los linfocitos B aun no se sabe con exactitud en donde participa PKA en la
sefalizacion, ya que se han hecho pocos estudios en estas células. Lo poco que se
ha descrito es que el aumento de los niveles de AMPc inhibe la activacidon de las
células B in vitro y ademas induce su muerte celular (Lemo J. et.al, 1995). También
se ha demostrado que el aumento de AMPc reduce la actividad de NF-kB inducido
por BCR. (Minguet, S. et.al.2005)

Dado que PKA tiene participacion en el control de la activacion de los linfocitos a
diferentes niveles, es importante que su funcionamiento sea adecuado. Si por

alguna razon su actividad se ve inhibida o por el contrario se exacerba, esto trae
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consigo una serie de irregularidades dentro de la via de sefializacion causando

problemas de autoinmunidad o en su defecto de inmunodeficiencia.

2. Forskolinay sistema inmune
La Forskolina es un diterpeno producido por la planta Coleus forskolii bien

caracterizado por ser un agonista de PKA.
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Figura 7. Estructura quimica de la Forskolina. (Imagen obtenida de

https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/Forskolin)

La Forskolina activa la enzima adenilato ciclasa, enzima que se encarga de la
produccién de AMPc, y su activacién provoca un aumento importante en los niveles
de AMPc intracelular. (Seamon, 1981). Este aumento activa la subunidad catalitica
de PKA e inhibe la fosforilaciéon de tirosina de las proteinas involucradas en la
sefalizacion de TCR (Torgersen.2002, Klausner, 1987).

En algunos articulos publicados se han realizado ensayos con Forskolina utilizando
células Jurkat en donde se tratan con Forskolina previamente a la estimulacion con
anti.CD3 y aumentan las concentraciones intracelulares de AMPc impidiendo la
fosforilacion de PLC-y1 y la hidrolisis del fosfatidilinositol 4,5 bifosfato. (Park, 1992)

En los linfocitos B se desconoce todavia un mecanismo mediante el cual la
Forskolina actie sobre PKA. Lo que si se ha reportado es que cuando los linfocitos
B son estimulados via BCR con anticuerpos anti-igM en combinaciéon con
Forskolina, los niveles de AMPc provocan la inhibicion de la progresién del ciclo

celular en la etapa de G1 a S, y se inhibe la sintesis de DNA. Adicionalmente, se

24



han realizado ensayos estimulando linfocitos B con factor de crecimiento de células
B (BCGF) mas Forskolina en los cuales se bloquea la progresion del ciclo G1 a S

inhibiendo la proliferacion de las células B (Kammer,1988),

También se han realizado otros ensayos utilizando linfocitos de sangre periférica en
los que, al agregar la Forskolina se induce un aumento en la concentracién de AMPc
alterando la activacion de los linfocitos, cuando estos se estimulan con diferentes
mitdgenos como la concavalina A, fitohemaglutinina (PHA) y algunos antigenos
como la estreptocinasa. De igual forma se informa acerca del revertimiento del
efecto de la forskolina si se agrega un éster de forbol como el 13-acetato de 12 - O -

tetradecanoil forbol o un ion6foro como la ionomicina. (Shenker, 1987)
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JUSTIFICACION

La participacion de PKA 'y su mecanismo de sefializacion en la proliferacion de los
linfocitos T ha sido documentada por diversos autores, sin embargo, el efecto de
esta proteina sobre los linfocitos B aun no se define claramente porlo que se sigue
investigando. Los estudios realizados en ambos tipos celulares se han limitado a
determinar efectos en su proliferacion y en la expresion de citocinas, pero al
momento no se ha explorado el efecto que se pueda tener en la activacién y en la
expresion de moléculas coestimuladoras. Dado que PKA estiq implicada en la
regulacion de procesos inmunoldgicos, la alteracion en su funcionamiento
contribuye con la aparicion de algunos fendbmenos de autoinmunidad e
inmunodeficiencia, por lo que, en un futuro estos ensayos podrian emplearse para

evaluar la via de sefializacion en pacientes con alguna alteracién inmunolégica.
HIPOTESIS

La forskolina afectara negativamente la activacion y/o proliferacion de los linfocitos
B inducida por el BCR.

OBJETIVO GENERAL
e Determinar sila Forskolina tiene efecto en la activacion y proliferacién de

los linfocitos By T mediante ensayos de citometria de flujo.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Realizar cultivos de PBMCs bajo diferentes condiciones para inducir la
activacion y proliferacion de los linfocitos By T.

e Determinar la expresion de MHC clase | y clase Il bajo el efecto de la
Forskolina.

e Determinar la expresion de CD71 como marcador de activacion en los
linfocitos By T bajo el efecto de la Forskolina.

e Determinar la expresion de CD86 como marcador de activacion en los
linfocitos B bajo el efecto de la Forskolina.

e Determinar la proliferacién de los linfocitos B y T bajo el efecto de la
Forskolina.
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MATERIALES Y METODOS

1. OBTENCION DE CELULAS MONONUCLEARES DE SANGRE
PERIFERICA (PBMCS)
En tubos estériles de centrffuga de 15 ml se colocoé la solucién de Ficoll
(Lymphoprep®). Enseguida se coloco la sangre obtenida de controles sanos en
presencia de ACD como anticoagulante, dejandola resbalar sobre la pared del tubo
muy lentamente, evitando que la sangre cayera hasta el fondo. La proporcion de
sangre con respecto al Ficoll que se utilizé fue de 3:1. Se centrifugé a 1500 rpm
durante 30 min con una aceleracion y desaceleracién lenta. Después se recupero
la capa de células mononucleares en un tubo nuevo y se realizaron lavados con
solucién salina estéril (SSE) centrifugando a 1500 rpm durante 5 min y decantando

los sobrenadantes.

El botdon que se obtuvo en el dltimo lavado se resuspendié en 1ml de SSE y se
realizé el conteo celular en una cdmara de neubauer haciendo una dilucion 1:20 con
azul de tripano, la cual se preparé con 38 pl de solucion de azul de tripano y 2 ul de
muestra. La cuenta se realiz6 colocando la cAmara en el microscopio seleccionando
los cuadrantes correspondientes. El nimero de células por mL se obtuvo mediante
la ecuacion 1 donde FD es el factor de dilucién y 10000 es un factor para obtener

las células en 1 ml.

cel Numero de células contadas
— = - xFDX10000
ml namero de cuadrantes

Ecuacion 1. Céalculo de la concentracion de células mononucleares obtenidas a

partir de muestras de sangre periférica por mililitro.

Después de obtener el nimero de células totales se realiz6 otro calculo para obtener

el volumen de muestra necesario para cada ensayo. (Ecuacion 2).
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500,000 X 1ml
Volumen de muestra = T X # de pozos

Ecuacion 2. Calculo del volumen de muestra requerido para cada ensayo, donde
500,000 es la cantidad necesaria para cada pozo y CT es el nimero de células
totales calculadas con la ecuacion 1.

2. DETERMINACION DE MHC CLASE |, CLASE Il Y EXPRESION DE CD86.
Se colocaron aproximadamente 3x10% PBMCs (Ecuacion 2) con 1200 pl de medio
RPMI suplementado en un tubo estéril para centriffuga. Las células se sembraron
en placas de 96 pozos con fondo en U colocando 200 pl de muestra en cada pozo.
Tanto para el ensayo de expresiéon de MHC como para el de CD86 se sembraron 3
pozos, con aproximadamente 500,000 células cada uno. Luego se afadieron
simultaneamente los diferentes estimulos como se describe a continuacion. El pozo
1 representa nuestro control, al cual no se le coloc6 ningun estimulo; en el pozo 2
se coloco IL-4 (Biolegend, 0.01 ng/ml) y algM (SoutherBiotech, 0.5 ug/ul); en el
tercer pozo se agreg6 nuevamente IL-4, algM y ademas FSK (Sigma-aldrich, 30

UM). La placa se incub6 en la estufa a 37°C y 5% CO2 durante 48 horas.

Después del tiempo de incubacién se realizd una tincion para su lectura en el
citometro de flujo. Para ello, se utilizaron los siguientes anticuerpos: 1 pl de anti
CD19- APC (Biolegend), 1 ul de anti HLA |- FITC (Biolegend), en una dilucién 1:2y
1 ylde HLA Il PE (Beckman coulter). Para la expresiéon de CD86 se utilizé 1 pl anti
CD19 -APC y 1 ul de anti CD86- PE (Biolegend). Una vez que se agregaron los
anticuerpos, los tubos se incubaron durante 15 minutos protegidos de la luz y
después las células se lavaron con 2 ml de PBS. Se centrifugaron a 1500 rpm
durante 5 minutos y se decant6 el sobrenadante. Finalmente se afiadieron 200 pl
de PBS a cada tubo y se leyeron 50,000 eventos aproximadamente en el citbmetro
de fluo Guava Easycyte (Luminex). (Figura 9).Los resultados fueron analizados
utilizando el programa Flowjo (Treestar) en donde se identificé a los linfocitos B por
medio de la expresion de CD19 para después obtener la expresién de MHC clase |,

clase Il y expresion de CD86 mediante un calculo de factores que se detallara mas
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adelante utilizando los valores de intensidad media de fluorescencia (IMF) para el

caso de MHC y porcentaje de expresion en el caso de CD86.

Expresian de MHC Expresion de CD86
claselyll
- »
\ 3.5¢10°PBMCs ) “ S;'I,‘r’:a;'sos “ «
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Figura 8. Método utilizado para determinar la expresién de MHC y CD86. Las

PBMCs obtenidas se estimulan con anticuerpos y citocinas para activar a los
linfocitos B mediante su BCR. Posterior al tiempo de incubacion, se analiza la

expresion de estos receptores mediante citometria de flujo.

3. DETERMINACION DE LA EXPRESION DE CD71
Se colocaron 1.5x106 PBMCs (Ecuacién 2) con 600 pl de medio RPMI
suplementado en un tubo estéril para centrifuga y se sembraron en tres pozos
diferentes para linfocitos B y T colocando un volumen de 200 pl en cada uno.
Posteriormente se agregaron los estimulos como se describe a continuacion. Para
el caso de los linfocitos T: Pozo 1, control; pozo 2, aCD3 (Biolegend, 2ug/ml) y
aCD28 (Biolegend ,2ug/ml) y pozo 3, aCD3/CD28 a las concentraciones
mencionadas y FSK (ThermoFisher 30 pM). Para los linfocitos B: pozo 1 sin

estimulo; pozo 2, IL-4 (Biolegend, 0.01 ng/ml) y algM (SoutherBiotech, 0.5 pg/ul);
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pozo 3 IL-4, algM y FSK (Sigma-aldrich, 50 ng/ml). La placa se incub6 durante 48
horas a 37°C y 5% CO2.

Después del tiempo de incubacion se realizd una tincion para su lectura en el
citometro de flujo con los siguientes anticuerpos: 1 ul de anti-CD4 APC (Biolegend)
y 1 ulde CD71 FITC (Beckman Coulter), para linfocitos Ty 1 pl de anti CD19 -APC
y 1 ul de anti CD71 FITC para linfocitos B. Después los tubos se incubaron durante
15 minutos protegidos de la luz y posteriormente se lavaron con 2 ml de PBS. Se
centrifugaron a 1500 rpm durante 5 minutos y se decantdé el sobrenadante.
Finalmente se afiadieron 200 pl de PBS a cada tubo y se leyeron 50,000 eventos
aproximadamente en el citbmetro de fluyjo Guava Easycyte (Luminex). (Figura 9).
Los resultados fueron analizados en Flowjo seleccionando a los linfocitos T
mediante la expresion de CD4 vy a los linfocitos B mediante la expresion de CD19
para obtener la expresion de CD71 mediante un calculo de factores que se explicara

mas adelante.
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Figura 9. Estimulacionde PBMCs para activar a los linfocitosB y T. Las PBMCs
obtenidas se colocan con distintos estimulos para inducir su activacién. Posterior
al tiempo de incubacién se analiza la expresion de este receptor mediante

citometria de flujo.

4. ENSAYOPARADETERMINAR LA PROLIFERACION DE LINFOCITOS B
YT

Se colocaron 3.5x106 PBMCs en un tubo estéril para centrifuga y se tifieron con
CFSE (Termo Fisher, 9uM) durante 3 minutos a 37°C, agitando cada minuto. Una
vez pasado el tiempo se realizd un lavado con SFB al 8%. Se centrifugdé a 1500 rpm
5 minutos y se decantd el sobrenadante. Se realizaron 3 lavados mas con SFB al
2%, decantando cadavez. Alfinalizar el marcaje, las células se colocaron en medio
RPMI suplementado y se cultivaron en placas de 96 pozos de fondo en U. Las
células se estimularon como se menciona a continuacion: Pozo 1 control; pozo 2,
IL-4 (0.01 ng/ml) y algM (0.5 ug/ml); pozo 3, IL-4 y algM a las concentraciones
mencionadas y FSK(30 pM); pozo 4, sin estimulo; pozo 5, aCD3 (2 ug/ml) y aCD28
(2 pg/ml); pozo 6 aCD3, aCD28 y FSK(30 pM) y pozo 7, PHA (SigmaAldrich). La
placa se incub6 durante 5 dias a 37°C.
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Una vez pasado el tiempo de incubacidn las células se cosecharon en un tubo de
citometria y se centrifugaron 1500 rpm durante 5 minutos. Después, se realizd una
tincion con 1 pl de anti-CD19 (APC) para los linfocitos B y con 1 ul de anti CD4
(APC,) para los linfocitos T. Una vez que se agregaron los anticuerpos, los tubos se
incubaron durante 15 minutos protegidos de la luz y después las células se lavaron
con 2 ml de PBS. Se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 minutos y se decant6 el
sobrenadante. Finalmente se afiadieron 200 pl de PBS a cada tubo y se leyeron
aproximadamente 50,000 eventos en el citometro de fluo Guava Easycyte

(Luminex). (Figura 10)

El andlisis de los resultados obtenidos se realiz6 mediante el programa FlowJo,
iniciando por seleccionar la region de linfocitos a partir del cual se seleccionan a los
CD19+ para obtener la proliferacion de los linfocitos B mediante la dilucién de CFSE.
Asi mismo se selecciona a los CD4+ para obtener la proliferacion de los linfocitos T

mediante la dilucion de CFSE.
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Procedimiento para la determinacion de la proliferacion de linfocitos B

y T. Las PBMCs se tifieron con CFSE y se colocaron en cultivo con diferentes

anticuerpos y citocinas para inducir su proliferacién. Posterior al tiempo de

incubacion, las células se analizaron mediante citometria de flujo.

5. ANALISIS ESTADISTICO

El tratamiento estadistico de los datos se realiz6 mediante una U- Mann- Whitney

ya que se tienen datos no pareados. Parala determinacion de la expresiéon de MHC

los datos comparados fueron los factores calculados a partir de los valores de IMF,

para CD71y CD86 se utilizaron los factores calculados a partir de los datos de

porcentaje de expresion arrojados de Flowjo y, por ultimo, los datos de proliferacion

se tomaron del porcentaje de proliferaciéon que se muestra en el histograma. En

cada uno de los ensayos se realiz6 la comparacion de los resultados obtenidos sin

afadir FSK y al agregar FSK utilizando el programa GraphPad Prism version 5.0.
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RESULTADOS

1. EXPRESION DE MHC CLASE1Y Il.

Para determinar el porcentaje de expresion de MHC clase |y I,

se realizd un

analisis con el programa FlowJo seleccionando la region de linfocitos al graficar

tamafio (FSC) contra granularidad (SSC). A partir de esta region, se identifico a los

linfocitos B de acuerdo con su expresion de CD19y se obtuvo la IMF mediante el

histograma. (Figura 11)

SSC

Figura 11.
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Analisis de la poblacién de linfocitos para determinar la expresiéon de

HLA clase | y Il. De izquierda a derecha el primer y tercer histograma muestran

una muestra sin tincion, con los cuales se delimitaron los valores positivos. El

segundo y cuarto histograma representan la expresion basal de las moléculas

de clase | y Il. De acuerdo con la escala, se considera un valor positivo a partir
de 102.
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Se determiné la IMF de 10 muestras para MHC | y 9 muestras para MHC II, bajo
tres diferentes condiciones, las cuales se mencionan a continuacion: sin estimulo
(SE), estimulado con IgM / IL-4 y con IgM/IL-4/FSK. Se obtuvieron los histogramas
y a partir de ellos se obtuvo la intensidad media de Fluorescencia (IMF). (Figura 12).
Para interpretar los resultados obtenidos, se decidié calcular un factor que nos
permitiera saber cuantas veces mas se expresa la molécula en ausencia y presencia
de FSK comparado con un control. Para ello se realiz6 el calculo de un factor, como

se muestra en el siguiente ejemplo.

SE (control) = % =1
2844
IgM = 3429 = 1.205
2844
FSK = 2887 = 1.015
2844
Muestra IMF (Valores obtenidos de Factor IMF (valores obtenidos con el
FlowJo) calculo)
Controll | SE lgM/IL-4 lgM/IL-4/FSK SE lgM/IL-4 lgM/IL-4/FSK
2844 | 3429 2887 1 1.205 1.015

Tabla 4. Factores obtenidos para la muestra 1 a partir del calculo utilizando los

valores de IMF
El calculo anterior se aplicé en cada una de las muestras para cada uno de los

estimulos utilizados tanto para clase | como para clase Il y se realizé una base de

datos con los cuales se realiz6 la prueba estadistica. (Tabla 5y 6)

35



Control SE anti-lgM/ IL-4 anti-lgM/ IL-4/FSK
1 1 1.049 1.181
2 1 1.205 1.015
3 1 1.525 0.806
4 1 0.923 0.775
5 1 0.780 0.938
6 1 1.612 0.818
7 1 1.415 1.074
8 1 1.708 1.046
9 1 1.156 0.930
10 1 1.004 0.914

Tabla5. Factores obtenidos a partir de los valores de IMF de las 10 muestras

analizadas para determinar la expresion de HLA clase |.

Control SE anti-lgM/ IL-4 anti-lgM/ IL-4/FSK
1 1 1.146 1.128
2 1 1.202 0.994
3 1 1.362 0.672
4 1 0.866 0.693
5 1 0.894 1.077
6 1 0.928 0.795
7 1 1.216 0.394
8 1 1.111 0.595
9 1 1.048 0.615

Tabla 6. Factores obtenidos a partir de los valores de IMF de las 10 muestras

analizadas para determinar la expresion de HLA clase II.
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Figura 12. Representacion de los histogramas obtenidos mediante el programa
flowjo a partir de una muestra bajo las tres diferentes condiciones, se observan
las pequenas diferencias en los valores de la IMF cuando se agrega la FSK. Los

graficos que se muestran fueron obtenidos para cada una de las muestras.

Una vez que se obtuvieron los histogramas y se calcularon los factores se realiz6 el
analisis estadistico, el cual consistié enrealizar una prueba U Mann-Whitney ya que
se tenian datos no pareados, con la finalidad de conocer si habia una diferencia
significativa en la expresion de MHC tanto de clase | como de clase Il en presencia
o ausencia de FSK. En la figura 13 A se puede observar que la expresion de MHC

clase | tiende a inhibirse cuando se agrega la FSK, y que la diferencia resulta ser
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estadisticamente significativa (p=0.0355). La expresion de MHC clase Il también
muestra una tendencia a la baja cuando se agrega FSK, obteniéndose una

diferencia significativa. (p=0.0106)

A) HLA CLASE | B) HLA CLASEII
*
p=0.0355 2.0+ *
2.0+ M pﬁ{]_l:l"clﬁ
1.54 - w15 I |
L " = :
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Figura13. A) Expresién de MHC clase | (n=10) y B) Expresion de MHC clase |l
(n=9). Los datos mostrados se obtuvieron al graficar los factores de IMF contra
los diferentes estimulos utilizados. En ambos casos se obtuvieron diferencias

significativas.

2. EVALUACION DEL EFECTO DE LA FORSKOLINA SOBRE LA
EXPRESION DE CD71EN LINFOCITOSBY T
Uno de los primeros marcadores utilizados para observar el efecto de la Forskolina
sobre la activacion de los linfocitos By T fue el CD71. Con el analisis de citometria
se selecciond la poblacion de linfocitos T mediante la expresion de CD4. De este
analisis se obtuvieron los histogramas y los respectivos porcentajes de expresion.
Los linfocitos B se seleccionaron a partir de la expresion de CD19y a partir de aqui

se obtuvo el porcentaje de expresion de CD71. (Figura 14)
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Estrategia de analisis para la determinacionde la expresion de CD71.

Los linfocitos T se seleccionaron mediante la expresion de CD4 mientras que los

linfocitos B mediante la expresion de CD19. A partir de estas regiones se obtuvo

el histograma junto con el porcentaje de expresion de CD71. El punto de corte

se defini6 con la expresion del receptor de la muestra sin estimular.

Graficamente los valores positivos se tomaron a partir de 102.

Del andlisis anterior se obtuvieron los histogramas para cada una de las diferentes

condiciones: SE, IgM/IL-4 e IgM/IL-4/FSK para los linfocitos B y en el caso de los
linfocitos T: Sin estimulo, anti-CD3/ anti-CD28 y anti-CD3/anti-CD28/FSK (Figura
15). Una vez que se obtuvieron los porcentajes de expresion, se calcularon los

factores correspondientes, de manera muy similar a lo que se hizo con la expresion

de MHC y se realiz6 el andlisis estadistico. Para ello, se realiz6 una prueba U Mann-

Whitney para comparar los resultados obtenidos entre el grupo estimulado sin FSK




y el grupo al que se le agrego la FSK. Se consideraron diferencias significativas con

un valor de p>0.05. (Figura 16).
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Representacion de los histogramas obtenidos con el programa Flowjo

para la determinacion del porcentaje de expresion de CD71 para linfocitos B (A)

y linfocitos T (B). Se muestran los histogramas bajo las tres diferentes

condiciones.
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Figura 16. Resultados obtenidos para la expresion CD71 en linfocitos B (n=9) y
linfocitos T(n=9). Los datos se presentan como los factores de porcentaje de
expresion con respecto a las diferentes condiciones. No se observan diferencias

significativas en ambos casos.

3. EVALUACION DE LA ACTIVACION DE LOS LINFOCITOS B: EXPRESION
DE CD86
Al observar que CD71 no era un buen marcador para observar la activacion de los
linfocitos B se decidio utilizar CD86 con el objetivo de obtener mejores resultados,
ya que, como se menciond anteriormente, CD86 es una proteina transmembrana

importante durante la sinapsis inmunolégica entre linfocitos B y linfocitos T.

Para ello, se selecciond la regién de linfocitos a partir de los cuales se seleccionaron
a los linfocitos B (CD19+). A partir de aqui se obtuvo el porcentaje de CD86 de
acuerdo con el histograma. El tratamiento de los datos fue similar al descrito
anteriormente para determinar la expresion de MHC. (Revisar tabla 1)
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Figura17. Analisisde la poblacion de linfocitos para determinar la expresion de
CD86. El andlisis se realiz6 en la region de linfocitos. A partir de ahi se
seleccionaron los linfocitos B (CD19+) y finalmente se obtuvo el porcentaje de
CD8e6.

Debido a que el ensayo se realizd al final del trabajo experimental, solo se pudieron
analizar 5 muestras bajo las siguientes condiciones: Sin estimulo, IgM/IL-4 e IgM/Il-
4/FSK. Se obtuvieron los histogramas dé cada muestra con sus respectivos
porcentajes de expresion bajo las tres diferentes condiciones (Figura 18) y
posteriormente se realizd el calculo de los factores para realizar el analisis

estadistico.
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Representacion de los histogramas obtenidos con sus respectivos

porcentajes de expresién mediante el programa Flowjo para las diferentes

condiciones de estimulo.

Finalmente se realiz6 una prueba estadistica U Mann-Whitney para saber si habia

diferencias significativas entre el grupo estimulado sin FSK 'y el grupo al que se le

afladi6 FSK. No se obtuvieron diferencias significativas entre ambos grupos.

(p=0.6905)

43



CD86

5 = p=0.6905
N 84
L
(14
% 67
Ll
SN A
(0
E 24 u A|A
Q
< --0-0-0-0-
- 0
6”‘0\ 4 &
& ) \\,'b‘
N
ESTIMULOS

Figura 19. Resultados obtenidos para la expresion CD86 en linfocitos B. (n=5).
Los datos se presentan como los factores de porcentaje de expresion con
respecto a las diferentes condiciones. No se observan diferencias significativas
(p=0.6905)

4. EVALUACION DEL EFECTO DE LA FORSKOLINA SOBRE LA
PROLIFERACION DE LINFOCITOSBY T

Se determind la proliferacion de los linfocitos B bajo el efecto de la FSK. Para ello

se realizé un analisis mediante citometria de flujo en la cual se seleccionaron a los

linfocitos B mediante la expresién de CD19 y a partir de aqui se obtuvieron los

histogramas correspondientes para cada una de las condiciones: SE, IgM/IL-4 e

lgM/IL-4/FSK. EI mismo andlisis se realiz6 para determinar la proliferacion de los

linfocitos T, seleccionando la poblacion que expresara CD4. (Figura 20)
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Figura 20. Estrategia de analisis para la determinacion de la proliferacion de
linfocitos B y T. Las poblaciones de interés se seleccionaron mediante la
expresion de CD4 y CD19 para los linfocitos T y B respectivamente. A partir de
estas regiones se obtuvieron los histogramas correspondientes a las diferentes

condiciones con sus respectivos porcentajes de expresion.

Se realizd el analisis anterior para obtener los porcentajes de proliferacion en
presencia y ausencia de FSK para 8 muestras de linfocitos B y 7 muestras para
linfocitos T. Se obtuvieron los histogramas en las diferentes condiciones para los

dos tipos celulares (Figura 21) y se realizd el andlisis estadistico utilizando una
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prueba U Mann Whitney con la finalidad de conocer si existia alguna diferencia
significativa en el porcentaje de proliferacion cuando se agrega la FSK. Los valores
se tomaron como significativos cuando p>0.05 por lo que podemos ver que no

obtuvimos ninguna diferencia significativa en ambos tipos celulares. (Figura 22).
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Figura21l. Representacionde los histogramas obtenidos con el programa Flowjo
para la determinacion del porcentaje de proliferacion de linfocitos B (A) y
linfocitos T (B), bajo las diferentes condiciones.
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Figura22. A) Porcentaje de proliferacion de los linfocitos B bajo tres diferentes

estimulos (n=8), no se observan diferencias significativas p=0.3428. B)

porcentaje de proliferacion de los linfocitos T (n=7), no se observan diferencias

significativas p=0.3829.
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DISCUSION
La Forskolina ha sido bien caracterizada por ser una molécula capaz de inhibir la

proliferacion de los linfocitos T a través de bloquear las sefalizaciones via TCR
mediante la interaccién con PKA. Debido a que PKA también podria estar implicado
en las vias de sefializacion de los linfocitos B, se plantearon ensayos para
determinar la proliferacion y la expresion de marcadores de activacion en los
linfocitos B ya que hasta el momento no hay informacién al respecto. Para inducir
la activacion de las células B se utiliz6 anti-lgM a concentraciones recomendadas
por la marca comercial para el caso de células humanas, ademas también se
decidi6 agregar IL-4 a una concentracion subdptima,para evitar un efecto de esta
citocina sobre la activacion de las células B. Dado que la activacion mediada por
BCR induce la expresion de marcadores y moléculas en la superficie de la célula
necesarios para su activacion, proliferacion y supervivencia,incluyendo las
moléculas de MHC clase |y clase I, resultd de interés determinar su expresion bajo
el efecto de la forskolina.(Haylett, Koch y Rink.2009).Nuestros resultados obtenidos
muestran que la FSK disminuye la expresion tanto de HLA clase | como de HLA
clase I y que hay una diferencia estadisticamente significativa en ambos casos
p=0.0355 y p=0.016, respectivamente (Figura 13). En este caso el uso de los
factores nos permiti6 homogeneizar los datos obtenidos e interpretarlos como las
veces que se expresa o0 se inhibe la expresion del receptor en cada una de las
condiciones. Con estos resultados podemos sugerir que PKA participa en la
activacion de los linfocitos B después de la estimulacion del BCR y este efecto lo
podemos observar en la inhibicién de la expresion de las moléculas de HLA. Es
probable que PKA inhiba la activacion de los linfocitos B mediante la actividad sobre
la via de sefializacion de NF-kB ya que este factor de transcripcion regula la
expresion de HLA clase | (Pick, 2012), aunque también podria estar actuando en
algun otro nivel dentro de la cascada de sefalizacion. Asi mismo se sabe que PKA
puede inhibir la capacidad de CIITA para activar la transcripcion de HLA Il en células
presentadoras de antigeno lo que se traduce en la disminucion de la expresion de
HLA clase Il (Li.G, 2001).
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Al observar que las condiciones implementadas fueron adecuadas para inducir la
activacion de los linfocitos B, se continué a determinar la expresion de CD71 una
molécula de activacion expresada no solo en linfocitos B sino también en linfocitos
T. CD71 es una molécula conocida como receptor de transferrina (TF) que se
expresa cuando las células se encuentran en division celular. (Ponka, 1999). De
acuerdo con la literatura, el gen TF, se encuentra apagado mientras los linfocitos se
encuentran en estado de reposo, pero cuando estas células se estimulan, la
expresion de TF se induce de manera rapida y transitoria durante su activacion.
(Kronke.et.al.1985), por lo que el numero de moléculas de CD71 es mayor en
células con alta tasa de proliferacién (Smilevska, 2006). En la figura 15 (B) se
muestran los resultados que se obtuvieron al estimular las células B con anti-igM e
IL-4, donde se puede observar que no fue posible inducir la expresion de CD71 en
los linfocitos B. Este resultado es congruente ya que, como veremos mas adelante
no fue posible inducir la proliferacion de los linfocitos y de acuerdo con Smilevska
existe una relacion directamente proporcional entre la proliferacion y la expresion
de CD71, por lo que al no haber proliferacion tampoco habria expresion del receptor.
En este sentido podemos decir que CD71 es un buen marcador de activacion tardio
pero también un buen marcador de proliferacién. Por otra parte, tras la estimulacion
del TCR con anti-CD3 y anti-CD28, los linfocitos T si presentaron un aumento en la
expresion de CD71 y una disminucion importante al agregar la FSK. Al realizar el
andlisis estadistico no se obtuvieron diferencias significativas (p=0.0973). Con estos
resultados podemos discutir dos cosas: la primera es que probablemente al agregar
el anti-CD28 a nuestros ensayos para estimular a los linfocitos T, se haya inducido
una activacién adicional mediante otra via de sefalizaciébn que no se ve afectada
por PKAy haya ocasionado una sobreexpresién de CD71 que no se vio inhibida lo
suficiente por la concentracion FSK (Figura 16A). La segunda es que el mecanismo
por el cual se regula la expresion de TF no se tiene claro, y lo Unico que se sabe
es que los niveles altos de AMPc inhiben la expresion de este receptor en linfocitos
T. (Neckers.et.al.1984) Por lo que el efecto de inhibicion observado se debe al
aumento del AMPc inducido por la FSK, aunque este efecto no haya sido

significativo podemos ver una tendencia.
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Observando que CD71 no fue un buen marcador de activacion para los linfocitos B
bajo las condiciones empleadas en este proyecto, se prosiguid a buscar otra
molécula involucrada en la activacion. En este caso se decidi6 determinar la
expresion de CD86, ya que como se menciond en los antecedentes la activacion de
los linfocitos B via BCR induce la expresion de moléculas coestimuladoras como
CD8eé.

La figura 18 muestra el nivel de expresiéon de CD86 en células B bajo las tres
diferentes condiciones de estimulo. Como se puede observar en dicha figura, fue
posible inducir la expresion de este receptor en algunas muestras y en algunas otras
la expresion se mantiene a la baja. Dados estos resultados tan variables entre cada
una de las muestras se decidié nuevamente realizar el calculo de los factores para
homogeneizar nuestros resultados. La figura 19 muestra los resultados donde no
se observan diferencias significativas al comparar el grupo estimulado en ausencia
de FSK con el grupo estimulado en presencia de FSK (p=0.6905). A pesar de no
obtener diferencias significativas, podemos decir que CD86 resultdé ser un mejor
marcador de activacion en los linfocitos B, ya que al estimular a las células bajo
nuestras condiciones se logré inducir su expresion, aunque debido a la poca
cantidad de muestras analizadas no es posible tener una conclusion sobre el efecto
de la FSK sobre este receptor. Es importante mencionar que la expresion de CD86
de acuerdo con algunos articulos sigue siendo buena a las 48 horas solo
estimulando BCR (Adam P.2002) por lo que no se utilizaron otros estimulos,
ademas de que el haberlos utilizado activaria vias de sefializaciéon que no son de
interés en este trabajo. El motivo de activar el BCR es que se activa la via de
sefalizacion de NF-kB, la cual, se ha descrito regula la expresiéon de CD86 (Podaijil,
2004).Dado lo anterior es importante mencionar dos cosas, la primera de ellas es
gue se sabe que existe una via canonica de NFkB, activada via el BCR, asi como
una via no canonica que es activada por otros receptores como lo son los PRRs,
por lo que es posible que, la expresion de CD86 se vea influenciada en mayor
medida por la via no canénica que no se exploré en este trabajo. Y la segunda de
ellas es que la via de PI3K también regula la expresion de CD86 (Kin, 2006,
Marshall-Clarke 2003), pero dado que en este trabajo no utilizamos estimulos para
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activar esta via de sefializacion, no es posible saber si PKA tiene o no efecto sobre

la activacion de los linfocitos B mediante esta via.

Finalmente para nuestro ensayo de proliferacion, los linfocitos T y B se tifieron con

CFSE a la concentracion y tiempo de incubacion indicada por la marca comercial.

En el caso de los linfocitos B, se obtuvieron los histogramas y los porcentajes de
proliferacion mediante el programa Flowjo después de realizar el analisis de las
poblaciones (Figura 20). La representacién de los histogramas obtenidos para la
proliferacion de los linfocitos B se muestran en la figura 21A donde graficamente
podemos observar que no fue posible inducir su proliferacién utilizando IL-4 en
combinacion con anti-lgM a las concentraciones de 0.01 ng/ml y 0.5 pg/mi
respectivamente. Los porcentajes de proliferacion obtenidos se analizaron
estadisticamente realizando una prueba U Mann Whitney donde no se encontrd
diferencia significativa entre el grupo estimulado sin FSK y el grupo estimulado en

presencia de FSK. (Figura 22).

Con estos resultados, podemos concluir que las condiciones de cultivo no fueron
suficientes para inducir la proliferacion in vitro de los linfocitos B humanos ya que
se requiere de estimulos adicionales a los empleados, como es la adicion de un
ligando de TLR o la adicién de un agonista de moléculas estimuladoras (Ruprecht,
2006; Xinian, 2010). Pero, el haber utilizado este tipo de estimulos adicionales para
activar a las células B, desviaba el objetivo principal de este proyecto, que era,
determinar el efecto de la FSK en la respuesta de la sefializacion inducida por BCR,
por lo que se decidié no utilizarlos. Actualmente, se encuentra poca informacion
descrita para el papel que desempefia PKA en la via de sefializacién de los linfocitos
B, por lo que no sabemos si habra un efecto o no en su proliferacion. Lo poco que
se ha reportado, es que un aumento en los niveles de AMPc inducido por FSK o por
otro farmaco como la adenosina disminuyen la actividad de NF-kB inducida por la
activacion de BCR (Minguet, 2005).

En el caso de los linfocitos T, aunque el efecto que tiene la FSK sobre la activaciéon

del TCR ya ha sido muy bien documentado, los trabajos que se han realizado
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implican cultivos con células murinas y lineas celulares, pero no en células de
sangre periférica humana como los ensayos planteados en este trabajo. Por lo que
nuestra idea fue intentar replicar lo que ya se sabe en células diferentes con
estimulos diferentes como el anti-CD28 y a una concentracion de FSK similar a la

reportada en los articulos.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 21B donde podemos observar
gue si se logré inducir la proliferacion de las células utilizando anti-CD3 (2ug/ml),
anti-CD28 (2ug/ml), pero no fue posible observar un efecto inhibitorio utilizando FSK
30 uM.

Estos resultados nos llevan a sugerir varios puntos. Uno de ellos es que en los
ensayos reportados utilizan Unicamente anti-CD3 para inducir la fosforilacién de la
cadena C del TCR e iniciar la cascada de senalizacion (Torkel, et.al.2001). Esto
sugiere que la sefalizaciébn que induce el anti-CD3 es afectada por PKA, sin
embargo el utilizar el anti-CD28 no nos permitié observar un efecto inhibitorio puesto
que induce una mayor proliferacion o posiblemente este anticuerpo activa vias de
sefalizacion que no se ven afectadas por PKA. Un segundo punto es que estos
ensayos también sugieren una preincubacion de las células con FSK a una
concentracién de 5 uM durante una hora antes de la estimulacion con IL-2 y anti-
CD3 para observar un efecto (Rodriguez, 2013). En otro trabajo, Park describe
también una incubacién con FSK antes de estimular con anti-CD3 (Park, 1992) De
manera que este detalle resulta interesante ya que nosotros decidimos agregar los
estimulos simultaneamente incluyendo a la FSK. Por lo que nuestros resultados
quiza se vieron diferentes por esta circunstancia. Un tercer punto de analizar es
que las células con las que se trabaja en estos ensayos pertenecen a lineas
celulares como son las células Jurkat o MT-2 y no células de sangre periféricacomo
en nuestro caso, porlo que los resultados pueden variar ya que las células de lineas
celulares muchas veces ya estan modificadas genéticamente y no reaccionan de la

misma forma en que lo haria una célula en estado nativo.
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CONCLUSIONES

e PKA tiene un efecto sobre la activacién de los linfocitos B reflejado en la
expresion de HLA después de la estimulacion de BCR.

e Lavia de sefalizacion inducida por anti-CD28 no es afectada por PKA por lo
gue no se inhibe la activacion ni la proliferacién de los linfocitos T

¢ No fue posible determinar el efecto de la FSK sobre la proliferacién de los
linfocitos B ya que es necesario de otros estimulos para lograr la

proliferacion.

PERSPECTIVAS

Resulta de interés plantear los ensayos de activaciony proliferacion de los linfocitos
T utilizando Unicamente anti-CD3 para ver coOmo se comportan nuestros resultados.
Ademas de optar por una pre incubacién con FSK antes de la estimulacion del TCR.
Para el caso de los linfocitos B, incrementar el nimero de muestras para determinar
el efecto de la FSK y dado que no es posible inducir su proliferacion con anti-igM
una opcion para determinar si PKA tiene algin efecto se podria estudiar la

fosforilacion de proteinas especificas en la via de sefalizacion.
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