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OBJETIVOS

1.~ Establecer la importancia que existe en el procesamiento de un antigeno

exgeno y un antf{geno enddgeno.

2.- Sefialar la importancia del ensamble de antigeno, tanto endSgeno como

exégeno.

3.~ Safialar la importancia de la presentacién de antigeno endsgenoc, asi como

antigeno ex&geno.

4.- Apartir de la inf té6n x ilada, plant un modelo de procesamiento,
ensamble, presentacidn de antfgeno tanto para la molécula clase I, asfi’ .

como para la molécula clase IIX



CAPITULO 1.0
RESUMEN

Bl término MHC denota a un grupo de genes localizados en el cromoscma 6

@n seres humamos y en el cr 17 en a éatos B B les

conoce también come HLA y H-2 respectivamenta. Se ha demostrado que en las
moléculas MHC existen 5 loci para la molécula clase II los cudlea son : DP,
DQ, DR, DOB, DNA, mientras que para la molécula clase I solo exletenvs loci
&stos son A, B, ¥y C. En afios recientes han encontrado en la miema molécula
MHC genes qua codifican protecsomas, mol&cutas hsp-70, moléculas

transportadoras , complemento, coléigena y TNF.

Los protecmomas se han definido como candidatos para generar péptidos
inmunogénicoa, los cufles sersn transpotados hasta @l reticulo mediante
péptidos transportadores, de &stos, ae ha postulado que existen varios losg
cufiles son: el complejo LMP, mtp molécula HAM y.como principal candidato como
acarreador @8 el complejo ABC, del cull existen evidenclas para definirlo coemo
principal acarceador de los pé&ptidos, pero afin contindan los estudios gobre

&stas maléculaa,

El procesamiento de antigeno por APCS, requirre de factores tales como

temperatura, pH enzimas protecliticas, un tiempo de procesamiento y ATP.

El ansamble del péptido resultante de la degradacidn con moléculas clase
1 que s8 llava ‘acabo en ol reticulo endoplésmico, requiere de ATP aungue
existen algunos autores que no estdn de acueérdo c¢on &sta, sino que dicen, gue
@l ATP solamente actia en @l transporte del péptido. Por otro lado en
ausencia de ATP se ha demostrado que existan moléculas que se encargan de
concentrar los péptidos, pero no los ansamblan sino solamente en presencia de
ATP, &stas mol&culas ee han definido como chaperonas o Bip es decir el .
mecanismo de ensamble entre el péptido y la molé&cula clase I es dependiente

da ATP.



Por otro lado el ensamble del péptido con la molécula clase II adn ests
muy difuso, porque todavia no se conoce a ciencla cierta los acarreadores de
péptidos, parc existe la hipdtesis que éste evento puede ser anflogo al que
sa lleva a cabo con moléculas clase I. Otra teoria que existe an base a los
acarreadores gue las moléculas familias de las chaperonas, PBP72/74, puedm;
funcionar como acarreadoras y catalizadoras del ensamble y disociacién de la
molécula clase II y la cadena invariante. Esta altima mslécula actia
astabilizando la molé&cula MHC clase II eimpidiendo la unién de los péptidos
endégenoB, evitands asi errores en la presentacidn del péptido exdgeno.
Hasta ahora no hay algo ¢laro sobre el mecaniemo de ensamble entre la molécula

clase II y el péptido exégeno.

Las molé&culas clase I estdn constituidas de una cadena pesada y una
cadena ligera denominada beta-2 microglobulina, la cull estabiliza a la cadena
pesada durante el ensamble . Hientras que las moléculas clase Il estén
constituidan por dos cadenas pesadas polipéptidicas, la molécula clase 1 como
la I, son glicoproteinas transmembranales y su funcién es el de presentar

antigeno S ¥ respectiv a los receptores del linfoclto T.

La activacifn de las linfocitos T eatd en funcién del contacto entre los
receptores alfabata, gemmadelta, €D2, CD3, CD4 y LF A-1 que se encuentran
distribulidos clonalmente schre linfocites T y las moléculas clase I y clase
1I sobre las APCs, aunadas a €stas también se ha encontrado moléculas tales
como la LFA-3 e ICAM-1 que me unen espsecificamente a CD2 y LFA-1
respectivamente . Existen aun muchas dudas sobre el procesamiento y
ensamble de}l péptido a la mol&cula MHC tanto clase I como clase II y tamblén
sobre los receptores da los linfocitos T, en cuanto a cantidad de detos y

funcidn de los mismos.



CAPITULO 2.0

INTRODUCCION

El siguiente trabajo estd enfocado, en determinar los mecinismos gque las
células presentadoras de antfgeno (APC) llevan a cabo en la degradacién de
antigeno, para generar péptidos inmunogénicos y ensamblarlos a la molécula
principal de histocompatibilidad ({MHC) ya sea clase I o clase II. La
importancia del complejo principal de histocompatibilidad, es indiscutible,
ya que estas mol&culas, las cudles se encuentran sobre las APC, restringen la
especificidad y @l reconocimiento del antigenc por loa linfocitos T. Ea decir

au funcién es tr al en la r ta {nmune celular.(L23,4).

A la molécula MHC la podemos clasificar en tres clases, de las cuidles
Bolo se tratarin la clase I y clase II, debido a su importancia para el

desarrollo de &ste tema. La moclécula clase I es importante, debido a que

datae pri antigenos a linfocitos T citotéxicos. @,n. Mientras
que las moléculas MHC clase I1 presentan antigenos exdgenos a linfocitos T

cooperadores, ().

En cuanto a clasificaclén de antigenos, existen varlas, pero mis

sancillas €8 clasificarlos en antigenos: 1) * "y2)" *. Los

prl meros son endocitados por APC y los péptidos generades son considerados

come productos del procesamiento intracelular de antigenos proteicos. (23,24).

Los segundos sa caracterizan por gue son antigenos recretados o estin
dirigidos hacia la superficie celular, o pueden simplemente parmanecer dentro
del nicleo, por ejemplo, los antigenoa que astin dirigidos hacia la Buparficie
celular pueden gser hemaglutininas virales, deshechos bacterianos atc. Los
fragmentos antigénicos de sistemas endociticos son presentados por moléculas

clage I. (10,20,22).



Para que se desplerte la raspuesta inmune e85 nhecesario que el antIgeno {Ag)
cualquiera que sea su naturaleza, 6s captado iniclalmente por APC, a las
cuales se les conoce también como células accesorias., (Dichas c&lulas son
criticas en la respuesta Lnmune celular). Toda la atencidn ha sido enfocada
casl exclusivamente scbre macrSfagos (MJF), debido a que estis células lon.

como @} prototipo de las APC, y debido a que han sido las mis

conaid

estudiadas. Sin embargo un gran niimero de estudios han demoetrado la
capacidad de otras células para actuar como APCE por ejemplo: linfocitos 8,

células dendriticas células de langerhans de plel y otras. 127,29

Después de que las APCs han captado al antigenc se activa la "méquinaria~
para el procesamiaento del antfigeno. El procesamiento aunque ®8 un aspecto
principal para la activacién de lintaéltoa T continGa siendo una "caja negra",
en términos de eventos moleculares y celulares involucrados. Hay pocos datos
claros sobre la captura inicial del antigeno, el trd&fico del antigeno a travéa
de los compartimentos celulares Lntercbnuctudoa, laa wmodificaciones qua el
antfgeno sufre alil, el ensamble gue ae.llevn a cabo entre el péptide y la
molécula MHC y finalmente la presentacién del antigeno. Sin embargo el
procesamiento del ant{geno es de significancia no solamente como un fendmeno
celular en sf, sino, como un eslabdn en la respuesta inmune. Es decir el
procesmiento no solamente datermina AB[ un antigenoc, puede © no actlv;r a
linfocitos T, sino, también, que astructura molacular es reconocida y cufles
infocitos T son selecclonados para actuar. Una definiciSn operacional qua ha
sido aceptada u;:iveualmnm:a acerca del procesamiaento de antigenc es: "Que el
procesamiento del antigeno es uha eerle de eventos biogquimicos, que se llevan
a cabo entre 1la captacisn del antigenc y el tiempo en el gque el antigenc as

reconocido por los linfocitos. T". ).



Muchos linfocitos T, ae activan al reconocer el camplejo péptido-molécula
MHC, ya sea clase I o clase II, las cuales son muy polimSrficas. (73, 79. El
potencial inmune de una célula T de manera individual depende de la cantidad
de antigeno que puede ser enlazado por la molécula MHC y por la eficiencia del
conjunto de receptores "alfa-beta® y/o "gamma-delta” distribuidos clonnlm"nte
sobre los linfocitos T. (7). También se ha demostrado que las células T son
activadas a través de sefiales durante el contacto celular, ésta obgervacién

ha ganado m#s aceptacién. (7,79).

Bxisten doa tipos de linfocitos T, en términce generales los cualee pueden ser

diatinguidos en basa a su funcién y sus propledades de reconocimiento. La

mayorfa de linfocitos o r ant{geno en conjuncién a

moléculas NHC clase I y loe linfocitos T cltotSxicos reconocen antfigencs en

conjuncidn a moldculas NHC clase I. oy asf la p ién de antigeno.

o).



CAPITULO 3.0

¢Que es el complejo principal de histocompatibilidad?

El complejo bprincipal de histocompatibilidad (MHC) es wun conjunto de
fragmentos de genes que codifican para moldculas que reotringen la
especificidad del reconocimiento del antigeno por linfocitos . La palabra

"Histocompatibilidad"” se refiere al factor de reconocimiento de las moléculas
MHC clase I y clase II por receptores dal linfocite 7. El término "Principal”
en la designacidn MHC ge reflere a gue hay muchos loci que particlpan en la
:nmputibuidad entre tejidos. Y el término "Complejo” sa refiare a que mds de

un locus estd involucrado.

El MHC es un té&rmino que es usado de manera general para referirse al grupo
de genes de cualquler especie. Como se sabae las moléculas MHC de diferentes
especies tienen nombres especificos por ejemplo H-2 & histocompatibilidad-2
en ratdnes, HLA & antigeno de leucocito humano, (1,2.) aunque ha permanecido
el nombre con el que se le conocio inlcialmente, es claro gue la funcidn
principa)l de éstas mol@culas es gervir como moldculas presentadoras de

antigeno (2).



CAPITULO 4.0

Egtructura del complojo principal de histocompatibilidad.

4.1 Estructura de la molécula MHC clase I.

La moldcula clage I consiste de una cadena peptidica pesada también depominada
cadena alfa de 43KbPa, unida de manera no covalente a uyn pdptide pequefio de
11KDa, cadana ligera, o llamado tambidn “Beta-microglobulina“. La parte mds
larga de la cadena pepada estd organizada en tres dominiocs, alfa 1,2y 2 la
cual sobresale de la superficie celular. Una seccidn hidrofShica estd anclada
en la membrana. Y la secuencia corta hidrofilica que lleva el carboxilo

terminal estd dentro del citaplasma. (Ver Fig. 1)

Como ya se menciond, cada molécula MHC clase I, consiste de una cadena
glicoprotalca pssada y una subunidad proteica ligera. Solamente la porcidn
proteica de la subunidad pesada est3 controlada por la regidn MHC., mientras
que la cadana ligera estd controlada por un gen diferante. (-cromosoma 2 an

al ratdn y en el 15 en h Y. {2,3,4)

10
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4.2 cadena ligera o Beta- microglabulina, .

En 1968 se aicld de orina humana un componente de bajo peao molecular, el
cudl, es un campo. electrofordtico migrd hacia le regidn de loa beta-
globulinas. E® decir con respecto a su pegueiia dimensidn y migracidn en el
campo electrofordtico se le denomind "Beta 2-Microglcbulina® (Bm}. Los
inmundloges se@ interesaron en la B2m durante cuatro primeroas afios,
posteriormente se secuencid la proteina y descubrieron que estructuralmente
astaba relacionada con las inmunoglobulinas. Posteriormente algunos grupos de
investigadores demostraron casi eimultdneamente gue la Bim es una proteina
asociada a la membrana celular con moléculas MHC clame I. La B2m también ase
encuentra asociada con la familia de antigencs Ox, moléculas MHC, Tla y cD1.
La B2m humana tiene un paso molecular de 12KDa y contiene 100 aminocdcidos
(a.a). La B2m es sintetizada virtualmente por todas las cdlulas somidtlcan y
el desgaste da auperficies celulares, provoca liberacidn de pequeias

cantidades de B2zm a los flufidos corporales. (1,3).

Ademds se ha demostrado que la Bin se asocia con el receptor F¢ de células
intestinales, i.nduce la actividad de colagenaea en fibroblastos y puede servir

como una protelna quimiotdctica en el timo fetal. (9)

12



i
3
i

4.3. Estructura de la moldcula MAC clase II

Las mol@culas clase II consistan de cadenas polipéptidicas alfa y beta
de dimensiones similars, y sue pesos moleculares son de 34Kpa y 28Kba
respectivamente. Las molaculas MHC clase II, tambi2n gon glicoprotainas
trnname@ranule-. (1,3,4). Ambas cadenas estdn unldae entre sl por enlacea no
co valeantes. La diferencia en cuanto al peso molecular ge atribuye al
contenido de carbohidratos. La cadena alfa tiene dos mientras que la beta
solamente tlene une. Cada cadana posee dn:ninloe externos y reglones
transmembranales y citopldsmicas. Tres de cuatro dominios externcs de ambas

unidadas tienen enlaces disulfuros intracadena. (7) (Fig. 2)

Como ya se menciond, lan moléculas clase II son heterodimeros

glicopr icos tra anales, que enlazan ¥y presentan el antigeno peptidico

procesado a linfocitos T €D4. Intracelularmente las moléculas MHC clage II se
asocian con una  tercera eubunidad denominada "Cadena Ainvarlante-.
Daseribiéndose las caracteristicas fisicoquimicas obtenidas en cromatografia
de oexclueidn y valocidad da sedimentacidn, Be demuestra que el complejo alfa-
beta-11 estd formada por nuave subunidades. ESte complejo contiens tres
dlmeros alfa-beta asoclada con un trimere de cadena ll. La organizacidn de la
moldcula MHC clase II, es declir las subunidades alfa y beta, en tal complejo,
juegan un papel importante en la capacidad que tiene la cadena 11, para
inhibir al pdptido enlazado a moldculas clase II. La formacidn del complejo
alfa-beta-11, puede inducir camblos estructurales necesarios para vencer o

sobreponerse a las sefales responsables de la retencidn citoplasmatica. (8)
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CAPITULO 5.0

Funcidn del complejo principal de histocompatibilidad.

La teorla instruccionista que usaron los inmunoquimicos fud para
justificar el infinito numero de anticuerpos especificos. La Gnica estructura
de un antigenc quimicamente definido determind la plegabilidad y especificidad
del antlcuerp genaticamente invariante, pero conformacionalmente flexible,
Estas teorlas persistieron dyrante aproximadamente 50 -ajos, hasta gue se
demostrd que el anticuerpo de especificidad definida hacia el antigeno, podrla
ser completamente desnaturallzado y entonces replegado en la augencia de
antigeno para dar la especificldad original., Despuls de &stos conceptos la
teoria instruccionista quedd fosilizada, hasta que algunoe lnveatlgadores la
"revivieron", peroc seolo dentro del contexto de la interaccldn entre recpetores
del linfocitos T y la molécula MHC, que ahora son reconocidas por &8er
fundamentales en la activacidn y desarrollo en la seleccidn de linfocites T.
Demostrando que laa moléculas MHC se enrolla alrededor dal paptido, para gque
@ste sea presentado a linfocitos T {interactuando con sus receptores). Ademde
no solamante revivieron la teoria de la herejia instruccionista, sino
proporcionaron la base para muchas observaciones {nexplicablea sobre la
mol@cula MHC clase I. Despuds de que se realizaron miltiples experimientos,
los resultados sugirieron que al menos un componente adicional es requerido
para el plegamiento de la cadena pemsada y su asociacidn con la cadena B2m.
Todos eBtos intentos por encontrar tales componentes fuaron indtiles y el
problema permanecid por mi3s de una ddcada, haata que se esclarecid la funcidn
del MHC, es la de enlazar fragmentos peptidicos de antigano degradado dentro

de las células presentadoras de antfgenc. (5).
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Cabe mencionar que tanto las moldculas MHC clase I y II juegan un papel

crucial en la respuesta presentadora dal antigeno. (6)

Se han descrito mia de 60 efectos que son controlados por el MHC, y
nuevos efectos se estan descubriendo. Las moléculas MHC son Qtilizadas en
funciones bioldgicas vitales, tales como: enla reparacidn del DNA, aumento en
la slntesis de DNA, y aumenta los nivelea de AMPc (adenosin-
monofosfato.clclico). rl.4). ELl MHC ha estado implicado tambian en una variedad
de fendmenos no inmunoldgicos tales como: peso corporal del ratén, produceidn
de huevos en gallinas y tipo de mandibula, muchos de &stos fendmenos pueden
tener una base hormonal, ya que existen evidencias de que las moléculas clase
I pueden tamblén funcionar como componentes de receptores hormeonales por
ajemplo: en el glucagdn, en el factor de cracimiento apidédrmico, y en la gamma

andorfina. (4}

Aungue si bien se ha demostrado que sl loci clase I y clase II son los
mediadoras de algunos efectos, los cudles son en naturaleza tipo inmunoldgico,
y éstos pueden ser reducidos a un comin denominador que ea la estimulacidn de
linfocitos T, Es decir la "verdadera”™ funcidn es servir como marcador en sl

para el reconccimiento de los receptores de linfocitos T. (1)

El complejo principal de histocompatibilidad (MHC) clase I, presenta
péptides derivados de prnteinas. celulares a !infocitos T citotdxicos. Hace dos
ajios la primera estructura tridimensional reveld como el pdptido es enlazado
a la molécula MHC clase I, denotindose la gecmetria de la "trampa® para el

enlace del péptido. (1) (ver Fig. 3)



PEPTIDE BINDING CLEFT (SURCO)

o,

ESQUENA DEL SURCO DOKOE
SE UNE EL PEPTI00, A LA MOLECULA  MHC
CLASE 1 (BJORKNAN P.J. ET AL HATURE:

129; 56; 1987}

rig.

Fio, 3

17



Las dificultades que se han encontrado en l1os intentos para demostrar el
enlace del paptido in vitro, solamente hap conllevado a sugerir que el péptido
se convierte aen parte integral de la moldcula MHC clase I durante la
biosintesia, (1) Ademaa_ el péptido puede ser el intrumento en el coxrecto
degdoblamiento de la cm.:lana pesada, permitiendo la asoclacidn con la cadana
Bm (5,7,10),

Las moldculas MHC clase II antlganos axdgenos es decir péptidog derivados
del procesamisnto o degradacidn intracelular. (2) Les péptidos procesados son

anlazados en un sitio especlflco sobre la molaécula clase II, para

P 4 ser pr a linfocitos T (de lo cual sa hablara mis
adelante) . Dicha capacidad presentadora estd dada fundamentalments por la

estructura polimdrfica de la moldcula MHC clase YI. (3,7} (ver Fig. 4)
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CAPITILO 6.0

Hapa genético del cowplejo principal de histScompatibilidad.

6.1 Mapa goenético da la molécula clase II.

El tarmino MHC denata a un grupo de ganes localizados en el cromosoma 6
@n peras humanos y eon el cromosoma 17 en ratones, dichoa cromosomas fe les
conoce también como HLA Y H-2 zespectiva"mente. Un individuo hereda un
cromosoma 6 paterno y otro materno, es declr un haplotipo HLA da cada uno. Las
moléculas codificadas por &stos genes desempefian una funcidn importante en el
proceso inmunitario, y estdn pranentes psobre la guperficie celular y son loas
agentes causales del reconocimiento de la naturaleza extrafiza de los tejidos
trasplantados, de un individuo a otro de la misma espacie, derividndose de aqui

el nombre de antigenoas de histocompatibilidad.

Bl HLA, estdn los genea clase II situados de manera centromdrica con
reepecto a los genes complementarios y a 1os genes clase I. Clonas moleculares
han demostrade que seis genes alfa y de alete a diexz genes beta estan
presentes, gin embargo, no todoi escs genes son funcionales. (12) (Ver Fig.

10y
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Hoy en dla es poaible definir (al menos serclogicamente) tres locl para
la molécula MHC clase 1! los cualea son: primeramente se tilene DR (la R
relacionado al locus D} posteriormente se definieron a DP y a BQ (P y Q por
su ordean alfabdtico), aunados a los genes anterlores otros dos genes de clase

11 Be han sido descritos, lose cuidles son DOB y DNA. {13} (Ver fig. 5 ¥ 6).

6.1.1. Raglén DP.

Las reqgi ones DP presentan doe genes alfa y dos beta. Dentro de cada uno
de los pares da ganes DPAL - DPB) y DPA2 ~ DPB2, sus rogiones promotoras ostdn
adyacentes a cada una de las otras. Sip embargo se ha concluldo que asas
formas de los genes DP son funcionales, sino que eo4le son el resu ltado de una
serie de duplicaciones, contracciones, e inversidn de genes. Lo mde importante
del andlieis de la secuencia de astos genes es gue se ha demestrade que dos

de esos genes DPA2 y DPA2 son pseudogenes. (12) {(Ver fig. 7).

6.1.2. Ragién DQ.

Parace ser que la regidn DQ en invarjiabl. contlene tras
genes bata DO y dos genea alfa DQ. E1l anilisis de la sacuencia de esos gones,
demostraron que ninguno da ellos contlene un aparente paeudogen {12} (Ver Fig.

8)
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6.1.3, Regido DR.

En la regidn DR, da los individuos investigados, un sdlo gen DR-alfa ha
sido encontrado, en contraste al nimerc de genes DR-beta, que varla en los
diferentes individucs. Los genes en la regidn DRI y DR4, han sido
caractarizados y se ha demostrado que la regidn DR3 contiena tres genss beta
{DRBl, DRB2 y DRB3). DRBl y DRB3 codi{fican cadenas beta, mientras gue DRE2 en
un pseudogen con un exdn 2 suprimido. La regidn DR4 tlene una similar
organizacidn, con la principal excepcidn de pseudogen adicional. DR4 codlfica
para la molécula DRwS2, de la que aldn no se conoce su funcidn (12) (Ver Fig.

9}

6.1.4 Regitn DOB y DNA

El grupo principal de nusvos genes, Ae encuentra entre los genes HLA-DNHA
¥y HLA-DOH, éstas regiénes contienan tres principales tipos de genes, a)
aquéllos genes qua no tienan una obvia asoclacidn con el sistema inmune
(RING 3). b) Los genes RING & y RING 7, los cudles estidn altamente
ralacionados a cadenas alfa y beta ds la meoldcula clasa II, (al igual como
para clase I) y Be ha pugerido danominar los HLAR-DMA y HLA-DMB
respectivamente, y ¢} Aquellos genes se conslderen estan involucrados en el
procesamiento del antigeno "(RING 10 y RING 12} y transporte del péptlide
dentro del retleulo endopldsmico {RING 4 y RING 11). (14}
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6.2 Mapa genético de la molécula class I.

A las molaculas de clase I pertenecen las protelnas codificadas por loa
loei A, 8, y €, gue Ba expresan en la membrana de todas las c&lulas

{incluyendo eritrocitos y plaguetas). (Vease Flg. 10) (3.
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CAPITULO 7.0

Clasificacién de antigenos

Un grupe de investigadores han dascrito tres tipos de antigenos,

basandose, en el grado de procesamiento para la posterior presentacitSn del

antigeno. Esto gon:

1) Aquellos antigencs, los que pusden ser presentados como antigenos

nativoa por las células presentadoras de antigonos (APC).

2) Aquellos.antigencs los que requieran de una degradacidn
protaolitica por las APC para su postexlor presentacién,

{antlgenca, enddgencs y exdgancs loas culles se expllicardn mids

adelante).

3) Aquellos antigenos las cuales requieren solamente reduccidn de

grupes diaulfuro. (14)

De estos tres tipos de antlgenos que requieren de una degradacidn por las

APC, se han clasificado en t&rmlinos generales en: Antigenos, Exdgenos y

Enddgencs.
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7.1 Antigenas Nativos.

Raclentemente ase exdmino el procesamianto y presentacidn de una protelna
larga humana denominada "fibrindgena”. Esta protelna sorpresivamente no
necesitd procesamiento por las APCS, y sl presentardn el f£ibrindgeno a un
panal de hibridomas de linfocltos T. Estus resultados conllevarda a deducir
gque una proteina de 34-KD de peso molecular parece no necesltar procesamiento.
E1 determlnante antligdnico reconocida por los linfocltos especificos de
fibrindgeno, ha aido locallzado en la porcidn carboxllio tdrmlnal de la cadena
alfa. Dicha regidn es wuy hidrefilica y por lo tanto capaz de formar el

detarminante antigdnico. {23,45,46)

7.2 Antfgenos ExGgenos

Los antigenos exdgencs son endocitados por cdlulas presentadoras de
antigena (APC) y dichos p2ptidos producides son considerades como productos
de un "Procasamiento" o degradacidn intracelular da antigenos protalcoas.

Fstos pdptides resultantes ae 18s conoce come "piptidos derivados

g ¥y ®on pr ados por moldculaa MHC clase II, mientras que los
peptidos antigdnicos sintetizados e Boh pr adas por moldculas
MHC clase I, Los antigenos exdgenos son endocitados y pr dag an end

¥ los péptidos resultantes, se piensa que &e asoclan en vasiculas poat~golgi,
con moldculas MHC clase Il recicladas o nuevamaente eintetizadas. Algunos
autores han descrito que las moléculas MHC clase 1I =8 asocian con upa cadena
invariante en el reticulo endoplésmico {RE) para impedir el enlace dal péptide

axégeno. Dicho mecanismo se explicar§ ampliamente mis adelante.(z, 3, 17,18).
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7.3 Antigenos Enddgencs

Los ant.igenos enddgenos loe han clasificado de doe categorias; 1)Aquaellos
que estén dirigidos hacia la superficie celular o son secretados, y 2) Los que
permanecen dentro del citosol o nicleo. Los primeroa penetran al reticulo
endoplésmico adquiriendo la conflguraclén adecuada, para unirse a la mol&cula
claga I, las cuales pueden ser recicladas o sintetizadas de novo, que
finalmente migran hacia la suparficie. En general amboe tipos da antigenca

son presentados por moléculas clase I. ()

La regpuesta inmune de células T citotéSxicas (CTL o CDP8), eatan dirigidas
contra fragmentos antigenicos de los péptidos derivados de preotefinas

citos6licas, generalmente de orlgen biosintético (hemaglutininas virales y

nGcloc protefinas virales), que son pre tados eficl a los receptores

da los infocitos T por el MHC clase I. (7, 10,15 16).

Hay genes llamados HAM-1 y HAK=2 en el ratdn que codifican proteinas que

poastulan qua estén involucrados en el tr porte de fr os péptidicos

dentro del retfculo aesdoplésmico, asociandose a moléculas clase I. Pero el

mecénismo por el cual se p tales frag os peptidicos permancce adn

8in conocerse. Solo se especula de un mecanismo donde el complejo proteinas-
multicatalitico (CMP) juega un papel importante en el procesamiento dei

antfgenc, este complejo se encontrd en células eucarlctas ex&minadaa. (1, 16).

a1



Otros autores describen que los péptidos procesados se complejan con las
moléculas clase I an un compartimianto pre/Golgi, dicho mecanismu sae explicars

ampliamente mfs adalanta. (17).
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CAPITULO 8.0

células prasentadoras de antigenoc (APC)

Toda la atencidn ha sido enfocada casi exclusivamente sobre macrdfagos
tM¥) como c&lula accesoria crltica en la respuesta inmune. Sin embargo un gran
nimero de estudios han documentado la capacidad de otros tipos de c@lulas para
actuar como células accesorias, debido a que su tejido u drgano de

distribucidn es mds importante que los Hﬁ, en ciertas situaciones. (0).

Los monocitos~MP existen tanto en circulacidn como en el tejido y junto
a leucocitos polimorfonucleares({PMN), forman la primera barrera de defensa
contra patdgenos extrafios. Los M@ tienen la capacidad de fagocitar antlgenos

particulados y solublas para degradarlos y presentarlos a los linfocitoe T.(22).
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Estudios recientes han demostrade que ademds de los M@ otras c@lulas
también pueden actuar como APCa efectivas. En general todas las células
capaces de presentar antigeno a linfocitos T, constitutivamente presentan o
expresan antigencs clase 11 en su superficle, o pueden ser inducidas a hacerl:o
aunque no se entienden el papal que juegan, pero hay evidencias de numerocsos
laboratorios que sugleren que los M@, Linfocitos B, y c@lulas dendriticas son

las principales APCs, presentes an el tejido linfoide. (19,20,22, 23,24,25,27, 24).

La miguiente tabla(l} nos muestra las diferentes APCs, que 8se conocen.

células presentadoras de antigenos

1.~ Linfocitos B,

2.~ C6lulas Dendricas.

3.~ células Kupffer de higade.
4.~ C8lulas La ngerhans de piel.
§.- Células Vasculo/endotelial.
6.~ Células Cebadas.

7.~ Células Timicas Estromales.
8.~ Astrocitos.

é.— Fibroblastos.

10.~ células de Schwann.

Tabla 1.- Existen basicamente 10 tipos de APCa en

tejido linfoide, enlistados en la tabla 1.
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Las c&lulas de langerhans de plel, de Kupffer y dendriticas, presentan
antigeno protelco soluble a c@lulas T "primarias y actdan como estimuladores
calulares en la reaccldn linfocltica secundaria. La principal célula no
l.!.ntpl.ds la cual ha sido estudliada por su capacidad presentadora da antigeno
es la cdlula endotelial y algunas grupos han demostrado independientemente la
capacidad de las células endoteliales de vena umbilical humana, para estimular
linfocltos T en una reaccidn secundaria. Estas c@lulas no expresan MHC clase
II{la) sino son inducidas a hacerle por activacidn del interferdn gamma.
Existen algunos datos que sugieren que lase cdlulas T activadas exprasan Ia,
pero se ha concluido qua &stas cdlulas no son capaces de activar la
respuesta inmune sino por el contrario solamente liberan seflales, (que activan
a otros linfocitos) tolerogdnicas. Se han propuesto que las células madres
del timo las cuales expresan Ia juegan un pup;l. importante en cuanto, a la
educaci6n del timocito. También sa ha demoatrado que los gueratinocitos de
piel, eon Ia negativos, pero son capaces de expresar Ta daespués de aser
activados y se han demostrade que producen una citocina soluble con

propiedadas muy similares a la interleucina~1 (IL=1). Q0.

Existen dos tipos de células encontradas en el bazo y en nddulos
linf4ticos, las cualem aparentemente no expresan Ia, por que en su Intima
asociacién con los infocitos®, juegan u papel "estratégico” al retener al
antigeno. Hay M@ en zona marginal aunadas a las células dendricas
foliculares cuya principal caracterfetica es el retener antigeno enlazado a
su superficie celular, (antigenc ep su forma no procesada) durante un afo
aproximadamente. Esta caracteristica es ventajosma debido a que confiere una
peralstente fuente de antigeno para el receonocimiente per loa linfocitos B8,
&atos en contraste a linfocitos T reconocen antigenc independientemente de la

molécula Ia. (19,20,21)
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Come ya se mencioné, los M4 juegan un papel importante en el manejo del
antfgeno, especialmente cuando el antigeno se encuentra en forma de complejo

inmune. goy.

Muchos de los complejos inmunes son captades, endocitados y catabolizados
por los M@, ein embargo existe una variedad de células no fagociticas con
morfologfa dendritica, que también atrapan complejos inmunes en los nddulos
linfaticos dferentes y en los sinusoides de nddulos linféticos deferente.
Estas células representan una alternativa en relacién a ¥p y este ee el paso
donde el mecaniame cléisico y alterno de la presentacidn del antigenc difiere.
El antigeno sobre estas célulae dendriticas foliculares es transportado hacla
los nodulos linféticos. Ademds se encontrd que el antigenoc en el mcanismo
altarno, juega un papel importante, n5 solamente en la generacidn de células
B da memoria, sino tambi&n en la induccién de anticuerpos en la respuesta

secundaria. GO,

Para definir al las células B eran tamblén capaces de astuar como APC,
inicialmente se hipotetiz& que las c&lulas B, expresan una alta cantidad de
moléculas MHC clase II, las cualas se pensd gque estaban involucradas en la
comunicacién entre células B y T, y luega también hipotetizé que la
iniclacidn da-ln respueata de anticuerpos requiere de un “puentec" entre
células By T. cConsiderando esto léglico, se presume que éstas c&lulas pueden

actuar como células tas. Reci se demostrd que los linfoclitos

B pueden presentar antigeno con la misma eficiencia que el Mg. (9,32,23).
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Desde hace una década algunos grupod de investigadores han demostrade que
las células B o hibridomas de células B pueden procesar y presentar antigeno
a células T, tante in vivo como fpn vitro. 1In vitre ee midieron funciones
tales como proliferaccidn de linfocitea T y la produccién de Linfocinas. (25,

26},

La naturaleza de las APCs,tienen una profunda influencia scbra el tipo
de linfocitos T aeleccionadas.Se ha aapﬁculu.do que loa linfocites B en
particular linfocitos B CD5+,pueden funcionar como APC,hacia las células
CD5+, producen anticuerpos de alta especifiadad, frecuentemente para un nimerc
de autoant{gence aparentemente de estructura no relacionada.Lo importante es
que ocupan un lugar en 6rganoa linfoides,denominado "el manto de folicules

linfoides®,donde tienen oportunidad para interactuar con linfocitos T.q"

Reci @ se ha d rado que sl bién las cSlulas B en general son

efectivas APC,quiza no eean capaces de proporcionar,todas las seflales

necesarias para la proliferacién de los linfocitoa T.@)

Los r P 08 i globulfnicos de los linfocitos B,especificamente

enlazan antigeno en concentraciones de 10-3 a 10-6M.,facllitando asl su
endScitosis y por lo tanto el procesamiento.Estas células pueden entoces

presentar antigenc a linfocitos T,las c6lulas en turno producen lae

linfocinas necesarias para activar las c&lulas B pr ag de anti poa

y producir linfocitos B de memoria.(303l)
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Ees posible que la diferencia en todas lae APCs estribe en la "maquinaria
enzimitica” requerida para dirigir protelnas y producir péptidos que presentan
diferentes epitopes.También la diferencia puede deberse en cuanto a la
generacisén de una segunda sefal de la meolécula accesoria a la secreclién de

clitocinas.qn

Por otro lado asiempre se ha aabido que las cSlulas cabadan, jusgan un
papel muy importante en las reaccionas alérglcas secratando histamina y otroas
mediadores hipersensibilidad inmediata,sln embarge y a pasar de &stas
funciones,los inmundlogos se hacfan la pregunta de que af también funclonaban
como APCs.Por lo que Be realliz® un exparimeanto donde se evalio la expresidén
del MHC clase IT en c&lulas cebadas y au posible papel en la presentacion de
antigeno.En ratas se demostrd que el 10% de células cebadas aisladas de
cavidad pleural expresarSn el MHC unido al antfgenc de clase 1I,y despues de
haberse incubado entre 48 y 72 horas con interferdn gamma,de un 60 a un B80%
de célulaa incrementaron su expreslén del MHC clase Il.Estos resultados
sugirieron que laa c8lulas cebadas aunado a su funcldn secretora de mediadoras
de 1a inflamacién,pueden también funcionar como células APC y activarse
localmente,a través de un enlace corto @ interactuado,con los linfocitos T
cooperadores y linfocitos B,aumentandﬁ su funcifn como parte de la reacélén

alérglca.q9)
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CAPITULO 9.0

Hacanismo de Capacitacién de antf{geno por APCs.

La idea acerca del procesamientc de antigeno (Ag.) previo a la
prasentacidn, ha cambiado dristicamente en la dltima década. Al principlo se
pensaba que el antigeno se enlazaba a 1la superficie de 1la célula
accesoria,donde &ate permanecia pars el reconcocimients por los linfocitos
T,por ajemplo,en el caso de loes linfocitos H,se crefa que mediante las

inmunoglobulinas(Igs) de superficlie, enlazaban y presentaban el antigenc a

d

linfocitos T(aln previc p amiento) f un  *pi entre loe
raeceptores del linfocito T y el recaptor Ig espacf{fico del haptenc del
linfocito B.Continuaron las investigaciones y algunos grupos da investigadoree
concluyeron que,para muchos antfigencs protefcos golublesn,asf como para

antigenos bacterianos, requieren ser captados y transportados hacia el interior

de la c&lula para ser p ado y posteri pr ado. (20

El antfgeno puede ser endocitado mediante tree mecanismos los cudles son;
a)Pinccitosis en fase fluida b)Endocitosis mediante receptores de membrana y

c)Fagocitosie. 0,3y
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9,1 PINQCITOSIS EN FASE FLUIDA.

Este mecanismo no involucra el enlace de antigeno por receptoras
especificos,sin embargo é&ste mecanismo puede servir como una forma de
mecanismo para la endocitosis de antigeno,que resulta aproplade para el
procesamiento y presentacién del antigeno.Aunque é&ste macanismo no ha sido
claramente establecido.Se ha demcstrado que los antigenos proteilcos solubles
son presentados eficlentemente por fibroblastos,los cudles exprasan cadena

invariante y llevan a cabo &ste mecanismo.(2034)

9.2 Endocitosis mediante raceptoros de membrana.

El enlace del antigenc por cé&lulas accesorlas ocurre de dos
maneras;primero,que ocurra un enlace no especifico con interacciones no
covalantas a estructuras todavia no definidas sobre la membrana plasmitica de
las APCs.,y segundo que haya un enlace con recaptores especificos tales como
Inmunoglobulinas 23.3%) & interaccidn del complejo Ag-Anticuerpo,con raeceptores
Fc 0 €3.Q0) ¥y LFA-3.(196) Esta dltima 'mol.écuxu se expresa sobre células 'del
tejl.do. endotelial,epitelial, y conectivo humano,también como en linfocitos T

y B y eritrocitos.(9,35), (vease fig. 11 y 12)

La presentacién,cuando el ant{geno es captado por linfocitos B via Igs

eg mas eficiente comparandolo con la via no especifica.q0)
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Los macrifagos(M@) tambi&n enlazan antigeno,via receptores de
membrana,aungque se Bsabe que &stos estin especializados en fagocitar
antfgeno.Los macréfagos tlenen lectinas,las cuales tienen la capacidad de

reconocer oligoaaciridos con manoasa, N-acetilglucosamina,o L ~fucosa

terminal. El M8 endocita el complejo, P ligando ripi (2 X 106

molé&culas/célula/hora) en un compartimiento prelisosomal en donde ocurre la
disociacién a pH Scido.Posterior a la disociacién,el ligando libre pasa a los
lisosomas entre 15 a 20 minutos,mientras 1los receptores regresan a la

superficie.an

9.3 Fagocitosis.

Este Gltimo mecanismo por el c(ial las APCe pueden introduir antigenc, (la
célula fagocitica prototipe es sin lugar a dudas el M) es el mSs conecide.
Aunque los Mf preesntan pobremente RAgs.,proteficos golublea,é5tos son

axtr e APC,de partfculas,fagocitandolas para posteriormente

presentarlas en forma de péptidos inmunogénicos. (34}
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CAPITULO 10,0

Raceptores especificos de antigeno sobre APC

Como ya semenclond antariormenta,se han hecho mis astudios sobre M@,
flbroblastos y linfocitos B que sobre el resto de las APCs, es por ello que
se sabe, que los fibroblastos carecen propiamente de raeceptoraes y solamente
expresan cadana invariantae, (20). Mientras que los Mf y linfociton B 8f los
axpresan, Estudios en los afios 60s demostraron gque los linfocitoe B
expresaban molé&culas Igs,que les servian de receptores de antigeno a
inicialmente se pensé que los receptores eran las mismas Igs ancontradas en
suero. Sin embargo, estudies en los afios 70s, establecieron que el principal
raceptor de BAg-especifico sobre los linfocitos B, son las moldculas
monoméricas tales como IgG e IgD, las cufles tienen especificldad para el

antigeno e idiotipo y cada una contiene un dominio carboxilo

tr anal ponsable de anclar al P a la a de los

linfocitos B. Posteriormente se reportd que loa linfocltos B pueden expresar
otra clase de 1Ig aobre psu superficie dependiendo de 8su estado de

diferenciacién y que esos receptores tamblén pueden expresar segmentos

tr nales. Ademds de que las c&lulas B, frecuentemente expresan mis
de un lsotipo de Ig de superficle, para el reconocimiento de l.; porcién
hapténica de un conjugado,hapténo-acarreador, mientras que los linfocites T
expresan un reg‘:epto: de especifidad diferante, que reconoce porciones del

acarreador, (19}
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Adaemis de los r P inmunoglobulinicos, se sabe gque los linfocitos B

contienen otros tipos de receptores no globulinicos tales como lcs receptores
para el fragmento cristalizable,de las Igs,que fntaractudn con el complejo Ag-
Ab, {vease fig ll},receptores para C3,y las moléculas tales como LFA-1 alfa y

LFA-3{deacritas anterioxmanta).(19.20,36)

Como hemos ya seilalado éstos receptores son naecesarics para la captacién
de antigeno y asi facilitar la fagocitosis,del antigenc,para posteriormente

daree el procesamiento.
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CAPITULO 11.0

Procesamiento de Antigeno.

El procesamiento de antigeno,continia siendo el aspecto primordial para
la activacién de linfocitos T,8sto ea escenclalmente una "caja negra“" en
términos de lom eventos moléculares y celulares invelucrados, Se conocen
algunos detallen molaculares de la interaccién del Ag., con moléculas MHC, que
pusden ser analizados como un paso final en el procesamiento del antigeno.
Exieten pocos datos claroas sobre el proceso previc a la presentacién de
antigenc es dacir, sobre la captura de antigeno,sl tr&fico del antigeno a
través de loo compartimentos interconectados de la célula y las modificaclones
que suceden alli. S5in embargo el proénnamientn del Ag es de esignificancla no
solamente como un fendmeno celular en sf, 8i no, como un eslavén en la
respuesta lnmina. Como se sabe también,los linfocitos T son parte importante
en la respuesta inmina, los cudles generalmente no enlazan y ni se activan en
pregencia de antigenc en circulacién, sino solamente reconocen Ag cuando ésta
fisicamente asocliada a moléculas MHC sobre la superficie de las APC. Sin
embar_gu las mol&culas MHC no estin involucradas como recaptores para
proteinas nativaa solublea (u otros antigenos). EL procesamiento del Ag es
por lo tanto una transformacién escenclal da el Ag soluble y particulado para
gua subsacuentemente pueda ser ensamblado a moléculas MHC, ya sea clase I o
clase II. El procesamiento determina no solamente si un Ag puede activar a
linfoclitos T, ' sino que,también determina gque estructura molecular es
reconocida y cudles linfocitos T son seleccionadoa. Una definicién opracional
que ha sido aceptada universalmente es: “"El procesamlento de Ag es una serie
de eventos bioquimicos,que se llevan a cabo entre la captaclén del Ag y el

tiempo en gue el Ag es reconocido por los linfocltos T.23)
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11.1. sitio de procesamianto de antigenos.

Algunos Ags no requieren una extensa degradacidn para ser procasados y
no hay correlacidn entre procesamiento y actlividad liscsomal de diferantes
tipos de células. El lisosoma es un candidato poco probable para ser el sitio
de procesamiento del antfgeno y parecerfa ser a priorj un sitio ineficlente,
yYa que la mayoria de material que se pone en contacte con lisosomas ea
dagradadc por una bateria de endo y exoproteasas a paquafios fragmentos, los

cuales es dificil pensar que retengan cualquler @itio lnmunogéniceo. 3)

Se ha sugeridc que el proceco de antigeno ge 1lleva & caba
intracelularmente, ademis @s dependionte de tiempo y temperatura y puede ser
inhibido por agentes que interfieren con la funciéa lisogomal. Los eventos del
procesamiento en M@ y linfocitos B puede ser muy similar, aunque s posible

que los llafoclitos B d duclr al Ag a li B.(1%)

La evidencia inicial para la axistencia de un procesamientode Ag fue
debido a la obaservacitén que se hiz6 cuando lae APC ea incubaron con Ag,
habiendo un periodo de aproximadamente 45 minutos antes de que las APCs puedan

estlmular a linfocitos T.



Durante esté& periodo de tiempo lag APCs i{ntroducen y procesan Ag. Los
primeros estudios que dieron Lindicloa del procesamiento de Ag, fueron
raportadoa en 1982, y se encontrS que el procesamiento de Ag fue inhibido
con reactivos que elevan intracelularmente el pH. Subsecuentemente el mismo
efecto fue encontrado en reactivos lisosomotrépicos, tales como cloroquina
monensin y cloruro de amonle. Los inhibidores de cisteina proteasa &Lclda
tales comc leupaptina, también pueden bloquear el procesamiento de antigeno.
Todoa @stos resultadoe condujeron a la hip&tesis de que &l procesamliento de
Ag ocurre en el sndosoma de las APCs medidas por proteama Acidas o catepsinas
y qua les fragmentos peptidicos ganerados son ensambladaa a moléculas MHC
clase I 6 clame II recien sintetizadaa, posiblemente en el “trana-Golgi®,
antes de que el complajo sea transportado a la membrana plésmatica. (del
ensamble se hablari m&as adelante). Sin embargo a@e saba que hay dop
compartimientos principales que tienen un medio Scido y actividad de

catepeinas los culles son: *“Emd ag" y "Li 8". No sclamente los

reactivos lisosomotroplcos elevan el pH en todos los compartimientos
intracelulares, sino que, también tlenon efectos secundarios ecbre las
células, incluyendo alteracién del mecamismo de transporte, reciclado de
moléculas MHC, inhibicién de la fuslién de vesiculas y efectos sobre el

procesamiento de la cadena ilnvariante.@839)

Hay alqunos linfocitos T restringidos especificamente a moléculam MHC
clage I, que pm-iden ser activados por pequeiioe peptidos, loas cudles no fuaron
bloqueados por Lnhibidores lisosomales, ésto ha sugerido qgue el antigeno -
{proteinas exdgenas, virales o proteinas celulares ), pueden ser procesados

por un mecanisamo no endosomal, el c&al no es bién entendido nl conocido.()
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Sa ha encontrado que en todos los casos de procesamiento endosomal, ocurre
solo ail &ste se lleva a cabo a pH &cido (de 3-5) mientras que la formaclén

del complejo MHC-Ag sa lleva a cabo a pH de 7.0 (23 (vease la fig 13)

Por otro lado, sg ha estudiado el destino de la manosa~BSA en M@

alveolares de conejo, para determinar sBi la degradacién ocurre en un

comportamiento prell 1, Concluy de que esa degradacién de manesa-
BSA 8f ocurre, y ocurre seis minutos después de haber introducido el antigeno.
Posteriormente me demostrd que las vesiculae endociticas, cuandoc se seperan
de lisosomas por fraccionamiento subcelular, son capaces de degradar manosa-
BSA de manera intravesicular. Tamblén me proporcionaron evidancias de gue éata
protedliisis es depsndiente del pH y ATP, no asi, dependiente de ADP. Se ha
demostrade que una proteina “catepsina D" analoga a la proeteasa, es
responsable de la degradacién de manosa-BSA prelisosomal en M@. En genaral el
fraccionamiento subcelular de M@# alveolares, demostré gue los ligados que
producen de un compartimiento no liscsomal en tree minutos se enlazan a la

membrana plasmitica. Este compartimiento ha sido referido simplemente camo

ocomor 6 compartimiento de desacoplamiento del ligando-

receptor, este desacoplamiento se di en presencia de protdnes que tienen la

capacidad de reducir el pH.(3)
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IO, 13 g ANTIGENO ES ENDOCITADO EN US COPARTIMTENTO ENDOSOMAL ACIDO (if y 111) DONDE PERMANECE HASTA

QUE OCURRE LA REACCION, DE AQUI PASA A LISOSOMAS PARA SER DEGRADADO O REGRESA A COMPLEIARSE CON
LAMOLECULA. MHC a pH DE 7.0 (V) (BEMJANIN K. ET AL. IKWUNOLICAL REVIEW, 106:45. 1988)
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11.2 Protedlisis.

Una de las primaeras indicaciones que involucré procesamiento, m&s gue un
simple rompimiento proteclitico fueron los estudios con ovalbumina dund;:
utilizando hibridomas de linfocitos T, el procesamiento podria ser; ya sea
desdoblamiento de la cadena polipeptidica o su rompimiento proteolitico,
mientras que para otros hibridomas de linfocitos T el procesamiento del Ag
requirio absoglutamente rompimiento proteolitico. Les factores que emarglaron
de éatom esatudics fuardn; primeramente, la definicién bioquimica de
procesamiento de Ag que incluye desnaturallzacién también como rompimlento
proteoliticoc de Ag y segundo, la definicién de procesamiento de Ag, que asto
depende del tipo de antigeno estudiado y el tipo de linfocitos T que reconocen

al Ag procesado.(39)

Desafortunadamente la especificidad de muchas proteasas no em tan
conocida como o @s para las tripsina, sin embargo se ha estado intentando
identificar las proteasas involucradas en el procesamiento de la proteina
micglobina, por gque se cree que el procesamiento involucra rompimientos
internos de las proteina, antes de remover simplemente aminodcidos (-a.'a-)

términales. Otroa estudios fueron enfocad sobre a las culles

las han divididé an cuatro clases en base a su funcifn sobre al sitic activo,
¥y por lo tanto su mecamismo de accién, &stas son; (a) Thiol proteasas, (b)
Serina proteasas, (C) Carboxil proteasas y (d) Metalo protaasas, y para cada
clase de éstas proteasas se tiene el tipo de

proteasas. (vease tabla 2)
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TIPO DE PROTEASAS

CATEGORIA DE PROTEASAS PROTEASAS
1.~ TIoL PAPALNA,PLASHINA ,CATEPSINA A ¥ B
2.~ SERINA TRIPCINA,QUIMOTRIPSINA
3.-ACIOA PEPSINA,CATEPSINA O
4.- NETALO TERMOLISINA

TABLA 2 INDICA LA CATEGORIA Y EL TIPO DE PROTEASAS.
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Estudios sobre el procesamlento de mioglobina indicaron que las tiol
proteasas, tales como la catepsina B8 o L fueron necesarias para al
progesamiento. Aunque la especificidad de la catepsina B no se ha definido
atin, como la de la tripsina, la cilal corta preferencialmente después de pares

de a.a. bisicos talea como lys-lys, lys-Arg o después de pha-Arg.(#.ih

Los fibroblastos transformados de ratdn, sintetizan y secretan graades
cantidades de una proteina de peso molécular de 3J9KD denominada MEP ( de major
excreted proteln ) &ate polipéptide es @l precursor de la clsteina proteasa

Acida ahora, se como ina L". El1 p sor de la ina L,

acarrea al lisceoma la unidad de miento, 6~fosfato(M6P0O4) como

la forma m&s madura de la enzima.(4) (vease fig 14).

Despude de la ofntesis y movimiento dentro del lisosoma, la forma dal
precurgor a8 normalmente procesado por autocatilisis a dom farmas de peso
molecular mds bajc una de 29 KD ¥ la otra da 20 KD, Todas &stas formas de la
catepaina L tlensn actividad protaolitica hacia miltiples eitlos, baje
condiciones Aacidas. Solamenta la forma precursora es secretada por

fibroblastos transformados.(42)
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39 KD= MEP
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20 KD
FIG.14 Estructura de la catepsina L, y su precursor
peso molecular 39KD, y esta a su vez es precursora de dos
fragmentos de peso molécular 28KD y 20KD, teniéndo los tres

fragmentos, capacidad proteolitica bajo condiciones dcidas. (s8).



La cindtiea de endocitosis y procesamiento del precursor de la catepaina
L (p-catepsina L) en las dos formas de mds bajo peso molecular, fueron
identificadas con el isdtopo radiactivo p-catepsina L. Despuds de la
incubacidn durante varios perlodos de tiempo, 1la catepsina L fue
inmunoprecipitada y analizada en electrofordsis usando geles c;e
poliacrilamida, la forma de peso molecular de 29, KD fue detectada a la hora
Y la forma de 20, desaparecid a las tres horas. Estos resultados sugieren que
al p-catepsina L ae convierte actlivo enzimdticamante durante la primera hora
, por movimientos en el compartimiento dcido. Por lo tanto ambas catepainas
puedan generar y destruir determiantea antigdnicos y crear paptidos

inmundgenicos. (42).

Otras de las proteasas bien caracterizadas es la catepsina D (asparti}
preoteasas). Esta proteasa se purificd y se axamind, la cual se utilizd para
procesar ovalbidmina, encontrandose que muestra, suficiente actividad para

procesar selactivamente, sin destruir la estructura del epitopa. (43).

Como ya se ha mencionado, el procesamiento del Ag involucra la generacidn
de péptidos, de protelnas citcsdlicas y su transporte hacia el reticulo
endopldemico, donde se ensamblard con moldculas MHC clase I y bata~2-
microglebulina (B2m) para formar una moldcula eatable y funcional, andloga a

MHC clase II y cadena Li. (44,45,46).

54




Otro can:iidlto en la proteolisis de protelnas es el protosoma, dste lo
consideran como un complejo no liscsomal, de enzimas proteicas, presentes en
el citoscl. Los protecsomas tienen alqunos sitios protecliticamente activos
y son complejos de un relativo alto peso moleacular (600Kd), @ste complejo estd
formado de 20 a2 30 subunidades con un peso molecular de aproximadaments 15

a 30 KDa. (44).

La regidn clase 11 contiene genes que codifican para al menos dos
subunidades de complejos protecliticoe intracelularmente, dste complejo es
bioquimicamente similar al protecsoma. Estas dosv subunidadea gson LMP=1 y LMP=2
{de Low Molecular peptide) se piensa que &stas dos subunidades se requieran
para la traslocacidn del paptido enddgeno dentro del reticulo endoplismico,
para asociarse com mol@culas MHC clase I. Estas obgervaciones sugleren qua el
complejo LMP, puede ser responeable en la generacidn de pdptides de Ag

citoplasmdtico durante el procesamiento. (4l}.

Se ha sugerido xecientemante que durante el process, se llevan a cabo
compimlentos euceaivos da grupos carboxilos y aminodcidos terminales,
rasultando el modelo dal "Paso doble”. En el primer paso los péptidos
precursares ganerados, se produce un carboxilo terminal, mientras que el Amino
terminal es generado en un segundo paso, bajo la participacidn de moldculas

MHC alelo-especificas. (14) (vease fig 15).
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La dimensidn del péptido completamente procesado es importante, en cuanto
a la habilidad para enlazarse finalmente a la cadena pesada e inducir un
cambio conformacional, la cual puede promover el tranpasporte hacia la
superficie celular. Los complejos ddbilmente formados por largos paptidos,
puaden facilitar un intercambio de precursores anlazados, durants el ensambla.
El rompimiente puede ocurrir durn‘nta o despuds del ensamble por proteasas,
por las propias mnldculas MHC. Una actividad proteolltica ha sido demoatrada
en algunas comportamientos de la vlia saecratora, incluyendo al reticulo
endoplismico, divisidn de salvamento en el retlculo-asociado y la red trans-
Golgl. El mecaniamo de transporte intracelular entre compartimlentos es poco

entendido y Jjunto a la degradacidn citosdlica hay algunos otros

compartimlientos no 1i les que pot ial proveen la requerida
actividad proteolitica para generar p@ptidos, eatos compartimentos no

lisosomales aln no eatdn bien estudiados. (14).

11.3, Acidificacién Ensomal.

Los endosomas son complejos de organelos y han sido identificados tres
subpoblaciones distintas, bioquimica y funcionalmente. La heterogenaidad de

los 8 babl reflejan los diferentes papeles que juegan en la

selecciSn y cap tacidn de ligandos. Los endasomas aislados de las células
de ovario, de hamster chino (CHO) pierden su acidificacidén y se desconoce si
esto sucede en todas las subpoblaciones de endosomas o solamente en algunas.
Junto a los endosomas otros organelos acidificados no son afectados por la.
mutacién da las células CHO y &sto significa que, podria ger el lugar dondes
@l procasamiento rasidual ocurre. Por ejemplo, los lisosomas mantienen su pH
&cido en las células mutadas, otra posibilidad es la seccién perifé&rica de la
regisn trana-Golgi, &sta regién de trans-Gelgi se piensa que también se
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acidifica, aunque no ha sido medido directamente su pH. Finalmente una

alternativa descrita recientemente, son las vesfculas gque poseen wuna

caracterlstica mixta, tanto 1 como 14 1, en general se ha
demostrado que la aclidificacién endosomal es um importante pasc &n el

procesamiento de antigeno. (5.

En otro orden de ideas, para determinaxr si laa vesliculas preliscsomales
cont lenen proteasas, ligandos y receptores, fueron incubadas bajo condiciones
cuya disociacidén de manosa- BSA de los receptores, se¢ demostrd que se llovd
a cabo en las vesiculas endociticas, libres de lisoscomas. Eatas vesiculas

endociticas mastraron § idad para d, BSA-I125 a pH de 7.4,

mientras que a pH de 5.0, se ron fr de 1L solubles en
solucidn de Acide tricloro acdtico (TCA). Esto non dezupatra qus a un pH
dcido, proceda la degradacidn rapidamente, en un rango de 2.1 pg/minuto. (37)

(vease fig. 16 y 17).

11.4. El procesamiento del ag as dependients de tiempo y tu.lpcratuu.

" Los linfocitos T citotéxicos y cooperadores son activados por antlgenos
protelcos a travads de una complicada cadana da eventoa, celulares, molsculares
y Secretores, qus ocurren dantro de las APC. Posteriormente a éste conjunto
de ventos, es liberada la geflal estimulatoria por APC, durante una interaccidn

flsica entre lams dos. (49).
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FIG: 17 Degradacién de ligando, dependiente de pH 1.8 ng
de ligando incubados en solucion isotonica a pH de 3-7.4 e
incubada a 37°C. (ref. 37). e

60



Los primoros experimentos cin2ticos han revelado un tlemps Intermedio,
entra el tiempo necaparioc para gue el antlgeno se anlace a la superficie de
la APC y el tlempo que es necesario para que el Ag sea reconocido por
linfocitoa T, dicho tiempe se ha estimado que es de entre 45 a 60 anuto'a.
{20,49,50,51).

Uno de los primeros estudios sobre la cindtica de degradacidn del Ag,
usaren, un Ag particulado como es steria moncytogenes. 0% 5L Otros
investigadores emplearon linfomas de linfocitom B y como Ag usaron Ig de
conejo anti-ratdn. (50) Por otro lado se han empleado como Ag, derivado
protelco purificado (PPD) y como APCs, usaron célulaa de exudado peritoneal
de cobayo y lo que midieron todos en comin fue proliferacidn de linfocitos T
y cuantificar la IL-l, incubdndo de 0 a 37°C. A 0" toda la actividad de
endocitosis cead, demostrdndose ael gue a &ota temperatura no ée lleva a cabo
procesamiento de Ag, entre 15 y 20°C, las APC fueron capaces de procesar y
presentar Ag, aunque en una proporcién menor, comparada con aquellas APC que

ga incubaron a 37°C., (49} (vease fig. 18).

Se ha encontrado que en un tiempo de 30 minutos, depuds de exponer el Ag
frente a APC,‘ sa presentaba la primera seflal de presestacidon de Ag. La
capacidad estimulatoria se incremsntd de manera lineal, observidndose una
meseta entre dos y cuatro horas, después de que las c@lulas se incubaron a
37°cC. Algunos Ag proteicos "grandes" fueron examinados, encontrandose. La
proporcidn de procasamiento de Ag fue dosis dependiente, es decir al exponer
una mayor concentracidn de Ag a APC, conduce a un incremanto en la

proporcidn de Ag procesado. (49).
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El paralelismc entre el efecto da la temperatura, endocitocitosis y
degradacién lisosomal de proteinas, (descrito por otros autorsa) confirma que
el procssamiento de Ag, es una serle de oventos que requieren energia (por
ejemplo ATP) asumiendo que la capacidad estimulatoria de las APCa, medidas en
caentellacs por minute (CPH)} incorperando H-timidina, o8 diractamente
proporcional a la cantida de Ag procesado, que se presenta sobre la suparflcie
de las APC. un requerimianto de aproximadamante 24Kcal/mol. me ha ancontrade
que e suficiente para llavarse acabo al procasamiento da Ag. se ha encontrado
una similar cantidad de enargia en el fenSmeno de pinocitosis absortiva y en

l1a funclén entra la vacuola andocitica y @} 14 hi quimicos

tienen una energfa da activacién en éste rango. #9).
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11.5. Requerimiento ATP en la degradaciéan de Ag.

Como ya se mencioné, la degradacién de Ag requierae de energfa, es decir,

la degradacién de ligandos en and requiere de ATP. se ha demostrado gque

las veafculas que contienen ligande,I125 (manosa BSA} sa enlazan a receptores
de manosa y puede acidificarse agregando ATP, como resultado de ésto el
complejo receptor-ligado se disocla, y ee prepara para el ensamble. las
vesiculas crudas que contienen el ligando, para el estudio se han suspendido
en un amortiguador de pH 7.4, durante 5 minutos a 37°C, (el amortiguador
contieneATP y ADP) se encontrd que la degradacidn fue directamente
propoxcional a la concentracién del nucleotido, pero éste fendmeno solo sa
observé en la presencia de ATP en una concentracidén de 0.3mM, un .13.5% de

degradacién de ligado intravesicular, en 10 minutos @7 { vease fig. 19 ).

Después de que el antigeno nativc ha sido degradado, el péptido
repultante adguiere dos distintaa formas de configuracidén o decs “caras”, las
cufles tiene la capacidad de hacer contacto con los raceptores del linfocito
T, al igual que para enlazarse a moléculas MHC. Estas dos caras han sido
designadas como "Epitopo" Sitio de contacto con linfocitos T y el "Agretopo"
S8itlo de contacto con la mol&cula MHC clase I y clase II. Ahora es clare que
tanto el epitopo como el agretepo, ast&n compuestos de dos a tres residuoa
de aminolclidos(a.a). Se ha ldentflcado por ejemplo que para la lisozima de
huevo, se tienen de 52 a 61 p&ptides y cada uno estd compuesto por tres a.a.

¢4

[13
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11.6, Modelo de onsamble entre el péptido immunogénico y la molécula MHC.

11.6.1. ansamble del péptido immuncgénico a la wolécula MAC clase I.

El curao inmunclégico de las mol&culas MHC class I depende del suministro
intracelular de péptidos cortos, un ensamble, del transporte a la membrana
plasemdtica y la longevidad molecular de la molécula clase I. Estog \on
conaderados como factores para un enlace adecuado del péptido. El
dascubrimiento de que los péptidos enlazados por moléculas clase I,
frecuentemente derivan de pratainas citoplasmiticas, suglriendo, un trangporte
transmembranal activo de péptidos del citoplasma al reticule endoplésmico,

{55,56.57,58).

Una seuposiclén viene de la caracturizacién de lineas celulares
mutantes,las cuSles ensamblan ineflcientementa moléculas clase T y ticnen
propiedades consistentes en cuanto a defectos del transports de pSptidos, por
ajemplo cé&lulas 174,721,T1 y T2. Se han hecho esfuerzos por encontrar
avidenciag sobre un transportador de péptidos. Los primeros estudios que ase
hicieron, dieron a cenocer que los genas gue controlan a los antigenos de
clase I, estén en el mapa del MHC. También se han descrito y secuenciade
genas nuevos en el MHC, que sa concideran candidatos para modificar molé&culas

transportadoras. (vease fig.20) (55,58).
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FIG.20, MWOLECULA WHC QUE DENOTA LA PRESICIOM DE LOS GENES QUE CODIFICAN PEPTIDOS
TRANSPORTADORES, { PETER P.,HATURE,348,674,1999)
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11.6,1.1. Moléculas transportadoras dae péptidos endSgenos,

Por mis de una dé&cada sa ha estudiado un complejo protaico intracelul,;r
dasignado LMP-1 y LMP-2(low-molecular-paptide} sl cull e ha detarminads que
as un complejo de 16 polipéptidos cada uno, de ralativo bajo peso molecular
de aproximadamente 15 a 30 KD, indicande que al mence una de los componentes
os polimérfico y codificado por un gen an MHC, al cuil se le atribuye que
actda como molécula tranaportadora de p&pt{.duu. Se ha postulado por otro
lado «ue &son genes locallizados en el MHC, codlifican proteinas, que funcionan
como transportadores, denominandossles *auperfamilia de transportadores, ABC
{ATP- binding-Cansete). Las protafinas de §sta superfamllia, acarrea lones,
pequeiias moléSculas y 1o mas importante, péptidos del citopl&sma a la membrana
de enlace es declr al compartimlento que contiene las moléculas clase I recien

.sintetizadas. (veane £1g.21) (9.

Se ha sacuenciado el DNA de la molécula MHC, ¥ low genes obtenidos fueron
designados mtp-1 y mtp-2 { MHC-transporterprotein} las cudles san homdlogeo
a loa genes HAM-1l y HAM-2 (hlato:omp'abiuty-ﬂntlgan—modi.ﬂer) de rata. Los
primercs se han consiQerado, candidatos atractivos para cedificar péptidoa
transportadores. Pere hasta ahora el postulado sohre la superfamilia de

acarreadores AﬁC, ha sido la mids aceptada. (56).

[1:}
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Por otra parte se a ldentificado un complejo de enzi{mas proteolfticas con
aparfancia circular denominada “Protecscmas® Los genes que codifican las
glicoproteinas del MHC, los genes transportadores y loa genes que codifican
proteosomas en el MHC todop son regulados transcripcionalmente por el
interferSn gama lo anterjor es presentado como un intento de conocer los
productos de los genes, los cuSles son esenclales para la eficiente
presentacién de antigeno. Sa ha cobservado gque en la ausencia da péptidos
antigénicos, las glicoprotoeinas del MHC clase I no realizan su funclén.
Parece ser que al menos un gen del transportador y un gen de protecécmas s0n

necesarios. 6,

El dasacubrimiento de genes en el MHC, que codifican para subunidades de
protecsemas Yy traneportadores transmembranales conducidos por ATP, ha
permitido espacular acerca del desarrvollo del procesamiento de antfgeno y el
onlace dal péptide a la molécula MHC, clase I. La hirpotesis més favorecida
a8; gque loo protecsomas digieren proteinas del citosol, generando fragmentos,
loe cudles son entonces, translocadosd a través de la membrana del raticulo
endoplésmico (RE), por el trancportador, siendo &ste un paso dependiente de
ATP, Bin embargo otroe autoras no estan de acuexdo con éata observacién, ya
que hay reportes de que el ATP es requerido para el aenlace del péptido a
moléculas clase I y no para el transporte del péptido hacia el lfmen del
reticulo endoplésmica. (5159
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11.6.1.2: Modolo del ensamble entre el pépticdo y la mobflecula clase I.

Como ya se ha mencionado, la molécuia clase I,esta compuasta da dos
subunidades; una cadena pesada y una pegueila proteina exoplidemica denominada
"By -microglobulina® (Bpgm}. La cadena pesada es polim6rfica y codificada por
genas en @l HHC.Momentos despufis de su sintesis la cadena pasada se ensambla

a la Bym de manera no covalente en el r.e.(s”

Estudios biosintéticos han demostrado que la cadena pesada de clase I,
puede asociarse en un tiempo de 30 minutos, después de éste tiempo adepta una
conformacién, de manera que no se pueda asocliar la Bym, es dacir esto ocurre
solamente en ausencia de ATP, debido a &ste se inhibe el ensamble de la cadena
pesada con 12 B,m y por lo tanto se inhibe el enlace del péptido, de aqui la
importancia del ATP el proceso. Pero se ha descubierto que an la ausencia del

ATP el péptido es enlazado a través de "Chapsronas™, también denominadas

’
BiP{ es una proteina humana que enlaza Llnmunoglobulinas), la cdal se plensa
que tiene la capacidad de catallzar éste proceso. La BiP, es una protefna de
choque térmico soluble (hap70), que controla el demdoblamiento y asociacién
del complejo, péptido-B;m-c¢adena pesada. Tal proteina puede ser equivalenta
a la cadena invariante involucrada en la blosintesis y exoclitosis de 1la
molécula clase II, la cial reclientemente se ha demostrado que contribuye a la

presentacidn de antigeno.(s7,59)
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Como un mecanismo alterno se ha pensadc que el péptide es concentrado,
enlazandose a la BiP y que se raqulere ATP para la liberacién del péptlido,
para que éste sea finalmente enlazado a la molScula MHC clase I y se diriga

a la membrana via Golgi.lén {(vease fig. 22)

El enlace de peptidos de nueve odiez residucs de a,a. en promedio,
eptabiliza 1a asocjacién entre cadana pesada y Blm y hace el complejo
competente para ser transportado hacia 1la superficie celular, donde las
moléculas clase I activan a linfocitos T citotdSxicos al presentarles el

complejo. (57,61).

Varlas observaciones proporclonan una explicacl'on del por que, solamente
péptidos cortos son asoclados con la molécula clase I. Primers; por que loa
péptidos cortos smon asociados f&cilments, jugando un papel critico en el
mancjo del ensamble post-sintético, entre la cadena pesada y la Bim. Fuera
de ésto los psptidos disponibles, forman un dimero los cuales son Lneficientes
Y el transporte hacia la superficie célular es impedido y los pacoa complejos

lizan a ra

que llegan a la superficie, ripidamente ea P

fisiolégica. La efectlvidad se d& mediante la estabillidad de la molécula
clase I que contiene al péptide, y promuove el desdoblamiento de la cadena
pesada y estabilizando la asoclacién con B2m. RAgquellos péptidos recuperados
de las moléculas clase I, no se encuentran libres dentro de las c6lulas, sino
que para seer protegidos los péptidos de una completa degradacién por

endopeptidasas son unidas a la clase 1. (50).
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FIG. =2 WESTRA QUE EL ATP ES REQUERIDO PARA DESDOBLAMIENTOS Y ENSAMBLE DEL PEPTIDO A LA CADEMA PESADA
DE MHC CLASE 1Y B,m. LA CHAPERONA Bip CATALIZA ESTE PROCESO. ALTERMATIVAMENTE, EL PEPTIOO ES
CONCEKTRADO POR Bip, ENLAZANDOSE A ESTA Y LIBERAMDOSE ER PRESENCIA DE ATP.
{ BERKRARD ET AL NAYURE,355;1€9,1952 }
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DESPUES DE QUE SE HA SINTETIZADO LA MOLECULA CLASE X ¥ LA MOLECULA B.m EL ENSAWBLE PUEDE DARSE
POR VIAS: 4) L0 PEPTIDOS QUE SON ENDOCITADOS SE ENSAMBLAN A LA MOLECULA MHC CLASE 1 SOLAMENTE R
PRESERCIA DE ATP. B) LOS PEPTIDOS QUE SON ENDOCITADOS SOW CONCENTRAQDOS POR CHAPERONAS (hps/70) 0
8ip, &XJE €N PRESENCIA DE ATP CATALIZA EL ENSAMBLE DEL PEPTIDO A LA MCLECULA CLASE I. SINTETIZADA
OE NOVO O RECICLADAS. EL COMPLEJO EWIGRA YIA GOLGI Y EN VESICULAS EXOCITICAS HASTA LA MEMBRANA
CELULAR PARA SER PRESENTADOS A LINFOCITOS T CITOTOXICOS.
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11,6.2, Modelo del ensamble entre péptido immunogénico y la molécula MEC clase
II

El reconocimiento del antigeno extrafio por linfocitoam T cooperadores,
requieren que las proteinas sean procesadas intracelularmente por las APC,
hasta formar los fragmentos peptidicos que puaeden enlazarse a las moléculas

clase II. (62).

El procesamineto de antigeno inveolucra; la captacién de antigens,

introd ., d dacién proteolitica de antigeno y finalmente el ensamblae de

los péptidos a las moléculas MHC clase II. Para el ensamble dal péptido a la
molécula clase I, como ya se mencion$ se requiere de péptidos transportadores,

ATP, y ch . Cabe praguntarge ¢ el ensamble de antigeno

procesado, a las moleculas MHC clase II ocurre de manera indepandiente en las
APC ? o ¢ €l ensamble requlere la fucién de otrae protefnas, ya sea para el
transporte de péptidos a la molécula clase II © para la asociacién de
moléculas clase II con los péptldos ?. Como primera instancia, existen
evidencias de que los piptidos sintéticos y las moléculas clase IX purificadas
incorporadas en capas lipidicas es suficientemente minimo para activar a los
linfocitos T. Por lo tanto, péptidos sintéticos pueden asociarse de maneora
independiente con moléculas MHC clase II para formar un complajo funcional
astimulatoric.  Pers no ce sabe si &sto ocurre en las APC durante el
procesamiento, ya que no se conoce mucho sobre éste discreto paso de

procesamiento del antigeno. (53).
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El mecanismo hipotético del ensamble entre moléculas clase II y el
péptido, toma en cuenta condiciones, talea como un pH &cido el cual favorece
la formacién del complejo, péptido-MHC. (63). Esto es apoyado por otros
trabajes, en donde proponen que a pH neutro las moléculas clase II no pusden
realmente adquirir el cambio conformaclonal necesario, para al enlace con el
péptido., Es decir han nbservado que las moléculas clase II <8 rigida e
incapaz, excepto en raras ocaciones, de ensamblar entigeno, mientras que a pH
&cido, las molé&culas clase II, son m&s flexibles y hébiles para hacer la
transmisisén hacia la forma compacta u dptima. ELl péptide parece conducir a
la molécula clase II hacia la conformaclén requerida y <cuando la
neutralizaclén ocurre, el péptido unido a la molécula clase II, entran ambos
en un estado de precompactamiento, es declr cuando la moldcula clase II ha

ensamblado al péptido, la molécula parcialmente engloba al péptido. (64).

Algunocs estudiog indican que os pogible establecer condicionas en
compartimientos subcelulares gue significativamente, favorecen la asociaclén
del antigeno procesado con molé&culas clase XI. Pero no es claro como en un
simple compartimiento, pueden degradarse todes los antigenos. Debido a lo
anterior, sae piensa que otras proteinas en APC, pueden al menos mer requeridas
para transportar péptidos del sitio de rompimientoc o hidrélieis al

compartimiento de ensamble. (6)).
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Se ‘descubrio en 1978 que los antigenos clase II se asoclan de manera no
covalante con.una molécula de 31KDa, a la cual denominaron “Cadena invarianta”
(1L}, debido a que caracla de polimorfismo. La mol&cula 1I se encontrd, que
Be sxpresa en todos los tipos de células que expresan clase II, la induccién
de class IT por linfocitos, fue generalmente acompafiada por inducclén de ia
molécula 1i. Estudios raecientes han reforzado que 1li puede ser expresada
sobre la superficie celular, pero hay datos de que la mayorfa de moléculas
clase Ily moléculas 1§, no parecen estar agoclados an la superficie celular,

65).

Se ha determinadc que el gen para 1f, codifica los polipéptldaos les
cuales sont 1i-31 (come fracclén principal) y l1i-41 (el cual se origina del
RNA complementario). Peco despuds de su bioeintésls, li y las cadaenas alfa
¥y beta de la mol&cula clase II, se asocian an el raticulo endoplismice (RE).

(18,65,

El complejo li/cadenas alfa y beta de clase II, es transportado a través
de; aparato de Golgl en un compartimiento endosomal, donde se cree que las

moléculas clase II so con el g éq endocitado, disoclandore

la cadena 1% dé la molécula clase II y simulténeamente se asocian el antigeno,
mientras que la cadena li se rompe en fragmentos de 21 y 23 XD. Las moléculas
clasa II complejadas con los péptidos derivados, se mueven hacia La aupe:ti;:ie
celular. La coexpresifn y la asoclacién fisica de moléculas clase LI con 1§,
han conducido la hipétesis de que la funcidén de 11 puede estar unida

fuertemente a la funcién de las molSculas clase II. (65) (Vease fig, 24).
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EL CONPLEJO KHC CLASE TI-L¥ £S TRANSPORTADO ATRAVEZ DEL APARATO DE GOLGI, €N UM COMPARTIMIENTO
EHDOSIMAL, PARA REUNIRSE CON EL ANTIGEWO HIDROLIZADO. ENSANBLANDOSE LA MOLECULA CLASE IT Y EL
PEPTIO0 PARA QUE FINALMENTE SEA PRESENTADO AL Ag.

(GUTER J. ET AL. IBSAMOL. TODAY. 1110). 19983,
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Es pogible que las mol&culas MHC clase Il o la cadena invariante li, se
asoclan con chaperonas durante el proceso de ensamble, &sto es para pravenir
la reasociacién y permitir que la mol&cula clase II anglobe parcialmente al

antigeno y sea finalmente presentado a linfaocitos T cooperadores. (1%).
.

Se han demostrado gue las APCo, pueden expresar cantidades similareas de
moléculas MHC clame II, con & sin la cadaena 1lf en la superficie celular. Egtos
datos confirman que las cadenas alfa y beta pueden ensamlbar y ser
tranportados hacia la superficle celular sin la mol&cula LI, es decir, la
molécula L{ cuya funclén principal es la de dirlgir a las moléculas clase IY

a un nuevo compartamiento en donde se ensamblarf con sl p&ptido. (18).

Reclentemente se han proporcionadc evidencias en el desarrollo de un
nuevo miembro de las chaparonas (hnp/'iﬂ) en el procesamiento de antigeno. Han
postulado qua &ata protefina que enlaza péptidos da 72 a 74 Kba (PBP 72/74),
juega un papel importante en la asoclaclén del antigeno procesado a la
molécula clase'II, ya fsea facilitando directamente el enlace del antigeno,
como acarreador de antigeno o concantrade a los péptidos antigénicos en les

sitios subcelulares del ensamble. (63},
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La PEP 72/74 fue aislada de APCs y se ha demostrado serologicamente ser
d la familla de las chaperconas hsp/70. Pa:u.PBP 72/74 el anlace de ATP causa
liberacién del péptido {anilogo a BiP). La relacién de PBP 72/74 con la
hsp/70, suglere una funcién comin, es decir, los miembros de la familia de
hep/70, se ha demostrade Ly yitrg que participan an el desdoblamiento
intracelular y en el tranaporte de proteinas, al igual que en el ensamble del
complejo péptido/MHC clase I. Tamblén los miembros de la hsp70 han sido
identificados que enlatan la cadena del polipéptido naciente de protefnas
mitocondriales en el citoplasma durante la sintesis y transporte da. la
proteina a la mitocondria. Una vez gue esoa pollpéptidos son transpartados a
través de la membrana mitocondrial, las hep70, facillita el desdoblamiento de
proteinas, al entrar al reticulo endopldamico. Por analogia a la funclén de
las hep70, se ha postulado que la PEP 72/74 juega un papel crucial, ya aea,
facilitando el enlaca del péptide a la molScula clase Il o en el transporte
de péptides procesados hacia el sitio o compartimento que contiens a las
moldculas MHC clase II competente para enlazar péptidos. Se ha pensado que las
hep70 pueden eotar involucrados en el transporte de los péptidos, desde el
citoplasma cruzando una membrana dentro del compartimento endosomal, mientras
qua las PBP72/74 pueden Ber las rasidentes en el limen del endcaoma, gquianes
se encargan de recibir los péptidos. En realidad poco se sabe sobre Gste
digcroto mecanisme del ensamble entre el péptido y la molécula clas II. (63)

{ver figs. 25 y 26)

La molécula clase II y la cadena invarlante l{ son sintetizados en el
reticulo endopldsmico, donde ambas se une covalentemente, &ste complejo emigra
al aparato de Golgi y en vesfcula llega al endosoma {donde se encuentra el
antfgenc hidrolizado a péptido) y en presencia de ATP se da el desacople entre
la molécula clase II y lI, permitiendo que la mol&cula PBP 72/74 ensable ol
péptido a la molécula clase II de novosintesis o reciclada, para que
finalmente en vesiculas exéciticas sea transportado el antfgeno hasta la
superficie celular y se lleve a cabo la prsentacid a linfocitos T
cooperadores.
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25 LAS CHAPERONAS JUEGAN UN PAPEL IMPCREANTE EN EL PROCESAMIENTO DE ANTIGENO, POR EJEWPLO ACARRE-
AN ANTIGERO PROCESADO, DE LOS FNDOSOMAS O LISOSOMAS HASTA EL COMPARTINENTO QUE COWTIENE MiC
CLASE 11, © TAMBIEN ESTAN INVOLUCRADAS EN EL DESAMGLE DE LA CADENA INVARIANTE DE LAS CADENAS &
Y BETA DE LA WOLECULA CLASE 11 Y EN LA ASOCIACION DE LAS MOLECULAS CLASE II CON LOS PEPTIDOS,
 DIAME C. ET AL, YIEWPOINT,1992 )

FIO.,
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DOKDE AMBOS SE UNEN COVM.ENTDIDH_’E, £STE CONPLEJO ERIGRA AL APARATU DE GOLGI Y ER VESICULA
LLEGA AL ENDOSOMA (DOMDE SE ENCUENTRA EL ANTIGENO KIDROLIZADO A PEPTIDO} ¥ EM PRESENCIA DE
ATP SE OA EL DESACOPLE EMTRE LA MOLECULA CLASE II Y [7, PERNITIENDO QUE LA MOLECULA PBP 72/74
ENSAUBLE E£L PEPTIDO A LA MOLECULA CLASE II DE MOVO SINTESI O RECICLADA, PARA QUE FINALMERTE EN
YESICULAS EXCCITECAS SEA TRANSPORTADD £L ANTIGENO HASTA LA SUPERFICIE CELLLAR Y SE LLEVE A
CABO LA PRESENTACION A LINFOCITOS T COOPERADORES,
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CAPITULO 12.0

Presentacidin de antigeno.

Muchos linfocitos T iniclan la respuesta inmine a través del
reconocimiento especifico del antigeno, enlazado a las moléculas MHC tanto

clase I como clase II, las cuales son altamente polim&rficas. (66, 67.

El potencial inmune de una célula T da n’mnera individual depende del
rango de antfgeno derivado, que puede ser efectivamente elnazado a las
moléculas MHC individuales y por la capacidad dael conjunto de roceptores {TCR)
alfabeta y gammadelta {(a 8 yrf) distribuldos clonalmenta sobre los linfocitos
T. Otro aspecto importante de los linfoclcitos T, es el de regular 1la
actividad de atros linfocitas T, B y M¢. También ae ha pensado que las
células T eon actividades a través de meilales durante el contacto célula-
célula, cuya chservaclén gand aceptacidn despuss de que se descubrid que los
linfocitos T no reconocen antigeno en forma eoluble slno solamente en
conjuncién con la molécula MHC y ademiés ae ha pensado que los linfocitos T,
reconocen complejos (péptido-MHC) sclamente cuando la molécula MHC es del

mismo genotipo que el linfocite T. (68,69).

Existen des tipos de linfocitos T los cuales puaden ser distinguldos, en
base a Bu funcién y sus popiedades de reconocimisnto. La mayoria de los
linfocitos T citotéxicos y sus precursores reconocen antigeno en conjuncién

con moléculas MHC clase I. (68,69, 70)

83



Loa linfocitos T d antigeno principalmente en
conjuncién con moléculas MHC clase II, las cuales sa encuentran principalmente
sobre linfocitos B,H¢, celulas dendriticas y células cebadas entre otras. (68.

72,73, 74,75, 76) .

Muchos timocitos inmaduros expresan receptores tales como CD4 y CDB, quae
al madurar, expresan solamente uno de los dos. Los linfocitos T que expresan
€D4, reconocen moléculas clase II, mientras que, aquellos linfocitos que

cbe, r moléculas clase I, Las cuales se encuentran en la

" mayorfa de células somAticas. Auncque se creea que loc recpetores CD4 y CD8
incrementan la afinidad del recaptor del linfocito T hacia clase II y clasa
I respectivamente, existen dates que sugieren que los receptorss mencionados

juegan un papel importante en cuanto al reconocimiento del HHC. (69, 71)

Se ha demomtrade que la  interaccidn egpecifica de linfocltos T
citotSxicos con sus cslulag blanco, conducan al linfocite, a una maeiva
raorganizacién del cltoesquelato, genexrdandose una ripida y coordinada
raorientacién del aparato de Golgi inc) perinuclear, ademds del cantro de
microtiébulos organizadoa (MT-~0C). Este movimiento descrito es para conducir
vesiculas derivadas de GA que contianen componentes de secrecién de linfocinas
y factores de crecimiento esté&n involucrados en la interacclén de linfocitos
T y B y sl sa produce un acoplamiento calular especifico ocurre similarmente
una reorientacidén GA/MTOC, qua puede también ser observado en ia interaccidén

linfocitos T cooperadores y linfocitos R. (5.
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Sa& ha demostrado qu eel MTOC de los linfocitos T citotéxlcos, se oriencan
hacia 1a zona de contactos. El MTOC se asocia con el aparato de Golgi el cual
ganeralmente estd invelucrado en la secrecidn directa de componantes adociados
a Golgi, é&stos componentes pueden ser proteinas u otroa componentes de

b No se ahora si los componentes del linfocito T cototédxico

responsable de la lifsis, tales como la perforina, son liberados por un procaso
da exoclitosis granular. La orientacin espacifica del complejo Golgl, suglare
que tal exocltosis podria ocurrir en una fase polar, tal, que los componenteo
ciltotéxicoe fueran depositados directamente sobre la superficie de la célula
blanca., También se observo que una protelna submembranal denominada “talina”
{la cual noxrmalmente se encuentra dispersa en el linfocito T}, se acumula por
debajc del Srea do contacto, mientras que otras ‘protamaa suomembranales taleas
como la vinculina y la alfa-actitina permanecen dispersas. Estos eventos
ocurren rSpidamente cuando se lleva a cabko la interaccién entre linfocitos T
cltotéxicos y su célula blanco (menoa de 30 minutos). sa ha cbservado que la
reorientacién del MTOC pero no la redistribucién de talina as dependiente de

Cal+ extracelular. 7, 68).

El concepto de secrecién polar es un atractive efecto para considerar qua
tal efecta va acompailade de otras interacclones celulares. Adem&s sa ha
pensado que la misma reorientacldn del aparato de Golgl y el MTOC se puede
obgervar en la célula T cooperadora. La talina peroc no otrag proteinas del

ci leto se tran en el linfocito T cooperador bajo @l &res donde

las céluylas se ponen en contacto. (57.68).



Se ha reportado la formacién de un acumplamiento celular 1.1 de tipo no
egpecifico, frecuentemente wsos acoplamientos, parecen interactuar eobre una
drea superficial mence extensa, y el MTOC permanece casualmente orientada con

raspecto al &xea de enlace célula-célula. (6B).

EL papel de la cAlula preeencadora de antiganoc enla activacién de
linfocitos T es compleja y poco entendida. Un nlmero de funciones y £ormas da
APCs, han sido descritas en afios recientes que contribuyen a la activacién de
linfocitos T, al igual que moléculas accesorias tales como L3T4, LF4-1, CD2
@ ICAM~1 y un segundo grupo de mol&culas no especificas importantes para APCs,
las cuales son, interlesucinas -1, y se sabe que {(nteractdan con racoptoroes
sobre linfocitos T. En cuanto a las moléculas accesorias ya descritas se ha
sugerids que el puenteo se 44 ontre CD2-LFA3 y LFA-1 - ICAM-1. (18,77.78.79) {ver

£fig. 27)

D&ndose asi la presentacion de antigeno por APCs y finalmente la
generacién de anticuerpos simulténeamente proliferaclén y diferenciacién

celular. (76)
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CONC‘LUS IONES

En los dltimos aflos se ha demostrado que el MHC no solanmente l:odl.flc‘a
moléculas que presentan antigenos procesados a linfocitos T, sino que tamblén,
en la mismamolécula ne han encontrado genes que codifican proteosomas,
moléculas hsp-70, moléculas transportadoras de los péptides inmunocgénicos,
complemento, coldgena, factor de necrosls tumoral entre otras, que actilan en

el p iento, ble y presentacién de antigeno.

Para gque se lleve acabc el procesamientoc de antigeno por APCS es
nacesario que existan las condiciones &éptimas, tales como: temperatura de
37°C, un pH de 5.0, enzimas proteoliticas, y ATP. Dicha degradaci&n se ha
demostrado que se lleva a cabo en un tiempo de 45 a 60 minutos, para
posteriormente se dé la precentacién a linfocitos T, ya sea cooperador en caso
de que el antigeno sea ex6geno o cltotéxico en caso de que el antigeno oea

enddgeno.

Se ha definlde a los proteosomas como c¢andidados para generar péptidos
inmunogénicos, los cudles son trangportados hasta e) reticulo endopldsmico
mediante péptidos transportadores, de éstos, se ha postulado qua existen
varics, y estos gon: los complejos LMP, mtp, moldculas HAM y complejo ABC.
Da 68te ultimo existe informacién que los definen come el principal acarreador
da los pé&ptidos, perc algunos investigadores han encentrado moléculas
denominadas chaperonas (Bip) y PBP 72/74, de las cuales piensan que actGan
como acarreadoras. De molécula PBP 72/74 se piensa que ademis de acarreadora

cataliza la disociacidn de la molécula MHC clase Il y la cadena invariante 11i.




Adem&s se piensa que &sta molécula estabiliza a la mol&cula clase II en el

retfculo endopliemico e impide la unién de los péptidos endSgencs.

Atin existe mucha incertidumbre en cuanto al mecanismo de ensamble entre

la molécula MHC clase I y clase II con el péptidoe Lnmunogénico.

Através de la informacién recopilada, he propueato dos mecaniemos d=

P lenteo, le y p acién de antfgang, uno que denota el
procesamiento de un antigeno end6geno y ensamble a moléculan clase I y el otro

que ta el p ente de un antigeno exSgeng y ensamble a moléculas

clase II.

En cuantoc a la prasentacitn de antigéno por APCs a linfocltos T se dé
mediante un punteo entre las moléculas CD2 y LFA-1 del linfocito T con las
moléculas LFA~3 e ICAM-1 de las APCS, respectivamente. Aunado a lo anterlor
la accifin de interleucinas es importante para que la prasentacién de antigeno

sea mis eficlente.
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