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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 interacción que tiene con 

la proteína cinasa dependiente de AMPc de clase I (PKA-I), la cual es capaz de 

regular la activación de moléculas de señalización expresadas en los linfocitos T 

(CREB, NFAT y NF-kB) (Torgersen.et.al.2002), provocando la disminución en la 

proliferación de los linfocitos T. El efecto de la Forskolina sobre la activación de los 

linfocitos B no se ha descrito, por lo que en este trabajo se propuso determinar esta 

característica. 

El efecto de la Forskolina sobre PKA en vías de señalización de los linfocitos B, aun 

es desconocido, pero se ha descrito que el factor de transcripción NF- kB tiene sitios 

de activación para PKA (Pérez, Pérez.2019). Por lo que el objetivo de este trabajo 

fue determinar si PKA influye sobre la activación y proliferación mediada por 

receptores de antígeno 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 citometría 

de flujo utilizando diferentes marcadores celulares para seleccionar las poblaciones 

de interés y determinar su activación y proliferación. Finalmente, se realizó un 

análisis estadístico utilizando una prueba U Mann Whitney, encontrándose una 

diferencia significativa tanto en la expresión de HLA clase I como en clase II en 

presencia de Forskolina. Se encontró que CD71 es un buen marcador de activación 

de linfocitos T mientras que para los linfocitos B el mejor marcador de activación fue 

CD86, aunque no se encontraron diferencias significativas al agregar la forskolina. 

Se logró inducir la proliferación de los linfocitos T utilizando anti - CD3 en 

combinación con anti-CD28, pero no se obtuvieron diferencias significativas al 

agregar la forskolina. No se logró inducir la proliferación de los linfocitos B utilizando 

anti-IgM en combinación con IL-4.  
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ANTECEDENTES  

1. Sistema inmune   

El sistema inmunológico es una red compleja de células, tejidos y órganos que  

defienden al cuerpo de sustancias extrañas, principalmente bacterias, virus, 

parásitos y hongos, aunque también son capaces de detectar y eliminar células 

tumorales, células dañadas y muertas (Pavón,2016). 

De manera general el sistema inmunológico se divide en dos ramas: respuesta 

inmunológica innata y respuesta inmunológica adaptativa.  La inmunidad innata 

constituye la primera línea de defensa y se encarga del reconocimiento rápido de 

los agentes infecciosos, así como de la liberación de citocinas y quimiocinas para 

favorecer la eliminación de los patógenos (Pavón, 2016). Los principales 

componentes de la inmunidad innata son: barreras físicas y químicas, células 

fagocíticas (neutrófilos, macrófagos), proteínas del complemento y otros 

mediadores de la inflamación (Kindt, T.J. ,2007). Este sistema de protección detecta 

moléculas comunes presentes en los microorganismos, así como células dañadas 

(Kindt, T.J. 2007). Estas moléculas se conocen como patrones moleculares 

asociados con patógenos (PAMP) y patrones moleculares asociados a daño 

(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 (Pavón, 2016). 

Muchas veces la primera defensa es suficiente para mantener la homeostasis del 

organismo, pero cuando el patógeno 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 (Pavón, 2016). Algunas 

características que distinguen a la inmunidad adaptativa de la inmunidad innata se 

muestran en la tabla 1.   
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  INMUNIDAD INNATA  INMUNIDAD ADAPTATIVA  

COMPONENTES  

Barreras físicas y químicas (piel, 
mucosas, etc.)  

Neutrófilos, eosinófilos, macrófagos, 
células dendríticas, etc.  

Anticuerpos y proteínas del sistema 
del complemento.  

Linfocitos T (Th y Tc) y linfocitos 
B principalmente.  

Especificidad  

 
Frente a moléculas presentes en los 

microorganismos (PAMP) o 
moléculas presentes en células 

dañadas (DAMP)  
 

Muy específica frente a 
diferentes moléculas 

microbianas o no microbianas 
mediante el TCR O BCR.  

Diversidad  Limitada  
Recombinación genética para 

generar una mayor variedad de 

receptores.  

Tolerancia  
Sí, no se reconocen las células 

propias (herencia genética)  

Si, los linfocitos T y B sufren un 

proceso de selección positiva y 
negativa para eliminar clonas 

autorreactivas.  

Memoria  No genera memoria  

 
Capacidad de responder más 

rápido a un antígeno frente a 
repetidas exposiciones.  

  

Tiempo de respuesta  
 

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 proteínas 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 plasmáticas. 

(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 acción 

provoca el reclutamiento de varios tipos de glóbulos blancos y otro tipo de proteínas 
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que, en conjunto, se conocen como sistema del complemento, todo esto con el 

objetivo de eliminar al patógeno. La inmunidad celular queda a cargo de los linfocitos 

T, los cuales sólo pueden detectar antígenos procesados y presentados en el 

contexto molecular del MHC. (Pavón, 2016). Además, los linfocitos T favorecen la 

producción de anticuerpos así como la activación de otras células presentadoras de 

antígeno mediante la producción de citocinas.  

 1.1 LINFOCITOS 

Los linfocitos también se conocen como leucocitos agranulares y miden alrededor 

de 6 a 14µm. En estado de reposo suelen poseer grandes núcleos redondeados 

con cromatina muy compactada y escaso citoplasma. En condiciones fisiológicas, 

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 circulación. (Pavón, 2016) 

Existen tres grupos principales de linfocitos; los linfocitos T, los linfocitos B y las 

células asesinas naturales (NK). Los más numerosos son los linfocitos T que 

representan hasta el 90% de linfocitos, mientras que los linfocitos B y los NKs 

representan entre el 5 y 10% de los linfocitos, respectivamente. (Pavón, 2016). Para 

el propósito del presente trabajo nos enfocaremos en los Linfocitos B y T.  

1.1.1 LINFOCITOS B  

Los linfocitos B son células que participan en la respuesta inmune adaptativa, están 

encargados de la producción de anticuerpos y se les ha dado un papel regulador en 

la respuesta inmune ya que son capaces de producir citocinas.  Además, actúan 

como células presentadoras de antígeno lo que resulta en un vínculo entre la 

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

Los linfocitos B se originan e inician su proceso de maduración en la médula ósea 

y después migran hacia el bazo hasta su maduración final (Althwaiqeb, 2022). 

Durante su maduración, el linfocito B pasa por una serie de reordenamientos 

genéticos que tienen como objetivo el ensamblaje y la expresión de la 

inmunoglobulina de membrana, IgM, que al unirse con los heterodímeros Igα e Igβ 



 

   
 

10 
 

darán origen al receptor del linfocito B (BCR) inmaduro. (Shahaf, 2016) Una vez que 

salen a la periferia, las células B pueden activarse mediante la unión del antígeno 

con el BCR.  

1.1.1.2ESTRUCTURA DEL BCR 

El BCR está compuesto por inmunoglobulina de membrana (mIg) que consta de dos 

cadenas pesadas (IgH), dos cadenas ligeras (IgL) y dos subunidades de 

señalización Igα/Igβ (Matsuuchi, 2001). Los heterodímeros Igα/Igβ también se 

denominan CD79a y CD79b respectivamente, las cuales son glicoproteínas de 

membrana pertenecientes a la superfamilia de inmunoglobulinas (Wen, Y. 2019) 

cuya función, es la traducción de señales posterior a la interacción BCR- antígeno 

mediante motivos de activación de inmunorreceptores basados en tirosina (ITAM), 

(Treanor, B.2012).  

 

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

ligeras y las cadenas pesadas unidas al heterodímero Igα/Igβ 

 1.1.1.3 ACTIVACIÓN DE LOS LINFOCITOS VÍA BCR  

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

activarse y proliferar, además de otras señales que son necesarias para llevar a 
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cabo estos procesos, como son la activación mediante PAMPs y/o citocinas, entre 

otras. 

El receptor de células B inicia tres vías principales de señalización que se activan 

de manera dependiente de PLC-γ2 (Kurosaki, 2011); la vía de PKC, la vía AKT y la 

vía RAS (ERK) (Jacob.A.et.al.2002) 

1.1.1.3.1 Vía PKC  

Tras la estimulación de BCR con el antígeno, los dos residuos de tirosina dentro de 

los motivos ITAMs de Igα se fosforilan por las cinasas LYN (Wen, Y. et.al.2019). Los 

ITAM fosforilados reclutan la tirosina cinasa SYK favoreciendo su activación dando 

inicio a la formación de un señalosoma en donde se ensamblan moléculas como 

PLC-γ2, PI3K, tirosina cinasa de Bruton (BTK) y moléculas adaptadoras como el 

adaptador de células B (BLNK) (Scupoli, Pizzolo.2015). La activación de PLC-γ2, 

BTK y BLNK da como resultado la producción del segundo mensajero, inositol-1,4,5 

trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG) induciendo la liberación de Ca2+ del retículo 

endoplasmático (RE) (Wen, Y.2019). Las concentraciones elevadas de Ca2+ activan 

la proteína calmodulina que a su vez activa a la calcineurina, y termina con la 

activación transcripcional del factor nuclear de células T activadas (NFAT). (Wen, 

Y.2019). 

El DAG induce la liberación de Ca2+ intracelular y activa la proteína cinasa C (PKCβ) 

que a su vez induce la activación de factores de transcripción, incluido el factor 

nuclear kappa B (NF-κB) (Stevenson, 2011). 

1.1.1.3.2 La vía AKT 

Las cinasas PI3K son heterodímeros que consisten en una subunidad catalítica 

(p110α, β, δ) y una subunidad reguladora (p50, p55, p85). (Jellusova, J.2016). 

Después de que el BCR se entrecruza, la activación de la subunidad catalítica p110 

de PI3K desencadena una cascada de fosforilaciones en la que se produce 

fosfatidilinositol-3, 4,5-trifosfato (PIP3) a partir de PIP2. PIP3 actúa como un sitio de 

acoplamiento al unirse a proteínas que contienen dominios de homología 

pleckstrina (PH), de manera que interactúa con las proteínas efectoras PKD1 y AKT. 
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Finalmente, la activación de AKT activa a mTORC2 (proteína blanco de rapamicina 

en células de mamífero) mediante su fosforilación, lo que da como resultado la 

síntesis de proteínas relacionadas con el crecimiento, proliferación y sobrevivencia 

celular mediante la activación de factores de transcripción como NFAT y FOXO1.  

(Ebru.et.al.2021) 

1.1.1.3.3. Vía Ras 

En esta vía el DAG, activa a la proteína RasGRP (proteína Ras liberadora de guanil 

nucleótidos) que a su vez activa a la proteína RAS transformándola a Ras-GTP. 

Ras-GTP recluta a la proteína Raf la cual se activa por fosforilación para 

posteriormente activar a MAPKK (MEK2). A continuación, ERK2 fosforila factores 

de transcripción como c-Myc y ELK. (Wen, Y.2019) que son importantes para la 

proliferación y diferenciación celular. La figura 2, esquematiza las tres vías de 

señalización posterior a la interacción BCR-antígeno. Es importante mencionar que 

esta figura es una representación muy sencilla de lo que ocurre tras la activación 

del BCR, ya que las vías de señalización son redes mucho más complejas, pero 

este esquema nos ayuda a enfatizar los principales factores de transcripción 

descritos en este trabajo.  
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Figura 2. Vías de señalización activadas posterior al entrecruzamiento del 

antígeno con el BCR. El BCR es capaz de reconocer por sí mismo un antígeno, 

iniciando una cascada de fosforilaciones que finalizan en la activación de genes 

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

1.1.1.4 LOS LINFOCITOS B COMO CÉLULAS PRESENTADORAS DE 

ANTÍGENO (CPA) 

El complejo principal de histocompatibilidad (MHC) es un complejo de genes que 

codifican  glicoproteínas 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 I y clase II. Las 

moléculas de clase I  se expresan en todas las células nucleadas y plaquetas, 



 

   
 

14 
 

mientras que las moléculas de clase II se expresan en las CPA como linfocitos B, 

células dendríticas, macrófagos y monocitos (Cruz-Tapia.2013). 

Los linfocitos B interactúan con los linfocitos TCD4+ por medio del HLA clase II 

favoreciendo su activación, proliferación y diferenciación, los linfocitos T CD4+ 

activados favorecen a su vez la coestimulación de los linfocitos B para favorecer su 

diferenciación y una mejor respuesta de anticuerpos (Katikaneni, 2019). La 

expresión de HLA-II en los linfocitos B se incrementa en respuesta a la estimulación 

a través del BCR y la activación de la vía PI3K/AKT participa en dicha inducción 

(Marshal-Clarke, 2003). Por otro lado, la expresión de moléculas HLA-I depende de 

la activación de NFκB (Pick, 2012). 

1.1.1.5 INTERACCIÓN ENTRE LINFOCITOS B Y T 

Una vez que el BCR reconoce el antígeno, éste se internaliza, se procesa y los 

péptidos derivados del antígeno se cargan en la molécula de clase II para después 

expresarse en la membrana celular. De esta manera, el TCR es capaz de reconocer 

al péptido derivado del antígeno y se forma un complejo MHC II-TCR que favorece 

la activación, proliferación y diferenciación de los linfocitos T (Katikaneni, 2018). 

(Figura 3). 
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Figura 3. Interacción de la molécula de MHC clase II con el TCR de un linfocito 

T CD4.  Los linfocitos B son capaces de presentar antígeno a los linfocitos T, 

para esto, debe ocurrir el reconocimiento de dicho antígeno por medio de su 

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

1.1.1.6 MOLÉCULAS COESTIMULADORAS  

Además de la unión del MHC con el TCR se requieren de señales extras para que 

se produzca una interacción eficaz. Estas señalizaciones se producen por proteínas 

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 antígeno. 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 activación sino también de inhibir a la célula T o bien provocar un estado 

de anergia.  
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Figura 4.  Interacción 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 interactúa con CTLA-4. 

Existen distintas moléculas coestimuladoras, de las cuales no se hablará a detalle 

ya que no es el objetivo de este trabajo, pero es importante mencionarlas dada la 

importancia que tienen dentro de la respuesta inmunológica.  En la tabla 2 se 

muestran algunas de estas proteínas y sus ligandos.  
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Molécula 

coestimuladora/coinhibidora 

Ligando Células que expresan la 

molécula 

coestimuladora/coinhibidora

. 

CD28 B7-1 (CD80) 

B7-2 (CD86) 

Células T CD4 Y CD8 naïve 

CTLA-4 B7-1 (CD80) 

B7-2 (CD86) 

Células Treg y T activadas 

ICOS ICOS-L Células T 

PD-1 PDL-1 

PDL-2 

Células CD4/CD8, NK, 

macrófagos. 

CD27 CD70 Células T y NK 

CD40L CD40 Células T. NK, eosinófilos 

OX40 OX40L Células T 

 

Tabla 2.   Ejemplos de moléculas estimuladoras/inhibidoras que participan en la 

interacción célula B-Célula T favoreciendo la unión TCR-MHC.   

1.1.1.7 MARCADORES DE SUPERFICIE DE ACTIVACIÓN EN LOS LINFOCITOS 

B Y T 

Al igual que las moléculas coestimuladoras existen otras proteínas cuya expresión 

se induce y es muy representativo de la activación de los linfocitos.  Esta 

característica resulta ser de mucha utilidad, ya que con ello es posible determinar si 

hubo o no activación de las células e inclusive determinar su expresión durante un 

curso de tiempo (Motamedi, 2016). 

Se han descrito diferentes proteínas cuya expresión se mantienen a la alza en los 

linfocitos B activados, tal es el caso de CD86 que también se induce en respuesta 

a la estimulación vía BCR y, de manera similar al MHC, la vía PI3K/AKT está 

involucrada en esta inducción (Marshall-Clarke, 2003); los linfocitos T  activados 

inducen la expresión del receptor de IL-2 (CD25), el antígeno de activación 
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temprana (CD69), el antígeno Ki24 (CD70), el receptor de transferrina (CD71) y el 

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

algunas características de estos receptores.  

Receptor  Otros nombres Células en que se 
expresa 

Función  

CD25  

Receptor de IL-2/ 

IL-2R 

Células B y T 
activadas, 

monocitos/macrófago
s 

Cadena alfa del 

receptor trimérico IL-2, 
potencía la capacidad 
de respuesta de IL-2 lo 

que da como resultado 
la activación de los 

linfocitos. 
CD69 

Antígeno de 
activación temprana 

Células T activadas, 
células B, células NK, 

neutrófilos, 

eosinófilos, células 
epidérmicas de 

Langerhans y 
plaquetas 

Funciona como un 
receptor de transmisión 

de señales en linfocitos, 
células asesinas 
naturales (NK) y 

plaquetas. 

CD70 

Ligando 

CD27/antígeno Ki24 

Linfocitos B y T 

activados 

Participa en la 
activación, proliferación 

y generación de células 
T citolíticas; regulación 

de la activación de las 
células B, función 

citotóxica de las células 

NK y síntesis de 
inmunoglobulinas. 

CD71 Proteína receptora 

de 
transferrina/Recepto

r de transferrina 

Todas las células en 
proliferación 

Requerido para la 
homeostasis del hierro 

CD95 

Antígeno de 
superficie mediador 

de la apoptosis Fas 

Linfocitos B y T 

activados 

Mediador de señales 
que inducen apoptosis, 
transducción de señales 

de proliferación en 
linfocitos T. 

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

otros tipos celulares y su función.  

1.1.2 LINFOCITOS T  

A diferencia de los linfocitos B, los linfocitos T no son capaces de reconocer por sí 

mismos a los antígenos, 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 citotóxicas (Tc, CD8+).  

1.1.2.1 LINFOCITOS T CITOTÓXICOS (Tc) 

Los linfocitos Tc expresan una proteína llamada CD8, lo que les permite unirse al 

MHC de clase I. Estas células tienen la función de detectar y eliminar células 

dañadas, tumorales, infectadas por virus y otros microorganismos intracelulares 

(Abbas, 2015). 

1.1.2.2 LINFOCITOS T COOPERADORES (TH) 

Los linfocitos Th expresan una proteína llamada CD4 que les permite unirse al MHC 

de clase II y favorecer una interacción estable con el receptor de la célula T (TCR) 

(Magee, 2012). Después de la interacción con el antígeno, los linfocitos CD4+ 

pueden diferenciarse en diferentes linajes incluidos los Th1, los Th2, Th17, T 

foliculares (Tfh), los Treg entre otros y tienen la característica de que producen 

citocinas con funciones diversas (Hwang, JR.et.al.2020). 

1.1.2.3 ACTIVACIÓN DE LA CÉLULA T. 

La activación de las células T se inicia por la presentación de antígenos exógenos 

o endógenos, 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). 

Es importante recordar que, para que ocurra una activación eficaz de la célula T son 

necesarias las señales producidas por moléculas coestimuladoras   y la producción 

de citocinas.  

1.1.2.4 ESTRUCTURA DEL TCR 

El TCR es un heterodímero compuesto por una cadena alfa y una cadena beta 

parecida a la estructura de las inmunoglobulinas (Figura 5). El complejo CD3 se 

encuentra acoplado al heterodímero de TCR y es el encargado de llevar a cabo el 

proceso de transducción de señales debido a que contienen motivos de fosforilación 

o ITAMs. (Téllez Castillo.et.al.2018). 
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Figura 5. Estructura del TCR. Se observan las cadenas α y β unidas al complejo 

CD3.  

1.1.2.5SEÑALIZACIÓN Y ACTIVACIÓN DEL TCR 

La unión del complejo péptido-MHC (pMHC) con el TCR genera una primera señal 

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-γ1 se encarga de activar varias cascadas de señalización 

muy similares a las descritas anteriormente en el linfocito B.  PLC-γ1 produce IP3 y 

DAG como segundos mensajeros. El IP3 activa los canales de calcio formándose el 

complejo calcio calmodulina que a su vez activa a la calcineurina y culmina en la 

activación del factor de transcripción NFAT. Este factor induce la expresión de 

genes como la IL-2 importante en la activación de la célula T. (Shah, K.2021) Por 

otro lado el DAG activa las vías mediadas por PKCθ y RASGRP. 

La activación de PKCθ, induce un complejo de proteínas conformado por CARMA1, 

BCL10 y MALT1. Este complejo induce la degradación de IKKγ y se produce la 
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fosforilación de IκB. Finalmente NF-κB es liberado de IκB para trasladarse al núcleo 

y regular su expresión. (Keith, R.2008) 

El DAG también activa la proteína RASGRP, que al unirse con GTP activa a la 

cinasa Raf1. Luego Raf1 fosforila y activa a MEK1/2 que a su vez activa a ERK1/2. 

(Huse, 2009). Esta proteína activa a Elk, encargada de inducir la expresión del factor 

de transcripción c-FOS importante en la activación de los linfocitos T y la producción 

de citocinas (Shah, K.2021)  
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Figura 6. Vías de activación del linfocito T posterior a la interacción MHC-TCR. 

La unión MHC-TCR junto con la estimulación de CD4 inician una serie de 

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

expresión de factores de transcripción como NFAT, NF-kB y c-FOS.  

 

Durante la activación y proliferación de los linfocitos B y T también se encienden 

mecanismos de regulación de la respuesta. Esto genera un equilibrio y evita que se 

genere una reacción fuera de control, resultando perjudicial en lugar de benéfico. 
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Para ello existen diferentes proteínas encargadas de regular todo el mecanismo una 

vez que el peligro ha sido controlado. En el caso de los linfocitos T la proteína cinasa 

dependiente de AMPc (PKA) ha sido muy bien descrita como una cinasa reguladora 

en diferentes puntos dentro de las vías de señalización.  

1.2 PARTICIPACIÓN DE PKA-I EN LA SEÑALIZACIÓN DE BCR Y TCR  

El AMPc inhibe la señalización activada por el TCR mediante la fosforilación 

mediada por PKA. Se sabe que PKA se dirige al complejo TCR-CD3 durante la 

activación de las células T a través de una proteína de anclaje de la cinasa A 

(AKAP).  Se sabe que PKA lleva a cabo la fosforilación en la ser-43 de Raf-1, 

inhibiendo la activación adecuada de ERK2 lo que causa una baja producción de 

IL-2 porque disminuye la expresión de la cadena α del receptor de IL-2 (IL-2R) 

(Ramstad, 2000). Esto se traduce en la inhibición de la proliferación de las células 

T. También se ha descrito que PKA tiene la capacidad de acoplarse al complejo de 

IκB- NF-κB, de manera que una vez que IκB se degrada, la subunidad catalítica de 

PKA se libera, fosforilando a NF- κB y aumenta su transactivación en el núcleo 

(Torgersen, 2002). De manera adicional se ha reportado que PKA participa en la vía 

de las fosfolipasas, ya que en algunos ensayos han mostrado que PKA fosforila 

PLC-γ1/2 interrumpiendo el flujo de Ca2+ y evitando la formación de los segundos 

mensajeros como IP3, lo que conlleva a un bloqueo en la cascada de señalización 

río abajo (Torgersen, 2002). 

En los linfocitos B aún no se sabe con exactitud en donde participa PKA en la 

señalización, 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 activación de las 

células B in vitro y además induce su muerte celular (Lømo J. et.al, 1995). También 

se ha demostrado que el aumento de AMPc reduce la actividad de NF-κB inducido 

por BCR. (Minguet, S. et.al.2005) 

Dado que PKA tiene participación en el control de la activación de los linfocitos a 

diferentes niveles, es importante que su funcionamiento sea adecuado. Si por 

alguna razón 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 vía de señalización causando 

problemas de autoinmunidad o en su defecto de inmunodeficiencia.    

2. Forskolina y sistema inmune  

La Forskolina es un diterpeno producido por la planta Coleus forskolii bien 

caracterizado por ser un agonista de PKA.  

 

Figura 7. Estructura química de la Forskolina. (Imagen obtenida de 

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

La Forskolina activa la enzima adenilato ciclasa, enzima que se encarga de la 

producción de AMPc, y su activación provoca un aumento importante en los niveles 

de AMPc intracelular. (Seamon, 1981). Este aumento activa la subunidad catalítica 

de PKA e inhibe la fosforilación de tirosina de las proteínas involucradas en la 

señalización de TCR (Torgersen.2002, Klausner, 1987).   

En algunos artículos publicados se han realizado ensayos con Forskolina utilizando 

células Jurkat en donde se tratan con Forskolina previamente a la estimulación con 

anti.CD3 y aumentan las concentraciones intracelulares de AMPc impidiendo la 

fosforilación de PLC-γ1 y la hidrolisis del fosfatidilinositol 4,5 bifosfato. (Park, 1992) 

En los linfocitos B se desconoce todavía un mecanismo mediante el cual la 

Forskolina actúe sobre PKA. Lo que si se ha reportado es que cuando los linfocitos 

B son estimulados vía BCR con anticuerpos anti-IgM en combinación con 

Forskolina, los niveles de AMPc provocan la inhibición de la progresión del ciclo 

celular en la etapa de G1 a S, y se inhibe la síntesis de DNA.  Adicionalmente, se 
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han realizado ensayos estimulando linfocitos B con factor de crecimiento de células 

B (BCGF) más Forskolina en los cuales se bloquea la progresión del ciclo G1 a S 

inhibiendo la proliferación 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 concentración de AMPc 

alterando la activación de los linfocitos, cuando estos se estimulan con diferentes 

mitógenos como la concavalina A, fitohemaglutinina (PHA) y algunos antígenos 

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 ionóforo como la ionomicina. (Shenker, 1987) 
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JUSTIFICACIÓN  

La participación de PKA y su mecanismo de señalización en la proliferación de los 

linfocitos T ha sido documentada por diversos autores, sin embargo, el efecto de 

esta proteína sobre los linfocitos B aún no se define claramente por lo que se sigue 

investigando. Los estudios realizados en ambos tipos celulares se han limitado a 

determinar efectos en su proliferación y en la expresión de citocinas, pero al 

momento no se ha explorado el efecto que se pueda tener en la activación y en la 

expresión de moléculas coestimuladoras. Dado que PKA está implicada en la 

regulación de procesos inmunológicos, la alteración en su funcionamiento 

contribuye con la aparición de algunos fenómenos de autoinmunidad e 

inmunodeficiencia, por lo que, en un futuro estos ensayos podrían emplearse para 

evaluar la vía de señalización en pacientes con alguna alteración inmunológica. 

HIPÓTESIS  

La forskolina afectará negativamente la activación y/o proliferación de los linfocitos 

B inducida por el BCR.  

OBJETIVO GENERAL  

● Determinar si la Forskolina tiene efecto en la activación y proliferación de 

los linfocitos B y T mediante ensayos de citometría de flujo.  

OBJETIVOS PARTICULARES  

● Realizar cultivos de PBMCs bajo diferentes condiciones para inducir la 

activación y proliferación de los linfocitos B y T.  

● Determinar la expresión de MHC clase I y clase II bajo el efecto de la 

Forskolina. 

● Determinar la expresión de CD71 como marcador de activación en los 

linfocitos B y T bajo el efecto de la Forskolina.  

● Determinar la expresión de CD86 como marcador de activación en los 

linfocitos B bajo el efecto de la Forskolina. 

●  Determinar la proliferación de los linfocitos B y T bajo el efecto de la 

Forskolina.  
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MATERIALES Y MÉTODOS 

1. OBTENCIÓN DE CÉLULAS MONONUCLEARES DE SANGRE 

PERIFÉRICA (PBMCS) 

En tubos estériles de centrífuga de 15 ml se colocó la solución de Ficoll 

(Lymphoprep®). Enseguida se colocó la sangre obtenida de controles sanos en 

presencia de ACD como anticoagulante, dejándola resbalar sobre la pared del tubo 

muy lentamente, evitando que la sangre cayera hasta el fondo. La proporción de 

sangre con respecto al Ficoll que se utilizó fue de 3:1. Se centrifugó a 1500 rpm 

durante 30 min con una aceleración y desaceleración lenta. Después se recuperó 

la capa de células mononucleares en un tubo nuevo y se realizaron lavados con 

solución salina estéril (SSE) centrifugando a 1500 rpm durante 5 min y decantando 

los sobrenadantes.  

El botón que se obtuvo en el último lavado se resuspendió en 1ml de SSE y se 

realizó el conteo celular en una cámara de neubauer haciendo una dilución 1:20 con 

azul de tripano, la cual se preparó con 38 µl de solución de azul de tripano y 2 µl de 

muestra. La cuenta se realizó colocando la cámara en el microscopio seleccionando 

los cuadrantes correspondientes. El número de células por mL se obtuvo mediante 

la ecuación 1 donde FD es el factor de dilución y 10000 es un factor para obtener 

las células en 1 ml.  

𝑐𝑒𝑙

𝑚𝑙
=

𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠

𝑛ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑢𝑎𝑑𝑟𝑎𝑛𝑡𝑒𝑠
𝑥𝐹𝐷𝑋10000 

Ecuación 1.   Cálculo de la concentración de células mononucleares obtenidas a 

partir de muestras de sangre periférica por mililitro.  

 

Después de obtener el número de células totales se realizó otro cálculo para obtener 

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

𝐶𝑇
𝑋 # 𝑑𝑒 𝑝𝑜𝑧𝑜𝑠 

Ecuación 2.  Cálculo del volumen de muestra requerido para cada ensayo, donde 

500,000 es la cantidad necesaria para cada pozo y CT es el número de células 

totales calculadas con la ecuación 1.  

2. DETERMINACIÓN DE MHC CLASE I, CLASE II Y EXPRESIÓN DE CD86. 

Se colocaron aproximadamente 3x106 PBMCs (Ecuación 2) con 1200 µl de medio 

RPMI suplementado en un tubo estéril para centrífuga. Las células se sembraron 

en placas de 96 pozos con fondo en U colocando 200 µl de muestra en cada pozo. 

Tanto para el ensayo de expresión de MHC como para el de CD86 se sembraron 3 

pozos, con aproximadamente 500,000 células cada uno. Luego se añadieron 

simultáneamente los diferentes estímulos como se describe a continuación. El pozo 

1 representa nuestro control, al cual no se le colocó ningún estímulo; en el pozo 2 

se colocó IL-4 (Biolegend, 0.01 ng/ml) y αIgM (SoutherBiotech, 0.5 µg/µl); en el 

tercer pozo se agregó nuevamente IL-4, αIgM y además FSK (Sigma-aldrich, 30 

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

Después del tiempo de incubación se realizó una tinción para su lectura en el 

citómetro de flujo. Para ello, se utilizaron los siguientes anticuerpos: 1 µl de anti 

CD19- APC (Biolegend), 1 µl de anti HLA I- FITC (Biolegend), en una dilución 1:2 y 

1 µl de HLA II PE (Beckman coulter). Para la expresión de CD86 se utilizó 1 µl anti 

CD19 -APC y 1 µl 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 decantó el sobrenadante. Finalmente se añadieron 200 µl 

de PBS a cada tubo y se leyeron 50,000 eventos aproximadamente en el citómetro 

de flujo Guava Easycyte (Luminex). (Figura 9).Los resultados fueron analizados 

utilizando el programa Flowjo (Treestar) en donde se identificó a los linfocitos B por 

medio de la expresión de CD19 para después obtener la expresión de MHC clase I, 

clase II y expresión de CD86 mediante un cálculo de factores que se detallará más 



 

   
 

29 
 

adelante utilizando  los valores de intensidad media de fluorescencia (IMF) para el 

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

 

Figura 8.  Método utilizado para determinar la expresión 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 incubación, se analiza la 

expresión de estos receptores mediante citometría de flujo. 

3.  DETERMINACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE CD71  

Se colocaron 1.5x106 PBMCs (Ecuación 2) con 600 µl de medio RPMI 

suplementado en un tubo estéril para centrífuga y se sembraron en tres pozos 

diferentes para linfocitos B y T colocando un volumen de 200 µl en cada uno. 

Posteriormente se agregaron los estímulos como se describe a continuación. Para 

el caso de los linfocitos T: Pozo 1, control; pozo 2, αCD3 (Biolegend, 2µg/ml) y 

αCD28 (Biolegend ,2µg/ml) y pozo 3, αCD3/CD28 a las concentraciones 

mencionadas y FSK (ThermoFisher 30 µM). Para los linfocitos B: pozo 1 sin 

estímulo; pozo 2, IL-4 (Biolegend, 0.01 ng/ml) y αIgM (SoutherBiotech, 0.5 µg/µl); 



 

   
 

30 
 

pozo 3 IL-4, αIgM y FSK (Sigma-aldrich, 50 ng/ml). La placa se incubó durante 48 

horas a 37°C y 5% CO2. 

Después del tiempo de incubación se realizó una tinción para su lectura en el 

citómetro de flujo con los siguientes anticuerpos: 1 µl de anti-CD4 APC (Biolegend) 

y 1 µl de CD71 FITC (Beckman Coulter), para linfocitos T y 1 µl de anti CD19 -APC 

y 1 µl 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 decantó el sobrenadante. 

Finalmente se añadieron 200 µl de PBS a cada tubo y se leyeron 50,000 eventos 

aproximadamente en el citómetro de flujo Guava Easycyte (Luminex). (Figura 9). 

Los resultados fueron analizados en Flowjo seleccionando a los linfocitos T 

mediante la expresión de CD4 y a los linfocitos B mediante la expresión de CD19 

para obtener la expresión de CD71 mediante un cálculo de factores que se explicará 

más adelante.  
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Figura 9.  Estimulación de PBMCs para activar a los linfocitos B y T. Las PBMCs 

obtenidas se colocan con distintos estímulos para inducir su activación. Posterior 

al tiempo de incubación se analiza la expresión de este receptor mediante 

citometría de flujo.   

4. ENSAYO PARA DETERMINAR LA PROLIFERACIÓN DE LINFOCITOS B 

Y T 

 Se colocaron 3.5x106 PBMCs en un tubo estéril para centrifuga y se tiñeron con 

CFSE (Termo Fisher, 9µM) durante 3 minutos a 37°C, agitando cada minuto. Una 

vez pasado el tiempo se realizó un lavado con SFB al 8%. Se centrifugó a 1500 rpm 

5 minutos y se decantó el sobrenadante. Se realizaron 3 lavados más con SFB al 

2%, decantando cada vez.  Al finalizar 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 continuación: Pozo 1 control; pozo 2,  

IL-4 (0.01 ng/ml) y  αIgM (0.5 µg/ml); pozo 3, IL-4 y αIgM  a las concentraciones 

mencionadas  y FSK(30 µM); pozo 4, sin estímulo; pozo 5, αCD3 (2 µg/ml) y αCD28 

(2 µg/ml); pozo 6 αCD3, αCD28 y FSK(30 µM) y pozo 7, PHA (SigmaAldrich).  La 

placa se incubó durante 5 días a 37°C.  
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Una vez pasado el tiempo de incubación las células se cosecharon en un tubo de 

citometría y se centrifugaron 1500 rpm durante 5 minutos. Después, se realizó una 

tinción con 1 µl de anti-CD19 (APC) para los linfocitos B y con 1 µl 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 decantó el 

sobrenadante. Finalmente se añadieron 200 µl de PBS a cada tubo y se leyeron 

aproximadamente 50,000 eventos en el citómetro de flujo Guava Easycyte 

(Luminex). (Figura 10)  

El análisis de los resultados obtenidos se realizó mediante el programa FlowJo, 

iniciando por seleccionar la región de linfocitos a partir del cual se seleccionan a los 

CD19+ para obtener la proliferación de los linfocitos B mediante la dilución de CFSE. 

Así mismo se selecciona a los CD4+ para obtener la proliferación de los linfocitos T 

mediante la dilución de CFSE.  
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Figura 10. Procedimiento para la determinación de la proliferación de linfocitos B 

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

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

incubación, las células se analizaron mediante citometría de flujo.  

5. ANÁLISIS ESTADÍSTICO  

El tratamiento estadístico de los datos se realizó mediante una U- Mann- Whitney 

ya que se tienen datos no pareados. Para la determinación de la expresión de MHC 

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

para CD71 y CD86 se utilizaron los factores calculados a partir de los datos de 

porcentaje de expresión arrojados de Flowjo y, por último, los datos de proliferación 

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

cada uno de los ensayos se realizó la comparación de los resultados obtenidos sin 

añadir FSK y al agregar FSK utilizando el programa GraphPad Prism versión 5.0. 
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 RESULTADOS 

1. EXPRESIÓN DE MHC CLASE I Y II.  

Para determinar el porcentaje de expresión de MHC clase I y II,  se realizó un 

análisis con el programa FlowJo seleccionando la región de linfocitos al graficar 

tamaño (FSC) contra granularidad (SSC). A partir de esta región, se identificó a los 

linfocitos B de acuerdo con su expresión de CD19 y se obtuvo la IMF mediante el 

histograma. (Figura 11)  

 

 

 

 

 

 

Figura 11.   Análisis de la población de linfocitos para determinar la expresión de 

HLA clase I y II. De izquierda a derecha el primer y tercer histograma muestran 

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

segundo y cuarto histograma representan la expresión basal de las moléculas 

de clase I y II. De acuerdo con la escala, se considera un valor positivo a partir 

de 102. 
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Se determinó la IMF de 10 muestras para MHC I y 9 muestras para MHC II, bajo 

tres diferentes condiciones, las cuales se mencionan a continuación: sin estímulo 

(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 decidió calcular un factor que nos 

permitiera saber cuántas veces más se expresa la molécula en ausencia y presencia 

de FSK comparado con un control. Para ello se realizó el cálculo de un factor, como 

se muestra en el siguiente ejemplo. 

𝑆𝐸(𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙) =
2844

2844
= 1 

𝐼𝑔𝑀 =
3429

2844
= 1.205 

𝐹𝑆𝐾 =  
2887

2844
= 1.015 

Muestra IMF (Valores obtenidos de 

FlowJo) 

Factor IMF (valores obtenidos con el 

cálculo) 

Control 1 SE IgM/IL-4 IgM/IL-4/FSK  SE IgM/IL-4 IgM/IL-4/FSK 

2844 3429 2887 1 1.205 1.015 

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

valores de IMF 

 

El cálculo anterior se aplicó en cada una de las muestras para cada uno de los 

estímulos utilizados tanto para clase I como para clase II y se realizó una base de 

datos con los cuales se realizó la prueba estadística. (Tabla 5 y 6) 
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Control SE anti-IgM/ IL-4 anti-IgM/ 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 

 

Tabla 5.  Factores obtenidos a partir de los valores de IMF de las 10 muestras 

analizadas para determinar la expresión de HLA clase I. 

 

Control SE anti-IgM/ IL-4 anti-IgM/ 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 expresión de HLA clase II. 
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Figura 12. Representación de los histogramas obtenidos mediante el programa 

flowjo a partir de una muestra bajo las tres diferentes condiciones, se observan 

las pequeñas diferencias en los valores de la IMF cuando se agrega la FSK. Los 

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

Una vez que se obtuvieron los histogramas y se calcularon los factores se realizó el 

análisis estadístico, el cual consistió en realizar una prueba U Mann-Whitney ya que 

se tenían datos no pareados, con la finalidad de conocer si había una diferencia 

significativa en la expresión de MHC tanto de clase I como de clase II en presencia 

o ausencia de FSK. En la figura 13 A se puede observar que la expresión de MHC 

clase I tiende a inhibirse cuando se agrega la FSK, y que la diferencia resulta ser 
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estadísticamente significativa (p=0.0355). La expresión de MHC clase II también 

muestra una tendencia a la baja cuando se agrega FSK, obteniéndose una 

diferencia significativa. (p=0.0106) 

 

                          

Figura 13.  A) Expresión de MHC clase I (n=10) y B) Expresión de MHC clase II 

(n=9). Los datos mostrados se obtuvieron al graficar los factores de IMF contra 

los diferentes estímulos utilizados. En ambos casos se obtuvieron diferencias 

significativas.  

2. EVALUACIÓN DEL EFECTO DE LA FORSKOLINA SOBRE LA 

EXPRESIÓN DE CD71 EN LINFOCITOS B Y T 

Uno de los primeros marcadores utilizados para observar el efecto de la Forskolina 

sobre la activación de los linfocitos B y T fue el CD71. Con el análisis de citometría 

se seleccionó la población de linfocitos T mediante la expresión de CD4. De este 

análisis se obtuvieron los histogramas y los respectivos porcentajes de expresión.  

Los linfocitos B se seleccionaron a partir de la expresión de CD19 y a partir de aquí 

se obtuvo el porcentaje de expresión de CD71. (Figura 14) 
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Figura 14.  Estrategia de análisis para la determinación de la expresión de CD71. 

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

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

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

se definió con la expresión del receptor de la muestra sin estimular. 

Gráficamente los valores positivos se tomaron a partir de 102. 

Del análisis 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 estímulo, anti-CD3/ anti-CD28 y anti-CD3/anti-CD28/FSK (Figura 

15). Una vez que se obtuvieron los porcentajes de expresión, se calcularon los 

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

de MHC y se realizó el análisis estadístico. Para ello, se realizó una prueba U Mann-

Whitney para comparar los resultados obtenidos entre el grupo estimulado sin FSK 
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y el grupo al que se le agregó la FSK. Se consideraron diferencias significativas con 

un valor de p>0.05. (Figura 16). 

 

 

Figura 15. Representación de los histogramas obtenidos con el programa Flowjo 

para la determinación del porcentaje de expresión 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 expresión CD71 en linfocitos B (n=9) y 

linfocitos T(n=9). Los datos se presentan como los factores de porcentaje de 

expresión con respecto a las diferentes condiciones. No se observan diferencias 

significativas en ambos casos.  

3. EVALUACIÓN DE LA ACTIVACIÓN DE LOS LINFOCITOS B: EXPRESIÓN 

DE CD86 

Al observar que CD71 no era un buen marcador para observar la activación de los 

linfocitos B se decidió utilizar CD86 con el objetivo de obtener mejores resultados, 

ya que, como se mencionó anteriormente, CD86 es una proteína transmembrana 

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

Para ello, se seleccionó la región de linfocitos a partir de los cuales se seleccionaron 

a los linfocitos B (CD19+). A partir de aquí se obtuvo el porcentaje de CD86 de 

acuerdo con el histograma. El tratamiento de los datos fue similar al descrito 

anteriormente para determinar la expresión de MHC. (Revisar tabla 1) 
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Figura 17. Análisis de la población de linfocitos para determinar la expresión de 

CD86. El análisis se realizó en la región de linfocitos. A partir de ahí se 

seleccionaron los linfocitos B (CD19+) y finalmente se obtuvo el porcentaje de 

CD86.  

Debido a que el ensayo se realizó al final del trabajo experimental, solo se pudieron 

analizar 5 muestras bajo las siguientes condiciones: Sin estímulo, IgM/IL-4 e IgM/Il-

4/FSK. Se obtuvieron los histogramas dé cada muestra con sus respectivos 

porcentajes de expresión bajo las tres diferentes condiciones (Figura 18) y 

posteriormente se realizó el cálculo de los factores para realizar el análisis 

estadístico.  
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Figura 18. Representación de los histogramas obtenidos con sus respectivos 

porcentajes de expresión mediante el programa Flowjo para las diferentes 

condiciones de estímulo.   

Finalmente se realizó una prueba estadística U Mann-Whitney para saber si había 

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

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

(p=0.6905) 
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Figura 19. Resultados obtenidos para la expresión CD86 en linfocitos B. (n=5). 

Los datos se presentan como los factores de porcentaje de expresión con 

respecto a las diferentes condiciones. No se observan diferencias significativas 

(p=0.6905) 

4. EVALUACIÓN DEL EFECTO DE LA FORSKOLINA SOBRE LA 

PROLIFERACIÓN DE LINFOCITOS B Y T  

Se determinó la proliferación de los linfocitos B bajo el efecto de la FSK. Para ello 

se realizó un análisis mediante citometría de flujo en la cual se seleccionaron a los 

linfocitos B mediante la expresión de CD19 y a partir de aquí se obtuvieron los 

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

IgM/IL-4/FSK. El mismo análisis se realizó para determinar la proliferación de los 

linfocitos T, seleccionando la población que expresara CD4.  (Figura 20) 
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Figura 20. Estrategia de análisis para la determinación de la proliferación de 

linfocitos B y T. Las poblaciones de interés se seleccionaron mediante la 

expresión 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 expresión.  

Se realizó el análisis anterior para obtener los porcentajes de proliferación 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 realizó el análisis estadístico utilizando una 
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prueba U Mann Whitney con la finalidad de conocer si existía alguna diferencia 

significativa en el porcentaje de proliferación 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).  

 

 

 

Figura 21. Representación de los histogramas obtenidos con el programa Flowjo 

para la determinación del porcentaje de proliferación de linfocitos B (A) y 

linfocitos T (B), bajo las diferentes condiciones.  
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Figura 22. A) Porcentaje de proliferación de los linfocitos B bajo tres diferentes 

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

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

significativas p=0.3829. 
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DISCUSIÓN  

La Forskolina ha sido bien caracterizada por ser una molécula capaz de inhibir la 

proliferación de los linfocitos T a través de bloquear las señalizaciones vía TCR 

mediante la interacción con PKA. Debido a que PKA también podría estar implicado 

en las vías de señalización de los linfocitos B, se plantearon ensayos para 

determinar la proliferación y la expresión de marcadores de activación en los 

linfocitos B ya que hasta el momento no hay información al respecto.  Para inducir 

la activación de las células B se utilizó anti-IgM a concentraciones recomendadas 

por la marca comercial para el caso de células humanas, además también se 

decidió  agregar IL-4 a una concentración subóptima,para evitar un efecto de esta 

citocina sobre la activación de las células B. Dado que la activación mediada por 

BCR induce la expresión de marcadores y moléculas en la superficie de la célula 

necesarios para su activación, proliferación y supervivencia,incluyendo las 

moléculas de MHC clase I y clase II, resultó de interés determinar su expresión bajo 

el efecto de la forskolina.(Haylett, Koch y Rink.2009).Nuestros resultados obtenidos 

muestran que la FSK disminuye la expresión tanto de HLA clase I como de HLA 

clase II y que hay una diferencia estadísticamente significativa en ambos casos 

p=0.0355 y p=0.016, respectivamente (Figura 13). En este caso el uso de los 

factores nos permitió homogeneizar los datos obtenidos e interpretarlos como las 

veces que se expresa o se inhibe la expresión del receptor en cada una de las 

condiciones. Con estos resultados podemos sugerir que PKA participa en la 

activación de los linfocitos B después de la estimulación del BCR y este efecto lo 

podemos observar en la inhibición de la expresión de las moléculas de HLA. Es 

probable que PKA inhiba la activación de los linfocitos B mediante la actividad sobre 

la vía de señalización de NF-κB ya que este factor de transcripción regula la 

expresión de HLA clase I (Pick, 2012), aunque también podría estar actuando en 

algún otro nivel dentro de la cascada de señalización. Así mismo se sabe que PKA 

puede inhibir la capacidad de CIITA para activar la transcripción de HLA II en células 

presentadoras de antígeno lo que se traduce en la disminución de la expresión de 

HLA clase II (Li.G, 2001). 
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Al observar que las condiciones implementadas fueron adecuadas para inducir la 

activación de los linfocitos B, se continuó a determinar la expresión de CD71 una 

molécula de activación expresada no sólo 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 división 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 

expresión de TF se induce de manera rápida y transitoria durante su activación. 

(Kronke.et.al.1985), por lo que el número de moléculas de CD71 es mayor en 

células con alta tasa de proliferación (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 expresión de CD71 en 

los linfocitos B. Este resultado es congruente ya que, como veremos más adelante 

no fue posible inducir la proliferación de los linfocitos y de acuerdo con Smilevska 

existe una relación directamente proporcional entre la proliferación y la expresión 

de CD71, por lo que al no haber proliferación tampoco habría expresión del receptor. 

En este sentido podemos decir que CD71 es un buen marcador de activación tardío 

pero también un buen marcador de proliferación. Por otra parte, tras la estimulación 

del TCR con anti-CD3 y anti-CD28, los linfocitos T si presentaron un aumento en la 

expresión de CD71 y una disminución importante al agregar la FSK. Al realizar el 

análisis estadístico 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 activación adicional mediante otra vía de señalización que no se ve afectada 

por PKA y haya ocasionado una sobreexpresión de CD71 que no se vio inhibida lo 

suficiente por la concentración FSK  (Figura 16A). La segunda es que  el mecanismo 

por el cual se regula la expresión de TF no se tiene claro,  y lo único que se sabe 

es que los niveles altos de AMPc  inhiben la expresión de este receptor en linfocitos 

T. (Neckers.et.al.1984) Por lo que el efecto de inhibición 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 activación para los linfocitos B 

bajo las condiciones empleadas en este proyecto, se prosiguió a buscar otra 

molécula involucrada en la activación. En este caso se decidió determinar la 

expresión de CD86, ya que como se mencionó en los antecedentes la activación de 

los linfocitos B vía BCR induce la expresión de moléculas coestimuladoras como 

CD86.   

La figura 18 muestra el nivel de expresión de CD86 en células B bajo las tres 

diferentes condiciones de estímulo. Como se puede observar en dicha figura,  fue 

posible inducir la expresión de este receptor en algunas muestras y en algunas otras 

la expresión se mantiene a la baja. Dados estos resultados tan variables entre cada 

una de las muestras se decidió nuevamente realizar el cálculo 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 resultó ser un mejor 

marcador de activación en los linfocitos B, ya que al estimular a las células bajo 

nuestras condiciones se logró inducir su expresión, aunque debido a la poca 

cantidad de muestras analizadas no es posible tener una conclusión sobre el efecto 

de la FSK sobre este receptor. Es importante mencionar que la expresión de CD86 

de acuerdo con algunos artículos sigue siendo buena a las 48 horas solo 

estimulando BCR (Adam P.2002) por lo que no se utilizaron otros estímulos, 

además de que el haberlos utilizado activaría vías de señalización que no son de 

interés en este trabajo.  El motivo de activar el BCR es que se activa la vía de 

señalización de NF-κB, la cual, se ha descrito regula la expresión de CD86 (Podojil, 

2004).Dado lo anterior es importante mencionar dos cosas, la primera de ellas es 

que se sabe que existe una vía canónica de NFκB, activada vía el BCR, así como 

una vía no canónica que es activada por otros receptores como lo son los PRRs, 

por lo que es posible que, la expresión de CD86 se vea influenciada en mayor 

medida por la vía no canónica que no se exploró en este trabajo. Y la segunda de 

ellas es que la vía de PI3K también regula la expresión de CD86 (Kin, 2006, 

Marshall-Clarke 2003), pero dado que en este trabajo no utilizamos estímulos para 
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activar esta vía de señalización, no es posible saber si PKA tiene o no efecto sobre 

la activación de los linfocitos B  mediante esta vía.  

Finalmente para nuestro ensayo de proliferación, los linfocitos T y B se tiñeron con 

CFSE a la concentración y tiempo de incubación indicada por la marca comercial.  

En el caso de los linfocitos B, se obtuvieron los histogramas y los porcentajes de 

proliferación mediante el programa Flowjo después de realizar el análisis de las 

poblaciones (Figura 20). La representación de los histogramas obtenidos para la 

proliferación de los linfocitos B se muestran en la figura 21A donde gráficamente 

podemos observar que no fue posible inducir su proliferación utilizando IL-4 en 

combinación con anti-IgM a las concentraciones de 0.01 ng/ml y 0.5 µg/ml 

respectivamente. Los porcentajes de proliferación obtenidos se analizaron 

estadísticamente realizando una prueba U Mann Whitney donde no se encontró 

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 proliferación in vitro de los linfocitos B humanos ya que 

se requiere de estímulos adicionales a los empleados, como es la adición de un 

ligando de TLR o la adición de un agonista de moléculas estimuladoras (Ruprecht , 

2006; Xinian, 2010). Pero, el haber utilizado  este tipo de estímulos 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 señalización inducida por BCR, 

por lo que se decidió no utilizarlos. Actualmente, se encuentra poca información 

descrita para el papel que desempeña PKA en la vía de señalización de los linfocitos 

B, por lo que no sabemos si habrá un efecto o no en su proliferación. Lo poco que 

se ha reportado, es que un aumento en los niveles de AMPc inducido por FSK o por 

otro fármaco como la adenosina disminuyen la actividad de NF-κB inducida por la 

activación de BCR (Minguet, 2005).  

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

del TCR ya ha sido muy bien documentado, los trabajos que se han realizado 
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implican cultivos con células murinas y líneas 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 

estímulos diferentes como el anti-CD28 y a una concentración de FSK similar a la 

reportada en los artículos.  

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 21B donde podemos observar 

que si se logró inducir la proliferación de las células utilizando anti-CD3 (2µg/ml), 

anti-CD28 (2µg/ml), pero no fue posible observar un efecto inhibitorio utilizando FSK 

30 µM. 

Estos resultados nos llevan a sugerir varios puntos. Uno de ellos es que en los 

ensayos reportados utilizan únicamente anti-CD3 para inducir la fosforilación de la 

cadena ζ del TCR e iniciar la cascada de señalización (Torkel, et.al.2001).  Esto 

sugiere que la señalización que induce el anti-CD3 es afectada por PKA, sin 

embargo el utilizar el anti-CD28 no nos permitió observar un efecto inhibitorio puesto 

que induce una mayor proliferación o posiblemente este anticuerpo activa vías de 

señalización que no se ven afectadas por PKA. Un segundo punto es que estos 

ensayos también sugieren una preincubación de las células con FSK a una 

concentración de 5 µM durante una hora antes de la estimulación con IL-2 y anti-

CD3 para observar un efecto (Rodríguez, 2013). En otro trabajo, Park describe 

también una incubación con FSK antes de estimular con anti-CD3 (Park, 1992) De 

manera que este detalle resulta interesante ya que nosotros decidimos agregar los 

estímulos simultáneamente incluyendo a la FSK. Por lo que nuestros resultados 

quizá 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 líneas 

celulares como son las células Jurkat o MT-2 y no células de sangre periférica como 

en nuestro caso, por lo que los resultados pueden variar ya que las células de líneas 

celulares muchas veces ya están modificadas genéticamente y no reaccionan de la 

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

 PKA tiene un efecto sobre la activación de los linfocitos B reflejado en la 

expresión de HLA después de la estimulación de BCR. 

 La vía de señalización inducida por anti-CD28 no es afectada por PKA por lo 

que no se inhibe la activación ni la proliferación de los linfocitos T  

 No fue posible determinar el efecto de la FSK sobre la proliferación de los 

linfocitos B ya que es necesario de otros estímulos para lograr la 

proliferación.  

PERSPECTIVAS  

Resulta de interés plantear los  ensayos de activación y proliferación de los linfocitos 

T utilizando únicamente anti-CD3 para ver cómo se comportan nuestros resultados. 

Además de optar por una pre incubación con FSK antes de la estimulación del TCR. 

Para el caso de los linfocitos B, incrementar el número de muestras para determinar 

el efecto de la FSK y dado que no es posible inducir su proliferación con anti -IgM 

una opción para determinar si PKA tiene algún efecto se podría estudiar la 

fosforilación de proteínas específicas en la vía de señalización. 
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