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Resumen

La subunidad B4 del canal de calcio Tipo L interviene en la activacion del factor
activador de células T (NFAT) y en la secrecion de interferon y (INFy),
especificamente de los linfocitos T auxiliares o linfocitos T de helper (Th) . Esta
proteina es un blanco potencial para la regulacion por varios miRNAs, entre los que
se encuentra el cluster de miRNAs 183/96/182 2. Estudios previos han demostrado
que la sobreexpresion de B4 afecta la progresion del ciclo celular y el rango de
proliferacion en lineas celulares 3. Por otra parte, se ha demostrado un incremento
del mensajero en el proceso de activacién de los linfocitos !, aunque se desconoce
el comportamiento de la proteina en el proceso de activacion y diferenciacion.

Los estudios de este proyecto se realizaron en poblaciones de linfocitos virgenes
que fueron activados y direccionados a la diferenciaciéon de una subpoblacién de
linfocitos Th1.

En este trabajo se muestran los cambios en la expresion de la subunidad B4 del
canal de calcio Tipo L en linfocitos T tras la activacion y diferenciaciéon a una
subpoblacién de linfocitos Thl. A diferencia del RNA mensajero (MRNA) que
aumenta a partir del cuarto dia de activacion alcanzando valores significativamente
mas altos al séptimo dia, en la proteina se observa un incremento significativo a
partir del segundo dia con valores que se mantienen a lo largo del ciclo de
diferenciacion. Resultados similares se observaron en los estudios de microscopia
confocal.

La expresion del cluster de miRNAs 183/96/182 se incrementa con la activacion de
los linfocitos alcanzando los valores mas altos al 4to y 7mo dia de activacion. La
proliferacion celular que aumenta significativamente al cuarto dia de activacion
disminuye por el efecto del Antagomir 182. El incremento temprano de la 34 al
segundo dia de activacién, que no va en paralelo con el incremento progresivo y
tardio del mensajero, nos sugiere una regulacion postranscripcional de esta

proteina.



Summary

The B4 subunit of the Type L calcium channel is involved in the activation of T cell
activating factor (NFAT) and the secretion of INFY, specifically from helper T
lymphocytes (Th1) (1). This protein is a potential target for regulation by several
mMiRNAs, among which is the 183/96/182 miRNA cluster (2). Previous studies have
shown that overexpression of B4 affects cell cycle progression and the range of
proliferation in cell lines (3). On the other hand, an increase in the messenger has
been demonstrated in the lymphocyte activation process (1), although the behavior
of the protein in the activation and differentiation process is unknown.

The studies of this project were carried out on populations of naive lymphocytes that
were activated and directed to the differentiation of a subpopulation of Thl
lymphocytes.

This work shows the changes in the expression of the B4 subunit of the Type L
calcium channel in T lymphocytes after activation and differentiation to a subset of
Thl. Unlike messenger RNA (mRNA), which increases at from the fourth day of
activation reaching significantly higher values on the 7th day, a significant increase
in the protein is observed from the second day with values that are maintained
throughout the differentiation cycle. Similar results were observed in confocal
microscopy studies.

The expression of the 183/96/182 miRNA cluster increases with lymphocyte
activation, reaching the highest values on the 4th and 7th day of activation. The cell
proliferation that increases significantly on the fourth day of activation decreases
because of Antagomir 182. The early increase in B4 on the second day of activation,
which does not go in parallel with the progressive and late increase of the

messenger, suggests a post-transcriptional regulation. of this protein.
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1. Introduccion.

1.1 Linfocitos T.

Los linfocitos T (células T) son los principales componentes celulares del sistema
inmunitario adaptativo, responsables de mediar las respuestas inmunitarias
basadas en células para mantener sano al huésped y evitar diversos tipos de
enfermedades. Los linfocitos T se desarrollan a partir de progenitores de timocitos
derivados de la médula 6sea en el timo y se agrupan ampliamente en linfocitos T
CD4+ y CD8+ af ademas de poblaciones de linfocitos T y® y linfocitos T asesinos
naturales (NK). Las células T af reconocen antigenos que son presentados por
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) en células
presentadoras de antigeno (APC), (Figura 1.1). Tras el reconocimiento de antigenos
por el receptor de células T (TCR) y moléculas coestimuladoras en APC y la accion
de citocinas, las células T CD4+ y CD8+ virgenes experimentan activacion,
expansion clonal y diferenciacién para ejecutar su funcién 4. Las funciones de estas
células consisten en eliminar células infectadas, producir citocinas y regular las
respuestas inmunitarias. Una pequefia poblacién de células T se convierte en
células T de memoria que exhiben funciones efectoras rapidas al reencontrarse con
los mismos antigenos y brindan al huésped una proteccion potente y a largo plazo.
Paralelamente, existe una subpoblacion de células T CD4+, denominadas células T

reguladoras (Treg), qgue mantienen la tolerancia inmunitaria periférica *.
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Figura 1. 1 Secuencia de acontecimientos en las respuestas de los linfocitos T.

Secuencia de acontecimientos en las respuestas de los linfocitos T. El reconocimiento del
antigeno por los linfocitos T induce la secrecién de citocinas (p. ej., interleucina 2 [IL-2]),
particularmente en los linfocitos T CD4+, la expansion clonal como resultado de la proliferacion
celular y la diferenciacion de los linfocitos T en linfocitos efectores o linfocitos de memoria. En la fase
efectora de la respuesta, los linfocitos T efectores CD4+ responden al antigeno produciendo citocinas
gue ejercen varias acciones, como el reclutamiento y la activacion de los leucocitos, y la activacion
de los linfocitos B, en tanto que los CTL CD8+ responden matando a otras células y secretando

citocinas inflamatorias. APC, células presentadoras de antigenos; CTL, linfocito T citotoxico 5.

En las dltimas décadas, el conocimiento de las células T con respecto a su
clasificacion, diferenciacion, mecanismos de regulacion celular y molecular,
particularmente fenotipos y funciones en condiciones saludables y enfermedades

relacionadas con el sistema inmunoldgico, se ha expandido significativamente. Por



lo tanto, se han desarrollado nuevas estrategias que involucran las funciones de las

células T y han demostrado una eficacia clinica sin precedentes.

1.2 Linfocitos T Auxiliares (Th).

Los linfocitos Th CD4+ son un grupo heterogéneo de linfocitos T que desempefian
funciones centrales en casi todos los aspectos de las respuestas inmunitarias. Los
linfocitos T CD4+ pueden activarse mediante el complejo péptido-MHC de clase I
en APC, coestimulacion y sefiales de citocinas ¢ y diferenciarse en varios
subconjuntos con diferencias en la expresién de moléculas de superficie, citocinas
y factores de transcripcion como Thl, Th2, Treg, T auxiliar folicular (Tfh), Th17, Th9,
Th22 y linfocitos T citotéxicos CD4+ 7.

Los linfocitos T cometen errores o generan respuestas ocasionalmente, que podrian
ser consideradas como no-benéficas, en el reconocimiento y control de la respuesta
ante un antigeno 8. En la peor situacion, la respuesta de los linfocitos T puede llevar
al fallecimiento del organismo. El sistema inmunitario debe lograr un balance de
sensibilidad para poder responder a antigenos externos y evitar una respuesta
exacerbada o contra el propio organismo. La hipersensibilidad de tipo 4, también
conocida como hipersensibilidad tardia, es causada por la sobreestimulacion de las
células inmunitarias, lo que resulta en una inflamacién crénica y liberacién de

citocinas &°.

1.3 Diferenciacién en Thl

Durante varias décadas se ha reconocido que las células T CD4 se especializan en
respuesta a antigenos como los desafios microbianos. Los primeros subconjuntos
identificados fueron células Thly Th2 basandose en la produccion selectiva de sus

citocinas, interferon y (IFN-y) e interleucina 4 (IL-4), respectivamente &.

Las células Th1 producen predominantemente IFNy, fundamental para las
respuestas inmunes contra infecciones virales y bacterianas intracelulares. A su

vez, el IFNy es importante para la diferenciacion de las células Th1 productoras de



IFNy aunque la Interleucina-12 (IL-12) también es critica para este proceso. De
hecho, la neutralizacion in vitro de IFN-y a menudo disminuira notablemente el
desarrollo de Thi 1,

La generacion de células T maduras a partir de células madre y la diferenciacion de
células Th a partir de precursores Th virgenes son procesos de desarrollo
estrechamente regulados. T-bet es un factor de transcripcion, miembro de la familia
de T-box del sistema linfoide y es responsable del desarrollo del linaje Th1 11,

T-bet no se expresa en células T CD4+ virgenes, pero se induce facilmente en
respuesta a las vias de sefalizacion de TCR, IFN-y e IL-12R. Este factor de
transcripcion se considera el regulador maestro para la diferenciacion de células
Thl y la produccién de IFN-y. La expresion selectiva de T-bet representa el
desarrollo de las células Th1 y la expresion especifica de IFNy de las células TH1.
La via IFNy-STAT1-T-bet sirve como un poderoso mecanismo de amplificacion para
la diferenciacion Thl in vitro. La activacion de STAT4 por IL-12 es critica para las
respuestas de los Th1l tanto in vitro como in vivo y el nivel de expresion de STAT4

es mayor en las células Th1 que en las células Th2 8. Figura 1.2.
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Las sefiales de citocinas regulan la diferenciacion de las células Th CD4+. Tras
la estimulacion del TCR, las células T CD4+ virgenes pueden diferenciarse en
distintos subconjuntos de linfocitos Th efectores, bajo diferentes citocinas y
estimulacién coestimuladora. El IFN-y e IL-12 impulsan la diferenciacion de
células Thil al inducir la expresion de TF T-bet a través de STAT1 y STAT4,

respectivamente. (1)



1.4 Activacién de los linfocitos T
El calcio (Ca?*) desempefia un papel fundamental como segundo mensajero en la
regulacion de numerosas funciones celulares de los linfocitos T, incluida la

activacion, la proliferaciéon y la muerte celular 1213,

Los eventos que llevan a la movilizacion de Ca?" en estas células estan
estrechamente regulados a través de receptores de membrana, moléculas de
sefializacién y canales iénicos. La liberacion de Ca?* intracelular se inicia a través
del reconocimiento del MHC/antigeno por el TCR 1 / CD3 durante la activacién de
linfocitos T 3. Tras la activacion del TCR, las tirosinas cinasas no receptoras
fosforilan y activan la fosfolipasa C, que escinde el fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato de
los fosfolipidos de la membrana plasmatica para generar diacilglicerol e inositol
1,4,5-trifosfato (IP3) 14,

Los niveles elevados de IP3 en el citosol conducen a la liberacién de Ca?* de las
reservas intracelulares en el reticulo endoplasmico (RE) y una afluencia sostenida
de Ca?* desde el espacio extracelular *°. La liberaciéon de Ca?* desde el RE provoca
la activacion de las moléculas de interaccion estromal (STIM 1 y 2), que se
oligomerizan y se translocan a las uniones entre el RE y la membrana plasmatica.
STIM1 y STIM2 se unen a la subunidad formadora del poro (ORAI1) de los canales

CRAC , mediando asi su apertura y entrada sostenida de Ca?*16,

Para activar el factor nuclear activador de las células T (NFAT), un factor de
transcripcion que regula la expresién de varias citocinas, incluida la IL-2, es
necesaria una sefial de Ca?* sostenida superior a los 100 nM 7. Los mecanismos
de liberaciéon de Ca?* de las reservas intracelulares dentro de los linfocitos T estan
bien caracterizados '? y varias lineas de evidencia apoyan firmemente la idea de
que los canales CRAC son los Unicos responsables del influjo de Ca?* durante la

activacion de las células T 7.

Se han propuesto varios modelos de canales de Ca?* en la membrana plasmatica

de los linfocitos T, incluidos los canales de Ca?* del receptor IP3 (IP3R) 8, los



canales de Ca?* del potencial del receptor transitorio (TRP), los canales de Ca?*
dependientes del voltaje (VDCC) de tipo L y los canales de Ca?* activados por
liberacion de Ca?* (CRAC) *2. La identidad molecular del canal CRAC, que habia
sido esquiva durante mucho tiempo, se resolvié con el descubrimiento de ORAIL
mediante el analisis de RNA de interferencia de todo el genoma y la clonacién
posicional en pacientes que carecen de la funcién del canal CRAC °-2%, ORAIl y
sus dos homadlogos, ORAI2 y ORAI3, son proteinas integrales de membrana. La
mutagénesis y los analisis estructurales han demostrado que ORAIL forma el poro
del canal CRAC a través del cual los iones Ca?* ingresan a la célula 22?4, El andlisis
inmunocitoquimico muestra la localizacion y acumulaciéon de los receptores de IP3
en la membrana plasmatica en células Jurkat después de la estimulacion con Con
A8,

Hasta la actualidad se ha informado de la expresién de un numero creciente de
canales TRP en células T humanas y de roedores. En la mayoria de estos estudios,
se empled con frecuencia el andlisis de la expresion del canal TRP a nivel de mMRNA
mediante técnicas de Northern blot, PCR en tiempo real (RT-PCR) o PCR
cuantitativa en tiempo real (g-PCR) 2>?,

En las células T, se ha reportado la expresion de varios miembros de la familia de
canales CaV de tipo L (CaV1), pero su contribuciéon al influjo de Ca?* sigue siendo

controversial 28.

Al aumentar las concentraciones de Ca?* intracelular, la calcineurina se activa y
desfosforila a los miembros de la familia NFAT. Las proteinas NFAT desfosforiladas
se translocan al nacleo, donde desempefian un papel esencial en la regulacion de

la expresion de numerosas citocinas y la apoptosis de la célula ?°. Figura 1.3.
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Figural.3

La participacion del TCR con un péptido-MHC en una célula APC, induce a las proteinas tirosina
cinasas (PTK) a activar la fosfolipasa C-y1 (PLC-y1), que escinde el fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato
(PIP2) a partir de fosfolipidos de la membrana plasmatica para generar diacilglicerol (DAG) e inositol-
1,4,5-trifosfato (IP3). Los niveles elevados de IP3 en el citosol conducen a la liberacién de Ca?*
mediante los canales de Ca?* IP3R ubicados en el reticulo endoplasmico (RE). El aumento del Ca2+
intracelular da como resultado la activacion de la via calmodulina-calcineurina que induce la
translocacion nuclear de NFAT y la transcripciéon de genes diana para dirigir la homeostasis,
activacion, proliferacion, diferenciacién y supervivencia de las células T. Tomado y modificado de la

referencia 0.

1.5 La subunidad B4 del canal de calcio tipo L y su funcién en las células T.

La importancia de los canales tipo L en las células T y de la subunidad 4 se hizo
evidente en los ratones con la llamada mutacion letargica. En 1997, se demostré
gue la ataxia y las convulsiones en el raton letargico se deben a una mutacion del

gen de la subunidad B4 del canal de calcio tipo L 32.
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Las subunidades reguladoras 8 juegan un papel critico en la funcién de los canales
dependientes de voltaje, ya que son necesarias para la expresion funcional de estos
canales en la membrana y modulan sus propiedades biofisicas interactuando con la

subunidad principal formadora del poro 2.

Los ratones letargicos experimentan, ademas de los trastornos neuroldgicos, un
trastorno inmunoldégico que incluye un defecto en la respuesta inmune celular 3334,
El mecanismo del trastorno inmune descrito en estos animales letargicos mutantes
de B4, aunque desconocido, es de gran interés, ya que apoya implicitamente la
hipotesis de que los componentes de los canales tipo L se expresan en las células

inmunes y desempefian un papel crucial en la activacion y funcion de estas.

En 2006, por primera vez, Badou y colaboradores proporcionaron evidencia de que
las células T CD4, deficientes de B3 y B4, presentan alteraciones en la respuesta
de Ca?*, la activacion de NFAT y la produccién de citocinas .

Se sabe desde hace mucho tiempo que la sefializacién del Ca?* es crucial para la
activacion de las células T. Erdogmus y colaboradores evaluaron la funcién de las
proteinas del canal de Ca?" (CaV) dependientes de voltaje y descubrieron una
funcién mediada por una subunidad accesoria. La delecién de Cacnbl en ratones
incrementa la apoptosis y altera la expansion clonal de las células T después de la
infeccion por el virus de la coriomeningitis linfocitica (LCMV). Sin embargo no
encontraron evidencia de corrientes idnicas a través del canal CaV en las células T
tras la despolarizacion 53¢ probablemente porque los mensajeros de las
subunidades a1 de los canales de calcio activados por voltaje, que se expresan en

este tipo de células, sean formas truncadas .
Otros autores refieren la importancia de la subunidad 4 en la proliferacion celular

donde demostraron que la expresion heterdloga de esta subunidad disminuye la

proliferacién de células CHO 3, asi como el papel que juega esta subunidad en
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promover la expresion de genes relacionados con el IFN reduciendo la infeccion

viral en células H9c2, demostrado por nuestro grupo de investigacion 7.

Estudios experimentales han demostrado que el mRNA de B4 disminuye en el
hipocampo de ratones que sobreexpresan miR-183/96/182. Otros estudios
evidencian, por ensayos de luciferasa, que la 3’'UTR del mRNA de la 34 es blanco
del miR-96 238,

1.6 MICRORNAs

Los microRNAs (miRNAs) son moléculas cortas de RNA de 19 a 25 nucle6tidos de
tamafo, que regulan el silenciamiento postranscripcional de los genes diana. Un
solo miRNA puede dirigirse a cientos de mRNASs e influir en la expresion de muchos
genes, a menudo implicados en una via de interaccion funcional. Se ha demostrado
que los miRNAs estan involucrados en la patogenia de muchas enfermedades
alérgicas, como el asma, la esofagitis eosinofilica, la rinitis alérgica y el eccema 3°-
41.

En el silenciamiento del RNA, el miRNA funciona mediante la hybridacion de bases
con sus mRNA diana, mientras que las proteinas argonautas (AGO) funcionan como
efectores al reclutar factores que inducen la represion traduccional, la
desadenilacion del mRNA y la degradacion #2. Los sitios de unién del miRNA
generalmente se encuentran en la region no traducida (UTR) 3" de los mRNA. El
dominio en el extremo 5" de los miRNA, que se extiende desde la posicién del
nucledtido 2 a la 7, es crucial para el reconocimiento del objetivo y se ha
denominado "secuencia seed del miRNA". Los nucle6tidos corriente-abajo del
mMiRNA (particularmente el nucle6tido 8 y, en menor medida, los nucleétidos 13—-16)
también contribuyen al apareamiento de bases con los objetivos. Mas del 60 % de
los genes humanos que codifican proteinas contienen al menos un sitio de union a
algin miRNA conservado y, teniendo en cuenta que también existen numerosos
sitios no conservados, la mayoria de los genes que codifican proteinas pueden estar

bajo el control de los miRNA “3. Por lo tanto, no sorprende que la biogénesis y la
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funcién de los miRNA estén estrictamente reguladas, y su desregulacion a menudo

se asocia con enfermedades humanas, incluido el cancer y los trastornos del

neurodesarrollo 3°.

La regulacion de los miRNAs se lleva a cabo en multiples pasos, incluida su

transcripcion, su procesamiento por Drosha y Dicer, su carga en las proteinas AGO

y el recambio de miRNA 44, La célula aplica varias estrategias para interferir o

facilitar cada paso, incluido el reclutamiento de factores de transcripcion, proteinas

de union a RNA, enzimas modificadoras de proteinas, enzimas modificadoras de

RNA, exoribonucleasas y endorribonucleasas 2. Figura 1.4.
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a | Modelo esquemaético de transcripcion de miRNA
por la RNA polimerasa Il (Pol Il), procesamiento
nuclear por el complejo microprocesador (que
comprende Drosha y DGCRS8) y exportacion por la
exportina 5 (EXP5) en complejo con RAN-GTP.

b | Modelo esquemético de procesamiento mediado
por Dicer y carga de proteinas AGO. Dicer
interactda con una proteina de dominio de unién a
RNA bicatenario (dsRBD) (proteina de union a RNA
TAR (TRBP) en humanos y Loquacious (Logs) en
moscas). Después del procesamiento de Dicer, el
duplex de RNA se libera y posteriormente se carga
en AGO1-4 humano. Un complejo de choque
térmico 70 (HSC70)-proteina de choque térmico 90
(HSP90) hidroliza el ATP para cargar el duplex de
RNA. La cadena "pasajera” se descarta y el miRNA
"guia" (maduro) (miRNA) permanece en una de las
proteinas AGO (23).
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1.6.1 miRNAs en la respuesta inmune adaptativa

El sistema inmunolégico adaptativo comprende principalmente células B y células
T, que juntas proporcionan una segunda linea de defensa inmune especifica contra
patégenos extrafios después de la activacion del sistema inmunoldgico innato.

En los dltimos afos, la cantidad de miRNAs implicados en el desarrollo y la funcion
del sistema inmunoldgico ha aumentado dramaticamente y ha habido un debate
generalizado sobre su uso potencial como terapia para enfermedades relacionadas
con el sistema inmunolégico. La expresion aberrante de ciertos miRNAs puede tener
consecuencias patoldgicas, como autoinmunidad y canceres hematolégicos. Es
importante considerar que muchos miRNAs pueden estar involucrados en la
regulacion de un solo mMRNA y que un solo miRNA puede estar involucrado en la
regulacion de muchos mRNAs 4.

La activacion regulada de células T maduras implica una interacciébn compleja de
varios miRNAs, que ha sido revisada en algunas publicaciones recientes 4648, La
activacion de las células T maduras esta coordinada por miRNAs que alteran la
sefializacion y proliferacion de los TCR. El miR-181a reduce el umbral de
sefalizacion de TCR en células T adultas al regular negativamente varias fosfatasas
49y ademas regula negativamente el CD69, que promueve la proliferacion de células
T 5. Por lo tanto, este miRNA contribuye a un bucle de retroalimentaciéon que
inicialmente mejora la activacion de las células T y luego reprime esta activacion
después de un retraso temporal. A través de un mecanismo similar, dos miRNAs en
el grupo miR-17~92, miR-17 y miR-20a, también participan en un circuito de
alimentacion incoherente para regular la activacion de las células T °0. Ambos
mMiRNAs se inducen con CD69 en respuesta a la sefializaciéon de TCR pero, a su
vez, reprimen directamente la expresion de CD69. A través de este circuito de
retroalimentacion, se plantea la hipotesis de que estos miRNAs pueden reducir la

variabilidad entre células en respuesta a la sefializacion de TCR 0.

Curiosamente, se ha informado que los miembros del grupo miR-17~92 trabajan de

manera coordinada en diferentes vias que convergen para alterar una unica funcion
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bioldgica . En las células T, esto se evidencia por la regulaciéon coordinada del
Homologa de Fosfatasa y Tensina (PTEN) por miR-19b y del receptor || de TGFB y
CREBI por miR-17, que juntos promueven las respuestas de las células Th1%2. En
las células Th, la activacion del receptor de IL-2 también conduce a la expresion de
miR-182 a través de STAT5. miR-182, a su vez, reprime directamente FOXOL1, un
regulador negativo del ciclo celular, contribuyendo asi a un circuito de
retroalimentacion positiva que impulsa la proliferacion de células T activadas 2. El
miR-214, que se induce durante la activacion de las células T, también impulsa la
proliferacién al regular a PTEN >4, Trabajos recientes también han revelado un papel
importante del miR-24 y del miR-27 en la inhibicién de la funcion de las células Th2

de forma coordinada mediante la inhibicién de la produccion de IL-4 5556,

Recientemente se ha dilucidado un papel interesante de las acciones contrarias de
dos miRNAs inflamatorios, miR-146a y miR-155, en la inmunidad de las células T
57,58, La activacion de NF-kB a través del TCR conduce a la induccién de miR-146
59, Este miRNA, como en las células madre hematopoyéticas y las células mieloides,
forma un circuito de retroalimentacion negativa al regular negativamente los
transductores de sefial NF-kB TRAF6 e IRAK1 %°. En ratones que carecen de miR-
146a, la expresion elevada de NF-kB conduce a un aumento dependiente de miR-
155 en las células Tfh %7, La eliminaciéon de ambos miRNA disminuye este efecto, lo
gue sugiere que la pérdida de miR-146a permite un aumento mediado por miR-155
en el nimero de células Tfh 7. También se produce una interaccion epistatica entre
estos dos miRNA durante la inmunidad antitumoral, mediante la cual miR-155
mejora y miR-146a inhibe la respuesta de IFNy, donde el miR-155 tiene un papel
dominante %8. Es de destacar que miR-146 tiene un papel adicional en la funcién

supresora de las células Treg al regular a STAT1. Figura 1.5.
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Figural.5
(a) miRNAs con funciones clave en la actividad y el desarrollo inmunolégico de las células B.
(b) miRNAs con funciones clave en la actividad y el desarrollo inmunolégico de las células T.
(c) miR-150 amortigua la expresion del oncogén MYB dentro de un rango de concentracion estrecho.
Poco MYB produce un bloqueo del desarrollo de las células B, mientras que demasiado MYB
conduce a una expansion desregulada de las poblaciones de células B y puede causar leucemia.
(d) El grupo miR-212 y miR-132 establece un punto de control del desarrollo de células B al
establecer un umbral para la expresion del mMRNA de SRY-box 4 (SOX4) que es necesario para que
continte el desarrollo de las células B. La proteina SOX4 se expresa una vez que la expresion del
MRNA de SOX4 aumenta lo suficiente como para anular la represién por parte de miR-132.
(e) miR-21 participa en un bucle de retroalimentacién incoherente. El transductor de sefial y activador
de la transcripcion 3 (STAT3) induce tanto miR-21 como la proteina de maduracion inducida por

linfocitos B 1 (BLIMP1), la cual, posteriormente reprime la expresién de miR-21. En conjunto, esto
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inicia la proliferacion de células B con una inhibicion temporalmente retardada de esta sefial para
evitar la transformacion cancerosa.

(f) miR-181a sirve como redstato para la sefializacion del TCR. El aumento de la expresion de miR-
181a en la periferia conduce a la represion dirigida de varias fosfatasas, incluido el no receptor de
tirosina-proteina fosfatasa tipo 22 (PTPN22), la proteina tirosina fosfatasa 2 que contiene el dominio
SH2 (SHP2) y la proteina fosfatasa 6 de especificidad dual (DUSP6), que a su vez puede potenciar
la respuesta de sefializacion. Los niveles reducidos de miR-181a en el timo tienen el efecto opuesto
y, por lo tanto, requieren sefales de TCR mas fuertes para que se produzca la transduccién de
sefiales.

(g) miR-181a también participa en un circuito de retroalimentacion incoherente que impulsa la
activacion de las células T, pero imparte una mitigacion temporalmente retrasada de esta respuesta
para evitar la inmunidad aberrante. El aumento de la expresion de miR-18la conduce a la
potenciacion de la sefalizaciéon de las células T y a una mayor activacion de las células T; sin
embargo, este miRNA también regula negativamente la expresién de CD69, lo cual es importante
para esta respuesta. Curiosamente, un segundo bucle de retroalimentacion mediado por miRNA
también desempefia un papel en la activacion de las células T. La activacién de TCR induce la
expresion de CD69, ademés de miR-17a y miR-20, que juntos inhiben directamente la expresién de
CD69.

(h) La activacion de miR-182 mediada por STATS5 por el receptor de interleucina-2 (IL-2R) inicia una
respuesta de retroalimentacion positiva. miR-182 inhibe directamente la proteina Ol de la caja
forkhead (FOXO1), que es un inhibidor de la activacion y proliferacioén de células T.

CLP, progenitor linfoide comun; DN, doble negativo; DP, doble positivo; LMPP, progenitor
multipotente preparado con linfoides; célula pre-B, célula B precursora; célula pre-pro-B, célula B
precursora-progenitora; célula pro-B, célula B progenitora; SP, tnico positivo; TH, T ayudante; Célula

Treg, célula T reguladora“.

1.6.2 Cluster de miR-183/96/182

Un cluster de miRs o miRNAs se define como varios genes miRs ubicados
adyacentes entre si en el cromosoma, que se transcriben como una transcripcion
larga de miRs primario (pri-miR) y luego se procesan en los miRs precursores
individuales (pre-miR) 62,

El cluster del miR-183, que esta compuesto por los miRs-183/96 y 182, también es
una familia de miRNAs con homologia de secuencia. A pesar de la fuerte similitud
en las secuencias de estos miRNAs, las pequefas diferencias en sus secuencias

seed dan como resultado que actien en mRNA superpuestos y distintos, que a
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menudo se encuentran dentro de la misma via 2. Estos miRs tienen una expresion
estrechamente sincronizada durante el desarrollo y son necesarios para la
maduracién de los 6rganos sensoriales 3. En comparacién con su papel definido
en el desarrollo normal, la familia de miR-183 se expresa con frecuencia en una
variedad de enfermedades no sensoriales, que incluyen el cancer, trastornos
neurolégicos y autoinmunes. Este grupo de miRs de la familia del miR-183 se ha

conservado a través de 600 millones de afos de evolucion 4.

1.6.3 Efecto del cluster miR-183/96/182 en la respuesta Inmune.

El cluster de miRNA 183-96-182 juega un papel importante en la regulacion de la
respuesta inmune. El miR-183 y miR-96, similares a miR-182, promueven la
proliferaciéon de células T 5. Figura 1.6.

El miR-183 y el miR-96 tienen la capacidad de regular la activacion de las células T
y por tanto el desarrollo y la gravedad de las enfermedades autoinmunes

dependientes de este tipo de células ©°.
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El cluster del miR-183 es un regulador crucial del desarrollo, la diferenciacién y la funcién de las

células inmunitarias. Estos miRNAs son esenciales para el desarrollo de células T, desempefian un
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papel vital en la diferenciacién, proliferacion y funcion de Th1/Th17/Treg. Los miRNAs del cluster del
miR-183 tienen un efecto minimo sobre el desarrollo de células B, la respuesta de GC y la produccién
de anticuerpos, aunque el miR-182 parece tener un efecto promotor sobre la respuesta extrafolicular
de las células B y la produccion de anticuerpos. Por otra parte, estos miRNAs desempefian un papel
importante en la regulacion de la polarizacién de los macréfagos, la fagocitosis y la citotoxicidad
innata de las células NK 65,

Tanto el miR-96 como el miR-183 regulan la proliferacion de células T CD4+CD25-
a través de la via EGR1/PTEN/Akt. La sobreexpresion de miR-183 y miR-96 en
células T CD4+ redujo directamente la expresion de la proteina de respuesta de
crecimiento temprano 1 (EGR1), lo que condujo a una expresion reducida de la
fosfatasa y del homélogo de tensina (PTEN) y, en consecuencia, aument6 la
fosforilacién de la proteina cinasa B (PKB o Akt) y la proliferacion de células T. La
transferencia adoptiva de células T CD4+CD25- especificas de hemaglutinina que
sobreexpresan miR-183 y miR-96 en ratones INS-HA/Rag2KO propensos a la
diabetes autoinmune dio como resultado la expansion de células T CD4+
especificas de antigeno y acelero el desarrollo de diabetes autoinmune. Ademas, la
inhibicion simultanea del miR-183 y del miR-96 en células T CD4+CD25- con
antagomiRs especificos promovio la expresion de EGR1 y PTEN y suprimio la
proliferacion de células T. La transferencia adoptiva de células T CD4+CD25-
especificas de hemaglutininas transfectadas con antagomiR-183/96 a ratones INS-

HA/Rag2KO retraso la aparicion de diabetes autoinmune ©°.

En un estudio reciente se demostré que en la Ultima fase de la expansion clonal, la
expresion de Foxol es regulada postranscripcionalmente por el miRNA miR-182,
que a su vez es inducido por la sefalizaciéon del receptor de la IL2 (IL-2R) 3. La
activacion de TCR de las células T por el antigeno y la coestimulacion a través del
correceptor CD28 induce la proliferacion y la produccion de IL-2 de linfocitos Th
CD4+. Una vez que comienza la proliferacion, la expansion clonal de los linfocitos
Th se vuelve independiente de la estimulacion antigénica adicional y es promovida
por la IL-2 paracrina o autocrina. Para iniciar y perpetuar la proliferacién de células

Th, las sefales de activacion de células T como la sefalizacion por TCR-CD28 y el
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IL-2R deben inhibir el factor de transcripcién Foxol, que bloquea la progresion del
ciclo celular en células en reposo mediante la induccion del inhibidor del ciclo celular
p27Kip1. ¢’

La inhibicion especifica de miR-182 resulté en un incremento de la proteina FoxO1
y una menor expansion clonal. La sobreexpresion constitutiva de miR-182 en
linfocitos Th activados dio como resultado una mayor expansion clonal. En un
modelo de artritis inducida por ovoalbumina (OVA), la inhibicion de miR-182 en
linfocitos Th disminuyé la gravedad de la enfermedad. Estos resultados indican una

contribucién critica del miR-182 en la regulacién de la poblacién de células T 3,

Si bien el miR-182 esta altamente regulado positivamente en los linfocitos T
activados, sorprendentemente, la desactivacion sistémica de miR-182 en ratones
B6 no tuvo ningun efecto obvio sobre el desarrollo y la funcion de los subconjuntos
de células T como CD4+, CD8+, CD4-CD8-doble negativo (DN) células T y Tregs.
Ademas, la respuesta inmune dependiente de células T a Listeria monocytogenes
en ratones miR-182-/- fue similar a la de los controles 8. El papel del miR-182 en el
desarrollo y la funcién de los linfocitos de los ratones B6 probablemente se deba a
la compensacion de miR-96 y miR-183, ya que los tres miRNA tienen secuencias

de seed similares y superposiciones de los genes diana .

2. Justificacion
Teniendo en cuenta:
- La importancia de la expresién de la subunidad 4 del canal de calcio tipo L
para la funcion de los linfocitos T.
- Que la deficiencia en la expresion de esta proteina esta relacionada con la
activacion de factores de transcripcion como NFAT, y la secrecion de INFy e
IL-2 de los linfocitos T activados.
- Que el cluster miR-183/96/182, regula a la baja a la subunidad 34 del canal
de calcio tipo L y que ademas se encuentra aumentado en reacciones
inflamatorias donde hay un aumento de la proliferacion de linfocitos T;

planteamos las siguientes hipotesis:
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3. Hipotesis.
e La activacion de linfocitos Th virgenes produce un incremento de la proteina
B4 en etapas tempranas del proceso de diferenciacion.
e La expresion de 34 esta regulada a la baja por los miRNAs que forman el
cluster de miR-183/96/182, favoreciendo un incremento en la proliferacion de

linfocitos T activados.

4. Objetivo general
e Evaluar la expresion de la subunidad 4 del canal de calcio tipo L durante la

activacion y proliferacion de linfocitos Th1.

5. Objetivos particulares.

e Evaluar la expresion del cluster miR-183/96/182 durante la activacion de los
linfocitos Th.

e Evaluar la expresion de (B4 durante la activacion y proliferacion de los
linfocitos Th hasta el 7mo dia de activacion.

e Evaluar el efecto de la inhibicion del miR-183/182 en la regulacién de la
subunidad B4 durante la activacion y la diferenciacion de los linfocitos Th.

e Evaluar el efecto de la inhibicion del miR-183/182 en la proliferacion de los

linfocitos Th.
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6. Reactivos y Métodos.

Tabla 6.1 PBS 10X

Reactivos Concentracion por litros
KCL 2g

NacCl 80 g

KH2POa4 249

NazHPO4 1159

Ajustar pH a 7.4 con NaOH 1N

Tabla 6. 2 Buffer de corrida para proteinas 10X

Reactivos Concentracion por litros
Tris Base 30.2¢g

Glicina 144 g

SDS 10g

Ajustar pH a 8.3 con HCI concentrado

Tabla 6. 3 Buffer de Transferencia

Reactivos Concentracion por litros
Tris base 0.532¢g

Glicina 0.293 g

SDS 10% 0.375 ml

Metanol 20%

Tabla 6. 4 Buffer RIPA

Reactivos Concentracion
NaCl 150 mM

NP40 1%
Deoxicolato 0.5%

SDS 0.1%

Tris HCI pH 8.0 50 mM
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Coctel de inhibidores de Fosfatasas 1X

Coctel de inhibidores de Proteasas 1X

Tabla 6. 5 Buffer de carga de muestras 4X (SLB)

Reactivos Concentracion para 10ml
Tris-HCL pH 6.8 1M 2 ml

SDS 08¢

Glicerol 10% 4 mi

2 Mercapto etanol 14.2 M 0.4 ml

EDTA 0.5M 1ml

Azul de bromofenol 0.8¢g

Tabla 6. 6 Buffer de carga de muestras 6X (SLB)

Reactivos Concentracion para 5 ml
Tris base 0.225¢g

SDS 069

Glicerol 50% 3 ml

2 Mercapto etanol 14.2 M 1.5ml

Azul de bromofenol 0.03 g

Filtrar en papel Whatman N° 1
Tabla 6. 7 Acrilamida 30% y bisacrilamida 0.8%

Reactivos Concentracion para 100 ml
Acrilamida 30g¢
Bisacrilamida 08¢

Aforar a 100 ml con agua desionizada.

Desionizar con 0.5 g de resina AG 501-X8 en agitacion por 2 horas y filtrar en papel
de filtro 0.45 um. Almacenar a 4° en oscuridad.

Tabla 6. 8 Tris HCL/SDS 6.8%

Reactivos Concentracion para 100 ml

Tris base 6.05¢
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Agua

40 ml

Ajustar pH a 6.8 con HCI 1N

SDS

049

Filtrar por papel de 0.45 um

Tabla 6. 9 Tris HCL/SDS 6.8%

Reactivos

Concentracion para 500 ml

Tris base 91g
Agua 300 ml
Ajustar pH a 8.8 con HCI 1N

SDS 29

Filtrar por papel de 0.45 um

Tabla 6. 10 Solucion de Bloqueo

Leche en polvo baja en grasas

4.5% en PBS 1X

Tabla 6. 11 Solucién de Azul de Coomassie

Reactivos

Concentracion para 200 ml

Acido acético glacial

10%

Metanol: H20

1:1

Azul brillante de Coomassie R-250

0.5 g/200ml

Filtrar en papel Whatman N° 1

Tabla 6. 12 Solucion de Rojo de Ponceau

Reactivos Concentracion
Acido acético 1%
Ponceau Red 0.5 g/100 ml
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Tabla 6. 13 Solucién desteiidora

Reactivos Concentracion
Acido acético 7 %
Etanol 30 %

Tabla 6. 14 Solucion de ACK 10X (Buffer de lisis de eritrocitos)

Reactivos Concentracion
NH4Cl 15M

KHCOs 100 mM
EDTA-2Na 100 mM

Tabla 6. 15 Medio RPMI para activaciéon de linfocitos

Suplementos Concentracién
Suero fetal bovino (inactivado) 10 %
2-mercapto etanol 50 uM

100 U/ml penicilina/100 mg/ml estreptomicina. 1%

IL-2 (Recombinante Humano IL-2 (554603 BD Pharmingen™) | 30 u/ml

IL-12 (Recombinante raton IL-12 (15 ng/ml; 554592 BD 15 ng/ml
Pharmingen™).

Anti-1L-4 (5 pg/ml; 554432 BD Pharmingen™) 5000 ng/ml
Anti-CD3e¢ (1 pg/ml; 553058 BD Pharmingen™) 1 mg/ml
Anti-CD28 (1 pg/ml; 553295 BD Pharmingen™). 1 mg/ml

Kit de seleccion negativa de linfocitos virgenes: BD IMagTM Mouse T
Lymphocyte Enrichment Set-DM (BD Biosciences 557793)
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6.1 Animales

Para los experimentos se usaron ratones C57BL/6 hembras de 7-10 semanas de
edad y con un peso aproximado de 18-21 g debido a su alto porcentaje de células
T virgenes y menos grasa corporal en comparacion con los machos o los ratones
Mas viejos.

Los ratones hembra, de 5-10 semanas de edad, tipicamente produciran 3-6 x 10°
células T CD4 + virgenes por raton. Sin embargo, el uso de diferentes cepas de
ratones puede afectar el rendimiento y la eficiencia. Por ejemplo, las células de
ratones C57BL / 6 son mejores para generar células Thl, mientras que las células
de ratones Balbc son mejores para generar células Th2%°.

Los ratones fueron criados bajo condiciones libres de patégenos. El manejo de los
animales se hizo acorde con las buenas practicas de animales, y fueron
sacrificados por dislocacion cervical, método de eutanasia aprobado para este tipo
de animales. Segun las recomendaciones de NOM-062-ZO0-1999 AVMA PANEL
ON EUTHANASIA.

Nuestros protocolos experimentales fueron aprobados por la Division de Unidades
de Animales de Laboratorio, Cinvestav-IPN, de conformidad con la ley federal y los
reglamentos del Consejo Nacional de Ciencia, Humanidades y Tecnologia
(CONAHCYT).

6.2 Células.

Para la realizacion de los experimentos se usaron esplenocitos aislados de bazo de
ratones C57BL / 6, cultivos de la linea celular de linfocitos T Jurkat E6 y se trabaj6
ademas con una poblacién de linfocitos T virgenes que posteriormente fueron
activados con anticuerpos especificos y diferenciados a una subpoblacion de
linfocitos Th1l.
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6.3 Aislamiento y purificaciéon de linfocitos T

El aislamiento de linfocitos se hizo a partir de bazos de ratones hembra C57BL / 6.
En cada aislamiento se usaron de 4-6 animales.

Inmediatamente después de sacrificados los animales, se desinfectaron con alcohol
al 70% y se les extrajo el bazo a la brevedad. Los bazos se colocaron en placas de
recoleccion con PBS 1X frio para eliminar los restos de sangre. Posteriormente se
hizo un macerado con los 6rganos, se resuspendio en una solucién de PBS 1X
estéril con 1% de suero fetal bovino (SFB) y se filtr6 por un tamiz para eliminar los
restos de la capsula del bazo. El sedimento celular, que se obtuvo después de
centrifugar a 300 x g por 7 minutos, es tratado con solucién de ACK 1X, 1 ml por
bazo durante un minuto para lisar los eritrocitos. Después de enjuagar estas células
dos veces con PBS 1X+SFB al 1% para eliminar los restos de eritrocitos lisados se
elimino el sobrenadante y se obtuvo una pastilla de células con las que se hizo un
preplagueo para obtener una poblacion de esplenocitos mas purificada. El
preplagueo consiste en sembrar estas células en placas P-100 con medio RPMI
1640 suplementado con SFB al 10% y antibidtico (penicilina/estreptomicina 1%)
durante 90 min en incubadora a 37°C con 5% de CO2. Transcurrido este tiempo se
recuperan las células que se encuentran en suspension y se desechan las células
gue se adhieren a la placa (macréfagos en su mayoria). Esto nos permite trabajar
con una poblacion de esplenocitos no adheribles que en su mayoria esta formada
por linfocitos T.

Los linfocitos virgenes fueron aislados partiendo de esta poblacion de esplenocitos
mediante seleccidon negativa con el kit de selecciéon: BD IMag™ Mouse T
Lymphocyte Enrichment Set-DM (BD Biosciences) conforme esta establecido en el
protocolo del kit.

Brevemente, el aislamiento y purificacion de los linfocitos por seleccion negativa
consiste en descartar todas aquellas células que no son linfocitos T virgenes. Para
esto se utilizd microesferas magnéticas y un coctel enriquecido de anticuerpos
biotinilados que reconocen marcadores de activacion (CD11b, CD45R, CD49b entre

otros), que se expresan en las membranas de las células que queremos descartar.
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6.4 Activacion de las células T

Una vez obtenida la poblacion de linfocitos virgenes se sembraron en medio RPMI-
1640 suplementado con SFB al 10%, antibidticos 1% y 2-Mercapto etanol (50 uM)
enriquecido con anticuerpos (CD3 (1mg/ml) y CD28 (1mg/ml)) e interleucinas
especificas (IL-2 (30 w/ml), IL-12 (15 ng/ml), Anti IL-4 (5000 ng/ml)) para producir
una activacion y una diferenciacion de estos a Thl 9. Al inicio de cada experimento
se colectd un aproximado de 6 x 10° linfocitos virgenes, asi como al 2do, 4to y 7mo
dia de activacion, para la obtencion de extractos de proteina, RNAs y células para
estudios de Microscopia confocal.

Los experimentos realizados con poblaciones de esplenocitos siguieron el mismo
protocolo para la obtencién de muestras de proteinas y RNA con la diferencia que
esta poblacion de células fueron activados con Con A a una dosis de 30 pg/ml de

medio.

6.5 Western Blot

Para obtener los extractos de proteinas se utilizaron de 6 a 10 x 108 linfocitos
aproximadamente, los cuales fueron resuspendidos en 50 pl del buffer de lisis (Ripa)
con inhibidores de proteasas y fosfatasas 1X.

Las células suspendidas en el buffer de lisis se homogenizaron con
homogenizadores manuales en tubos de 0.6 ml.

Se cuantificaron las concentraciones de proteina de los extractos por el método
colorimétrico de Bradford 1.

La técnica de Western blot permite la identificacion de proteinas mediante la union
especifica antigeno-anticuerpo, atendiendo al peso molecular de dichas proteinas.
Los lisados celulares se mezclaron con SLB 1X y se incubaron 30 minutos a 37°C
para desnaturalizar las proteinas. A continuacion, las proteinas se separaron
mediante electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida con

dodecilsulfato soédico (SDS-PAGE) y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa
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0.45um (Thermo Scientific) en el sistema semi-seco Trans-Blot® TurboTM Transfer
System, (BioRad, Hercules, CA).

Finalizada la transferencia, la membrana se tifidé con colorante Rojo de Ponceau y
se capturo la imagen en un escaner. Posteriormente se bloqueé la membrana en
una solucién de PBS 1X con 4.5 % de leche en polvo durante una hora en agitacion.
De esta manera se eliminaron las posibles uniones inespecificas del anticuerpo.
Una vez blogueada la membrana, se retird la solucion de bloqueo y se afadio el
correspondiente anticuerpo primario (Tabla), diluido en PBS 1X, incubandolo
durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se retir0 el anticuerpo y se realizaron
tres lavados con PBS 1X-Tween 20 (0.1%) de 10 minutos cada uno, todo ello en
agitacion y a temperatura ambiente. A continuacion, se incubé la membrana con el
correspondiente anticuerpo secundario (Tabla), diluido en PBS 1X durante 1 h a
temperatura ambiente y en agitacion. Posteriormente, se retird el anticuerpo
secundario y se lavé la membrana con PBS 1X-Tween 20 (0.1%) del mismo modo
que se hizo cuando se retirg el anticuerpo primario.

Finalmente, se procedi6 a la inmunodeteccion de las proteinas mediante luminol y
peréxido (Milipore, Immobilon Western, Cat. WBKLS0500), el cual se basa en la
reaccion quimica de la peroxidasa que origina un producto quimioluminiscente
detectado por la pelicula autorradiogréfica Fuji Medical X-Ray Film (Fuijifilm). Para
ello, se colocé la membrana en el cassette de revelado y en completa oscuridad, se
expuso la pelicula autorradiografica durante el tiempo adecuado y se revel6 en el
sistema de revelado.

La expresion relativa de la proteina de interés se determind por el analisis
densitométrico de las bandas con respecto al normalizador para la carga de

proteinas.

6.6 Microscopia confocal

Los cubreobjetos se incubaron con Poly-L-lisina 0.01% (Sigma p-4707) 16 horas a
4 °C (ON) 150 pl por cubre. Pasado este tiempo se dejaron secar a temperatura

ambiente. Se centrifugaron los cultivos de células a 250 g por 5 min 21 °Cy se retird
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el medio. La pastilla se resuspendio en PBS 1X de forma que quedo a una
concentracion de 2x10° células/ml. Se pusieron 2x10° células en cada cubreobjeto
previamente tratado con Poly-L-lisina y se incubé por 40 min a temperatura
ambiente. Posteriormente, se retird el exceso de PBS 1X y aquellas células que no
se adhirieron. Las células fueron fijadas con PFA 4% por 15 min, 100 yl de PFA por

cada cubre. Se retir6 el exceso de PFA escurriendo los cubres en papel absorbente.

Se hicieron 3 lavados con BSA 1% en PBS 1X (5 min cada lavado) y se
permeabilizaron con 0.1 % Triton X-100 en PBS 1X por 10 minutos. Se realizaron
nuevamente 3 lavados con BSA 0.1% en PBS 1X (5 min cada lavado). El bloqueo
de antigenos inespecificos fue con BSA 0.1% en PBS 1X 1 hora a 4°C y después
se dejé incubando con el anticuerpo primario contra 34 (Tabla) diluido en BSA 0.1%
en PBS 1X. ON a 4°C.

Al dia siguiente se realizaron 3 lavados con BSA 0.1% en PBS 1X (5 min cada
lavado) y se incubd con el anticuerpo secundario (Alexa Fluor 555, Anti-goat IgG
H+L) (Tabla) diluido en BSA 0.1% en PBS 1X. 1h a temperatura ambiente. Pasado
este tiempo se realizaron 3 lavados con BSA 0.1% en PBS 1X (5 min cada lavado).
Se incubaron las muestras con Hoescht dye H3570 Invitrogen™ (1:10 000) 1 pg/mli
para tefiir el nicleo por 10 min seguido de 2 lavados con BSA 0.1% en PBS 1X (5
min cada lavado). Para el montaje se coloca una gota de medio de montaje Vecta
shield (Cat: H-1000, VECTOR Laboratories) (3.5 ul) en el portaobjeto donde se va
a poner el cubre con las células. Se pone el cubre y posteriormente se sella con

esmalte de ufas alrededor del mismo.

Las imagenes, fueron captadas en el microscopio confocal LEICA TCS SP5. La
seleccién de la célula de interés en el campo elegido se realizd con una resolucion
de 512x512 pixeles con el fin de no dafar la preparacion. Se capturaron alrededor
de 12 imagenes (slices) por célula de 0,5 ym de seccion, a una resoluciéon de
1024x1024 y una profundidad de 8 bits por pixel, dirigido por el programa LAS AF
LITE (Leica Microsystems, GE). Para la captura de las imagenes, se utilizo el

objetivo de aceite de inversion 63X (1,4 AN) 7273,
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Tabla 6. 16 Tabla de anticuerpos y proteinas a las que van dirigidas.

Proteina | Anticuerpos primarios | Dilucién epitope especie

Cacnb4 | Abcam ab-26060 WB 1:100 IF (1:100) 508-520 (13) chivo

Cacnb4 | Santa Cruz sc- WB 1:100 425-463 (39) raton

376432

Cacnb4 | Stress Marqg SMC-318 | WB (1:100) IF (1:50) 458-474 (17) raton

Cacnb4 | Abcam ab-85788 WB (1:100) 458-474 (17) raton

Cacnb4 | Biorbyt orb156242 WB (1:250) IF (1:100) | aa311-390 Conejo

(80)

Cacnb4 | ABclonal A9304 WB 1:1000 401-520 (120) | Conejo

Actina Sigma A 3853 WB (1:1000) ratén

GAPDH Sigma-Aldrich G8795 | WB 1:2500 raton

Proteina Ac. Secundarios y Dilucién especie
colorantes

anti-Mouse IgG | ThermoFisher A-21202 | IF 1:250 Alexa Fluor® burro

(H+L) 488

anti-Rabbit IgG | Thermo A-31572 IF 1:200 Alexa Fluor® conejo

555

Anti-goat 1gG Thermo A-21432 IF 1:250 Alexa Fluor® burro

H+L 555

anti-Rabbit IgG | Antirabbit cat. 81-6120 | WB 1: 800000 conejo
Invitrogen

Anti-Mouse IgG | Antimouse cat. 81- WB 1:800000 raton
6520 Invitrogen

trihnydrochloride, | Invitrogen Stains IF 1:10000

trinydrate, Hoechst 33342,

(H3570)
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6.7 Cuantificacion de mRNA y miRNA por PCR en tiempo real (RT-PCR)

Para la obtenciéon de RNA se usaron alrededor de 1x10° células a las que se les
retir6 el medio por centrifugacion a 5000 rpm, 5 min. La pastilla de células se
resuspendio en 700 ul de QIAzol (cat. 79306 Qiagen)

Para los ensayos de qRT-PCR se uso 1 ug de RNA de las células en cada condicion
experimental. Se extrajo el RNA con el kit miRNeasy (Qiagen). La cuantificacion se
realizé por espectrofotometria (Nanofotometro; IMPLEN). La RT-PCR se realiz6 con
500 ng de RNA tratado con DNasa | en reacciones de 20 pl. La sintesis de DNA
complementario se realizé con Superscript Il RT (Invitrogen) y random hexameres
(250 ng) segun las instrucciones del fabricante. Para cuantificar el mMRNA, se usaron
ensayos TagMan (Applied Biosystems) con un iCycler iQ (Bio-Rad) usando la
mezcla maestra de expresion génica TagMan (4369016) y los siguientes ensayos
Tagman: B4 (Cacnb4, Mm 00521623 _m1), Tbx21 (Mm 00450960 m1) miR-96
(mmu-miR-96-5p 000186), miR-182 (mmu-miR-182-5p 002599), miR-182 (mmu-
miR-183-5p 002269) cat. 4427975. El ensayo Tagman que se usé como control para
los mMRNA fue (Hs99999901 sl1) que corresponde al 18s y para el control de los
micro RNA el ensayo de U87 (442795, ID 001712) y U6 (U6SnRNA 4427975).

La cuantificacion se realizé por el método de 272474, Este procedimiento es valido
si las eficiencias de amplificacibn de los genes objetivo y de referencia son

aproximadamente iguales, como fue el caso en nuestros experimentos.

6.7.1 Prediccion in silico de miRNAs que puedan hibridar en laregién 3" UTR
del mRNA de 34.

Para predecir la orientacion de los miRNAs 183/96/182 con la 3" UTR del mRNA de
B4 se utilizé TargetScan (https:// www. targe tscan. org/) y RNAhybrid (https:// bibis

erv. cebitc. unibiele feld. de/ rnahy brid/).

6.8 Transfeccion de Linfocitos con AntagomiRs.

Al segundo dia de activacion se contaron las células y se hizo cambio de medio de

cultivo por medio fresco. Las células se mantuvieron en un tubo a una concentracion
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de 2x10° células/ml para posteriormente ser transfectadas. En este caso se
realizaron transfecciones inversas: las placas de cultivo de 12 pozos se prepararon
con la mezcla de transfeccion (Lipofectamine 3000) y los antagomiR (miRCURY
LNA Power inhibitor) correspondientes a cada grupo y posteriormente se le
adicionan las células resuspendidas en el medio de cultivo. Tanto los antagomirs
especificos como los controles negativos se ocuparon en una dosis de 50nM con 3
pl de Lipofectamine 3000. Estudios previos demostraron que con dosis menores hay
una menor eficiencia de transfeccion en nuestras condiciones experimentales y
dosis superiores a los 50nM resultan téxicas para las células. En todos los
experimentos se pusieron: un grupo de células no transfectadas con lipofectamina
3000 en el medio, un grupo control negativo que se transfecté con un Antagomir
scramble (Negative Control A Cat. 339136 Y100199006-DDB), un grupo con el
Antagomir-182 (MMU-MIR-182-5P Cat. 339131 Y104101243-DDB), un grupo con el
Antagomir-183 (MMU-MIR-183-5P Cat. 339131 Y104101800-DDB) y un grupo con
la mezcla de los Antagomir 182 y 183 a una dosis de 25nM cada uno. Todo el
procedimiento con los Antagomirs se hace en oscuridad. Después de sembrar las
células en los pozos correspondientes para cada tratamiento se incubaron a 37°C
con 5% de COa2. Al cuarto dia de activacion y 2 dias postransfeccion se hizo un
cambio de medio y se mantuvieron en las mismas condiciones de cultivo hasta el

7mo dia que se cosechan las células.

6.9 Transfeccion de Jurkat

Las células Jurkat se encuentran almacenadas en nitrdgenos liquido. Al
descongelarse se sembraron en medio RPMI-1640 suplementado con SFB al 10%,
antibiéticos 1% y 2-Mercapto etanol (50 uM) a 37°C con 5% de COs.. Estas células
se deben usar con menos de 14 dias después de la descongelacion y no pueden
superar una confluencia mayor a los 3x10%/ml de medio. 16 horas antes de ser
transfectadas fueron privadas de SFB en el medio. Previo a la transfeccion las
células se contaron y se resuspendieron en medio RPMI 1640 sin suplementar. Las
transfecciones se hicieron de manera inversa, colocando la mezcla (plasmido 5 pg

+ 10 pl de Lipofectamina ) en la placa p-35 y pasados 5 min se adicionaron 4x10°
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células suspendidas en 500 pl de medio. Pasados 5 horas se adicionoé a las placas
1 ml de medio RPMI suplementado con SFB al 20%, antibiéticos 2% y 2-Mercapto
etanol (100 uM). 48 horas postransfeccion las células fueron cosechadas para

muestras de RNA y de proteinas.

6.10 Proliferacion de linfocitos.

La proliferacion de los linfocitos se infiri6 mediante la duplicacion acumulada de la
poblacién que se calculé utilizando la ecuacion: PD = 3,32 (log N1-logNO), donde
PD representa la poblacién duplicada, NO representa el numero de células
sembradas inicialmente y N1 representa el nimero de células recolectadas en cada

momento, respectivamente 7.
PD =3.32 (log N1-logNO0)

6.11 Analisis estadistico

Los datos se expresan como las medias + SE. Los analisis estadisticos se realizaron
en GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software) y Sigma Stat 2.0. Para comparaciones
de dos grupos, se realizé la prueba t de Student. Para comparaciones multiples, los
datos con una distribucion normal se analizaron mediante andlisis de varianza
unidireccionales (ANOVA) seguidos de la prueba de Post test de Tukey. Se

consider6 estadisticamente significativa una p < 0,05.
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7. Resultados

7.1 Activacion de linfocitos Thl

La activacion de células T inicia con la interaccion entre el TCR y un péptido
antigénico enclavado en la hendidura del MHC. Esta interaccion ternaria se ve
potenciada por la presencia de correceptores y otras moléculas de membrana, que
funcionan para fortalecer la interaccion TCR-péptido-MHC, y para transducir la sefial
activadora al interior de la célula T. Ello desencadena la proliferaciéon clonal y
diferenciacion en subpoblaciones de linfocitos T, que va a estar regulada por un
conjunto de factores de transcripcion, citocinas y por miRNAs que a su vez regulan

la expresion genética de diversas proteinas mediante la inhibicion de sus mRNAs.

Los primeros resultados del proyecto estuvieron encaminados en estandarizar el
aislamiento y purificacion de los linfocitos Th virgenes de ratones C57BL/6 en
nuestras condiciones de laboratorio, ademés de la activacion y diferenciacion de

estas células a una subpoblacién de linfocitos Th1.

Tras la activacion de los linfocitos T se ponen de manifiesto algunos cambios
morfolégicos en el cultivo de estas células. Al segundo dia de activacién se pudo
apreciar un aumento de tamafio en las células y la pérdida de la forma circular,
ademas de la formacién de conglomerados celulares llamados clusters, del inglés,

a partir del tercer dia de activacion. Figura 7.1.
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Figura7.1

a) Cultivo de linfocitos virgenes purificados de ratones inmunes C57B6 por seleccién negativa, son
células de pequefio tamafio y mayormente con forma redondeada. b) Linfocitos al segundo dia de
activacion, donde se observa un incremento en el tamafio de las células y en alguna de ellas cambia
la forma circular por un alargamiento de estas. c) Linfocitos al cuarto dia de activacion, formacion de
conglomerados celulares.

Al segundo dia de activacion con anti-CD3 y anti-CD28, a pesar de que el aumento
en el nimero de células no es estadisticamente significativo, hay un incremento en
el rendimiento de proteinas y de RNA por millén de células procesadas (Figs. 7.2 a,
by c). Estos hechos confirman la activacion de los linfocitos y la preparacion de las
células para su posterior proceso de division celular. Al cuarto dia de la activacion
de los linfocitos, incremento significativamente el nimero de células con respecto al

namero de células sembradas inicialmente. (Fig. 7.2 a).
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Figura 7.2

(a) Promedio de la cuantificacion de 6 experimentos en la duplicacion acumulada de la poblacion
de células (PD), (b) el rendimiento de proteinas (b) y el rendimiento de RNA (c) por millén de células
procesadas a lo largo de 7 dias de activacion con anti-CD3 y anti-CD28. Los experimentos
comienzan en el dia cero con la activacién de los linfocitos naive (NV) y son evaluados al segundo,
4to y 7mo dias. Datos como Media + SE (error estandar de la media) ***p<0,001; **p<0,01;

Comparacion vs grupo NV. ANOVA de una via.
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Uno de los marcadores de la diferenciacién a una subpoblacion de linfocitos Thl es
la expresion del factor de transcripcion T-bet 1. Para corroborar que en nuestras
condiciones de laboratorio estabamos direccionando la diferenciacion de los
linfocitos virgenes a linfocitos Thl fue necesario evaluar la expresion de este factor
de transcripcion. Los niveles del mRNA de T-bet se vieron incrementados a partir

del segundo dia de activacion.
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Figura 7.3

Expresion relativa del mMRNA de T-bet por gqRT-PCR normalizado con 18s n=2 en un tiempo de 7
dias de activacién con anti-CD3 y anti-CD28. Los experimentos comienzan en el dia cero con la
activacion de los linfocitos naive (NV) y son evaluados al segundo, 4to y 7mo dias.
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7.2 Subunidad B4 del canal de calcio tipo L en Linfocitos Thl.

Teniendo en cuenta la importancia de la subunidad 4 del canal de calcio tipo L en
la activacion de factores de transcripcion como NFAT y la secrecion de interleucinas
necesarias para la funcion efectora de los linfocitos T, se evalu6 el comportamiento
de esta, tanto a nivel de mensajero como a nivel de proteina a lo largo del proceso

de diferenciacion.

El mensajero de la subunidad B4 del canal de calcio tipo L aumentd
significativamente al cuarto y séptimo dia de activaciéon con Anti-CD3 y Anti-CD28
en los linfocitos Thl (Fig.7.4 a). A partir del segundo dia se vio una tendencia a

aumentar a medida que transcurre el curso temporal de la diferenciacion.

Los estudios de Western Blot demuestran por primera vez la expresion de la
subunidad B4 del canal de calcio Tipo L en linfocitos Th1 a nivel de proteina y su
comportamiento a lo largo de 7 dias de activacion in vitro. La expresion de la
proteina B4 aumenté al segundo dia de activacién, con respecto al grupo de
linfocitos virgenes. Al 4to dia disminuyd la expresién (Fig. 7.4 b), a diferencia de la
expresion del mensajero donde su aumento significativo se observoé a partir del 4to

dia de activacién, como mencionamos anteriormente.
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Figura 7.4

(A) Expresion relativa del mRNA de 4 por gRT-PCR normalizado con 18s n=6 y la expresion
relativa de la proteina 4 normalizada con Actina, n=4 en un tiempo de 7 dias de activacién con
anti-CD3 y anti-CD28. Los experimentos comienzan en el dia cero con la activacion de los linfocitos
virgenes o naive (NV) y son evaluados al segundo, 4to y 7mo dias. (B) Western Blot de B4 y del
normalizador Actina. Datos como Media + SE (error estdndar de la media) **p<0,01; *p<0,05;

Comparacién vs grupo NV. ANOVA de una sola via.
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7.3 Microscopia confocal.

Las evidencias de la expresion de B4 en los estudios de Western Blot fueron
corroboradas con estudios de inmunofluorescencia con anticuerpos que reconocen
diferentes epitopes de la proteina. Los estudios de microscopia confocal revelaron
la expresién y localizacidon de la subunidad 4 tanto en linfocitos virgenes como en
linfocitos Th1 activados. Los resultados de estos estudios mostraron que al segundo
dia de activacion hay un incremento en la sefial que corresponde a la 34 si se
compara con las imagenes del grupo de linfocitos virgenes.

Las imagenes siguientes son una representacion de cuatro experimentos donde se
usaron dos anticuerpos distintos contra la subunidad B4 que estan hechos en

especies diferentes (Fig. 7.5).
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Imégenes de microscopia confocal de linfocitos T virgenes (Naive) y activados al segundo,
cuarto y séptimo dia de activaciéon, marcados con técnicas de inmunofluorescencia para detectar
la expresion y localizacion de la proteina 4 (a) color rojo (b) de color verde con anticuerpos que
reconocen dos epitopes diferentes de esta proteina. Los ndcleos de las células estan marcados
con Hoechst 33342 de color azul. (c) Reconstruccion de la imagen en 3D por el solapamiento de

varias imagenes.
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7.4 Cluster de miRNAs miR-183/96/182

Los estudios in silico en diferentes bases de datos como TargetScan propusieron
varios candidatos de miRNA bien conservados que podrian regular la expresion de
la B4, pero solo el cluster miR-183/96/182 tenia evidencias experimentales de una
regulacién de la expresion de esta proteina 238, La hibridacién de este cluster se
corroboré con el programa RNA hybrid donde se observo que cada miembro del
cluster hibridaba al menos en dos sitios de la region 3'UTR de 4 con una energia

libre inferior a los -20 Kcal/mol (Fig. 7.6).
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(a) Cada miembro del cluster miR-183/96/182 hibrida al menos en dos sitios de la regién 3'UTR

de B4 con una energia libre inferior a los -20 Kcal/mol. (b) Se muestran ejemplos de las

alineaciones detalladas de cada miRNA que conforman el cluster en la posicion de laregién 3'UTR

del mRNA de la subunidad 4. Se muestra la alineacion detallada de la region 3'UTR del mRNA

de Cacnb4. Las bases emparejadas por enlaces Watson-Crick se indican con lineas verticales

continuas y los pares G: U se indican con lineas discontinuas.
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En vista de los antecedentes acerca de los miRNAs que pudieran estar regulando
la B4, en este tipo de células y los estudios in silico, se evaluo la expresion de los
mMiRNAs que conforman el cluster 183/96/182.

Los estudios de gRT-PCR mostraron que los miRNAs que conforman el cluster de
miR-183/96/182 aumentaron significativamente a través del tiempo después de la
activacion de los linfocitos. La expresion de los miR-182 y miR-183 aumentd mas
de 30 veces al cuarto dia de activacion con respecto al grupo de linfocitos virgenes
(Fig. 7.7 a).

El miR-96 se incrementd mas de 10 veces a partir del 4to dia con respecto al grupo
control de linfocitos virgenes (Fig. 7.7 a). El incremento significativo del miR-96 en
cultivo primario de linfocitos activados no habia sido reportado en la literatura,
aunqgue estudios recientes han descrito su papel como promotor de la proliferacion
en células cancerigenas conjuntamente al miR-183 66,

El curso temporal que se muestra en la Fig. 7.7 (b) revel6 que el miR-182 se
adelanta en el tiempo alcanzando valores de expresion muy elevados alrededor de

un dia antes con respecto a los otros miembros del cluster de miRNAs.
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Figura7.7

La expresion de los miRNAs que conforman el cluster miR-183/96/182 a través del tiempo después
de la activacién de los linfocitos con anti-CD3 y anti-CD28. (A) Cuantificacion por qRT-PCR
normalizado con 18s n=6. (B) Expresion de los miRNAs, normalizados con un modelo matematico,
en el transcurso de 7 dias. Datos como Media + SE (error estandar de la media) ***p<0,001; **p<0,01;

*p<0,05. Comparacion vs grupo NV. ANOVA de una sola via.
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7.5 Efectos de los microRNAs 182/183 sobre la expresion de 34

Para evaluar el efecto del incremento de los miRNAs que forman el cluster de
mMiR183/96/182 sobre la expresion de B4 a lo largo de los 7 dias de activacion se
realizaron experimentos de transfeccion en cultivo primario de linfocitos Thl. Las
células fueron transfectadas con Antagomir Power inhibitor de los miRNAs 182y
183 respectivamente. La eficiencia de transfeccion de los antagomiRs se evalu6 por
citometria de flujo. A las 48 horas postransfeccién se obtuvo una eficiencia entre el

65 y el 85% respectivamente.

En los grupos de células transfectados con los antogomiRs se observé una
disminucién mayor al 50% del miRNA correspondiente al compararlos con el grupo

control (Figs. 7.8 ay b).

La disminucion en la expresion de los miRNAs 182 o 183 por el efecto de los
antagomiRs no tuvo efectos sobre el mensajero de 34, sin embargo, al mezclar
ambos antagomiRs, el mensajero de 34 disminuyo significativamente. La expresion
de la proteina B4 no se vio afectada en ninguno de los grupos al compararlos con
el grupo control. A pesar de que puede verse una tendencia en el aumento de la
proteina B4 en los grupos transfectados con el Antagomir del 182 no se obtuvieron

diferencias estadisticamente significativas (Figs. 7.8 c y d).
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Figura 7.8

(a 'y b) Efecto de los antagomiRs 182/183 y la mezcla de estos sobre la expresién de los miRNAs
correspondientes en linfocitos Thl al 7mo dia de activacion. (c y d) Efecto de los antagomiRs
182/183 y la mezcla de estos sobre la expresiéon del mensajero de la 34 y la proteina. n=6 Datos
como Media + SE (error estandar de la media) **p<0,01; Comparacion vs grupo control (Scramble).

ANOVA de una sola via.
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7.6 Efectos de los microRNAs 182/183 sobre la proliferacion de linfocitos Th1l.

En los grupos de células controles la proliferacion celular se comporté de manera
similar al resto de los experimentos anteriores a lo largo del periodo de activacion y
diferenciacion. Las células transfectadas con el antagomiR 182 disminuyeron la
proliferacion con respecto los grupos controles (Fig. 7.9). La transfeccion del
antagomiR 183 y la mezcla de ambos antagomiRs no produjo efecto sobre la

proliferacion de las células.

Figura 7.9
Promedio de la duplicacién acumulada de la poblacion de células (PD) en grupos de células
controles y transfectadas con antagomiR 182, 183 y la mezcla de estos. n=6, Datos como Media +

SE (error estandar de la media) **p<0,01; Comparacion vs grupo ScA. ANOVA de una sola via.
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8. Discusién

8.1 Consideraciones generales

Las experiencias enmarcadas en el desarrollo del presente proyecto de tesis
perseguian demostrar el comportamiento de la proteina 34 y su posible papel en la
funcion de la respuesta inmune, especificamente en el proceso de activacion y
diferenciacion de linfocitos Thl. Las células T virgenes pueden diferenciarse en
subpoblaciones de linfocitos segun las sefiales a las que se enfrentaron. La
estimulacién correcta y moderada conducira a respuestas precisas de las células T
CD4+, mientras que las sefales incorrectas causaran disfunciones como
enfermedades autoinmunes y alergias 8. Es por esto que, identificar factores que
puedan influir en el proceso de activacion, diferenciacion y proliferacion de Linfocitos
T es de gran importancia. Estos factores pueden representar un blanco terapéutico
para varias enfermedades causadas por disfunciones de las células T como las

reacciones inmunes exacerbadas que ocurren en la artritis reumatoide.

El modelo clasico de células Th nos dice que cada subpoblacion se desarrolla
produciendo sus citocinas Unicas y su regulador maestro. Pero investigaciones
recientes muestran que estos procesos tal vez sean un poco mas complicados. Con
nuevas tecnologias como ChlP-seq, RNA-seq y andlisis de bases de datos, se
encontraron posibles factores de transcripcion y sus sitios de unién en diferentes
subpoblaciones y etapas de las células T. Estos resultados indican que la
diferenciacion de las células T no estad totalmente esclarecida; se encuentra
regulada por un gran nimero de sefiales y moléculas, que a su vez estan bajo el
control sutil, por parte de un regulador maestro. Entonces no se habla de un simple
encendido y apagado de genes. A nivel epigenético, la modificacion del DNA o de
las histonas puede ayudar a decidir el destino celular, facilitando o bloqueando la

unién del factor de transcripciéon maestro &.

La estimulacion de TCR y la sefalizacion de IFN-y STAT1 inducen la expresion de
T-bet (codificado por Thx21), el principal factor de transcripcién que impulsa la

diferenciacion de Th1l al tiempo que suprime los linajes Th2/Th17 4,
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8.2 Activacion y diferenciacion de linfocitos Thl

Tras la activacion de los linfocitos T virgenes con Anti-CD3 y Anti-CD28, en nuestras
condiciones de laboratorio, se observaron cambios morfolégicos en el cultivo de
estas células, que indicaban el desencadenamiento de los procesos de
diferenciacion y proliferacion bajo las condiciones de cultivo a las que estuvieron
sometidas. Al segundo dia de activacion no hubo gran cambio en el numero de
células (Fig. 7.2 a), sin embargo, al analizar los rendimientos obtenidos del RNA y
de las proteinas, por millén de células cosechadas, hubo un aumento significativo
en estas variables al compararlo con los grupos de células virgenes. El incremento
en el rendimiento de las proteinas y del RNA nos sugiere que las células se estaban
preparando para un proceso de expansion clonal, si ademas tenemos en cuenta
gue al cuarto dia de activacion la poblacion se duplicé casi dos veces con respecto

a las células que se sembraron inicialmente (Fig. 7.2 b y c).

El comportamiento de las variables se analizd en diferentes puntos del proceso de
diferenciacion de células virgenes a linfocitos Thl. Para evaluar el direccionamiento
de la diferenciacion a esta subpoblacion de linfocitos se analizo la expresion del
MRNA de T-bet, un miembro de la familia de T-box responsable del desarrollo del
linaje Thl 1. Al segundo dia de activacion hubo una tendencia al incremento en los
niveles del mensajero de este factor de transcripcion y su expresiéon se mantuvo a
lo largo del proceso de diferenciacion (Fig. 7.3).

T-bet no se expresa en células T CD4+ virgenes, pero se induce facilmente en
respuesta a las vias de sefializacién de TCR, IFN-y e IL-12R. La expresion selectiva
de T-bet representa el desarrollo de las células Thl y la expresion especifica de

IFNy de estas células &.
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8.3 La subunidad B4 del canal de calcio tipo L en los linfocitos Th1.

Ademas de la sefial generada tras el reconocimiento del antigeno especifico
(péptido presentado en el contexto del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC)) por el complejo del receptor del linfocito T (TCR), a las células les resulta
imprescindibles sefiales coestimuladoras adicionales para lograr la completa
activacion. Ademas, necesitan la participacion de citocinas que consolidan el
proceso de activacion. Tras la activacion del TCR se desencadenan un conjunto de
procesos metabodlicos que inician con la liberacién de Ca?* intracelular para
finalmente activar a NFAT, un factor de transcripcion que regula la expresion de

varias citocinas, incluida la IL-2,13.

Entre los canales de Ca?* en la membrana plasmatica de los linfocitos T, descritos
en la literatura se encuentran los canales de Ca?* dependientes del voltaje (VDCC)
de tipo L *? y sus subunidades reguladoras.

La importancia de los canales tipo L en las células T y de la subunidad 4 se hizo
evidente en los ratones con la llamada mutacion letargica. La ataxia y las
convulsiones en el ratdn letargico surgen de una mutacion del gen de la subunidad
B4 del canal de calcio tipo L 3!. Esta mutacion produce ademas un trastorno
inmunoldgico que incluye un defecto en la respuesta inmune celular 3. El
mecanismo del trastorno inmune descrito en estos animales letargicos mutantes de
B4, aunque desconocido, es de gran interés, ya que apoya implicitamente la
hipotesis de que los componentes de los canales tipo L se expresan en las células

inmunes y desempefian un papel crucial en la activacion y funcion de estas.

Nuestros resultados confirman que el mensajero de la subunidad 4 del canal de
calcio tipo L, aumenta a partir del cuarto y séptimo dia de activacion con Anti-CD3
y Anti-CD28 en el proceso de diferenciacion a linfocitos Thl (Fig. 7.4 a). Badou y
colaboradores mostraron evidencias de un incremento del mensajero de esta
subunidad hasta el cuarto dia de activacion *, pero hasta el momento se desconocia

la expresion de esta proteina a lo largo del proceso de diferenciacion a Thl.
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Curiosamente nuestros resultados revelan un comportamiento distinto del
mensajero y la proteina en el transcurso de los 7 dias de diferenciacion después
gue son activados los linfocitos.

Los estudios de Western Blot mostraron por primera vez que la subunidad 4
aumenta de forma significativa al segundo dia de activacion, con respecto al grupo
de linfocitos virgenes. Resulta interesante el hecho de que la proteina se vea
incrementada dos dias antes de ver el incremento en la expresién del mensajero.
Al 4to dia de activacion se observo una tendencia a disminuir la expresion de la 34,
cuando el mensajero de esta proteina alcanza valores significativos en el
incremento de su expresion (Fig. 7.3 b).

Este fendbmeno inesperado de la elevacion de los niveles de proteina de la
subunidad b4 de forma prematura al incremento en su RNA mensajero podria
explicarse principalmente por una disminucién significativa en la degradacion de
proteinas y, en menor medida, por un aumento en la sintesis de proteinas 76, por lo
que seria interesante evaluar la tasa de sintesis vs de degradacion de esta proteina
asi como sus mecanismos de reciclaje en este modelo experimental.

La expresion de la subunidad B4 se corrobord con el uso de varios anticuerpos que
reconocen diferentes epitopes de la proteina, en estudios de Western Blot,
inmunofluorescencia e inmunoprecipitacion. Sin embargo, verificar la expresion de
la misma por estudios de espectrometria de masa, le daria una robustez adicional
a este planteamiento.

Varios estudios experimentales han reportado que las células T deficientes de B4
presentan alteraciones en la activacion de NFAT y la produccion de citocinas *. El
hecho de que en nuestros resultados se aprecie un incremento de esta proteina en
las primeras etapas de la activaciéon de los linfocitos Th confirma la importancia y el
papel que juega la subunidad B4 en la funcién efectora y el proceso de
diferenciacion en este tipo de células.

Por otra parte, varios autores refieren la importancia de la subunidad B4 en la
proliferacion celular donde demostraron que la expresion heteréloga de esta

subunidad disminuye la proliferacién de células CHO 2. Asi como el papel que juega
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esta subunidad en promover la expresion de genes relacionados con el IFN
reduciendo la infeccién viral en células HOC2 ¥,

En tal sentido, el incremento de la B4 al segundo dia de activacion podria explicar
al menos en parte el retraso en la expansion clonal de esta poblacion de células

hasta el cuarto dia de activacion (Fig. 7.2 a).

8.4 Localizacion de la B4 a través de la microscopia confocal.

Si bien fue novedoso, demostrar a nivel de Western blot la expresion de la proteina
B4 y su comportamiento en el transcurso del proceso de diferenciacion en linfocitos
Thl, también era necesario confirmar su expresidn con técnicas
inmunofluorescencia, asi como su localizacion en este tipo de células.

Los estudios de microscopia confocal revelaron la expresion y localizacion de la
subunidad B4 tanto en linfocitos virgenes como en linfocitos activados. Los
resultados de estos estudios mostraron que al segundo dia de activacion hay un
incremento en la sefal que corresponde a la 34 si se compara con las imagenes del
grupo de linfocitos virgenes. El uso de diferentes anticuerpos que reconocen
epitopes diferentes de esta proteina les confiere robustez a los resultados obtenidos
con esta técnica. Si bien este tipo de ensayos no es mayormente cuantitativo, los
resultados en la intensidad de la sefial que reconoce a la proteina corresponden con

las concentraciones relativas de proteinas obtenidas en los estudios con WB.

Estudios recientes han demostrado una relocalizacién de la subunidad 4 del canal
de calcio Tipo L que es promovida por su interacciéon con Ppp2r5d, una subunidad
reguladora de PP2A. La formacion, asi como la translocacién nuclear, del complejo
B4/Ppp2r5d/PP2A esta totalmente alterada por una mutacion prematura de 4 que
se ha asociado previamente con la epilepsia juvenil. La expresion de 4 mutada en
células HEK293 da como resultado la regulacién de un conjunto de genes diferentes
a la regulacién genética que se produce en las celulas que expresan la B4 sin

mutaciones /7.
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Las imagenes tridimensionales construidas por el solapamiento de varias imagenes
en nuestros estudios de confocal permitieron mostrar la localizacion y la distribucién
perinuclear y nuclear de la proteina 34 (Fig. 7.5 c). Los cortes transversales de estas
reconstrucciones en tercera dimensidn muestran una sefial que corresponde al
reconocimiento de la proteina en el interior del nucleo. La presencia de p4 tanto en
el citosol como en el ndcleo de los linfocitos T sugieren una funcién reguladora
importante en el proceso de activacion linfocitaria independiente a su funcion
reguladora del canal de calcio Tipo L. Tammineni y colaboradores demostraron que
la abundancia de la subunidad B4 aumenté y se translocé al nucleo en células
tratadas con IFN-B, infectadas con el virus del dengue (DENV) o transfectadas con
poli(1:C), un analogo sintético del RNA bicatenario 3.

Una variante de B4 identificada, interactia directamente con el dominio cromo
sombra (CSD) de la proteina cromobox 2/proteina heterocromatina 1y
(CHCB2/HP1y), una proteina nuclear que modula la transcripcién de varios genes
regulando la conformacion de la heterocromatina. y por tanto el silenciamiento

genético &,

8.5 El cluster de microRNAs miR-183/96/182

Teniendo en cuenta la poca correlacion en la expresién del mensajero y la proteina
de B4 a lo largo del proceso de diferenciacion de los linfocitos, era l6gico pensar en
factores que pudieran estar regulando la sintesis de esta proteina.

Los estudios in silico propusieron varios candidatos de miRNA bien conservados
que podrian regular la expresiéon de la B4 como let-7-5p, miR-155-5p y miR-7-5p,
sin embargo solo el cluster miR-183/96/182 tenia evidencias experimentales de una
regulacion de la expresion de esta proteina 2%,

En vista de estos antecedentes acerca de los miRNAs que pudieran estar regulando
la B4 en este tipo de células y los estudios de hibridacion in silico, se evalué la

expresion de los miRNAs que conforman el cluster 183/96/182.
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Son muchos los miRNAs implicados en el desarrollo y la funcion del sistema
inmunoldgico y ha habido un debate generalizado sobre su uso potencial como
terapia para enfermedades relacionadas con la inmunidad. La expresion aberrante
de ciertos miRNAs puede tener consecuencias patolégicas, como autoinmunidad y
canceres hematolégicos .

El miR-182 es uno de los miembros del cluster 183/96/182, y esta implicado en
muchos aspectos de la funcion de los linfocitos, la reparacion del ADN vy la
progresion del cancer 8,

Los experimentos de silenciamiento mediados por AntagomiR demostraron un
papel central de miR-182 en la respuesta inmune dependiente de células Th
impulsada por IL-2 a través de la capacidad del miRNAs para regular la expresion
del factor transcripcional Foxol. Se demostré que el miR-182 es un efector clave de
la actividad supresora de las células T reguladoras durante una respuesta inmune
53_

La activacion de los linfocitos con Anti-CD3 y Anti-CD28 aumentaron
significativamente la expresion de los miRNAs que conforman el cluster de miR-
183/96/182 de forma progresiva a través del tiempo durante los 7 dias del proceso
de diferenciacion in vitro. La expresion de los miR-182 y miR-183 aument6 mas de
30 veces al cuarto dia de activacién con respecto al grupo de linfocitos virgenes al
mismo tiempo que aumenta la proliferacion de estas células activadas (Fig. 7.7 a 'y
Fig. 7.2 a). Estos resultados que concuerdan con lo reportado por otros autores 53y
sin duda sugieren un papel critico para estos miRNAs en las células Th activadas.
El incremento significativo del miR-96 en linfocitos activados y diferenciados a Thl
no habia sido reportado en la literatura, aunque estudios recientes han descrito su
papel como promotor de la proliferacion en células cancerigenas conjuntamente al
miR-183 ©6,

Los resultados de este trabajo demuestran el comportamiento en la expresion de la
B4 en el proceso de activacion y diferenciacion de los Linfocitos T, su incremento al
segundo dia de activacion y su tendencia a disminuir al cuarto dia en el que se
incrementd la expresion del cluster miR-183/96/182 y al mismo tiempo ocurre la

mayor expansion clonal de estas células en los 7 dias de activacion.
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Si tenemos en cuenta el comportamiento inverso de estas variables podriamos
sugerir que el incremento en el nimero de linfocitos al cuarto dia de activacion esta
relacionado al menos en parte por la aparente disminucion en la expresion de (34
gue pudiera estar siendo regulada postranscripcionalmente por los miR-183/96/182.
Si bien no se observa una disminucién significativa de esta proteina después del
segundo dia de activacién cuando tampoco hay un incremento paulatino que pueda

correlacionarse con el incremento de su mensajero.

8.6 Efectos de los miRNAs 182/183 sobre la expresion de la B4 y la
proliferacién de linfocitos Thl.

El uso de AntagomiRs para abatir la funcion reguladora de los miRNAs es una de
las formas de comprobar su efecto sobre la regulacion de la proteina blanco. En
nuestros experimentos se usaron AntagomiRs especificos para los miRNAs 182 y
183 en linfocitos T activados que disminuyeron la expresion de estos miRNAs de
forma significativa (Fig. 7.8 b).

La disminucién de los miRNAs no tuvo un efecto marcado sobre la proteina 34 al
compararlo con el grupo control. A pesar de que podemos apreciar una tendencia
al incremento en la proteina, por el efecto de los AntagomiRs, no alcanzé valores
significativos. Sin embargo, no podemos descartar un efecto al menos parcial de
estos miRNAs sobre la regulacion de la proteina si tenemos en cuenta el papel
prescindible de miR-182 en el desarrollo y la funcién de los linfocitos de los ratones
B6 probablemente debido a la compensacion de miR-96 y miR-183, ya que los tres
mMiRNA tienen secuencias seed similares y superposiciones en los genes diana (Fig.
7.6) 5. Si bien el miR-182 y miR-183 estan altamente regulados positivamente en
los linfocitos T activados, sorprendentemente, la desactivacion sistémica de miR-
182 en ratones B6 no tuvo ningun efecto obvio sobre el desarrollo y la funcién de
las subpoblaciones de células T como CD4+, CD8+, CD4-CD8-doble negativo (DN)
células Ty Tregs. Ademas, la respuesta inmune dependiente de células T a Listeria

monocytogenes en ratones miR-182-/- fue similar a la de los controles ©8.
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Por otra parte, el efecto de la transfeccion del AntagomiR 182 disminuyo
significativamente la proliferacion de linfocitos al compararlo con los grupos
controles (Fig. 7.9). Estos resultados son consistentes con lo reportado en la
literatura donde demuestran que la inhibicion especifica de miR-182 resulté en un
incremento de la proteina FoxO1l y menor expansion clonal °3. Resultados
diferentes fueron obtenidos con la transfeccion del AntagomiR 183. A pesar de que
nuestros experimentos mostraron una disminucion de este miRNA por el efecto de
su AntagomiR, no se observaron efectos sobre la proliferacion de las células T,
independientemente de los efectos como promotor de la proliferacién reportados en

nameros estudios 6579,

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis dan pie a otras preguntas
experimentales que se abordardn posteriormente. Abre otras perspectivas no
conocidas al inicio del proyecto, que pudieran esclarecer dudas sobre el(los)
mecanismo(s) por el(los) cual(es) la subunidad B4 juega un papel la funcién
linfocitaria.

Indiscutiblemente investigar la contribucion de la regulacion de esta proteina en el
proceso de activacion linfocitaria y por ende en la respuesta inmune debe
representar una etapa ulterior de esta linea de trabajo. En tal sentido, investigar los
efectos del incremento acelerado de B4 en la primera etapa de diferenciacion debe

constituir una nueva tarea a acometer.
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9. Conclusiones

La subunidad B4 del canal de calcio Tipo L se expresa en linfocitos Th1l con
un incremento significativo a partir del segundo dia de activacion, mientras
gue el incremento en el mensajero se puede observar mas tardiamente.

La proteina B4, en los linfocitos Thl, se localiza en nucleo y citoplasma
incrementando la sefial de localizacion después del segundo dia de
activacion.

La proliferacion de linfocitos T se incrementé de manera significativa a partir
del 4 dia de activacion con Anti-CD3 y Anti-CD28, coincidiendo con la mayor
expresion de los miembros del cluster de miR-183/96/182 en el transcurso
de los 7 dia de diferenciacion linfocitaria.

La inhibicion de los miRNAs 182 y 183 no afectan de manera significativa la
expresion de la proteina B4 en el proceso de activacion de los linfocitos Thl
y solo la inhibicion del miR-182 produjo una disminucién en la proliferacion

de linfocitos.
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