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En este trabajo se estudio en detalle el procesamiento y presentacion de dos 

antigenos endogenos para determinar 10s sitios intracelulares que participan, 

tanto en la generacion de peptidos derivados de estos antigenos, como en su union 

a MHC-11. Como CPA se utiliz6 el hibridoma B LK-35.2 transfectado con la 

secuencia que codifica la lisozima de gallina (LG) con o sin la secuencia de 

retention en el RE, KDEL. Los requerimientos de procesamiento y presentacion 

de estos antigenos se compararon con la presentacion de LG exogena. El sistema 

experimental consistio, principalmente, en evaluar la respuesta a estos antigenos 

por hibridomas T que reconocen distintos peptidos de LG bajo diferentes 
condiciones experimentes. Bajo estas mismas condiciones se realizo un 

seguimiento por inmunoprecipitacion de las formas endogenas de LG. 

RESUMEN 

Las moleculas clase I1 del MHC (MHC-11) se expresan en la superficie de celulas 

presentadoras de antigeno (CPA) presentando peptidos provenientes del interior 

de la celula a linfocitos T CD4+. Habitualmente, 10s peptidos que se unen a MHC- 

I1 son generados por proteasas presentes en compartimientos endociticos, donde 

10s peptidos se unen a MHC-11. Sin embargo, hay evidencias de antigenos sin 

acceso a compartimientos endociticos que pueden ser presentados por MHC-11. 

Se encontraron diferencias en 10s requerimientos de procesamiento entre LG 

exogena y las formas endogenas. Ademas, no hub0 union de peptidos a MHC-I1 en 

el RE. Un hallazgo importante de este trabajo fue la demostracion de la 

participacion del mecanismo de degradacion asociado a RE, mediado por 

proteasomas, en la generacion de peptidos derivados de antigenos endogenos, 

capaces de presentarse por MHC-11. No obstante, este mecanismo no fue el unico 

responsable de la generacion de 10s peptidos ya que tambien se encontro que el 

transporte por la red del trans-Golgi (TGN) y llcgada a curl~partimientos 

endociticos de una porcion del antigeno retenido en el RE, contribuye de manera 

importante a su presentacion por MHC-11. La participacion del mecanismo de 

degradacion asociado a RE en la generacion de peptidos presentados por MHC-I1 

sugiere que la degradacion de proteinas fuera de la via endocitica puede contribuir 

a1 repertorio de 10s peptidos presentados por MHC-11. 



ABSTRACT 

MHC class I1 molecules (MHC-11) expressed on the surface of antigen presenting 

cells (APC) present peptides generated inside the cell to  CD4+ T cells. MHC-II- 

associated peptides are usually generated in endocytic compartments. However, 

some studies suggest that certain antigens that do not enter the endocytic 

pathway can be also presented by MHC-11. In the present studies, we examined in 

detail the mechanisms of processing and presentation of two endogenous forms of 

the same antigen to  determine the intracellular sites in which peptides derived 

from this antigen are generated, as well as their place of binding to  MHC-11. 

The APC employed was the B cell lymphoma LK-35.2, transfected or not with the 

coding sequences of hen egg-white lysozyme (HEL) either with or without the ER 

retention signal KDEL. The presentation requirements for endogenous HEL were 

compared to  those for exogenous HEL. The main experimental system consisted 

of the analysis of presentation of endogenous or exogenous HEL to T cell 

hybridomas specific for different determinants of HEL, as well as the follow up of 

the endogenous forms of HEL by immunoprecipitation, in both cases under 

different experimental conditions. 

There were differences in the processing requirements for endogenous and 

exogenous HEL in that most, but not all, determinants were presented better 

from exogenous than endogenous HEL. There was no peptide binding to MHC-I1 

in the ER. Importantly, we could demonstrate a role for the recently described 

proteasome-mediated ER-associated protein degradation mechanism in the 

generation of endogenously-derived peptides presented by MHC 11. However, this 

mechanism was not uniquely responsible for the generation of endogenously- 

derived HEL peptides, as it was also found that, at  least part of the ER-retained 

had to be transported through the trans-Golgj fretwork to eiidocyiic 

compartments for presentation by MHC-11. 

The participation of the ER-associated protein-degradation mechanism in MHC- 

11-restricted antigen presentation suggests that protein degradation in non- 

endocytic compartments can be the source of peptides presented by MHC-11. 



INTRODUCCION 

Las celulas responsables de la respuesta inmune especifica son 10s linfocitos 

T y B, 10s cuales son capaces de interactuar con regiones de moleculas 

denominadas antigenos, a traves de receptores especificos expresados en su 

membrana. Como consecuencia de esta interaccion tanto 10s linfocitos T 

como B pueden ser eliminados o inactivados (tolerancia inmunologica) o 

bajo las condiciones adecuadas, activados para iniciar una respuesta inmune. 

El receptor de 10s linfocitos B, es una molecula de inmunoglobulina, mientras 

que en el linfocito T el receptor (TCR) es un heterodimero formado por una 

cadena a y una p unidas por un puente disulfuro '. 

El TCR solo puede reconocer antigenos (casi siempre derivados de 

proteinas) despues de que estos han sido procesados por una celula 

presentadora de antigenos (CPA), la cual 10s presenta en el contexto de 

moleculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) '. El 

procesamiento de un antigen0 consiste en la digestion intracelular de la 

proteina para la generacion de peptidos capaces de unirse a moleculas del 

MHC 3.4. Existen dos clases de moleculas del MHC que participan en la 

presentacion de antigenos a 10s linfocitos T 5,6. Las moleculas clase I (MHC- 

I) presentan peptidos a 10s linfocitos T CD8+ que son 10s principales 

mediadores de la citotoxicidad mediada por celulas7. Por otro lado, 10s 

peptidos unidos a las moleculas clase I1 del MHC (MHC-11) son reconocidos 

por linfocitos T CD4+, responsables de las funciones inductoras de la 

respuesta inmune 

En su forma madura, tanto MHC-I como MHC-I1 son complcj~s triiiiGricos 

que adquieren una conforrnacion estable solo en presencia de una cadena u 

una p y un peptido adecuado unido a ellas como parte de su estructura 9.'0. 

De esta manera, las moleculas del MHC solamente se expresan en la 

superficie de las distintas celulas del organismo, presentando peptidos que 

se generan en el interior de la celula. 



De acuerdo a su origen, existen dos fuentes de antigenos que pueden ser 

procesados y presentados por moleculas del MHC. Los antigenos exogenos 

son originados fuera de la CPA y penetran a esta por fagocitosis, pinocitocis 

o endocitosis mediada por receptores. Estos antigenos, despues de ser 

internalizados, se localizan principalmente en la via endocitica. Por otro 

lado, 10s antigenos que se sintetizan en el interior de la CPA son llamados 

endogenos y pueden ser proteinas propias de la celula sintetizadas ya sea en 

10s ribosomas libres del citosol, o en 10s ribosomas asociados al reticulo 

endoplasmico (RE). Estos antigenos pueden tener diversas localizaciones 

desde que son sintetizados hasta que llegan a su destino final en la celula. 

Como parte de su metabolismo, todas las celulas del organism0 degradan 

continuamente proteinas propias (endogenas) con distintas localizaciones 

intracelulares. Esto se lleva a cab0 mediante dos sistemas proteoliticos 

principales que preceden en la evolucion al sistema inmune: el proteasoma, 

localizado en el citosol; y una gran variedad de proteasas acidas con 

diferentes actividades, localizadas en 10s compartimientos endosomicos- 

lisosomicos ".'" Las moleculas del MHC unen peptidos generados por 

cualquiera de estos sistemas proteoliticos y 10s presentan en la superficie de 

las distintas CPA13,'4. Por otra parte, cuando una celula es infectada, las 

proteinas derivadas de 10s microorganismos son degradadas por estos 

sistemas proteoliticos y 10s peptidos generados se presentan tambien unidos 

a las moleculas del MHC. Tomando en cuenta que 10s sistemas de 

degradacion intracelular son incapaces de distinguir entre proteinas propias 

y extranas, cualquier peptido generado que pueda encontrarse con 

moleculas del MHC y que, ademas, cumpla con las caracteristicas para unirse 

a ellas, puede ser presentado a 10s linfocitos T. 

Para utilizar 10s peptidos generados por 10s sistemas proteoliticos, el sistema 

inmune ha adaptado una maquinaria molecular que le permite presentar 

tanto 10s peptidos derivados de proteinas propias como 10s derivados de 

agentes externas, para mantener la tolerancia inmunologica, o bajo las 

condiciones adecuadas, para iniciar una respuesta inmune. 



La maquinaria molecular y las vias de transporte que utilizan las moleculas 

del MHC para presentar 10s peptidos generados por 10s sistemas 

proteoliticos, permite que MHC-I presente con alta eficiencia peptidos 

generados por el proteasoma y que MHC-I1 presente peptidos generados por 

las proteasas localizadas en 10s endosomas/lisosomas '5~'6, '7. '8 . Esto limita la 

presentacion de 10s diferentes antigenos, ya que dependiendo de su origen, 

localizacion y del sistema proteolitico por el que son degradadas, no todas las 

proteinas tienen la misma posibilidad de ser presentadas por MHC-I y por 

MHC-I1 o, si se presentan por ambos tipos de moleculas, no lo hacen con la 

misma eficiencia. Por otro lado, diversas evidencias 19,20 sugieren la existencia 

de otras rutas de transporte o de comunicacion entre 10s distintos 

compartimientos intracelulares, aun no bien caracterizadas, que podrian 

participar en el procesamiento y presentacion de antigenos por moleculas del 

MHC, permitiendo que algunas proteinas que no se localizan en el citosol 

sean presentadas por moleculas clase I y que otras proteinas que no llegan a 

10s compartimientos endociticos se presenten por moleculas clase I1 2',22.23.24. 

La existencia de otras rutas de procesamiento de antigenos podria tener 

implicaciones importantes, tanto para mantener la tolerancia inmunologica a 

un mayor numero de proteinas propias asi como para que proteinas 

inmunogenicas (extranas), que se localizan y degradan en distintos sitios de 

la celula tengan acceso a las rutas de presentacion por ambas clases de 

moleculas del MHC. Esto podria tener tambien implicaciones importantes en 

la presentacion de peptidos propios que podrian dar origen a una respuesta 

autoinmune. 

Este trabajo de tesis se diseno para identificar 10s compartimientos 

intracelulares que participan en la degradacion y generacion de peptidos 

presentados por MHC-I1 a partir de antigenos endogenos, con el fin de 

establecer si cxisten rutas alternas o si solamente cuando estos antigenos 

son transportados a 10s compartimientos endociticos son presentados por 

moleculas clase I1 del MHC. 



ANTECEDENTES 

1.-Moleculas del complejo principal de histocompatibilidad 

a)Mol6culas clase I. 

Estructura y Funciones. 

Las moleculas clase I del MHC (HLA-A, B y C en el humano y H-2K, D y L en 

el raton) son glicoproteinas formadas por una cadena u de 44 kDa, 

constituida por tres dominios extracelulares, una region transmembranal y 

una cola intracitoplasmica corta. Esta molecula es codificada por el MHC en 

el cromosoma 6 humano y el 17 murino y se asocia de manera no covalente a 

una cadena p2-microglobulina (p2M), de 12 kDa, que se codifica en el 

cromosoma 15 humano5. Las moleculas clase I (MHC-I) son altamente 

polimorficas y se expresan en la superficie de la mayoria de las celulas 

nucleadas como un complejo trimolecular formado por la cadena u, la p2M y 

un peptido antigenico de 7 a 10 aminoacidos 25,26. 

Los estudios cristalograficos de las moleculas clase I, realizados por 10s 

grupos de Wiley y Strominger en 1987, identificaron que la estructura de 10s 

dominios mas distales a la membrana celular esta constituida por dos u 

helices apoyadas en ocho bandas p plegadas anti par ale la^^^,^^ (figura 1A). 

Dentro de esta estructura se determino una densidad electronica que 

correspondia al peptido antigenico, que al ser eliminada daba lugar a una 

hendidura a nlcho, n,ue cs el siiiu en donde 10s peptidos generados a partir 

del procesarniento se unen a l a s  moleculas clase I para ser presentados a 10s 

linfocitos T CD8+. En la base de esta hendidura, que es donde se encuentra 

el mayor polimorfismo, existen cavidades denominadas saculos que son alelo 

especificas y que unen determinados aminoacidos, llamados "motifs" en 10s 

pep ti do^^^,^^. Las interacciones entre estos motifs y 10s saculos, explican las 



bases de la selectividad de la union peptido-molecula de 

histocompatibilidad. De esta manera, no todos 10s peptidos que se generan 

en la celula tienen la misma capacidad de unirse a todas las moleculas clase I 

del MHC. 

Biosintesis, Ensamble y Transporte. 

Durante su biosintesis, la cadena u de la molecula clase I y la p2M, son 

traslocadas de manera cotraduccional a1 interior del RE, donde ocurre una 

serie de eventos necesarios para el ensamble del trimero u-p2M-peptido 3 1 .  A1 

ingresar al RE, a la cadena ( I  se asocia una chaperona llamado calnexina 32.33. 

Posteriormente, la union de la p2M promueve la disociacion de esta 

chaperona. Este dimero es inestable y que es indispensable la presencia de 

un peptido para completar el ensamble en RE 9.34.35. 

La principal fuente de peptidos que se unen a las moleculas clase I son las 

proteinas citosolicas degradadas por el complejo multicatalitico denominado 

proteasoma 15. Para lograr esto, es necesario el encuentro de 10s peptidos con 

las moleculas de histocompatibilidad. El a n a s i s  de DNA de celulas 

mutantes, que tienen menos moleculas clase I en la superficie y que tienen 

defectos en la presentacion de antigenos, que son corregidos por la adicion 

de peptidos, demostraron que el defecto en estas celulas radica en dos genes 

localizados en la region clase I1 del MHC que codifican para proteinas de la 

familia de 10s transportadores ABC (ATP-binding cassettes). Las proteinas 

codificadas por estos genes se asocian formando un heterodimero que se 

expresa en la membrana del RE. Este heterodimero transporta peptidos del 

citosol a1 interior del RE de uns xancra  ilepe~ldiente de ATP 36.37.38. Las 

proteinas que forman el transportador son denominadas TAP1 y TAP2. 

(transportadores 1 y 2 asociados a1 procesamiento de antigeno). Las celulas 

deficientes de estos trasportadores acumulan cadenas a y P2M en el RE 39. 



Evidencias experimentales demuestran que la cadena a unida a la p2M se 

asocia transitoriamente a TAP1. Durante el proceso de ensamble de las 

moleculas clase I, cuando la p2M se une a la cadena a, se disocia la calnexina 

y se asocia un nuevo chaperon denominado calreticulina, posteriormente 

este complejo se une a una proteina denominada tapasina que funciona 

como un puente entre el complejo u-p2M-calreticulina y la subunidad TAP1 

' O .  La union de este complejo al transportador permite que 10s peptidos que 

entran al interior del RE tengan una mayor posibilidad de unirse al nicho de 

la molecula clase I de histocompatibilidad aumentando la eficiencia de esta 

via de transporte ",". Finalmente, si al dimero u-p2M se une un peptido 

adecuado, el complejo resultante se disocia del heterodimero TAP1-TAP2 y 

la molecula totalmente ensamblada, con una estructura estable, sigue su 

viaje por la via exocitica a la superficie celular 3:.  

De acuerdo con su estructura, ensamble y transporte, la funcion de las 

moleculas clase I es presentar a 10s linfocitos T CD8+, peptidos derivados de 

proteinas con localization citosolica, cuya degradation es llevada a cab0 por 

el complejo multicatalitico proteosoma. Sin embargo, diferentes peptidos 

eluidos de moleculas clase I, asi como distintos trabajos experimentales, 

demuestran que algunos antigenos endogenos con otras localizaciones 

celulares, como proteinas de membrana, de secrecion y relacionadas con 

moleculas del MHC e inclusive peptidos derivados de antigenos exogenos 

pueden ser presentados por moleculas clase I. Estos estudios demuestran la 

existencia de vias alternas para la presentacion de antigenos exogenos por 
MHC-1 2:.22.43.44.15 



b)Mol6culas clase 11. 

Estructura y fundones. 

Las moleculas clase I1 del MHC (HLA-DP, DQ y DR en humanos y H-2A y H-2E 

en ratones), a1 igual que las moleculas clase I, son glicoproteinas altamente 

polimorficas, per0 que est&n formadas por una cadena a de 32-34 kDa y una P 
de 26-28 kDa, ambas codscadas en el MHC 5 3 .  Las dos cadenas tienen dos 

dominios extracelulares, un dominio transmembranal y uno intracitoplasmico. 

Las moleculas clase I1 son expresadas en la membrana de celulas 

presentadoras de antigen0 profesionales como linfocitos B, macrofagos y celulas 

dendriticas, con un #ptido de 13-26 residuos de aminoacidos unido a ellas 46. 

Estas moleculas se expresan tambien en linfocitos T activados (en humanos), y 

en casi todas las celulas epiteliales. 

Figura 1. Estructura de las molt?culas clases I (A) y I1 (B) del MHC *. 



Estudios cristalograficos de la molecula HLA-DR1, realizados por Wiley y 

colaboradores, demostraron que 10s dominios a1 y p l  forman una estructura 

similar a la descrita para las moleculas clase I (figura 1B) ". Las principales 

diferencias estructurales con MHC I, basadas en su cristalografia, radican en 

el dominio 82 y en el sitio de union a 10s peptidos (dominios u l  y p l ) ,  en 

donde MHC-I1 tiene una estructura mas abierta en 10s extremos, 

permitiendo que 10s peptidos se unan a ellas en conformacion extendida, 

proyectandose en ambos extremos. Los peptidos que se unen a MHC-I1 son 

muy variados en tamafio (aun para un mismo determinante antigenico) y 

estan formados por un nucleo central con prolongaciones o extensiones 

tanto en el amino, como en el carboxilo terminal 48. En la base del sitio de 

union de peptidos a MHC-I1 tambien hay cavidades que interactuan con las 

cadenas laterales de determinados aminoacidos del nucleo del peptido 

(motifs), dando tambien lugar a una interaccion selectiva peptido-alelo clase 

I1 49.50. Esto da como resultado que no todos 10s peptidos que se generan en la 

celula tengan la misma capacidad de unirse a todos 10s alelos de moleculas 

clase I1 del MHC. 

La principal funcion de MHC-I1 es presentar peptidos propios y extralios a 

10s linfocitos T CD4+, lo cual es importante, tanto para iniciar una respuesta 

inmune como para mantener la tolerancia inmunologica. Los peptidos de 

proteinas extranas que se presentan con mayor eficiencia por MHC-I1 son 

derivados de las proteinas exogenas que son internalizadas y degradadas por 

las distintas proteasas acidas localizadas en 10s compartimientos endociticos 
I7.l8. Por otra parte, 10s peptidos propios de la celula que son presentados 

eficientemente por MHC-I1 son derivados de proteinas residentes de 

compartimientos endocit.icos o que ticnen acceso a este tip0 de vesiculas y 

que, por lo tanto, son degradadas tambien por las proteasas localizadas en 

estos compartimientos 48. De esta manera, MHC-11, despues de su biosintesis, 

sufren una sene de eventos que les permiten presentar con alta eficiencia 

peptidos derivados de proteinas con las localizaciones mencionadas. Sin 

embargo, como se describira mas adelante, las moleculas clase I1 del MHC 



clase I1 del MHC presentan tarnbikn pkptidos derivados de protefnas con 
otras localizaciones intracelulares 48x51*j2. 

Biosintesis y Ensamble. 

Las cadenas a y p de MHC-11, durante su biosfntesis, son translocadas en 
fonna cotraduccional a1 interior del reticulo endopl6smico (RE) 53. Al 

ingresar en el FLE, las cadenas clase I1 a y p ,  forman dlmeros que se asocian 
con un homotrimero de una tercera proteins, conocida como la cadena 
invariante (Ii) para formar un n o n h e r o  ". Algunos trabajos demuestran la 
participacibn de chaperonas durante la formaci6n de este nonhero ,  como 

la calnexina e IP90, las cuales se asocian a 10s dlmeros ap libres en ausencia 

de cadena Ii j4. La cadena Ii disocia las chaperonas del complejo ap. Otras 

chaperonas, como BIP, pueden unirse tarnbikn a trheros de cadena Ii, asf 
como con uno o dos heterotrimeros up-Ii y retenerlos en el RE hasta que el 

ensarnble del nonhe ro  se complete 58. Algunas fonnas libres de cadena 
invariante son retenidas tambikn en el reticulo endopl8smico. 

Figura 2. Ensamble y transporte de las moleculas clase 11-11 

Lo anterior sugiere fuertemente que no etdsten dimeros ap libres 

intermediaries en presencia de cadena Ii 0, como una alternativa, que de 



existir, su vida media es muy corta j7. Por otra parte, diversos trabajos 

demuestran de manera contundente la participation de la cadena Ii en el 

ensarnble de las moleculas clase I1 js. Distintas regiones en la cadena Ii 

interactuan con las moleculas clase I1 permitiendo el ensamble adecuado del 

heterotrimero 59.". Existe un segment0 de la cadena Ii que se une al sitio de 

union de peptidos de las moleculas clase I1 permitiendo que estas adquieran 

una estructura estable y por lo tanto puedan salir del RE ".". En ausencia de 

cadena Ii, la expresion de moleculas clase I1 en la superficie celular es muy 

bajaa3. No obstante, estudios realizados con sistemas de sintesis de proteinas 

in vitro, sugieren la posibilidad de que durante el ensamble de las moleculas 

clase I1 se formen dimeros up libres, capaces de unir peptidos, lo c u d  

previene la union de la cadena Ii con 10s heterotrimeros up-peptidoa4. Los 

eventos de ensamble de las moleculas clase I1 se ilustran en la figura 2. 

Cadena invariante 

Estructura 

La cadena invariante es una glicoproteina tipo I1 no polimorfica, codificada 

en el cromosoma 5 en el humano y en el cromosoma 18 en el raton. Esta 

molecula se expresa de manera constitutiva por CPA profesionales. En el 

raton existen dos isoformas (p31 y ~411 ,  rnientras que en el humano hay 

cuatro isoformas de la proteina ( ~ 3 3 ,  p35, p41 y p43) 65.66.67 

La principal forma expresada en humano y en raton es de 216 aminoacidos, 

con un dominio amino terminal citoplasmico de 30 aminoacidos, seguidos de 

26 residuos de aminoacidos hidrofobicos que constituyen la region 

transmembranal. I7st.a fclrma es refeiida como p33 en el humano y p31 en el 

raton. La segunda forma de la cadena Ii, expresada solamente en humano 

resulta de un codon alterno de iniciacion de traduccion y es conocida como 

p35 ". 

La tercera isoforma de expresion de esta proteina, expresada en el humano y 

en el raton, es resultante del empalme alterno del mRNA y da  como 



resultado la adicion de un dominio de 64 aminoacidos en la region 

extracelular, generando las proteinas denominadas p41 en el raton y humano 

y p43 solo en el humano por iniciacion alterna de traduccion ' l .  Cualquiera 

de las isoformas mencionadas puede formar parte del trimero. Sin embargo, 

predominan p33 o p35 en el humano y p31 en el raton. 

Funciones. 

La cadena invariante tiene por lo menos tres funciones importantes en el 

procesamiento de antigenos por moleculas clase I1 G8. La primera, como se 

menciono anteriormente, es su participacion en el ensamble para la 

formacion de n o n h e r o s  clase I1 estables, condicion necesaria para salir del 
RE 58.60 . En segundo lugar, la cadena Ii cubre el sitio de union de peptidos de 

las moleculas clase 11, impidiendo la union de peptidos antes de alcanzar la 

via endocitica ". Esto se apoya en trabajos experimentales que demuestran 

que 10s trimeros ap-Ii son incapaces de unir peptidos in vitro, mientras que la 

eliminacion de la cadena Ii, reestablece la capacidad del dimero clase I1 para 

unir peptidos ". Finalmente, la porcion intracitoplasmica de la cadena 

invariante contiene una senal de trace intracelular que lleva las moleculas 

clase I1 a la via endocitica 70-72 .  En ausencia de la cadena invariante, pocos 

dimeros clase I1 pueden localizarse en la via endocitica. El trafico 

intracelular inducido por la cadena invariante varia de acuerdo al tip0 

celular 7 3 .  

Transporte de moleculas clase 11-cadena Ii a la via endocitica. 

Los nonameros clase 11-Ii que salen del RE viajan a traves del aparato de 

Golgi hasta la red de trans-Gs1g-i (TSN),  iie donde el complejo multimerico 

es desviado a compartimentos endociticos 1 4 .  Una de las primeras evidencias 

importantes de que las moleculas clase I1 son desviadas a la via endocitica 

fue la demostracion del tiempo que tardan en llegar a la superficie celular (1- 

3 horas), comparado con las moleculas clase I (30 minutos) ",". 



Estudios previos sugerian la presencia de MHC-11, en compartimientos de la 

via endocitica, despues de su biosintesis 77, lo cual fue confirmado por 10s 

estudios de microscopia electronica de Guagliardi y Brodsky ". 

Simultheamente, 10s estudios de Bakke y Dobers~tein '~ y 

subsecuentemente de Peterson y co laborad~res ,~~  demostraron que la 

cadena invariante tenia en su estructura una secuencia de aminoacidos que 

constituye una senal de trafico que desvia las moleculas clase I1 del TGN 

hacia compartimientos de la via endocitica. En estos trabajos se generaron 

mutantes en distintas regiones del gen de p33, con las que se demostro que 

en la region amino terminal, alrededor del residuo 30, se localiza un motif de 

dos leucinas que son importantes, tanto para la salida de la cadena Ii del RE 

como para su transporte a la via endocitica. A partir de entonces, multiples 

trabajos han confirmado la participacion de la cadena Ii en el trafico de las 

moleculas clase I1 a la via e n d o c i t i ~ a ~ ~ . ~ ~ .  

La senal de trafico de la cadena invariante es similar a una region presente en 

el receptor de manosa 6-fosfato cation independiente (RM6P CI), que 

participa en el destino de proteinas del TGN a la via endocitica en vesiculas 

cubiertas de clatrina, con la participacion de la proteina adaptadora 1 (AP- 

1). Ademas, el motif de leucinas de la cadena Ii, al igual que en otras 

proteinas que viajan a la via endocitica, se une con regiones de la proteina 

adaptadora AP-1, lo que sugiere que este mecanismo de transporte es 

utilizado por MHC-11-cadena Ii para llegar a la via endocitica. Sin embargo, 

tanto evidencias bioquimicas como estudios de microscopia 

inmunoelectronica demostraron que una fraccion importante de MHC-I1 de 

neosintesis es incorporada a la via endocitica en vesiculas derivadas del 

TGN, sin clatrina ni AP-1". Tomando en cuenta lo aiiierior, es posible que las 

moleculas clase 11-Cadena Ii puedan entrar a la via endocitica por mas de 

una ruta. 

En apoyo a lo anterior, 10s trabajos de Germain y colaboradores sugieren que 

la via de llegada de MHC-I1 a la via endocitica es a traves del TGN hacia 10s 

endosomas t e m p r a n o ~ ~ ~ .  mientras que otros trabajos sugieren que las 

moleculas clase I1 son transportadas del TGN a compartimentos endociticos 



tardios 82.83. Sin embargo, la mayoria de evidencias experimentales sugieren 

que la principal via de entrada de las MHC-I1 a la via endocitica es a traves 

de endosomas tempranos 74.79.80 . Los estudios de Mellman y colaboradores, en 

linfocitos B y celulas dendriticas, utilizando electroforesis en flujo libre 

despues de fraccionamiento celular, proponen un modelo en el que la 

mayoria de las moleculas clase II-Ii son transportadas del TGN a endosomas 

tempranosIg. Por otro lado, 10s trabajos de Geuze y colaboradores 

demostraron tarnbien que la mayoria de 10s complejos ap-li llegan a la via 

endocitica por compartimientos sin transferrina, que es un marcador de 

vesiculas de reciclaje. Esto sugiere que la principal via de acceso de estos 

complejos a la via endocitica es por endosomas tempranos posteriores a las 

vesiculas de reciclaje 83. 

Dependiendo del tip0 de celula, las moleculas clase I1 parecen dirigirse hacia 

distintos compartimientos y acumularse en ellos. Asi, algunos trabajos han 

demostrado que en linfocitos B, MHC-I1 son mas abundantes en 

compartimientos relacionados con 10s endosomas tempranos, per0 tambien 

en compartimentos relacionados con endosomas tardios denominados MIIC 

(compartimientos clase 11), que morfologicamente son multilaminares, lo que 

10s distingue de 10s endosomas tardios y de 10s lisosomas clasicos @. NO 

obstante, en linfocitos B humanos y murinos, se han podido detectar 

moleculas clase I1 en toda la via endocitica n5. En melanomas, celulas COS y 

otras celulas, las moleculas clase I1 se localizan a todo lo largo de la via 

endocitican6. En otras CPA profesionales, las moleculas clase I1 se acumulan 

predominantemente en 10s compartimentos denominados MIIC. 

Ademas del transporte hacia la vi2 endocitica, id caaena invariante puede 

dirigir el trafico de MHC-I1 dentro de 10s compartimentos endosomicos 87. 

Tomando en cuenta que, despues de su llegada a la via endocitica, la cadena 

Ii se degrada en forma secuencial, algunos trabajos demuestran que, 

dependiendo de 10s productos de degradacion de la cadena Ii que 

permanecen unidos a MHC-11, estas pueden transportarse y acumularse en 

diferentes compartimentos. Esto podria explicar las diferencias en la 



localization de MHC-I1 en la via endocitica de las distintas celulas asi como 

en 10s diferentes estadios de desarrollo de una rnisma celula ". 

Algunos trabajos han sugerido la existencia de senales de trkfico en la 

secuencia de las cadenas cx y p de MHC-11. En el tallo citoplasmico de la 

cadena p se encuentran senales de internalization Asi, en ausencia de 

cadena Ii, las pocas moleculas clase I1 que salen del RE viajan a la superficie 

celular, despues de lo cual son transportadas a compartimientos endociticos 

para su posterior reciclaje Este mecanismo es utilizado tambien por una 

pequena porcion de MHC-I1 que son transportadas del TGN a la membrana 

celular, de donde son internalizadas via el dominio de di-leucinas localizado 

en la cadena p, mediante vesiculas recubiertas con clatrina ". 

Disociacion de la Cadena Ii. 

Para permitir la union de peptidos a MHC-11, la cadena Ii se disocia del 

dimero clase I1 en forma gradual, a partir de su llegada a la via endocitica. En 

esto participan proteasas lisosomicas y el pH acido. En la via endocitica, 10s 

complejos MHC-11-cadena Ii, sufren un procesamiento secuencial que inicia 

con la region carboxilo terminal luminal 93. Los ultimos eventos de 

degradacion de cadena invariante parecen ocurrir en endosomas tardios, 

relacionados con el compartimiento MIIC y participan enzimas de la familia 

de las cisteil proteasas 94.g5. De esta manera el inhibidor de cisteil proteasas, 

leupeptina, inhibe la degradacion final de la cadena Ii. Las moleculas clase I1 

obtenidas de celulas humanas tratadas con este inhibidor, contienen unido 

un polipeptido de 20-21 kDa denominado LIP (Peptido inducido por 

leupeptina asociado a !as r?,oldculaa ciase 11)"". En celulas humanas tratadas 

con leupeptina es posible detectar tambien un polipeptido de 10 kDa 

denominado SLIP (peptido pequeno de la cadena Ii asociado a MHC-11). 

Dentro de este peptido (p10) se localiza el fragmento 81-104, que es el ultimo 

fragmento de cadena invariante que permanece asociado a moleculas clase I1 

denominado CLIP (peptido de cadena Ii unido a clase 11) 97.Y8. 



Estudios "in vitro" han demostrado la participacion de distintas proteasas 

en la degradacion de la cadena Ii gg.'OO,:O' . Los trabajos de Blum y Cresswell 

demostraron degradacion de la cadena Ii por catepsina B, con la generacion 

de fragmentos de 27, 24, 10 y 15 kDa (similares al t a m d o  de 10s productos 

de degradacion de cadena Ii in vivo). En estos estudios, la proteolisis de la 

cadena invanante es muy ineficiente, lo que sugiere la actividad conjunta de 

otras proteasas ". Otros trabajos realizados tambien in vitro, sugirieron la 

participacion de la catepsina B en la degradacion de Ii ''? Sin embargo, 

estudios con inhibidores de cisteil proteasas o con celulas provenientes de 

ratones deficientes de catepsinas D, B y L demostraron que ninguna de estas 

enzimas es esencial para la degradacion de la cadena Ii, sugiriendo que otras 

proteasas estan involucradas en el procesamiento de la cadena Ii '03,'04. 

Estudios recientes han demostrado que la catepsina S y en menor 

proporcion catepsina L, per0 no B y D, son capaces de hidrolizar el amino 

terminal del fragment0 p10 y generar el peptido CLIP a partir de la isoforma 

P31 de la cadena Ii ' 05~10~ . '07 .  En linfocitos B humanos y murinos, la inhibition 

de catepsina S bloquea el procesamiento de la cadena Ii, evitando la 

generacion del CLIP, lo cual confirma que esta enzima es la mas importante 

para la degradacion final de la cadena Ii. Ya que la catepsina S mantiene su 

actividad aun a pH neutro, esta enzima puede promover la degradacion de la 

cadena Ii en cualquiera de 10s compartimientos endociticos, incluyendo 

endosomas tempranos. La catepsina S se expresa en todas las celulas 

presentadoras de antigen0 profesionales analizadas '"'. 



Intercambio de pbptido. 

Despues del procesamiento de la cadena invariante, el CLIP permanece 

unido a1 sitio de union de peptidos de la molecula clase 11. Por lo tanto, la 

union del peptido antigenic0 que sera presentado por MHC-11, requiere de la 

disociacion de CLIP. El intercambio de CLIP con 10s peptidos presentes en 

10s compartimientos endociticos es indispensable ya que de no ocurrir esto, 

la mayoria de las moleculas clase I1 en la superficie celular presentarian 

CLIP. 

En la liberacion del CLIP no parecen participar proteasas intracelulares. La 

molecula clase I1 no clasica HLA-DM (H-2DM en ratones) tiene un papel 

importante en el intercambio del CLIP por otros peptidos 109~110~"1. En 

humanos, DM es codificada por 10s genes DMA y DMB de la region clase I1 

del MHC 'I2, su polimorfismo es limitado, no se expresa en la membrana 

celular y es abundante en compartimientos endociticos similares a MIIC l13. 

Aparentemente, una senal de trafico, distinta de la de la cadena Ii y de MHC- 

I1 clasicas, dirige el dimero DM a la via endocitica 'I4. 

Las moleculas DM humanas y murinas, tienen poca homologia en secuencia 

con las moleculas clase I1 convencionales. Sin embargo, 10s estudios 

cristalograficos han mostrado una gran similitud en la estructura de DM, 

MHC-I1 y MHC-I clasicas 115,L'6. La principal diferencia con las moleculas del 

MHC clasicas es que, tanto las moleculas DM humana y murina no tienen 

sitio de union de peptido. Estudios in vitro con moleculas DM purificadas 

sugieren que, a pH 5.0, estas promueven la disociacion de peptidos unidos a 

H1.A-DR. y no s6!o del CLIP '17. Este prowso iibera a ias moleculas clase I1 de 

10s peptidos endogenos de Ii y aumenta la eficiencia de union de otros 

peptidos presentes en el sitio de liberacion de CLIP lI8. La funcion de DM en 

linfocitos B es regulada por otra molecula clase I1 no clasica, denominada 

DO, codificada tambien en el MHC. Se ha postulado que DO es una 

modulador negativo de la funcion de DM I:'. 



Las celulas deficientes en DM acumulan moleculas clase I1 con el peptido 

"'O '"'. La CLIP y son ineficientes en la presentacion de antigenos exogenos 

participacion de DM en el procesamiento de antigen0 es menor en el raton 

que en el humano. Ademas, existen diferencias en el requerimiento de DM 

por 10s distintos alelos clase I1 IT'. Esto ha llevado a postular la existencia de 

un mecanismo adicional para la disociacion del CLIP. Asi, 10s estudios de 

Hammerling y colaboradores demuestran que, a pH acido, 10s residuos 81-90 

del segment0 amino terminal de CLIP pueden autocatalizar la liberacion de 

este peptido y de otros peptidos de Ii, permitiendo la carga de peptidos 

generados en la via endocitica por un mecanismo de liberacion alosterica 12'. 

Compartimentos especializados en la union de peptidos a MHC-11. 

Lo descrito, demuestra la participacion de 10s compartimentos endociticos 

en el procesamiento y presentacion de antigenos por MHC-11. Sin embargo 

LExiste un sitio especializado en la via endocitica para la union de peptidos 

derivados de procesamiento a las moleculas clase II? 

En CPA no profesionales, con base en cineticas de endocitosis y en la 

distribution diferencial de receptores, se han determinado cuatro tipos de 

vesiculas endociticas: primarias (de reciclaje) endosomas tempranos, 

endosomas tardios y lisosomas. No obstante, como se menciono, en las CPA 

profesionales se han descrito compartimentos endociticos especializados, en 

10s que abundan las moleculas clase I1 lZ4.l2'. Estos compartimientos, que 

contienen un gran numero de vesiculas con membranas internas, se 

denominan MIIC y han sido identificados en linfocitos B y lineas de ellos, 

celulas dendriticas, ck!u!os dc Langerhaiis, iiio~~ocitos y macrofagos "".'". En 

experimentos realizados en estos tipos celulares, se han obtenido evidencias 

que demuestran que estos compartimentos son 10s sitios de carga de 

peptidos a MHC-I1 128.'2Q. De acuerdo con lo anterior, 10s compartimentos 

MIIC de celulas humanas y murinas son muy ricos en DM L30,13'. Estos 

compartimentos tienen marcadores tanto de endosomas tardios, como de 

lisosomas, asi como una gran variedad de enzimas proteoliticas, per0 sus 



caracteristicas estructurales difieren de 10s compartimientos endociticos 

clasicos. 

En algunos estudios se han determinado, por morfologia, subtipos de 

compartimientos MIIC, incluyendo algunos que contienen vesiculas internas 

y capas de membranas denominados multivesiculares y multilaminares, 

respectivamente 13'. En una linea de celulas B humanas se determino un 

subtipo de MIIC con abundante cadena Ii y pocas vesiculasal que se 

denomino MIIC temprano. Estudios de fraccionamiento subcelular y 

microscopia electronica sugieren que MIIC temprano es el principal sitio de 

acceso de las moleculas clase I1 a la via endocitica ". Se ha propuesto 

tambien que el MIIC temprano es el precursor del compartimiento MIIC 

multilaminar/multivesicular clasico lY2. Por otra parte, al mismo tiempo que 

Pierre y colaboradores, Amigorena y colaboradores demostraron, mediante 

electroforesis en flujo libre, en el linfoma B murino A20, un segundo 

compartimiento de carga de MHC-I1 con peptidos que, al igual que MIIC, 

difiere de 10s endosomas clasicos. Este compartimiento fue denominado CIIV 

(vesiculas que contienen MHC-II)78. Estudios recientes han sugerido que 

CIIV tiene caracteristicas similares a las  de MIIC temprano y que la principal 

diferencia entre ambos es la abundancia de cadena Ii en este 84. 

A pesar de las evidencias experimentales, hasta hace poco no se sabia si 10s 

compartimientos MIIC/CIIV comprendian estructuras endociticas unicas o 

pertenecian a compartimentos convencionales de la via endocitica. Geuze y 

colaboradores hicieron una caracterizacion detallada de 10s compartimentos 

endociticos en linfocitos B humanos y en el linfoma B murino A20, donde 

identificaron seis suDcorr,partrti~-dcntos distiiiius dentro cie la via endocitica. 

Asi, MIIC equivale a 10s endosomas tempranos, tardios y lisosomas presentes 

en las CPA no profesionales, proponiendo que 10s MIIC son compartimientos 

endociticos clasicos que acumulan MHC-I1 84. 

Recientemente se han extendido las evidencias experimentales de que 10s 

compartimentos MIIC son 10s principales sitios de la via endocitica en donde 



10s peptidos se unen a MHC-11. En experimentos con anticuerpos dirigidos 

contra complejos MHC-peptido especifico, se encontro que MIIC temprano 

es el primer sitio donde se pueden detectar estos complejos. Sin embargo, 

estos complejos MHC-peptido son mas abundantes en 10s compartimientos 

MIIC multilaminares/multivesiculares maduros '33. 

Ademas de las evidencias que demuestran la gran abundancia de moleculas 

clase I1 en MIICICIN y el papel de estos compartimentos en la union de 

peptidos, todo indica que la degradacion final de la cadena Ii y la remocion 

del CLIP se llevan a cab0 tambien en este tip0 de compartimientos (refs). 

Finalmente, la existencia de enzimas proteoliticas en MIICICIN, hace 

posible que en ellos se genere un gran numero de peptidos. Los puntos 

anteriores sugieren que este tipo de estructuras endociticas, formadas en 

CPA profesionales, aparentemente por la presencia de moleculas clase I1 

clasicas y no clasicas (DM), son cruciales para el procesamiento y 

presentacion de antigenos por MHC-I1 95.'34. 

Por otra parte, evidencias experimentales indican que, en el procesamiento y 

presentacion de antigenos por moleculas clase I1 puede participar mas de un 

compartimieto, dependiendo del antigeno, del peptido estudiado, del alelo 

del MHC, asi como del tipo de CPA 79.'35. De acuerdo con esto, en linfocitos B 

10s compartimentos MIIC tempranos (CIIV), parecen ser mas importantes 

que en otras CPA profesionales. Finalmente, a pesar de que la mayoria de 10s 

peptidos que se generan en la celula se unen a MHC-I1 de neosintesis, en 10s 

compartimientos MIICICIIV un  pequeno grupo de peptidos se une a 

moleculas clase I1 maduras que son internalizadas de la membrana 

plasmatica, principllmer.te a vcsicu:as i;e reciciaje, por ei motqdi-leucina de 

la MHC-I1 p 92. Los peptidos que se unen a estas moleculas tienden a estar 

expuestos en las proteinas y no requieren de actividad proteolitica agresiva; 

por lo tanto, podrian generarse en endosomas tempranos. 



Importancia del Pkptido en la estabilizacion del dimero clase 11. 

A1 igual que para las moleculas clase I, diversos trabajos demuestran la 

participacion del peptido en la estabilizacion del dimero clase 11. La 

aparicion, en presencia de un peptido adecuado, de una forma de dimeros 

clase I1 denominada compacta, resistente al SDS, y que en geles de 

poliacrilamida, despues de inmunoprecipitacion con anticuerpos 

monoclonales, permanece como un dimero de 55-60 kDa (ap-peptido), 

demuestra que el peptido induce un cambio conformacional en el 

heterodimero clase 11, promoviendo una estructura estable 13'. 

Los estudios de Shadegh-Nasseri y colaboradores demuestran que en la 

generacion de complejos clase 11-peptidos de vida media larga, hay dos 

estadios fundamentales. El primer0 ocurre en un pH acido, que promueve la 

adquisicion de una conformacion optima del heterodimero clase I1 para la 

captura del peptido. En el segundo estadio, despues de la neutralization del 

pH, se estabiliza la union del peptido, dando como resultado una interaccion 

de alta afinidad con el peptido asociado 10.137. Estos estudios sugieren que el 

pH acido de 10s endosomas/lisosomas es crucial para la union de peptidos a 

las moleculas clase I1 del MHC. Finalmente, la adicion de peptidos exogenos 

a celulas con baja expresion de MHC-I1 aumenta la expresion de estas en la 

superficie, confirmando nuevamente la importancia de 10s peptidos para que 

MHC-I1 adquieran una conformacion estable y viajen a la superficie celular 

13'. ES importante mencionar que no todos 10s peptidos que se unen a MHC- 

I1 son capaces de inducir la formacion de dimeros estables. 

Transpnrte c!e MUC-!I n !a superficie ceiuiar. 

Una vez que, por la union de un peptido antigenico, MHC-I1 adquieren una 

conformacion estable, se expresan en la membrana celular para llevar a 

acabo su funcion de presentar antigeno. El mecanismo de transporte de 

MHC-I1 a la membrana celular no esta bien definido. Se ha sugerido que las 

vesiculas que contienen moleculas clase 11-peptido pueden fusionarse con 



vesiculas derivadas del TGN para seguir la via de exocitosis clasica. Sin 

embargo, no hay evidencias experimentales que apoyen la existencia de esta 

via de transporte. Los trabajos realizados recientemente, en lineas de 

linfocitos B humanos, por Raposo y colaboradores demuestran 10s 

compartimentos MIIC formados por una membrana externa y vesiculas 

internas pueden seguir una via de exocitosis directa a la superficie celular. 

En estos experimentos se demostro que la membrana externa de 10s 

compartimentos MIIC que contienen complejos MHC-Peptido, se fusiona 

con la membrana plasmatica y que las vesiculas internas, en las que hay 

tambien una gran cantidad de moleculas clase I1 cargadas con peptido son 

liberadas a1 medio. Estas ultimas vesiculas son denominadas exosomas 

Por otra parte, 10s trabajos de Wubbolts y colaboradores pusieron en 

evidencia, en una linea celular de melanoma, una ruta de transporte de 

compartimientos endociticos tardios con moleculas clase 11-peptido a la 

membrana celular, que no involucra endosomas tempranos. Estos trabajos 

sugieren la fusion de compartimientos con caracteristicas de MIIC con la 

membrana plasmatica I". Finalmente, 10s trabajos de Pond y colaboradores, 

en linfocitos B humanos, confirman que el transporte de compartimentos 

MIIC a la membrana plasmatica es independiente de endosomas tempranos 

y que puede ser bloqueado por BFA, sugiriendo un transporte vesicular 14'. 

Todos estos trabajos apuntan hacia la existencia de un transporte direct0 de 

compartimentos endosomicos intermedios (MIIC) a la membrana 

plasmatica, posiblemente mediado por vesiculas. Sin embargo, 10s trabajos 

descritos no explican la forma en que 10s complejos MHC-peptidos llegan de 

compartimientos endosomicos diferentes a MIIC a la membrana celular. 

2.-Mecanismos de transporte intracelular mediado por vesiculas. 

Muchos de 10s eventos que participan en el procesamiento y presentacion de 

antigenos por moleculas clase I1 dependen de 10s mecanismos de transporte 

intracelular mediados por vesiculas. Este tipo de transporte participa tanto 



en la llegada de moleculas importantes a la via endocitica como en el 

transporte de 10s antigenos que habran de ser procesados. 

La mayor parte del transporte vesicular en las celulas eucariontes, se lleva a 

cab0 por la evaginacion de las membranas existentes, que da lugar a la 

formacion de nuevas vesiculas. Inicialmente, en este proceso participan una 

membrana donadora y proteinas, cuya funcion principal es recubrir a la 

membrana donadora. Estas proteinas funcionan como un sosten para la 

formacion de las vesiculas y tienen un papel muy importante en definir la 

forma, el tamano y probablemente en determinar el contenido y destino de 

las vesiculas 14z.'43. 

Las proteinas que llevan a cab0 estas funciones se ensamblan a partir de 

subunidades dispersas en el citosol, las cuales se polimerizan en la superficie 

de la membrana donadora para iniciar el proceso de evaginacion. En el 

proceso de ensamble de las proteinas que recubren a la membrana donadora 

participan distintas familias de GTPasas 144. Por otro lado, en el 

reconocimiento, por la membrana blanco, de la vesicula recien formada, 

participa un par de moleculas que funcionan como ligando receptor: v- 

SNARE, en la vesicula, y t-SNARE, en la membrana blanco '45.146. Una vez 

que ocurre esta interaccion, el complejo de SNARES sirve como receptor de 

una proteina denominada SNAP. Finalmente, para la fusion de las 

membranas, la hidrolisis de A T P  mediada por otra proteina denominada 

NSF, permite la disociacion del complejo SNARE-SNAP '*I. 

La especificidad del mecanismo de reconocimiento entre las vesiculas recien 

formadas y 18 membrsns b!ar,c~ se debt: a id expresion de distintas SNARES 

en cada organelo. Ademas de las proteinas antes mencionadas existe otra 

familia de proteinas que proporcionan un nivel adicional de especificidad a1 

mecanismo de fusion. Estas son las proteinas denominadas Rab, las cuales se 

expresan tambien de manera especifica en 10s distintos compartimentos y 

aumentan la selectividad de 10s mecanismos de transporte 14'. Las proteinas 



Rab se han asociado principalmente en el acoplamiento de vesiculas como 

reguladoras de SNARE. 

Existen distintas vesiculas que surgen de diferentes membranas celulares. 

Por ejemplo, en el transporte de proteinas en la via exocitica temprana, 

participan principalmente dos tipos de vesiculas que se distinguen por las 

proteinas que revisten a la membrana donadora. De esta manera, para el 

transporte de RE a Golgi y para el transporte entre las cisternas del Golgi, 

las vesiculas que se forman estan recubiertas por COPI y COPII 14'. Ambos 

tipos de vesiculas participan de manera sinergica. En la formacion de 

vesiculas COPI participan la GTPasa ARF y siete subunidades citosolicas 

denominadas a. p, p, 6, -1. E y :. Para las vesiculas COPII participan la GTPasa 

SAR y otras subunidades citosolicas. El antibiotic0 brefeldina A (BFA) 

bloquea el intercambio de nucleotidos en la proteina ARF y, por lo tanto, 

afecta la formacion de vesiculas COPI, impidiendo el transporte entre el RE y 

Golgi y entre las cisternas del Golgi 15'.15'. 

Para el transporte y clasificacion de las proteinas sintetizadas en 10s 

ribosomas asociados a RE a 10s distintos destinos en la celula, existen varios 

tipos de vesiculas que se originan de la red del trans-Golgi (TGN), que es una 

estacion importante de almacenamiento en la via biosintetica. En estas 

vesiculas, se incluyen las de la via de secrecion constitutiva, 10s granulos de 

secrecion almacenados y las vesiculas que van a dirigirse a compartimientos 

endociticos 15'. Algunas de las vesiculas originadas en el TGN estan cubiertas 

con proteinas citosolicas desconocidas. Para el transporte de proteinas del 

TGN a la via endocitica, uno de 10s ejemplos mejor estudiados es el de las 

proteinas rnr? residuss dc maiiosa fusIuriiados que son transportadas 

mediante el (RM6P CI)'". Existen dos tipos de RM6P que se unen a una 

gran variedad de enzimas recien sintetizadas en el TGN, despues de lo cual, 

10s complejos ligando-receptor son clasificados en proteinas que van la via 

secretora o a la membrana plasmatica, para ser transportadas de ahi a la via 

endocitica. Este transporte se lleva a cab0 en pequenas vesiculas cubiertas 

con clatrina que emergen del TGN, con la participacion de la proteina 



adaptadora 1 (AP-1)"'. Ademas de 10s efectos mencionados, la BFA inhibe la 

asociacion de AP-1 con las membranas del TGN. Por otra parte, el ionoforo 

monensina, que intercambia iones Na' por protones, inhibe el transporte del 

TGN a vesiculas acidas '5j.'58 . Estudios recientes han demostrado que RMGP 

CI puede tambien mediar el transporte de la membrana plasmatica a 

endosomas tempranos y a lisosomas. 

Para la internalizacion de antigenos a la via endocitica, la mayoria de las 

vesiculas que se originan de la membrana plasmatica tambien estan 

cubiertas con clatrina, con la participacion la proteina adaptadora AP-2 'j7. 

Tomando en cuenta que hay al menos cinco diferentes rutas de endocitosis, 

la formacion de vesiculas a partir de la membrana plasmatica, depende de 

una gran variedad de proteinas. Ademas, algunas proteinas son 

internalizadas por vias independientes de clatrina. Finalmente, existe una 

proteina denominada caveolina que participa en la endocitosis de ciertas 

proteinas, por medio de vesiculas denominadas caveolas 'j8. 

Como un ejemplo de la complejidad de las rutas de endocitosis, en la 

endocitosis mediada por receptores, ademas de las proteinas mencionadas 

participan una serie de proteinas entre las que se encuentran la proteina 

Eps-15, localizada en la superficie de vesiculas cubiertas por clatrina. Eps-15 

se une a otra proteina denominada a-adaptina 'j9. Otra proteina de gran 

importancia es la sinajaptonina, que interactua tambien con la proteina Eps- 

15 para controlar la endocitosis mediada por clatrina y para conectar con el 

citoesqueleto las vesiculas ya formadas I". Otros elementos que participan 

en el transit0 intracelular son proteinas que unen GTP, como la dinamina, 

aue act.i.3.a ccmo una enziiiia rrlecanico-quirnica ya que trabaja 

ensamblandose en estructuras parecidas a anillos que constrinen las 

invaginaciones iniciales de la superficie celular para dar lugar a vesiculas 

recubiertas de clatrina '61,'62. Una vez formada la vesicula, la clatrina se pierde 

rapidamente y las vesiculas recien formadas se fusionan con 10s endosomas. 



A pesar de lo mencionado, 10s mecanismos de transporte vesicular entre 10s 

diferentes compartimientos intracelulares no estan bien definidos, ademas 

de que continuamente se descubren mas participantes. Recientemente se 

describio otra proteina adaptadora denominada AP-3, que participa en el 

transporte entre el TGN y 10s endosomas por una via independiente de 

clatrina 163. 

Por otra parte, se han descrito una serie de proteinas de la familia Rab que 

estan involucradas en distintos tipos de transporte. En mamiferos se han 

identificado alrededor de 40 proteinas Rab, incluyendo isoformas de algunas 

de ellas 164. La complejidad de la familia de proteinas Rab en las celulas de 

mamifero se correlaciona con la diversidad de rutas de transporte de 

vesiculas encontradas en la gran variedad de tipos celulares, tanto en 

exocitosis como endocitosis. 

De las proteinas Rab descritas hasta el momento, algunas podrian 

participar en el transit0 entre 10s sitios o compartimientos relevantes para el 

transporte de MHC-I1 y de antigenos presentados por estas moleculas. Por 

ejemplo, Rab5 participa en el transporte de la superficie celular a endosomas 

tempranos 16* Rab4, en el transporte homotipico entre endosomas 

tempranos Im":ab7, transporta vesiculas de endosomas tempranos a tardios 

y de endosomas tardios a lisosomas '"7.'"8; Rab9, transporta entre endosomas 

tardios y TGN y Rabl l  se localiza en el TGN, grhulos  de secrecion y 

endosomas y aparentemente funciona en el reciclaje entre endosomas y la 

superficie celularl". Finalmente, Rab24 se ha encontrado en endosomas 

tardios, per0 tambien se ha localizado en el RE y se ha sugerido que participa 

en procesos r i p  autof&ia. 

De acuerdo a lo mencionado, es posible que existan multiples rutas de 

transporte, aun no caracterizadas, implicadas en el transporte no solo de 

moleculas relevantes en el procesamiento de antigenos sino tambien de 

antigenos exogenos y endogenos para su procesamiento y presentacion por 
MHC-11. 



3.-Proteinas exogenas: fagocitosis, pinocitosis y endocitosis mediada por 

receptores. 

Como se menciono, existen distintas rutas de endocitosis, mediante las 

cuales las proteinas exogenas pueden penetrar a la celula para ser 

presentadas por MHC-11. Por otro lado, la endocitosis de 10s antigenos varia 

en 10s distintos tipos de CPA 17'. 

Muchos microorganismos penetran a las CPA mediante un proceso 

denominado fagocitosis. La fagocitosis (celulas comiendo) se inicia por la 

union de complejos antigeno-anticuerpo o de otros complejos ligando- 

receptor que se unen a 10s distintos receptores expresados en la superficie 

celular, lo que resulta en polimerizacion de actina y formacion de 

pseudopodos que toman las particulas dando como resultado la formacion 

de fagosomas ''I. 

Por otro lado, 10s diferentes tipos de CPA pueden internalizar una gran 

cantidad de moleculas del medio externo mediante pinocitosis en fase fluida 

17'. Este proceso se inicia con la formacion de pequenas hendiduras en la 

membrana plasmatica, con frecuencia recubiertas por clatrina, las cuales 

atrapan, en forma inespecifica, liquidos y proteinas del medio extracelular a 

la celula. Los linfocitos B, a1 igual que las celulas dendriticas, pueden 

internalizar antigen0 por este mecanismo. Sin embargo, en muchas 

ocasiones esta via es ineficiente. Las celulas dendriticas internalizan grandes 

cantidades de material extracelular mediante un proceso denominado 

macropinocitosis 173. 

Por otra parte, las CPA poseen un  gran numero de receptores que permiten 

la internalizacion de moleculas de manera especifica. Este proceso es 

denominado endocitosis mediada por receptores y en el participan entre 

otros, 10s receptores para la porcion Fc de 10s anticuerpos, receptores de 

manosa y en linfocitos B, la inmunoglobulina de s~perf ic ie '~" . '~~.  Esta via de 



internalizacion es altamente eficiente. La internalizacion del antigeno por 

receptores se lleva a cabo, como se menciono, mediante invaginaciones que 

dan lugar a las vesiculas cubiertas con clatrina. En la internalizacion de 

receptores, participan senales de tirosinas o di-leucinas, capaces de reclutar 

a la proteina adaptadora 2 (AP-2)'7".'77. Dependiendo de la secuencia senal en 

10s receptores y de la interaccion con diversas proteinas citosolicas, 10s 

complejos ligando-receptor pueden ser transportados a distintos 

subcompartimientos de la via endocitica 17'. 

Los antigenos internalizados por cualquiera de las rutas mencionadas son 

presentados eficientemente por moleculas clase I1 del MHC, ya que despues 

de ser endocitados tienen acceso a las distintas enzimas proteoliticas y a 10s 

compartimientos especializados para el procesamiento de antigeno 17'. Sin 

embargo, como veremos mas adelante, hay evidencias de que las distintas 

vias de internalizacion de antigenos pueden conducir a diferentes 

compartimientos endociticos y, por lo tanto, a distintos sitios de 

procesamiento y presentacion de antigenos por moleculas clase 11. 

4.-Proteinas endogenas: localization en la celula y senales de trafico 

intracelular. 

Tanto en 10s ribosomas libres, como en 10s ribosomas asociados al RE, todas 

las celulas del organism0 sintetizan continuamente proteinas que, desde su 

biosintesis hasta su destino final en la celula, siguen distintas rutas de 

transporte intracelular. Las proteinas sintetizadas en 10s ribosomas libres del 

citosol, son las citosolicas, mitocondriales o nucleares. Por otro lado, entre 

las protfinas sintetizsdas cii los ribobu~nas asociados a1 RE se encuentran las 

proteinas de membrana, de secrecion, residentes del RE y Golgi y proteinas 

residentes de 10s compartimientos endociticos. 

En celulas eucariontes, el destino de una proteina depende de senales 

contenidas en su secuencia de aminoacidos. Las proteinas sin una secuencia 

senal que permita el anclaje de 10s ribosomas al reticulo endoplasmico, se 



sintetizan en 10s ribosomas libres del citosol, de donde son liberadas hacia su 

destino final. Las proteinas citosolicas pueden ser libres o asociadas a la cara 

intracelular de la membrana. Las primeras pueden permanecer solubles, 

polimerizarse para formar redes o unirse a otras proteinas. Otras proteinas 

sintetizadas en 10s ribosomas libres del citosol son las nucleares, que son 

importadas al nucleo mediante secuencias especificas en la proteina. Por 

otra parte, a pesar de que algunas proteinas mitocondriales son codificadas y 

sintetizadas en las mismas mitocondrias, muchas proteinas residentes de 

este organelo son codificadas por el DNA cromosomico y sintetizadas en 10s 

ribosomas libres en el citosol, despues de lo cual son transportadas a las 

mitocondrias. 

a)Proteinas sintetizadas en 10s ribosomas asociados a reticulo 

endoplasmico. 

Las proteinas de esta via son denominadas tambien de la via exocitica o de 

secrecion descrita por Palade en 1975 In". Estas proteinas se sintetizan en 10s 

ribosomas asociados a RE y, en forma cotraduccional, son translocadas al 

interior del RE o integradas a la membrana de este compartimiento. Este 

proceso se Ueva a cab0 por una maquinaria macromolecular denominada 

traslocon 1n' . 'n2.  La traslocacion cotraduccional se inicia en el citosol con la 

sintesis de un segment0 hidrofobico, generalmente en el extremo amino 

terminal de la proteina naciente, denominado secuencia o peptido selial. 

Esta secuencia es reconocida por una ribonucleoproteina denominada SRP 

(particula de reconocimiento de senal), de la cual depende la direccion del 

complejo ribosoma-proteina naciente-SRP a la membrana del RE de una 

manera dep~nrliente rle GTP ln3 .  Viia vez que ei complejo se une a la 

membrana del RE, la proteina es transferida a un canal acuoso de 

traslocacion, el cual es aislado del microambiente citosolico por una union 

estrecha membrana-ribosoma In'. El componente mejor caracterizado del 

traslocon es el complejo heterotrimerico Sec61 In'. Para las proteinas de 

secrecion, el principal papel del traslocon es facilitar el movimiento de todo 

el polipeptido a traves de la membrana impermeable del RE. Sin embargo, 



para las proteinas de membrana, ademas de la traslocacion de algunos 

dominios de la proteina, el traslocon debe ser capaz de reconocer dominios 

potenciales de membrana y facilitar su integracion a la bicapa lipidica. 

El viaje de las proteinas de la via exocitica a su destino final en la celula inicia 

en el RE. Asi, las proteinas de esta via, con excepcion de las proteinas 

residentes de RE, permanecen en este sitio muy brevemente para dar inicio 

a1 proceso de transporte vesicular, a traves del Golgi, hacia 10s distintos 

destinos en la celula. Como se menciono, una caracteristica importante de 

las proteinas de la via exocitica, que determina su clasificacion y destino 

final, son las senales de trafico o de permanencia en 10s distintos 

compartimentos. Estas senales son secuencias de 4 a 25 residuos en la 

secuencia pero tambien pueden ser estructuras dependientes de 

conf~rmacion'~~.  Una proteina puede tener multiples senales de transit0 que 

colectivamente determinan su itinerario. 

Una proteina con una senal de transporte se concentra en una vesicula en 

formacion por el resultado, ya sea de la interaccion de la secuencia de trafico 

con las proteinas que recubren la membrana que dara origen a la vesicula o 

con un receptor de carga que, a la vez que mantiene unida a la proteina y que 

tambien interactua con las proteinas que recubren la membrana donadora. 

Por el contrario, las proteinas con secuencias de retencion o recuperacion no 

se concentran en la region de la membrana que da origen a la vesicula y 

cuando llegan a ser transportadas, son recuperadas desde un 

compartimiento intermedio en la ruta de transporte. Finalmente, cuando las 

proteinas carecen de ambas senales, pueden viajar por 10s compartimentos 

de la via exocitica medimte 3:: mccanismo de iransporte masivo no selectivo 
187.188 

b)Proteinas residentes del reticulo endoplasmico. 

Una de las principales funciones del RE es promover que las proteinas 

adquieran una conformacion adecuada. Algunas de las proteinas residentes 



en la luz del RE, interactuan con las proteinas recien sintetizadas. Estas 

proteinas, llamadas chaperonas, son esenciales para la funcion y maduracion 

adecuada de las proteinas de la via exocitica. Para llevar a cab0 su funcion, 

las proteinas residentes del RE deben de permanecer en este 

compartimiento por tiempos prolongados antes de sufrir un recambio 

fisiologico. 

La senal de retencion mejor caracterizada para proteinas luminales del RE es 

la que contiene la secuencia KDEL 18'. La secuenciacion de multiples 

proteinas residentes en la luz del RE ha demostrado que en su extremo C- 

terminal contienen la secuencia KDEL o secuencias relacionadas, como 

HDEL, RDEL o KEEL Is'. La elimination de esta region resulta en su salida 

del RE, lo que demuestra la necesidad de las secuencias mencionadas para 

la permanencia de las proteinas en este compartimiento. Sin embargo, estas 

proteinas truncadas no se secretan por completo, lo que sugiere la existencia 

de senales adicionales para la retencion de las proteinas en el RE. 

Por otro lado, cuando se inserta la secuencia KDEL en el extremo C-terminal 

de proteinas que no son residentes del RE, estas permanecen en el RE Lg1.1s2. 

Sin embargo, cuando una proteina con secuencia KDEL es expresada en 

forma abundante, puede salir del RE por saturacion de sus receptores lS3. 

Por otra parte, el cambio de la secuencia KDEL por KDAS o KDELGL en 

proteinas que no son residentes naturales de RE resulta en su secrecion en 

una proporcion mayor que la de proteinas residentes del RE a las que se les 

elimina la secuencia KDEL. Esto sugiere, nuevamente, la existencia de 

mecanismos adicionales de retencion para este tipo de proteinas en el RE. 

El hallazgo de proteinas KDEL en el aparato de Golgi y la identificacion de 

un receptor para KDEL ''4 que se distribuye entre el RE y TGN lg5. indican 

que la retencion de proteinas por la secuencia KDEL en el RE depende de la 

recuperacion de estas proteinas del Golgi al RE mediante un mecanismo de 

transporte vesicular inverso denominado "retrogrado". Este mecanismo 

permite una recuperacion selectiva de proteinas localizadas en cualquiera de 



las cisternas del Golgi hacia el RE, mediante un receptor de carga para la 

secuencia KDEL. Se ha propuesto que las vesiculas COP I que median el 

transporte de RE a Golgi y las responsables del transporte inverso del Golgi 

a RE son distintas lg6. 

Los resultados de 10s estudios descritos sugieren fuertemente la existencia 

de dos mecanismos para la permanencia de proteinas en el RE: la retencion 

por senales que evitan la entrada a vesiculas transportadoras y la 

recuperacion a traves de la secuencia KDEL y su receptor expresado en el 

RE y en las cisternas del Golgi 197~1gs . Para las proteinas de membrana, la 

senal de retencion en el RE es la secuencia KKXX, que aparentemente 

funciona tanto como send  de retencion, como de recuperacion lg9. 

Por otra parte, las proteinas con estructura terciaria anormal o mal 

ensarnbladas son retenidas en el RE. Se ha propuesto que esto se debe 

principalmente a que la ausencia de conformacion normal no les permite 

exponer las senales de trafico, ademas de la interaccion con otras proteinas 

residentes que tienen senales de retencion ylo recuperacion. 

clProteinas de secretion y residentes de la via endocitica. 

Las senales que determinan el egreso de proteinas maduras de la via 

exocitica del RE no estan bien establecidas. Los estudios realizados no han 

logrado identificar una senal especifica de alta afinidad que se una a un 

recept.nr. ISP .h.s propuesto cjue el egt-eso dei RE de una proteina no es 

mediado por una sola senal, sino por una combinacion de senales menos 

eficientes que deben actuar en conjunto al unirse simultaneamente a varios 

receptores de baja afinidad Esta suma de senales puede ser adquirida 

solo por proteinas totalmente ensarnbladas. De esta manera, se mantiene el 

control de calidad en el egreso del RE. Alternativamente, las proteinas sin 

senal de retencion y/o recuperacion podrian salir del RE mediante el 



mecanismo de transporte vesicular masivo. De acuerdo con lo anterior, una 

vez ensambladas, las proteinas de secrecion y las que tienen como destino 

final la via endocitica, una vez ensambladas, salen del RE al Golgi y se 

transportan a traves de vesiculas a partir del TGN hacia 10s distintos 

destinos en la celula. 

Durante su paso por las cisternas del Golgi, las proteinas sufren 

modificaciones adicionales (postraduccionales) que influyen tambien en su 

destino hacia 10s distintos compartimientos. Asi, algunas proteinas se dirigen 

a la via endocitica tanto por senales en su secuencia como por 

modificaciones como manosas fosforiladas. Las senales basadas en motifs de 

di-leucinas son importantes para la direccion de las proteinas a la via 

endocitica 'O'. Ademas de lo anterior, para la direccion de las proteinas a la 

via endocitica existen tambien mecanismos de transporte independientes de 

esos aminoacidos '02. Por otra parte, no se han determinado secuencias 

especificas en las proteinas de secrecion, por lo que se piensa que estas son 

transportadas por el mecanismo de transporte vesicular masivo. 

De las distintas proteinas mencionadas, las que se presentan de manera mas 

eficiente por moleculas clase I1 del MHC son aquellas que entran a la via 

exocitica y que de alguna manera tienen acceso a 10s compartimientos 

endociticos. Sin embargo, algunas proteinas potencialmente retenidas en el 

RE o sintetizadas en 10s ribosomas libres en el citosol pueden presentarse 

tambien en el context0 de moleculas clase I1 '03. 

5.- Sistemas proteoliticos y generation de peptidos antigenicos. 

Para que cualquiera de las proteinas mencionadas puedan ser presentadas 

por moleculas del MHC, es necesario que sean degradadas por 10s distintos 

sistemas proteoliticos para generar peptidos capaces de unirse a las 

moleculas del MHC. La actividad proteolitica de una celula eucarionte se 

lleva a cab0 por dos grupos de proteasas. Las proteasas 

endosomicas~lisosomicas hidrolizan las proteinas presentes en 10s 



compartimientos endociticos, incluyendo a las proteinas capturadas por 

endocitosis, residentes de dichos compartimientos o dirigidas a estos desde 

otros sitios de la celula '04. Por otra parte, el sistema multicatalico citosolico 

regula el recambio de la mayoria de proteinas celulares localizadas en el 

citosol y el nucleo '05. Ambos sistemas proteoliticos son indispensables para 

la supervivencia de la celula y preceden en la evolucion a1 sistema inmune '06. 

Sin embargo, como se menciono, 10s peptidos generados por estos sistemas 

proteoliticos son utilizados por el sistema inmune, tanto para mantener la 

tolerancia inmunologica como para inducir una respuesta inmune '07. 

a)Proteasas endosomicas-lisosomicas. 

El sistema proteolitico endosomico-lisosomico esta compuesto por una gran 

cantidad de endopeptidasas y exopeptidasas, localizadas en las distintas 

vacuolas endociticas. La actividad optima de estas proteasas ocurre a pH 

acido; por lo tanto, su actividad puede ser bloqueada por inhibidores de la 

acidificacion de vesiculas, como cloroquina y cloruro de amonio 208~209. La gran 

variedad de enzimas proteoliticas localizadas en estos compartimientos 

correlaciona con la heterogeneidad de peptidos que pueden generarse en 

ellos 48. 

Las endopeptidasas hidrolizan uniones amidas internas en las proteinas, 

mientras que las exopeptidasas hidrolizan uno o dos aminoacidos de 10s 

extremos amino y carboxilo terminal de una proteina. Estas enzimas se 

clasifican de acuerdo al aminoacido en su sitio activo que utilizan para llevar 

a cab0 la reaccion de hidrolisis. Asi, por ejemplo, las cisteil-proteasas utilizan 
"." a la cistfina ccrr?o g r u ~ o  de rcacciSii co i  ei suslrato -'". 

Dentro de las principales familias de proteasas acidas se encuentran las seril, 

cisteil, aspartil y metalo-proteasas. Entre las proteasas endosomico- 

lisosomicas mejor caracterizadas estan las catepsinas. Estas pertenecen 

principalmente a dos familias de enzimas: las cisteil y aspartil proteasas. 

Inicialmente se sugirio que entre las aspartil proteasas, las catepsinas D y E 



son las implicadas principalmente en el procesamiento de antigenos, en 

especial la primera 211.2'2 . Estas enzimas son endopeptidasas que actuan a 

pH de 2.8 a 4. Entre las cisteil-proteasas se encuentran las catepsinas A, B, 

H, L y S, que estan en alta concentracion y tienen actividad de exoproteasas 

principalmente, per0 pueden actuar tambien como endoproteasas. La 

catepsina S, tiene exclusivamente actividad de endoproteasa. Estas enzimas 

actuan a un pH menos acido (entre 5 y 6) y se inactivan a pH neutro, con 

excepcion de la catepsina S, la cual retiene la mayor parte de su actividad 

aun a pH 8.0 '08. 

Estudios iniciales realizados in vitro indicaron que las catepsinas B, D y E 

participan en el procesamiento de antigenos presentados por MHC I1 

211.2'2.213.211. Experimentos con inhibidores de cisteil o aspartil proteasas y 

sustratos sinteticos como cornpetidores han sugerido que 10s miembros de 

estas dos familias participan de manera importante en la generacion de 

peptidos derivados de diferentes antigenos 215,216.217. Sin embargo, es 

importante tener en cuenta que 10s estudios realizados con inhibidores, son 

dificiles de interpretar ya que ninguno de ellos es especifico para una enzima 

dada. Ademas, 10s inhibidores de proteasas pueden afectar otros procesos en 

la celulares, algunos de 10s cuales estan relacionados con la presentacion de 

antigeno como la degradacion de la cadena Ii '09. 

Recientemente, el uso de celulas presentadoras de antigeno provenientes de 

ratones deficientes en catepsinas B, D y L, que colocalizan en la via 

endocitica con MHC 11, demostraron que ninguna estas enzimas son 

indispensables en la generacion de 10s peptidos derivados de cuatro 

antigenos diferectes lo3. E S ~ G  sugere iiuevamente que en la generacion del 

mismo determinante o determinantes similares pueden participar multiples 

proteasas. Fue de interes el hallazgo, en estos estudios, que la generacion de 

algunos determinantes fue reducida y la de otros incrementada, lo que indica 

que para la generacion de ciertos determinantes, varias enzimas participan 

de manera conjunta, mientras que otros determinantes podrian ser 

destruidos por algunas de estas enzimas. 



Aunque las catepsinas son las enzimas mas abundantes de 10s 

compartimientos endosomicos-lisosomicos, a la fecha no se conocen todas 

las enzimas capaces de participar en el procesamiento de antigenos. Se han 

identificado, por lo menos, seis nuevos cDNAs de cisteil-proteasas humanas y 

algunas secuencias existentes en 10s bancos de datos tienen homologia con 

las catepsinas. Lo anterior es apoyado por un estudio reciente que demostro 

la participacion de una cisteil-endopeptidasa especifica de asparagina en la 

degradacion inicial del toxoide tetanico 'I8. Este estudio, ademas de sugerir 

la participacion de proteasas aun no identificadas en la generacion de 

peptidos antigenicos, sugiere la existencia de actividad selectiva de ciertas 

proteasas en la degradacion de un antigeno determinado. Es importante 

mencionar que de la gran variedad de hidrolasas presentes en 10s 

endosomasnisosomas aparentemente no todas son importantes en el 

procesamiento de antigeno. 

Las catepsinas, como otras hidrolasas acidas, son transportadas a la via 

endocitica por medio del receptor de manosa 6-fosfato. La ruta primaria de 

transporte de estas enzimas hacia la via endocitica es la red del TGN a 

endosomas tardios. De esta manera, las catepsinas se encuentran 

localizadas principalmente en endosomas tardios, lisosomas y en 

compartimientos relacionados con MIIC, per0 pueden localizarse a lo largo 

de toda la via endocitica. En un estudio realizado en linfocitos B deficientes 

en RM6P CI, se demostro que la catepsina D aun puede transportarse a 

endosomas tempranos, a traves de una via independiente de clatrina y AP-1, 

lo que sugiere que estas enzimas pueden seguir mas de una ruta de 

transporte 'I9. Tnrr?lcdc en cucnta que ias caiepsinas actuan a diferentes 

pH, es posible que algunas enzimas actuen predominantemente en ciertos 

organelos. Por otra parte, multiples proteasas endosomicas, con actividades 

enzimaticas diferentes, se localizan en distintos compartimentos endociticos, 

constituyendo unidades cataliticas. Sin embargo, el contenido enzimatico en 

cada uno de 10s compartimientos endociticos no esta definido. Las proteasas 

y su concentracion son variables de celula a celula. 



Tomando en cuenta lo mencionado, el material endocitado puede ser 

procesado en distintos microambientes, desde endosomas tempranos hasta 

compartimentos con distintas actividades proteoliticas. Estudios realizados 

con lisozima de gallina (LG) han demostrado que el determinante 46-61 

requiere de actividad proteolitica de enzimas localizadas en endosomas 

tardios. Por el contrario, 10s determinantes 116-129 y 34-45, aparentemente 

son generados en endosomas tempranos 220. Como veremos mas adelante, la 

via de internalizacion del antigeno es importante tambien para la generacion 

de 10s peptidos, ya que dependiendo del receptor involucrado en la 

endocitosis del antigeno, este puede ser dirigido a compartimentos 

endociticos con actividades proteoliticas diversas. Por otra parte, 10s 

antigenos sintetizados en el interior de la celula, que llegan a la via endocitica 

por diferentes rutas, podrian tener acceso a otros compartimientos con 

diferente contenido de hidrolasas. 

Finalmente, es importante mencionar que algunas de las enzimas como las 

catepsinas B, S y L, implicadas en la generacion de 10s peptidos presentados 

por MHC-I1 son inducibles con interferon (1NF)y 221. Esto sugiere un cambio 

en la capacidad de generacion de peptidos durante una respuesta inmune. 

Por lo tanto, aunque el sistema inmune utiliza 10s mecanismos de 

degradacion fisiologicos de la celula, es tambien capaz de modificar estas 

funciones para la generacion de determinantes antigenicos adicionales y/o 

para aumentar la degradacion de la cadena Ii. 

Aun queda mucho por saber con relacion a las proteasas que participan en la 

generaeinn de phptidss dcntro de ius compartimientos endosomicos- 

lisosomicos asi como la localizacion y funcion precisa de estas enzimas en la 

generacion de peptidos antigenicos. 



b)Complejo multicatalitico citosolico: Proteasoma. 

A diferencia de las proteasas descritas anteriormente, que pueden ser 

monomericas o dimericas y que llevan a cab0 su actividad en 

compartimientos rodeados por membranas, existe un grupo de enzimas 

proteoliticas pertenecientes a otras familias de proteasas. Por su manera de 

agruparse, sin que esten contenidas en un organelo rodeado por membranas, 

estas enzimas dan lugar a una especie de compartimientos en 10s que se lleva 

a cab0 la hidrolisis de proteinas de manera controlada. Estas agrupaciones 

enzimaticas se conocen como complejos multicataliticos *05. 

El mejor estudiado de estos complejos es el proteasoma que localiza en el 

citosol, libre o asociado a la membrana del RE, y en el nucleo 222. El 

proteasoma degrada proteinas para mantener la homeostasis de la celula. 

Sin embargo, como sucede con 10s peptidos generados por las proteasas 

endosomicas-lisosomicas, que son utilizados por el sistema inmune para 

unirse a MHC-11, algunos peptidos generados por el proteasoma son 

transportados por TAP 1 y TAP 2 al interior del RE, donde 10s que cumplen 

con las caracteristicas adecuadas se unen a las  moleculas clase I del MHC 223. 

Para ser degradadas por el proteasoma, muchas proteinas necesitan ser 

marcadas por un polipeptido de una proteina denominada ubicuitina "'. 

Los proteasomas se encuentran como una estructura conservada en todos 

10s reinos, desde arquebacterias hasta mamiferos. La purification y 

cristalizacion del proteasoma de Thermoplasma acidophilum, permitio 

visualizar la. estn~ctura cilindrica de esie cumpiejo multienzimatico 226. En 

celulas eucariontes existen proteasomas 20s  y 26s. La particula 2 0 s  consta 

de siete subunidades a y siete P agrupadas en una estructura cilindrica con 

un canal interno, donde se lleva a cab0 la hidrolisis de las proteinas "'. A esta 

particula central se puede asociar una particula reguladora, que puede ser 

intercambiable, formando el proteasoma 26s .  



El proteasoma 20s tiene diversas actividades proteoliticas. Una de ellas es 

semejante a quimotripsina, que corta despues de residuos hidrofobicos; otra 

actividad es semejante a tripsina, que corta despues de lisina y arginina; una 

actividad mas es de peptidil-glutamil hidrolasa, la cual corta despues de 

residuos acidos. Ademas, 10s proteasomas de mamiferos tienen dos 

actividades proteoliticas adicionales que cortan despues de residuos 

marcados con ubicuitina y entre pequenos aminoacidos neutros 227. La 

actividad proteolitica del proteasoma 2 0 s  puede ser inhibida por drogas 

capaces de modificar la subunidad p del proteasoma y, de esta manera, 

bloquear su actividad, la mas especifica es la lactacistina 228.229. aunque 10s di- 

peptidos aldehidos, como el N-acetil-leucil-leucil-norleucinal (LLnL), 

tambien inhibe la actividad del proteasoma 230,231 . Sin embargo, LLnL 

tambien bloquea la actividad de algunas cisteil proteasas, calpaina y de las 

enzimas involucradas en el corte de peptidos lider en el RE '". 

Dentro de las particulas reguladoras que se asocian a ambos extremos del 

proteasoma 2 0 s  se encuentra la particula 19s  233. Esta particula esta 

formada por una serie de ATPasas que parecen participar en la interaccion 

inicial con 10s sustratos ubicuitinados para que subsecuentemente sean 

translocados al interior del cilindro. Algunas funciones de las ATPasas son el 

desdoblamiento de las proteinas y la seleccion de sustratos marcados con 

ubicuitina. La particula reguladora 19s tiene dos subregiones denominadas 

base y tapa. Estudios recientes demostraron que la base es suficiente para la 

degradacion de proteinas no marcadas con ubicuitina y peptidos cortos, per0 

que para la degradacion de polipeptidos ubicuitinados es necesaria la 

presencia de ambas regiones "'. 

Existen diversas senales que hacen a una proteina susceptible a la 

degradacion por el proteasoma 20s. Una de las mejor caracterizadas es el 

residuo amino terminal de la proteina. Esta serial es denominada regla N-fin. 

Asi, la vida media de una proteina en el citosol depende de su residuo amino 

terminal y de la presencia de una o mas lisinas internas que llevan acabo la 

reaccion de conjugacion con la ubicuitina. Aunque se ha  demostrado que 



proteinas marcadas con ubicuitina pueden ser degradadas tambien por las 

enzimas lisosomicas, existen otras senales que no dependen de ubicuitina. 

A1 igual que en el caso del sistema proteolitico endosomico-lisosomico, el 

sistema inmune posee la capacidad de especializar a1 sistema proteolitico del 

proteasoma para generar peptidos optimos capaces de unirse a MHC-I. Las 

subunidades LMP2 y LMP7 (Proteinas de bajo peso moleculas 2 y 7, que son 

inducibles por INF.1, son codificadas en el MHC 235. Estas son capaces de 

sustituir a subunidades correspondientes del proteasoma 20s y de generar 

peptidos de 8-9 aminoacidos que pueden ser transportados a1 interior de RE, 

donde se unen a MHC-I. Estas subunidades no son indispensables para la 

generacion de determinantes presentados por MHC-I "'6. Ademas de la 

particula reguladora 19S, hay otra particula reguladora o activadora del 

proteasoma 20s  denominada 11s o PA28, que tarnbien es inducible por INP/. 

Esta particula actua de manera independiente de ATP y puede incrementar 

la capacidad proteolitica del proteasoma y asi optimizar su capacidad de 

generar peptidos inmunogenicos 237. El proteasoma 20s puede estar asociado 

tanto a la particula 195 (265) como a la particula 11s .  

El proteasoma 2 6 5  se encuentra principalmente en el citosol, mientras que el 

proteasoma 20s puede encontrarse asociado a la membrana de RE. Algunos 

estudios sugieren que estas dos formas de proteasomas podrian tener 

funciones distintas, aunque ambos participan en la generacion de peptidos 

capaces de unirse a MHC-I 238. 

Aunque se ha sugerido que 10s proteasomas generan peptidos homogeneos 

de 7-9 !reg!z mo!ecular:, cn trabajos reaii~ados con proteasomas 26s  y 205  

aislados de archebacteriae y de musculo de conejo, se demostro que 10s 

peptidos generados pueden tener desde 3 hasta 22 residuos de longitud y que 

menos del 15% de 10s peptidos tienen la longitud requerida para unirse a 
~ ~ c - 1  239.210 . El hallazgo de que dos terceras partes de 10s peptidos sean 

cortos, sugiere que la degradacion en el interior del cilindro debe continuar 



hasta que su tamano sea lo suficientemente pequeno para difundir del 

proteasoma. 

Una vez que 10s peptidos salen del proteasoma, necesitan ser protegidos de 

otras actividades proteoliticas citosolicas para evitar su degradacion hasta 

aminoacidos. Se ha propuesto que algunos chaperones como Hsp70190, que 

se asocian normalmente a proteinas recien sintetizadas en el citosol, podrian 

acompanar a 10s peptidos generados por el proteasoma hasta la membrana 

del RE, para posteriormente ser traslocados al interior de este '". Por otra 

parte, se ha establecido que TAP 1 y TAP 2 transportan preferentemente 

peptidos de 9 a 15 aa "*. En la actualidad no se sabe si todos 10s peptidos 

generados por 10s proteasomas son transportados por TAP1 y TAP2 al 

interior de RE ni cual es el destino de 10s peptidos de mayor tamano que son 

generados per0 que no son transportados al interior de RE o que se 

transportan a1 interior del RE y no se unen a las  moleculas clase I. 

c)Degradacion asociada a reticulo endoplasmico. 

Como se menciono, el RE ha sido descrito como el compartimiento en el que 

se realiza el control de calidad de las proteinas. Las proteinas multimericas 

no ensambladas correctamente, ademas de algunas proteinas residentes de 

este compartimiento y proteinas normalmente retenidas en este sitio por su 

asociacion con chaperones, son finalmente degradadas. Este sistema de 

control de calidad es necesario para la identificacion y degradacion de las 

proteinas con conformacion inadecuada y para el recambio de las proteinas 

residentes. 

La degradacion de proteinas en compartimientos tempranos de la via 

exocitica ha sido estudiada con un gran numero de complejos multimericos 

que se ensamblan en el RE. Los modelos mas estudiados incluyen las 

subunidades del receptor de linfocitos T (TCR) 243,244.243.de MHC-I 24"247, MHC- 

I1 248,249, las cadenas pesadas (H) y ligeras (L) de inmunoglobulinas 250.251 y el 

receptor de asialoglicoproteina 2 5 2  entre otros. Los primeros estudios 



realizados en estos modelos demostraron que la degradacion de proteinas 

retenidas en el reticulo endoplasmico era independiente de la actividad 

lisosomica, que se mantenia en presencia de BFA y que era inhibida a 

temperaturas menores a 10s 15" C. 

Por otro lado, 10s estudios iniciales con la cadena a del TCR, demostraron 

que la degradacion de esta cadena en celulas permeabilizadas con 

estreptolisina 0 (sin citosol), se lleva a cab0 en vesiculas derivadas de RE sin 

requerimiento de ATP 'j3. Estos resultados, ademas de sugerir que la 

degradacion de estas proteinas es independiente de proteasas endosomicas- 

lisosomicas, sugirieron que en el RE se encuentran 10s componentes 

requeridos para la proteolisis de a1 menos algunas proteinas, incluyendo a la 

cadena u del TCR 'j4. Estudios en levaduras, con una forma mutada de la 

proteina reguladora de la conduccion de fibrosis quistica (CFRT), 

demostraron la participacion del proteasoma en la degradacion de esta 

proteina, aparentemente retenida en el RE 255,2j" . Por otro lado, estudios 

realizados in vitro, tambien en levaduras, con el factor pro-alfa, utilizando 

vesiculas derivadas del RE, demostraron que para la degradacion de esta 

proteina se requeria citosol y ATP 257. Estos estudios fueron 10s primeros en 

sugerir la participacion del proteasoma en la degradacion de proteinas 

retenidas en el RE. 

Recientemente se han ampliado 10s estudios que demuestran la 

participacion de 10s proteasomas en la degradacion de diversas proteinas 

retenidas en el RE en mamiferos 258.25g.260.2". Huppa y Ploegh demostraron que 

la degradacion de la cadena a del TCR requeria de citosol y ATP 2j8. Tambien 

se demnstrb !r p~rticipaciSii de proteasurnas en ia degradacion de la cadena 

u de MHC-I ""O Las cadenas u de las moleculas clase I, sin p2M259. o en 

presencia de las proteinas del citomegalovirus humano US11 y US2, que 

impiden un ensamble adecuado, son liberadas del traslocon inmediatamente 

despues de su biosintesis, desglucosiladas y transportadas al citosol para ser 

degradadas por el proteasoma "O. 



Para la degradacion de la cadena a del TCR no es necesario el marcaje con 

ubicuitina, mientras que las mutantes de CFTR son poliubicuitinadas antes 

de ser degradadas por el proteasoma, sugiriendo que existen diferencias en 

10s mecanismos de degradacion para las distintas proteinas retenidas en el 
RE 256:258 

Algunas enzimas capaces de conjugar ubiquitina a sustratos, como Ubc6p y 

CuelpIUbc'lp, se expresan en la membrana del RE 262. Por otra parte, se ha 

demostrado que algunos componentes del traslocon como Sec 61p 

participan en el transporte del RE al citosol 2"3.2"' . Otros componentes del 

traslocon, asi como chaperones luminales y proteinas residentes del RE, 

participan en transporte a1 citosol de las proteinas que seran degradadas 

265,2". Algunas subunidades del componente Sec6lp son degradadas tambien 

por proteasomas "'. 

Los estudios realizados con las cadenas p de MHC-I1 proponen un 

mecanismo adicional para la degradacion de proteinas residentes del RE. La 

degradacion de cadenas P libres, retenidas en el RE, es sensible a inhibidores 

de proteasomas y es aumentada por BFA. Sin embargo, dichas cadenas no 

son desglucosiladas ni traslocadas al citosol. En dicho estudio, la mayoria de 

cadenas p se localizaron en el RE y una pequena fraccion en el cis-Golgi y no 

fue posible detectarlas en el citosol, aun en presencia del inhibidor de 

proteasomas. Por otro lado, mediante fraccionamiento subcelular, se 

detecto, como en otros trabajos, la presencia de una pequena porcion de 

proteasomas que cofraccionan con el RE y se demostro tambien asociacion 

de proteosomas a vesiculas microsomicas '". LO anterior sugiere la existencia 

de ns sistcma de dsgraliacion asociado al RE que es dependiente de 

proteasomas, posiblemente asociados al RE. Se ha propuesto tambien la 

participacion de proteasomas asociados al RE en la degradacion de la 

cadena 6 del TCR '". 

Ya que a la fecha no se ha demostrado la presencia de otras proteasas 

luminales en el RE, adicionales a la serial peptidasa y algunas otras proteasas 



capaces de degradar proteinas en el RE, actualmente se acepta que el 

principal mecanismo de degradacion de proteinas residentes del RE es 

asociado al RE y es dependiente de proteasomas libres en el citosol o 

asociados a este compartimiento. Esto ocurre con proteinas 

transmembranales "3j23"257.260 intraluminales sin conformacion o mal 

ensambladas 270.271 y residentes del RE '". Sin embargo, es posible que 

algunas proteasas del RE participen en la degradacion de proteinas 

residentes o actuen en conjunto con 10s proteasomas 273-'77. 

Las senales que determinan la vida media de 10s polipeptidos ma1 

ensamblados retenidos y de otras proteinas del RE apenas empiezan a ser 

definidas. Bonifacino y colaboradores demostraron que 10s residuos cargados 

de las regiones transmembranales de las cadenas a y 6 del TCR influyen en su 

degradacion '". LOS N-glicanos, presentes en moleculas retenidas en el RE, 

pueden tambien afectar su vida media 279. En este contexto, se han 

identificado secuencias en el COOH terminal que parecen ser importantes en 

la degradacion de algunas proteinas. En el caso de la cadena a de MHC-11, se 

encontro que tanto el amino como el carboxilo terminal son importantes en 

su degradacion. Esto indica la existencia de diversos mecanismos de 

degradacion y rutas de transporte y que distintas proteinas pueden utilizar 

especificamente alguna de ellas de para su degradacion. 

A diferencia de la degradacion citosolica y lisosomica en levaduras, el 

mecanismo de degradacion asociado al RE en levaduras, no es escencial para 

su sobrevida. Esto podria deberse a que estos rnicroorganismos cuentan con 

un transporte de autofagocitosis de material del RE a lisosomas. En 

mamif~ros no se hz determi~ado :a reieval~cia de ia degradacion asociada al 

RE, aunque algunos trabajos sugieren que este mecanismo podria ser 

utilizado como un sistema fisiologico continuo, tanto para la degradacion de 

proteinas retenidas en el RE, como para proteinas sin conformacion 

adecuada. Tampoco se ha examinado cual es el destino final de 10s peptidos 

generados por este mecanismo de degradacion. Algunos trabajos han 

demostrado que peptidos derivados de proteinas residentes del RE 



degradadas por proteasomas son utilizados por el sistema inmune para 

presentarlos unidos a MHC-I '". 

d)  Autofagia y degradadacion de proteinas endogenas por lisosomas. 

Ademas de su capacidad para la degradacion de proteinas, ya sean exogenas 

endocitadas, y de proteinas endogenas residentes de la via endocitica 0 

dirigidas a esta, 10s lisosomas participan en la degradacion de otras proteinas 

endogenas por diversos mecanismos. Asi, las proteinas citosolicas que no son 

degradadas por 10s mecanismos descritos anteriormente entran al sistema 

proteolitico endosomico-lisosomico para su degradacion. Por otro lado, 

algunas hidrolasas residentes de vacuolas endociticas son sintetizadas en el 

citosol y directamente transportadas a vacuolas endociticas. Por lo tanto, 

una pregunta fundamental es cuales son 10s mecanismos de transporte a las 

vacuolas endociticas de las proteinas citosolicas, y de proteinas residentes 

del RE o de la via exocitica sin senales de trafico, ya sea para su degradacion 

o para cumplir una funcion en este tip0 de vesiculas. 

En mamiferos, este proceso ocurre por un mecanismo denominado 

autofagiaZ8'. Este mecanismo implica la invaginacion de una membrana que 

aparentemente puede tener diversos origenes y que recluta una porcion de 

citosol, formando una vesicula inicial denominada autofagosoma que esta 

rodeado por una doble membrana " '  Algunos trabajos han encontrado que 

la membrana que da origen al autofagosoma proviene de RE libre de 

ribosomas, ya que se han encontrado marcadores de RE en este tipo de 

vacuolas, sin embargo, este punto es aun contr~versial"~. Una vez formado el 

autofoagosoma, 6ste madura cr: paso; orileiiadus para dar origen a una 

vesicula que adquiere marcadores de lisosomas y contiene ATPasas acidas. 

Finalmente, la vesicula llega a convertirse en una vacuola con gran capacidad 

proteolitica que pierde la membrana interna por hidrolisis o por fusion con la 

membrana externa "4. 



Existen pequenas vesiculas apendiculares o anulares dentro de las vacuolas 

lisosomicas, ademas de que 10s lisosomas aislados son capaces de incorporar 

componentes del medio in vitro. Esto ha  llevado a proponer que, ademas de 

la macroautofagia, en la que grandes cantidades de citosol son rodeadas por 

membranas, existe un proceso denominado microautofagia en el que 

pequenas cantidades de citosol son englobadas por vacuolas 

endosomicas~lisosomicas~~~. Estos mecanismos de reclutamiento del citosol o 

de otros organelos para formar vacuolas con alta capacidad degradativa, son 

regulados principalmente por condiciones externas, como falta de nutrientes 

y de otros factores, lo que conduce a la celula a un estado en el que necesita 

regeneracion de sus constituyentes. 

Ademas de las vias descritas anteriormente en las que se recluta material 

citoplasmico, se han propuesto otros mecanismos de transporte direct0 a 

lisosomas de proteinas del RE o de secrecion por fusion directa del RE y de 

vesiculas de secrecion, respectivamente, con vacuolas lisosomicas. Estos 

mecanismos son muy activos en el higado y han sido poco estudiados '". 

Los mecanismos arriba descritos parecen inducirse principalmente en 

condiciones de escasez de nutrientes. Sin embargo, tambien bajo 

condiciones normales, algunas proteinas multimericas que son retenidas en 

el RE por ausencia de a l d n  componente, pueden ser transportadas 

directamente a vesiculas lisosomicas, aparentemente por el mecanismo de 

autofagia. Un ejemplo de esto, es la cadena Ii libre de moleculas clase I1 287. 

Recientemente, en estudios realizados en levaduras, se identificaron dos vias 

de transporte de la. hidrolasa v~cue!ar API del c i io~oi  a vacuolas. La pnmera 

via de transporte ocurre en condiciones de crecimiento normales y se 

caracteriza por el aislamiento de la hidrolasa API en una region restringida 

del citosol, que colocaliza con un complejo de particulas esfericas que 

posteriormente es rodeado por una doble membrana. La segunda via ocurre 

cuando las celulas son sometidas a falta de nutrientes, en las que el complejo 

citosolico formado por las particulas esfericas es tomado por un 



autofagosoma de mayor tamano que contiene, ademas de la hidrolasa API, 

otros componentes citosolicos. Asi, el mismo mecanismo utilizado por la 

celula para aislar ciertas proteinas y transportarlas a vacuolas en condiciones 

normales, es magnificado cuando las condiciones son extremas. Este es el 

primer reporte en que, en condiciones normales, puede ocurrir un 

mecanismo similar a la autofagia para transportar hidrolasas recien 

sintetizadas a vacuolas. Los evidencias mencionadas sugieren la existencia 

de dos procesos relacionados, semejantes a la autofagia, que pudieran 

participar en la biogenesis y degradacion de proteinas '". 

Ademas de 10s mecanismos descritos, que no son selectivos y que 

generalmente son inducidos en condiciones de escasez de nutrientes, existen 

trabajos que demuestran la existencia de un sistema selectivo de transporte 

de citosol a vacuolas dependiente de ATP con la participacion de proteinas 

de choque termico como HsP73 y HsP70 '". Este mecanismo se ha observado 

con polipeptidos que tienen la secuencia KFERQ en el COOH terminal.. En 

este caso de transporte, se ha demostrado la participacion de la 

glucoptroteina LGP 96, que se expresa en la membrana de 10s lisosomas y 

que funciona como receptor de 10s polipeptidos que seran transportados del 

citosol a lisosomas Un ejemplo de proteinas citosolicas que utilizan este 

mecanismo de transporte para su degradacion en lisosomas es el inhibidor 

del factor nuclear kappa B (kB) ,  el cual puede ser detectado en lisosomas en 

donde se degrada rapidamenteZgl. Este mecanismo tambien se incrementa 

notablemente en condiciones de falta de nutrientes. 

La autofagia es un mecanismo muy activo en levaduras, en donde se ha 

estudiadn alaphr=ente. P. la fc'cha se haii caracterizado 15 genes implicados 

en mecanismos de autofagia y recientemente se caracterizo el gen AUT 1 

como indispensable para la autofagfa en estos organismos 292. La existencia 

de diferentes formas para inducir autofagia ha dificultado la caracterizacion 

de 10s mecanismos implicados en ella. Asi, en levaduras, cuando se induce 

autofagia por falta de glucosa y posteriormente adicion de esta, la enzima 

(FBP asa), que es clave en la gluconeogenesis, es transportada del citosol a 



vesiculas por vesiculas distintas a las descritas para otros mecanismos de 

auatofagia 293. Existen, ademas, reportes que sugieren un mecanismo de 

degradacion compartido entre proteasoma Y proteasas 

endosomicas/hsosomicas para la degradacion de la FBPasa, el c u d  se ha 

descrito tambien para otras proteinas en levaduras "'. 

En la actualidad no hay reportes que demuestren que 10s peptidos derivados 

de proteinas transportadas por autofagia y degradadas en vesiculas 

endosomicasflisosomicas contribuyan a1 repertorio de peptidos endogenos 

presentados por MHC-11. Sin embargo, dado que la via autofagica se 

comunica con la via endocitica 2y5 y que las estructuras formadas durante la 

macroautofagia y la microautofagia son similares a 10s compartimientos 

MIIC, es muy factible que algunos peptidos generados por estas vias puedan 

unirse a MHC-11. 

6.- Presentation de antigenos exogenos por moleculas clase 11. 

Los antigenos exogenos que son accesibles a las enzimas endosomicas- 

lisosomicas proporcionan una parte importante de 10s peptidos presentados 

por MHC-11. Los peptidos derivados de estos antigenos representan 

aproximadamente un 15% de 10s peptidos eluidos de MHC-I1 2'.48. Este dato 

es resultado de un promedio realizado con 10s datos publicados de peptidos 

eluidos de multiples alelos de MHC-I1 humanas y murinas purificadas. Los 

antigenos exogenos son adquiridos por la CPA por las distintas rutas de 

endocitosis y degradados por la gran variedad de enzimas proteoliticas 

presentes en 10s compartimientos endociticos. La presentacion de la mayoria 

de antigennr; exogenos requierc dc :a expresibii l ie ia cadena 11 y de la 

molecula clase I1 no clasica DM. Sin embargo, dependiendo del antigeno, de 

la via de endocitosis y del alelo de MHC-11, algunos determinantes se 

presentan independientemente de DM y/o de la cadena Ii La mayoria de 

10s antigenos exogenos son procesados en compartimientos relacionados con 

MIICICIIV y 10s peptidos derivados de ellos se unen a MHC-I1 tambien en 

este tip0 de compartimientos. Sin embargo, dependiendo de la via de 



endocitosis implicada en el procesamiento de 10s antigenos y en la union de 

peptidos a MHC-I1 pueden participar distintas vacuolas endociticas. 

La forma mas efectiva para capturar antigenos es a traves de receptores 

especificos expresados en la membrana de las distintas CPA. De estos 

receptores, 10s que han sido mejor caracterizados son las inmunoglobulinas 

de superficie expresadas por 10s linfocitos B y 10s receptores para la porcion 

Fc de 10s anticuerpos expresados en la superficie de celulas dendriticas y 

macrofagos. Sin embargo, como se menciono, las diferentes CPA pueden 

capturar antigenos mediante pinocitosis en fase fluida. 

Diversos estudios sugieren la participacion de diferentes mecanismos en la 

generation y presentacion de 10s peptidos derivados de un antigeno exogeno, 

dependiendo de su via de endocitosis. Asi por ejemplo, 10s peptidos 

derivados de antigenos internalizados por pinocitosis en fase fluida pueden 

presentarse tanto por MHC-I1 maduras que reciclan de la membrana 

plasmatica como por MHC-I1 de neosintesis, que se localizan principalmente 

en 10s compartimientos MIIC. Por otra parte, 10s antigenos endocitados 

mediante la inmunoglobulina de superficie por linfocitos B, son presentados 

exclusivamente por MHC-I1 de neosintesis 297. Esto sugiere que, dependiendo 

de su interaction con un receptor, el antigeno es transportado a distintos 

compartimientos endociticos. El trafico dirigido por el receptor puede llevar 

el antigeno a vesiculas endosomicas con distintos contenidos de hidrolasas. 

Asi, se ha comparado la presentacion del antigeno LG, adquirido por 

pinocitosis en fase fluida o por endocitosis mediada por receptores en 

linfocitos B. A partir de la primera, 10s determinantes 34-45 y 25-43 son 

present,arlc?r; por mol6cu!es close 11 madui~as, indicando que estos 

determinantes pueden generarse en endosomas tempranos. Sin embargo, si 

el antigeno se adquiere por endocitosis rnediada por la inmunoglobulina de 

superficie, 10s mismos determinantes se presentan por moleculas clase I1 de 

neosintesis, lo que indica que el antigeno adquirido por esta segunda via 

llega directamente a endosomas tardios "'. El determinante 46-61 de LG es 

presentado en ambos casos por moleculas clase I1 de neosintesis. La 



explication mas probable es que para la generacion de este determinante el 

antigeno tiene que ser transportado a endosomas tardios relacionados con 

MIIC. Aparentemente, este transporte es favorecido por el entrecruzamiento 

de la inmunoglobulina de superficie De acuerdo con lo anterior, 10s 

trabajos del grupo de Mellman y colaboradores demostraron que el receptor 

de linfocitos B es capaz de dirigir el antigeno a endosomas intermedios 

(CIIV) y a compartimientos MIIC. Por otra parte, 10s trabajos de otros dos 

grupos independientes demostraron que las regiones citoplasmicas de las 

inmunoglobulinas de membrana son importantes en el trafico de complejos 

antigeno-anticuerpo a 10s endosomas especializados 299.300.30'. Ademas de su 

localizacion, la internalizacion del antigeno mediante la inmunoglobulina de 

superficie promueve la acumuiacion de MHC-I1 en 10s compartimientos 

endociticos 302. Esto sugiere que, ademas de la serial de trafico dependiente 

del receptor, despues de la interaccion de este con el antigeno, se pueden 

asociar otras mol6culas que desencadenan cascadas de senalizacion. 

Recientemente se han extendido 10s estudios que sugieren que 10s sitios a 10s 

cuales se dirige un antigeno despues de ser internalizado pueden variar 

dependiendo de su interaccion con un receptor 303,30! El mismo grupo de 

Mellman y colaboradores, utilizando celulas que expresan distintos 

receptores Fc para la IgG, demostraron diferencias en la presentacion de 

distintos determinantes dependiendo del tip0 de receptor utilizado 303. En 

estos trabajos, las celulas que expresan el receptor Fc-/RII solo generan 

ciertos determinantes de 10s antigenos LG y represor h. Por otra parte las 

celulas que expresan el receptor Fc-,111 generan todos 10s determinantes 

estudiados de estos mismos antigenos 304. En ese mismo trabajo se demostro 
---- 

q1.1e e! recepter FejEIII reduta ia pruieir~a B Y ~ ,  io cual esta relacionado con 

su habilidad para presentar un mayor numero de determinantes antigenicos. 

Esto sugiere nuevamente que, ademas de las senales de trafico en el 

receptor, la capacidad de reclutar otras proteinas implicadas en la 

senalizacion intracelular aumenta la eficiencia de presentacion de algunos 

determinantes por ciertos receptores. 



Lo anterior demuestra que, dependiendo de la via de endocitosis o del 

receptor responsable de la internalizacion del antigeno, en el procesamiento 

y presentacion de antigenos exogenos por MHC-I1 pueden participar 

distintos compartimientos endociticos. Ademas, de acuerdo a dichos 

estudios, la presentacion de antigenos exogenos mediada por la interaccion 

con diversos receptores puede ser muy eficiente debido a su capacidad de 

llevar el antigeno a 10s sitios especializados de procesamiento y union a 

MHC-11. 

7.- Presentation de antigenos endogenos por moleculas clase 11. 

Las evidencias descritas sugieren que el transporte de 10s antigenos a 10s 

compartimientos especializados de la via endocitica es crucial para su 

presentacion por moleculas MHC-11. De acuerdo con esto, para que un 

antigeno sintetizado en el interior de la celula tenga la posibilidad de 

presentarse por MHC-I1 seria necesario su transporte a 10s compartimientos 

endociticos para ser procesado y para que 10s peptidos generados se 

encuentren con las moleculas clase I1 libres de CLIP. Apoyando lo anterior, 

una gran proporcion de 10s peptidos presentados por MHC-I1 corresponden a 

proteinas, que siendo sintetizadas en el interior de la celula estan dirigidas a 

o son residentes de 10s compartimientos endociticos 24.48. Un 80% de 10s 

peptidos eluidos de MHC-I1 de distintos haplotipos corresponden a 

proteinas relacionadas con las propias moleculas del MHC (50%) y el otro 

30% corresponde a otras proteinas de membrana y de secrecion. Sin 

embargo, una proporcion mucho menor per0 importante de 10s peptidos 

presentados por MHC-11, aproximadamente el 5%, se deriva de antigenos con 

localizaciones r1istint.a~ a !I \<a ezdccitica. Este uiiiiiiu punto, asi como 

requerimientos particulares para la presentacion de 10s diferentes antigenos 

endogenos por MHC-11, sugieren que, por lo menos algunos de estos 

antigenos, podrian ser procesados en otros sitios en la celula. 

La presentacion de antigenos endogenos por MHC-I1 se ha estudiado en 

diversos modelos experimentales. De acuerdo a su comportamiento, estos 



antigenos pueden dividirse en tres grupos fundamentales: 1. Antigenos de 

membrana y de secrecion. 2. Antigenos retenidos en el RE 3. Antigenos 

citosolicos. El primer grupo corresponde a proteinas de la via exocitica que 

pueden tener acceso a vesiculas endociticas, el segundo grupo corresponde a 

antigenos de la via exocitica teoricamente sin acceso a la via endocitica y el 

ultimo a proteinas que en condiciones normales aparentemente no tienen 

acceso a esta via. 

a)Presentacion de antigenos de membrana y de secrecion. 

Como se ha mencionado, las proteinas de este grupo son presentadas de 

manera muy eficiente por MHC-11. A pesar de ser sintetizadas en el interior 

de la celula, estas proteinas podrian considerarse como exogenas, ya que 

pueden llegar a la superficie celular ylo a1 medio extracelular para 

posteriormente ser internalizadas por las vias de endocitosis descritas para 

10s antigenos exogenos. Esto correlaciona con la alta eficiencia y frecuencia 

con la que este tipo de proteinas se presentan por MHC-I1 305. Sin embargo, 

es importante mencionar que el procesamiento de este tip0 de antigenos, en 

10s distintos modelos experimentales, es  a partir del antigeno que permanece 

dentro de la celula y no es debido a exocitosis e internalization del antigeno. 

En algunos sistemas experimentales se ha demostrado que la eficiencia de 

presentacion de este tip0 de antigenos es mayor cuando se compara con la 

presentacion del mismo antigeno adicionado al medio (antigeno exogeno). 

Ademas, hay diferencias en 10s determinantes generados a partir de formas 

de membrana y de secrecion sintetizadas en el interior de la celula y 10s 

determinantes derivados del mismo antigeno adicionado al medio, 

sugiriendo tamhien d i s t in t~s  sitiss de procesamieiito"~ Esie ilaiiazgo no es 

sorprendente considerando la gran diversidad de proteasas presentes en las 

distintas vesiculas y compartimientos dentro de la via endocitica, a 10s que 

puede dirigirse un antigeno dependiendo de las senales de trafico en su 

secuencia. 



Los mecanismos de presentacion de distintas proteinas de membrana que se 

presentan por MHC-I1 han sido estudiados ampliamente. Entre las proteinas 

mejor estudiadas estan la hemaglutinina y la neuraminidasa del virus de la 

influenza (HA), las moleculas clase I del MHC, la PZM, las cadenas ligeras de 

inmunoglobulinas y la proteina de envoltura del VIH 3073'0. LOS estudios 

realizados con esta ultima han demostrado la importancia que tiene una 

secuencia de anclaje a membrana en esta proteina para sea presentada 

eficientemente por MHC-I1 310. Estos estudios demuestran tambien la 

importancia de que una proteina sea traslocada al interior del RE para que 

se presente eficientemente por MHC-11. Ademas, dos requisitos son 

importantes para la presentacion de estas proteinas por MHC-11: su salida 

del RE y su expresion en la membrana plasmatica. La presentacion de 

peptidos derivados de proteinas de la envoltura de VIH es amplificada por su 

asociacion con LAMP 1, proteina residente de 10s endosomas tardios 31i. Lo 

anterior sugiere que para la presentacion de proteinas de membrana por 

MHC-I1 es importante su expresion en la membrana plasmatica y su 

internalizacion a compartimientos endociticos. De acuerdo con esto, existen 

diversos reportes que demuestran que la presentacion de proteinas de 

membrana por MHC-I1 es favorecida considerablemente por ligandos que 

favorecen la internalizacion de las proteinas 312. 

Otros estudios han demostrado la presentacion, por MHC-11, de peptidos 

derivados de antigenos de membrana que no se expresan en la membrana 

plasmatica. Por ejemplo, las moleculas MHC-I no necesitan ser expresadas 

en la membrana plasmatica para presentarse por MHC-I1 "'. Lo anterior 

ocurre tambien en la presentacion de cadenas ligeras de inmunoglobulinas 

pnr MHC-II :I cor. hcmagkitiniiia de iiifiue~lza sin secuencia 

transmembranal 304.309 . En el ultimo caso, se ha sugerido que la proteina llega 

a la via endocitica, debido a que es sensible a cloroquina. 

A diferencia de lo anterior, la presentacion por MHC-I1 de otras proteinas 

con secuencia transmembranal que tampoco se expresan en la membrana 

plasmatica, ocurre sin la participacion de compartimientos endociticos. Por 

ejemplo, 10s estudios realizados con las moleculas clase I H-2Ld y HLA-B7 



demuestran que la presentacion de determinantes derivados de ellas por 

MHC-I1 es independiente de la actividad de proteasas acidas 308. Se ha 

sugerido que estos antigenos podrian ser procesados en compartimientos 

exociticos tempranos. Finalmente, diversos trabajos, tanto in vitro, como en 

ratones deficientes en cadena Ii demuestran que algunas proteinas de 

membrana pueden presentarse mejor en ausencia de cadena Ii sugiriendo 

nuevamente la participacion de compartimientos exociticos tempranos en el 

procesamiento y union de peptidos a MHC-I1 306. 

La presentacion de proteinas de secrecion por MHC-11, como se menciono, es 

independiente de exocitosis e internalizacion de la proteina. Algunos 

trabajos sugieren que a mayor secrecion de la proteina, menor posibilidad 

presentacion por MHC-11. La eficiencia de presentacion de proteinas de 

secrecion por MHC-I1 es generalmente menor que la presentacion de la 

misma proteina con una secuencia de anclaje a membrana, lo que sugiere 

que la permanencia de una proteina dentro de la celula favorece su 

presentacion por MHC-11. 

Debido a que la presentacion de las proteinas de secrecion es esencialmente 

a partir de la poza intracelular de la proteina, se ha sugerido la existencia de 

una ruta intracelular de transporte directa a la via endocitica desde el TGN, 

posiblemente como parte del control de calidad para capturar proteinas ma1 

conformadas. Por otro lado, algunos estudios sugieren la participacion de 

compartimientos exociticos tempranos en el procesamiento y presentacion 

de este tip0 de proteinas 313.  

La llegada a la via ~ndncitica, de preteinas dc s~creciSii iiiodificadas ya sea 

por la adicion de secuencias de trafico a compartimientos endociticos en la 

propia proteina o mediante fusion con otras proteinas, aumenta 

considerablemente su presentacion por MHC-11. Esto que sugiere, que la via 

endocitica es la ruta mas importante de presentacion de estos antigenos por 

MHC-11. Esto ha sido demostrado para 10s antigenos LG y ovoalbumina 

(OVA) fusionados con la cadena invariante 314,315. 



Los estudios descritos hasta aqui sugieren que, en algunos casos, tanto 10s 

antigenos de membrana como 10s de secrecion, intersectan con 10s 

compartimientos de la via endocitica para ser procesados y presentados por 

MHC-11. Sin embargo, en ambos casos, hay evidencias experimentales que 

sugieren la posible existencia de otras vias de procesamiento, aun no 

caracterizadas. 

b)Presentacion de antigenos retenidos en el RE. 

La presentacion de este tip0 de antigenos por moleculas clase I1 es de 

especial interes por que son un ejemplo de antigenos endogenos que no 

tienen acceso directo a la via endocitica y que podrian, por lo tanto, seguir 

una ruta de procesamiento y presentacion diferente a 10s antigenos que se 

presentan normalmente en el context0 de moleculas clase 11. 

Diversos trabajos han demostrado que la entrada de las proteinas al RE es 

indispensable para su presentacion por moleculas clase I1 310,31f Por otra 

parte en distintos modelos se ha sugerido la participacion del RE en el 

procesamiento y union de peptidos a moleculas clase I1 317,318. 

La presentacion de antigenos potencialmente retenidos en el RE por 

moleculas clase I1 ha sido demostrada tanto por estudios de elucion de 

peptidos asociados a estas moleculas asi como en otros modelos 

experimentales "8.11.318. Una gran parte de 10s estudios se han realizado por la 

adicion de la secuencia KDEL en el extremo COOH-terminal de distintas 

proteinas Ig2. 

Los estudios de presentacion de la hemaglutinina de influenza con secuencia 

de retencion en el RE por MHC-11, demostraron que la eficiencia de 

presentacion de esta proteina esta relacionada con su capacidad de salir del 

RE 317. Aunque en dicho estudio se encontro que la proteina debe salir del 

RE para ser presentada eficientemente por MHC-11, no es indispensable su 



llegada a las cisternas del Golgi, demostrada mediante resistencia a la 

enzima endoglicosidasa H, (endo-H). Por otra parte, cuando la misma 

proteina es totalmente retenida en el RE, esta se degrada rapidamente y la 

presentacion de peptidos derivados de esta por MHC-I1 es muy ineficiente. 

Esto sugiere que las proteinas con senales de retencion en el RE deben salir 

de este compartimiento a al&n sitio distinto del Golgi para ser presentados 

por MHC-11. 

Por otra parte, algunos trabajos han sugerido que el transporte fuera del RE 

no es necesario para que 10s antigenos retenidos en este compartimiento 

sean presentados por MHC-11. De esta manera, algunos trabajos sugieren 

que 10s antigenos retenidos en el RE pueden ser degradados en este sitio por 

proteasas que a la fecha no han podido ser caracterizadas 3'9. Ademas, 

tomando en cuenta que el RE es el sitio de ensamble de MHC-11, se ha 

sugerido que 10s peptidos presentes en el RE podrian competir con la cadena 

invariante y unirse a las moleculas clase I1 en este mismo sitio 64. LOS 

estudios realizados con cadenas ligeras de inmunoglobulina con la secuencia 

de retencion KDEL han sugerido que, tanto la generacion de peptidos 

derivados de esta proteina, como su union a MHC-I1 ocurre en el RE 309. En 

este mismo contexto, 10s trabajos del grupo de Parham y colaboradores 

demostraron que la presentacion de por MHC-I1 de peptidos derivados de la 

molecula clase I HLA-B27 retenida en el RE, es resistente a cloroquina, 

sugiriendo una via de presentacion independiente de vesiculas acidas 308. 

En estudios realizados con fibroblastos transfectados con HLA-DR e 

infectados con el virus de influenza, se demostro que la cadena Ii inhibe la 

presentacion de  peptido: derivsdcs de lo proteina M i  cie infiuenza, 

sugiriendo nuevamente la participacion del RE en la presentacion de 

antigenos endogenos por MHC-I1 en celulas que no expresan cadena Ii 320. 

Apoyando lo anterior, 10s trabajos del grupo de Hide Ploegh en un sistema de 

traduccion in vitro para ensamblar cadenas a y p de MHC-I1 y la cadena Ii, 

observaron que las cadenas ap intermediaras en el ensamble son capaces de 

unir peptidos. Estos trabajos, ademas de otros, sugieren la posibilidad de 



que el RE fuera un sitio de generacion y union de peptidos derivados de 

ciertos antigenos endogenos que son presentados por MHC-11. Sin embargo, 

en 1994 el grupo de Neefjes y colaboradores estudiaron el ensamble in vivo 

de las moleculas clase I1 y no pudieron encontrar la presencia de formas 

intermedias de cadenas up clase 11, lo que hace poco probable la union de 

peptidos a MHC-I1 en el RE j7. En apoyo a lo anterior, Hammerling y 

colaboradores utilizando celulas sin cadena invariante observaron que la 

union de peptidos en el RE a partir de peptidos cortos es ineficiente 321. Este 

ultimo punto tambien es apoyado por otros trabajos 322. 

Finalmente, algunas proteinas completas podrian competir con la cadena Ii y 

asociarse con las moleculas clase I1 en el RE. De esta manera dichas 

proteinas asociadas MHC-I1 serian transportadas a la via endocitica para ser 

procesadas y para unirse con las moleculas clase I1 323. Ante la ausencia de 

evidencias adicionales, esto podria considerarse como una excepcion. 

Tomando en cuenta lo descrito se propone que para algunas proteinas 

potencialmente retenidas en el RE, es importante su salida de este 

compartimiento para ser presentadas por MHC-11. Asi, aun cuando hay 

evidencias de que el RE podria ser un sitio de generacion y de union de 

peptidos a moleculas clase 11, a la fecha el mecanismo por el que estos 

antigenos son presentados por moleculas clase I1 es aun motivo de 

controversia. 

c)Presentacion de antigenos citosolicos. 

Como se puede nhservz er. !ss estudi~s de eiucibn ae ios peptidos unidos 

MHC-11, 10s antigenos citosolicos son 10s menos frecuentes ". Ademas, la 

presentacion de este tip0 de antigenos por MHC-I1 es ineficiente cuando se 

compara con la presentacion de antigenos exogenos o de antigenos 

endogenos de la via exocitica 324. A pesar de que 10s antigenos citosolicos son 

presentados eficientemente solo por MHC-I, existen multiples evidencias de 

su presentacion por MHC-I1 325. 



La mayoria de estudios de presentacion de antigenos citosolicos por MHC-I1 

han sido realizados por el grupo de Eric Long. En 1988, con fibroblastos 

doblemente transfectados con HLA-DR y con proteinas citosolicas de 

nucleocapside o de matriz de sarampion, se demostro la presentacion de 

peptidos derivados de estas proteinas por MHC-I1 con la misma eficiencia 

que linfocitos B infectados con el virus de sarampion 32! En 1990,los mismos 

autores demostraron la presentacion, por MHC-I y MHC-11, de peptidos 

derivados de la proteina citosolica M1 del virus de influenza, utilizando 

linfocitos B humanos infectados con virus recombinante de vaccinia 327. Sin 

embargo, al igual que en otros estudios, la presentacion por MHC-I1 fue 

menos eficiente que por MHC-I. Por otra parte, la presentacion de peptidos 

derivados de la proteina M1 de influenza por MHC-I1 fue inhibida por 

cloroquina y debilmente por BFA, a diferencia de la presentacion por 

moleculas clase I que no fue inhibida por cloroquina y si por BFA. Lo 

anterior sugiere fuertemente 10s antigenos citosolicos presentados por MHC- 

I1 son procesados en una via diferente que cuando son presentados por 

MHC-I y sugieren, ademas, que en la via de presentacion de antigenos 

citosolicos por moleculas clase I1 intervienen proteasas acidas. 

En 1992, este mismo grupo, per0 ahora con una forma citosolica de la 

proteina H3 de hemaglutinina de influenza en el virus de vaccinia (Vac-cyto- 

H3) demostro, utilizando como CPA una celula deficiente en TAP1, que la 

presentacion de esta proteina por MHC-I1 fue independiente de TAP1, 

sugiriendo nuevamente que la presentacion de antigenos citosolicos por 

MHC-I1 es diferente a la presentacion de este tipo de antigenos por MHC-I 

328. En el mismn estudis se cbssrv6 qiie ia presentacion de un epitopo de H3 

expresado como un mini gen en el citosol fue presentado por moleculas clase 

I1 de manera dependiente de TAP 1. Posteriormente, este mismo grupo 

demostro la inhibicion de la presentacion de este epitopo citosolico por la 

cadena Ii 329. Esto sugiere la posible union de peptidos citosolicos cortos a 

MHC-I1 en el RE. En 1993, en celulas transfectadas con HLA-DR con una 

mutacion que abarca toda la region clase 11, se encontro que la proteina de 



matriz de influenza podia ser presentada por MHC-11, independientemente 

de TAP1 y TAP2 y de LMP2 y LMP7, per0 demostraron la necesidad de un 

gen codificado dentro de la region clase I1 del MHC (presumiblemente 

DM)330. Estos resultados reafirman el concept0 de que la presentacion de 

antigenos citosolicos por moleculas clase I1 es por una via distinta a la de la 

presentacion de estos antigenos por moleculas clase I. 

En 1996. nuevamente el grupo de Long y colaboradores, utilizando linfocitos 

B como CPA con la proteina M1 de matriz de influenza, demostraron que las 

proteinas degradadas rapidamente por 10s proteasomas, por la adicion de 

una secuencia de ubicuitinacion, no se presentan por MHC-I1 331. Sin 

embargo, la misma proteina sin senal de degradacion, que tiene una vida 

media larga, (mas de 5 horas) es  capaz de generar peptidos presentados por 

MHC-11. Este estudio sugiere que 10s peptidos generados por proteasomas 

en el citosol no tienen acceso a la via de presentacion por MHC-11. Sin 

embargo, demuestran que una proteina de vida media larga puede generar 

peptidos que se presentan por MHC-11. En conjunto, 10s resultados derivados 

de 10s estudios de este grupo sugieren que la presentacion de antigenos 

citosolicos por MHC-I1 es dependiente del transporte del antigen0 a 

compartimientos endociticos para su procesamiento y union a MHC-11, 

posiblemente por al@n mecanismo relacionado con la autofagia. 

Por otra parte, otros estudios proponen que la presentacion de antigenos 

citosolicos por MHC-I1 no ocurre en condiciones normales. Asi 10s estudios 

realizados por Hengartner y colaboradores, utilizando celulas de bazo como 

CPA y el virus de coriomeningitis linfocitica que es un virus no citopatico, a 

diferencia de vaccinia, infhenza jr sarampitti utiiizados en 10s otros trabajos, 

no pudieron demostrar la presentacion por MHC-I1 de peptidos derivados de 

la nucleoproteina localizada en el citoso13". 

Los resultados descritos sugieren que 10s antigenos citosolicos que se 

presentan por MHC-I1 son transportados a compartimientos endociticos. Sin 

embargo, considerando la baja eficiencia de esta via, ademas de que la 



presentation de antigenos citosolicos no ha sido observada en todos 10s 

sistemas estudiados, aun existe controversia acerca del mecanismo que 

siguen estos antigenos para presentarse por MHC- 11. 

d)Estudios de presentacion de antigeno con formas endogenas de lisozima 

de gallina (LG). 

En diversos estudios realizados in vitro, se han utilizado formas endogenas 

de la proteina lisozima de gallina (LG) para determinar 10s mecanismos que 

participan en el procesamiento y presentacion de antigenos endogenos por 

MHC-11. 

En 1991, el grupo de Brooks y colaboradores, demostraron la presentacion de 

epitopos derivados de formas endogenas de LG a hibridomas T restringidos 

por clase 11. En este trabajo, con linfomas B murinos transfectados con LG 

de secrecion, LG transmembranal y LG con senal de retencion en el RE, se 

demostro la presentacion de peptidos derivados de este antigeno por MHC-I1 

333. En estos y en otros estudios se demostro que la eficiencia de generacion 

de 10s peptidos esta en relacion con la senal de trafico intracelular del 

antigeno. De esta manera, la CPA que expresa LG transmembranal es la mas 

eficiente en activar hibridomas T restringidos por MHC-11. La segunda CPA 

con mayor capacidad para activar a 10s linfocitos T es  la que expresa la LG 

de secrecion y la CPA que expresa LG con send  de retencion en el RE es la 

menos eficiente es activar a 10s linfocitos T. 

Calin-Laurens y colaboradores, con fibroblastos como CPA, confirmaron la 

presentacion con a!ta ~Eciencia de psptidos derivados de LG endogena de 

secrecion tanto por MHC-I, como por MHC-I1 33! En este mismo trabajo una 

forma citosolica de LG de vida media corta (menor de 5 min) solo pudo ser 

presentada por MHC-I y no por MHC-11. En 1993 nuevamente Brooks y 

McCluskey, utilizando celulas B con LG retenida en el RE y LG sin secuencia 

selial (citosolica) e hibridomas que reconocen distintos epitopos de LG, 

demostraron la presentacion del epitopo inmunodominate de LG 34-45 por 



ambas transfectantes. Sin embargo, la presentacion de otros determinantes 

reconocidos por hibridomas T menos sensibles o que reconocen otros 

determinantes no fue detectada 335. Estos estudios sugieren que tanto la LG 

retenida en el RE como la de citosol se presentan ineficientemente por MHC- 

11. Apoyando lo anterior, en este mismo estudio se demostro que para la 

presentacion de la LG citosolica se requiere de alta expresion del antigeno, lo 

que depende del promotor utilizado para su expresion. Finalmente en dicho 

estudio se demostro que la presentacion de peptidos derivados de LG con 

senal de retencion en el RE y de LG citoplasmica LG es sensible a 

cloroquina y cloruro de amonio. En 1993 10s estudios realizados por Bertolino 

y colaboradores, utilizando fibroblastos deficientes en cadena invariante, 

demostraron que, al igual que la LG exogena, la presentacion de LG de 

secrecion, LG retenida en el RE y LG citosolica es dependiente de la 

presencia de la cadena invariante y, ademas, confirmaron la sensibilidad de la 

presentacion de determinantes derivados de estos antigenos a cloroquina 

como evidencia de la participacion de compartimientos endociticos en el 

procesamiento y presentacion de estos antigenos 336. 

Estudios realizados en ese mismo ano por Adorini y colaboradores, con 

celulas B transfectadas con LG de secrecion o retenida en el RE, observaron 

que la LG de secrecion es capaz de generar un patron de peptidos muy 

similar al de LG exogena per0 la forma retenida en el RE es incapaz de 

generar el epitopo 112-124. Por otro lado la generacion de ciertos peptidos 

fue inhibida por leupeptina sugiriendo nuevamente procesamiento 

endosomico 337. Finalmente en 1997 10s estudios de Parra-Lopez y 

colaboradores demuestran, al igual que para otros antigenos, que la 

eficiencia rle presentaci6r, dc LG eiidugena por MHC-I1 es aumenta por la 

fusion de la LG con proteinas que tienen senales de trafico que las dirigen a 

la via endocitica 338. En estos trabajos se sugieren rutas alternas de 

procesamiento de antigeno dependiendo de la ruta de entrada a la via 

endocitica. Es importante recalcar que en todos estos trabajos el 

procesamiento de las formas endogenas del antigeno no es debido a 

liberacion y endocitosis de antigeno. 



En 1991, 10s estudios de Moreno y colaboradores, con fibroblastos de rata y 

un linfoma B murino que expresan una forma transmembranal de LG que 

codifica 10s aminoacidos 1-80, se demostro que, en 10s fibroblastos, el epitopo 

25-43 no puede ser generado a partir de formas exogenas per0 si de formas 

endogenas de la proteina, sugiriendo distintos sitios de generacion de 

peptidos derivados de antigenos endogenos 33g. Finalmente, en un estudio 

realizado en nuestro laboratorio, se observo inhibicion por cloroquina en la 

presentacion de formas endogenas de LG, per0 se observo que esta 

inhibicion es dependiente del epitopo y de la sensibilidad de hibridoma 

utilizado en el estudio 340. 

En conclusion, al igual que 10s estudios con otros antigenos, 10s estudios 

realizados con formas endogenas de LG demuestran la participation de 

compartimientos endociticos en el procesamiento de antigenos endogenos 

por MHC-11. Sin embargo, tanto la generacion de distintos determinantes 

como la eficiencia de presentacion dependiendo de la localization del 

antigen0 sugieren la existencia de otras vias de procesamiento sobre todo 

para antigenos que no tienen acceso a compartimientos endociticos. 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

iExiste una via diferente para que 10s antigenos endogenos que no tienen 

acceso directo a la via endocitica sean presentados por moleculas clase I1 del 

MHC? 

De ser asi i C u a  es la via que siguen 10s antigenos endogenos que no tienen 

acceso directo a la via endocitica para ser presentados por moleculas clase I1 

del MHC? 
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HIPOTESIS 

1. Existen diferencias en 10s determinantes generados a partir de un antigeno 

sintetizado en el interior de la celula y en 10s derivados del mismo antigeno 

internalizado por pinocitosis en fase fluida. 

2. Los antigenos endogenos de la via exocitica son degradados en 

compartimientos tempranos de esta via y se unen a las moleculas clase I1 en 

este mismo tip0 de compartimientos. 

3. Los antigenos endogenos de la via exocitica pueden ser degradados por 

proteasomas para posteriormente ser presentados por moleculas clase I1 del 

MHC. 

4. Alternativamente, 10s antigenos endogenos de la via exocitica son 

transportados a la via endocitica para ser procesados y presentados por 

moleculas clase I1 del MHC. 

OBJETIVOS 

1. Determinar si existen diferencias entre 10s determinantes generados a 

partir de antigenos sintetizados en el interior de la celula y determinantes 

derivados del mismo antigeno, internalizado por pinocitosis en fase fluida. 

2. Estudiar la participation de compartimientos tempranos de la via 

exocitica en el procesamiento de antigenos que ingresan a esta via y en 12 

union de peptidos derivados de estos antigenos para su presentacion por 

moleculas clase I1 del MHC. 

3. Determinar si 10s proteosomas participan en el procesamiento de 

antigenos endogenos de la via exocitica para su presentacion por moleculas 

clase I1 del MHC. 
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4. Determinar si 10s antigenos endogenos de la via exocitica son transportados 

a partir del TGN a compartimientos endociticos para ser procesados y 

presentados por moleculas clase I1 del MHC. 

MODEL0 EXPERIMENTAL 

LK-35.2 I LK-LG-KDEL 

- 
LK-LG 

Figura 3. Representacion esquematica de la distribution intracelular de las distintas 
formas de lisozima (LG) en las CPA utilizadas en estos estudios. La localizacion del 
antigen0 es ejernplificada en rojo. LK35.2 (celulas sin LG) LK-LG-KDEL (LG retenida en 
en RE) LK-LG (LG en la via de secretion yen el medio extracelular). 
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MATERIALES Y METODOS 

Reactivos. La LG utilizada fue de Sigma Chemical Company (St. Louis, MO, 

EU), el medio de cultivo fue RPMI-1640 (GIBCO, Gaithersburg, MD, EU ) 

suplementado con HEPES 25 mM, Glutamina 2 mM, piruvato de sodio, 

ciprofloxacina 10 pglml. y suero fetal bovino (Hy-Clone, SALT Lake City, UT, 

EU) al 10% (medio complete). Los inhibidores de proteasas fueron 

leupeptina, E-64, aprotinina, PMSF, pepstatina A, 1,lO-fenantrolina y LLnL, 

todos obtenidos de Sigma. Se utilizo, ademas, brefeldina A (obsequio de 

Luciano Adorini, Roche Milano, Italia), Lactacistina (David Corey 

Universidad de Harvard), cloroquina y monensina, ambas de Sigma. La 

enzima endoglucosidasa H (endoH) se obtuvo de United States Biochemical, 

sepharosa 4B-Proteina G, y Sepharosa 4B-Proteina A de Pharmacia. 

Anticuerpos. El anticuerpo monoclonal (mAb) H116-32 (IgG2b ant i - Iqk,  341' 

fue obtenido del hibridoma del mismo nombre (obsequio del Dr. Giinter 

Hammerling, DKFZ, Heidelberg, Alemania). Este anticuerpo se purifico 

utilizando una columna de Sepharosa 4B-proteina A. El anticuerpo 

monoclonal 2XF8 (IgG1 anti lisozima de gallina) se obtuvo en nuestro 

laboratorio y se utilizo como liquid0 de ascitis. Los anticuerpos IgGl anti LG 

Dl115 y F1066 se obtuvieron de 10s hibridomas del mismo nombre y fueron 

obsequio del Dr. Roy Mariuza 342. (Frederick, MD) Estos anticuerpos se 

purificaron en columnas de Sepharosa 4B-proteina G. El anticuerpo IgG2b 

de rata C4H3, que reconoce la molecula clase I1 IAk con un peptido 

relacionado con el determinante 52-61 unido, fue obsequio del Dr. Ronald N. 

Germain (NIH) este anticuerpo fue utilizado como sobrenadante de cultivo 
::a 

Lineas celulares. Como CPA se utilizo el hibridoma murino LK-35.2 (H-2k.d.) 

344. Se utilizaron ademas, celulas LK35.2 transfectadas con diferentes formas 

de LG. La linea LK-LG que esta transfectada con un plasmido que contiene 

el DNA complementario (cDNA) de LG soluble ( secretion) y la linea LK- 



LG-KDEL que esta transfectada con un plasmido que contiene el cDNA de 

LG que en su extremo 5' (carboxilo terminal) tiene 10s nucleotidos que 

codifican para el tetrapeptido KDEL (lys-asp-glu-leu) que aporta una selial 

de retencion en RE las celula 337. Estas celulas fueron donadas por el Dr. 

Frank Momburg (DKFZ, Heidelberg, Alemania). Se utilizo tambien la linea 

CTLL-2 dependiente de IL-2 (ATCC "'). Se utilizaron, ademas, distintos 

hibridomas anti-LG restringidos por IAk. Los hibridomas C10 y A2.2B2 que 
reconocen el determinante 48-62 y el hibridoma A6B3 que reconoce el 

determinante 34-45 fueron donados por la Dra. Laurie Glimcher (Harvard 

University, 345 ); el hibridoma E907, que reconoce el determinante 33-47 fue 

generado por el Dr. Jose Moreno 348. 10s hibridomas 2B6.3 que reconocen 10s 

determinante 25-43 y el hibridoma 2D4.1 que reconoce el determinante 114- 

129 fueron donados por el Dr. Luciano Adorini (Roche Milan, Italia, 347). 

Todas las lineas celulares se mantuvieron en cultivo a 37°C en atmosfera de 

5% CO, y 90% de humedad en medio complete, en botellas de cultivo. 

Inmunoprecipitacion. Se utilizo el metodo descrito por Laemli348 con algunas 

modificaciones. Las celulas LK-35.2 fueron cultivadas en condiciones 

variables (ver seccion de resultados), despues de lo cual se lavaron e 

incubaron en RPMI-1640 sin metionina durante 10 a 20 min en presencia de 

200 pCi de metionina marcada con 35S. A1 final de la incubacion, las celulas 

se lavaron extensamente y se lisaron en una solucion a base de Nonidet P40 

(NP40) I%, tris 0.05 M pH 7.5, EDTA, NaCl 0.15 M y un cocktail de 

inhibidores de proteasas (leupeptina 25pglm1, E-64 10pg, aprotinina 2pgIm1, 

PMSF lOmM, pepstatina A O.lng/ml y 1,lO-fenantrolina 10mM). Para 10s 

experimentos de pulso y seguimiento, antes de lisar, se lavaron las CPA y se 

afiadi6 xetionina fria (IO veces en exceso) y se cultivaron asi durante 

periodos variables hasta que se lavaron y se lisaron como se describio arriba. 

Los lisados se centrifugaron a 13,000 rpm, se desecho el boton de nucleos y se 

colecto el sobrenadante. Para determinar la cantidad de radiactividad en 10s 

sobrenadantes, se tomaron lop1 que se mezclaron con liquid0 de centelleo y 

se leyeron en un contador beta. Basandose en esta medida, se 

preadsorbieron cantidades equivalentes de radiactividad de cada 



sobrenadante con proteina G, proteina G y un anticuerpo irrelevante del 

mismo isotipo que 10s anticuerpos anti-LG o anti-MHC-11, y finalmente 10s 

lisados se mezclaron con proteina G y 10s anticuerpos purificados anti LG 

(2XF8, Dl15 y F1066) o anti-IAk (H116.32). Se incubaron a 4°C en agitacion 

constante durante 12 horas. Despues de este tiempo las esferas de proteina 

G se lavaron 5 veces con buffer de lavado (buffer de lisis sin inhibidores de 

proteasas y NP40 alO.l%) y una vez mas con buffer de tris 0.01 M, pH 7.4). A 

estas muestras se les agrego buffer de Laemli. Algunas muestras se trataron 

con endo-H durante 12 horas y despues se corrieron en geles de 

poliacrilamida. 

Electroforesis en geles de poliacrilamida en dodecil sulfato de sodio (SDS- 

PAGE) Se utilizaron geles al 12 6 15% poliacrilamida (Bio-Rad) y 4% SDS, 

que se corrieron bajo corriente constante de 10 mAmp en camaras Bio-Rad. 

A1 final del corrimiento, 10s geles se fijaron en buffer de metanollacetico, se 

sumergieron en solucion amplificadora (Amplify, Amersham. Beckenham, 

UK), se secaron y se expusieron a pelicula de rayos X, a -70°C durante uno a 

cuatro dias para las autorradiografias. Para identificar el t a m ~ o  de las 

bandas, en forma simultanea, se corrieron indicadores de peso molecular 

marcados con I4C (Rainbow LMW, Amersham) en uno de 10s carriles. 

Elucion acida de peptidos unidos a moleculas clase 11. Para estos 

experimentos, se cultivaron 5 x lo7  CPA a una densidad mkxima de 5 x 105/ml 

en botellas de cultivo en medio RPMI carente de 15 aminoacidos (ala, arg, 

asp, glu, gly, his, ile, leu, lys, phe, pro, ser, thr, tyr, val), que se sustituyeron 

con 5 mCi de 10s mismos 15 aminoacidos marcados con 3H. Estos 

exp~rimentos SP ~~A~ZZ'OI~ eii ausencia o en presencia de 10 pg/ml de 

brefeldina A. Despues de 10 horas en cultivo, las celulas se lisaron con buffer 

de lisis NP40 y se trataron de la misma forma que en 10s estudios de 

inmunoprecipitacion hasta llegar a la adsorcion a proteina A-Sepharosa 4B. 

El gel con las moleculas clase I1 unidas fue lavado exhaustivamente con 

buffer de lavado y despues con 0.01 M tris pH 7.4. A continuacion, se anadio 

una solucion de acido acetic0 a una concentracion final del10%, las muestras 



se calentaron a 95°C y se centrifugaron durante 20 min a 3000 g en tubos 

centricon con membrana con "cut-of7 de 10 kDa. Las muestras fueron 

eluidas dos veces mas con acido acetic0 al 10% y el material menor a 10 kDa 

recuperado debajo de la membrana se analizo por HPLC. Se cuantificaron 

tanto 10s materiales mayor y menor de 10 kDa y el primer0 se trato o no con 

la enzima endo-H y se analizo en geles de SDS-PAGE a1 12%. 

Cromatografia liquida de alta resolution (HPLC). Esta se realizo en un 

cromatografo Waters con una bomba Waters 626 con lineas no metaicas 

(peek) y un controlador Waters 600s. Se utilizo una columna de fase reversa 

Waters Delta-Pak HPLC C18, con poro de 300 A, de 2.0 x 150 mm. Se utilizo 

un gradiente continuo de 0% a 60% de solucion B en 60 min en donde la 

solucion A fue agua con 0.1% acido trifluoroacetico y la solucion B 

acetonitrilo al 100 %. El liquid0 se pas6 por un detector de arreglo de 

fotodiodos Waters 996 y se registro la absorbancia a 220 nm cada 2 seg. Se 

colectaron fracciones manualmente, carnbiando 10s tubos cada dos minutos. 

El material colectado fue analizado en un contador de centelleo. 

Estudios de presentacion de antigeno. Se cultivaron 5x104 celulas de 

hibridomas de linfocitos T con las CPA en presencia o en ausencia de 

distintas concentraciones de LG exogena, o con CPA transfectadas con las 

distintas formas de LG endogena en placas de 96 pozos en triplicado, en un 

volumen final de 2oopl. Despues de 24 horas de cultivo se colectaron 1OOp1 del 

sobrenadante, que se cultivaron por 36 horas mas con lo4 celulas CTLL-2. 

Durante las ultimas 16 horas de cultivo se adiciono un 1pC por pozo de 3H 

timidina. Las celulas se cosecharon en un cosechador semiautomatico y la 

sintesis rle DXP. dc !as c6:iilas Z T i i - 2  se determino en un contador beta. En 

algunos experimentos, las distintas CPA fueron preincubadas en presencia o 

ausencia de 10s siguientes inhibidores de proteasas o transporte intracelular: 

LLnL (250pM), lactacistina ( lpm),  E64 (lOOpM), cloroquina (50pm) y 

monensina (2.5pM) durante 24 horas. Posteriormente, las distintas CPA se 

fijaron durante 30 segundos con 0.025% glutaraldehido, despues de lo cual se 



les adiciono glicina 0.2M y se lavaron extensamente antes del cultivo con 10s 

hibridomas correspondientes. 

Citometria de flqjo. Para estos experimentos, las distintas CPA que expresan 

LG endogena y las celulas LK35.2 previamente cultivadas con cantidades 

crecientes de LG desde 0.3 hasta 3 mglml durante 24 horas, se marcaron con 

el anticuerpo monoclonal de rata C4H3, que reconoce IAk con peptidos 

relacionados al determinante 52-61 unidos. Este marcaje se revel6 con un 

segundo anticuerpo de cabra anti-rata biotinilado, seguido de estreptavidina 

marcada con isotiocianato de fluoresceina (FITC). Tambien se utilizo el 

anticuerpo anti IAk H116.32 biotinilado, seguido de estreptavidina-FITC. Las 

tinciones se realizaron a 4°C en PBS con azida de sodio al0.1% para prevenir 

"capping" y suero humano a l l %  para bloquear receptores Fc. Como control, 

se utilizaron celulas LK35.2 sin antigen0 y celulas incubadas con un 

anticuerpo irrelevante del mismo isotipo del anticuerpo C4H3. Las 

fluorescencia de las celulas se evaluo por citometria de flujo en un FACSort 

(Becton Dickinson, San Jose, CA) utilizando el sofware Cell quest. En todos 

10s experimentos, se excluyeron las celulas muertas por la adicion de yoduro 

de propidio. 



RESULTADOS 

1. - Expresion de las diferentes formas de LG por celulas LK35.2. 

Inicialmente se evaluo el nivel de LG expresada en las distintas CPA. Para 

esto, se cultivaron lo7  celulas, se marcaron metabolicamente con metionina 

35S durante 20 min, y se inmunoprecipitaron con una mezcla de anticuerpos 

anti LG (2XF8, Dl115 y F1066) o anti-IAk (H116.32). Los precipitados, 

obtenidos de cantidades equivalentes de radiactividad de cada lisado, fueron 

resuspendidos en buffer de Laemli y se corrieron en geles de poliacrilamida al 

15%. Como se puede observar en la figura 4a, la expresion de LGKDEL es 

mayor que la de LGs. La densitometria muestra que la expresion de LGKDEL 

es 6 a 7 veces mayor que LGs (Fig. 4b). 
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B Figura 4a. Expresion de LG 
-V ,++ + ,* endogena por cklulas LK35.2. 

a n t i - l A k . z l  l0L, Autorradiografia PAGE-SDS inmunoprecipitados a1 de de 15% un CPA gel que con de 

no expresan LG (LK35.2), que 
expresan LGs (LK-LGs) o LGKDEL 

a *' (LK-LGKDEL) con una mezcla de 
anticuerpos anti-LG (2XF8, Dl115 

rn t @  y F1066) o con el anticuerpo anti- 
anti-LG. i * ,  I IAk (H116.32). La precipitacion de 

m 14 . . ' 2  
1 

LG e IAk se llevo a cab0 a partir de 
cantidades equivalentes de 

radiactividad. 4b Densitometria obtenida en un experiment0 independiente que 
muestra la diferencia cuantitativa entre las dos formas de LG. 

Por otra parte, en experimentos de marcaje y seguimiento, podemos 

observar en la Fig. 5 que la LGs solo permanece dentro de la celula por 30 

min~it.ns, t iexpo despues dc: cual a610 st: iocaiiza en el sobrenadante de 

cultivo en ausencia de BFA, la cual impide su secrecion. A tiempos tardios de 

caza ( 24 y48hr) se observan bandas de peso molecular mayor a 14kDa que 

podrian corresponder a la formacion de agregados que se precipitan de con 

10s anticuerpos utilizados. No se  detect0 LGKDEL en 10s sobrenadantes de 

cultivo de las celulas transfectadas con el gen que codifica esta proteina. 
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Figura 5. Permanencia de LGs en celulas LK-35.2. Autorradiografia de un gel de 
PAGE-SDS a1 15% con inmunoprecipitados de LGs marcadas metabolicamente y 
cazadas a 10s tiempos indicados en ausencia (-1 o en presencia (+ )  de BFA con una 
mezcla de anticuerpos anti-LG FA. Los inmunoprecipitados se obtuvieron a partir 
del contenido intracelular (izquierda) o de 10s sobrenadantes de cultivo (derecha). 
LK corresponde a celulas LK-35.2 sin transfectar, tratadas con 10s mismos 
anticuerpos. 

2.- Capacidad de las distintas celulas presentadoras de antigeno de activar a 

hibridomas de celulas T. 

Una vez determinada la expresion de las diferentes formas de LG endogena 

por celulas LK-35.2, se evaluo su capacidad de activar a hibridomas T que 

reconocen diferentes peptidos de LG, comparando con la celula no 

transfectada en presencia del antigeno exogeno. Para esto se cultivaron 5xlV 

celulas, de 10s diferentes hibridomas con cantidades progresivas de las 

distintas CPA. La respuesta de 10s hibridomas T se evaluo mediante su 

liberacion de IL-2, que esta en relacion directa con la capacidad de la CPA de 

procesar el antigeno y generar el ligando del TCR. 

Como puede verse en la figura 6, las CPA con las dos formas de LG endogena 

tienen la misma capacidad de activar al hibridoma C10; sin embargo, 10s 

otros hibridomas (A6B3, E907 y 2B6.3) responden mejor cuando se utiliza 

LK-LGs como CPA. Dado que la expresion de LKs es mucho menor, este 

resultado indica una mayor eficiencia de presentacion de LGs comparada 

con LGKDEL, lo cual se apoya por el hecho de que LGs permanece en la 

celula por menos tiempo, posiblemente indicando una mayor eficiencia de 

degradacion. Ademas, al comparar las formas endogenas de LG con LG 



exogena, tambien hay diferencias en la generacion de distintos 

determinantes. Asi, LG endogena genera el determinante 48-62, reconocido 

por el hibridoma C10, con mas eficiencia, mientras que 114-129, reconocido 

por el hibridoma 2D4.1, es generado eficientemente a partir de LG exogena, 

per0 no se genera a partir de LGKDEL y necesita un numero elevado de 

celulas LK-LGs. Ademas de confirmar la presentacion de antigenos 

endogenos por moleculas clase I1 y demostrar diferencias en la capacidad de 

generacion de distintos determinantes a partir de LG endogena y LG 

exogena, estos resultados demuestran que dos formas endogenas distintas 

de LG difieren en la eficiencia de generacion de ciertos determinantes de 

esta proteina 

CPA por pozo x 1 0 ' ~  

Figura 6. Respuesta de 10s distintos hibridomas de celulas T a las diferentes c6lulas 
presentadoras de antigeno. 5xlO~elulas de hibridomas T (indicados en la parte 
inferior) se cultivaron con cantidades crecientes de las celulas LK-LGs (A),  LK- 
LGKDEL (0)  o LK35.2 cultivadas con 3 pg de LG exogena (H). Las celulas fueron 
cultivadas en placas de 96 pozos en un volumen de 20011. Despues de 24 horas de 
cultivo se tomaron lOOul del sohrenadante y este sc transfirio a ulla nueva placa con 
10.' celulas CTLL-2. 20 horas despues se agrego 1pCi de 3H-timidina y las celulas se 
cultivaron durante 18 horas mas y se cosecharon en un cosechador semiautomatico. 
La sintesis de DNA (incorporation de 3H-timidina) se midi6 en un contador de 
centelleo. Los resultados se expresan como cpm x 10 " 



3.- Densidad de MHC-11-peptido 52-61 en la superficie de las distintas CPA. 

Para evaluar de otra forma la capacidad de generacion de peptidos a partir 

de las formas endogenas y exogena de LG, se examino la densidad de 

moleculas IAk cargadas con peptidos relacionados con el peptido LG-52-61 

(Ak52-61) en la superficie de celulas LK-35.2 portadoras de LG endogena o 

celulas LK-35.2 cultivadas 24 hr en presencia de concentraciones variables de 

LG exogena. La expresion de Ak52-61 se determino por citometria de flujo 

con el anticuerpo monoclonal anti-Ak52-61 C4H3, que reconoce IAk con el 

peptido 52-61 o peptidos relacionados con el mismo. Como se ve en la figura 

7, el nivel de expresion de Ak52-61 en celulas LK-LGs es ligeramente mayor 

que en LK-LGKDEL. Esto indica, nuevamente, una mayor eficiencia de 

generacion del determinante 52-61 a partir de LG endogena de secrecion 

comparada con LG retenida en el RE. El nivel de expresion de Ak52-61 en 

celulas con las dos formas de LG endogena es inferior al de las celulas LK- 

35.2 cultivadas con 0.3pgIml de LG exogena. Asi, a1 comparar LG exogena con 

LG endogena, no hay correlacion entre la densidad de Ak52-61 y la capacidad 

de las CPA de activar a1 hibridoma C10, especifico contra este determinante. 

Es decir, a pesar de una densidad menor de Ak52-61 en superficie, las CPA 

presentan LG endogena con mas eficiencia que las celulas LK-35.2 cultivadas 

con 3pglml LG exogena (Fig. 6). 

Dado que el anticuerpo C4H3 reconoce en forma dosis dependiente un grupo 

de peptidos de diferente longitud relacionados con el determinante 52-61 343, 

este resultado sugiere la posibilidad que la LG endogena genere un grupo 

mas homogeneo de epitopos que la lisozima exogena que pueden ser 

reconccidos dc manera ol j i i~r~a por el hibridoma C10. Estos resultados 

indican que ciertos determinantes pueden ser generados mas eficientemente 

a partir de la LG endogena. 
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Figura 7. Expresion en superficie de IAk con peptidos relacionados con el 
determinanate 52-61. A la izquierda se muestra el histograma de las celulas LK-35.2 
cultivadas sin antigeno o con las concentraciones indicadas de LG exogena durante 
24 horas. A continuacion, estas celulas se lavaron y se trataron con el anticuerpo 
C4H3 que reconoce 10s complejos IAk-52-61. La tincion se revelo con un anticuerpo 
de cabra anti-rata biotinilado, seguido de estreptavidina marcada con FITC. En el 
centro y a la derecha se muestran 10s histogramas de las celulas LK-LGs y LK- 
LGKDEL, respectivamente, cultivadas sin antigeno y tratadas de igual manera que 
las celulas LK-35.2. Los controles negativos se muestran en todos 10s histogramas y 
corresponden a celulas LK-LGKDEL tratadas con un anticuerpo irrelevante del 
mismo isotipo del C4H3. La grafica de este control se sobrepone con el obtenido a 
partir de celulas LK35.2 cultivadas sin antigeno(n0 mostrado). Se muestra tambien 
la expresion de moleculas clase I1 IAk totales por las diferentes CPA mediante 
tincion con el anticuerpo H116.32. 

4.- Papel del RE e n  la  union d e  peptidos derivados d e  proteinas endogenas a 

moleculas clase I1 del MHC. 

La generacion d e  peptidos reconocidos por linfocitos T en  asociacion a MHC- 

I1 por LGKDEL, y sus diferencias con LGs y LG exogena, sugiere la 

posibilidad d e  que 10s peptidos derivados d e  LGKDEL (retenida e n  el RE), 

per0 no  d e  las otras formas de LG, fueran generados yln 11nicl.o~ a MEC I1 cn 

el RE. Para examinar es ta  posibilidad, se  incubaron celulas LK-LGKDEL o 

LK-35.2 con una  mezcla d e  15 aminoacidos marcados con 3H e n  presencia o 

ausencia d e  BFA. Despues de 10 horas de incubacion, las moleculas IAk se 

purificaron por afinidad y 10s peptidos unidos a estas se  eluyeron con 10% 

acido acetic0 y calor. Los peptidos c10 kDa se separaron por HPLC en  fase 

reversa y se  midio la incorporacion de 3H en  fracciones recolectadas cada dos 



minutos. En la figura 8a puede observarse que la marca radiactiva solo se 

recupero a partir de las moleculas IAk obtenidas de celulas LK35.2 y LK- 

LGKDEL no tratadas con BFA. Este resultado indica que, en nuestro sistema, 

no hay union de peptidos a IAk en el RE. Para asegurar que 10s dimeros clase 

I1 exarninados en celulas tratadas con BFA habian sido retenidos en el RE en 

el momento del anfisis, el material >10 kDa (moleculas clase II), se trato 

con endoH (Fig. 8b) que disminuyo su Mr, lo cual demuestra que son 

sensibles a la endo-H, confirmando que se encontraban en el RE. 
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Figura 8. Determination de la 
union de peptidos a MHC-I1 en 
el RE. a) Cuentas por minuto 
de peptidos eluidos de 
moleculas IAk obtenidas de 
celulas LK-35.2 sin transfectar 
(arriba) o de celulas LK- 
LGKDEL cultivadas durante 10 
horas en presencia ( -  - -) o en 
ausencia ( - ) de lO/tgiml BFA. 
Se cultivaron 5x10' celulas con 
aminoacidos marcados con 3H, 
despues de lo cual se 
purificaron las moleculas IAk y 
se sometieron a elucion con 
acido acetic0 al 10%. El 
material <10 kDa se analizo 
por HPLC en fase reversa y el 
contenido de radioactividad se 
determino en un contador de 
centelleo. Los resultados se 
expresan como cpm de 
fracciones colectadas cada 2 
minutos. b) Autorradiografia 
de las moleculas IAk de las 
celulas cultivadas con BFA 
retenidas en las membranas 
CentriconT" despues de la 

elucion acida y tratsdos : I ) o no (-) COII endoH. 

5.- Papel del RE en la degradation de LC endogena. 

A pesar de que no se encontro union de peptidos a IAk 11 en el RE, persistia 

la posibilidad de que algunos peptidos derivados de LG endogena pudieran 

generarse en este compartimiento. Asi, se examino la estabilidad de las dos 



formas de LG endogena, por inmunoprecipitacion en presencia o ausencia de 

BFA, en experimentos de pulso y seguimiento. Las celulas se pulsaron 15 

minutos con %-Met, se lavaron y se cultivaron con un exceso de metionina 

fria. En la parte superior de la figura 9a se observa que la banda de LGKDEL 

esta presente a las  24 horas, aun en ausencia de BFA, aunque despues de las 

10 h hay una disminucion gradual si se la compara con las celulas cultivadas 

con BFA. Esto sugiere que, de haber degradacion, esta es fuera del RE. Sin 

embargo, a las 48 horas de caza (Fig. 9b) en la LG inmunoprecipitada de las 

celulas cultivadas en presencia de BFA hay una banda de menor tamano que 

podria corresponder a un product0 de degradacion. Por otro lado la LGs solo 

es visible en presencia de BFA y a las 24 horas hay una banda adicional, 

menor de 14 kDa. Estos resultados sugieren que la degradacion de ambas 

proteinas puede ser dependiente de su salida del RE per0 tampoco excluyen 

la posibilidad de que sean degradadas, aun permaneciendo en el RE. 

Hr. 2 8 10 12 24 LGKDEL LGS 

BFA I, ! I,- kOs - - 
BFA + - + 

Figura 9. Permanencia de LG endogena en celulas LK35.2. a) Autorradiografia de 
geles de PAGE-SDS al 15% LGKDEL (arriba) o LGs (abajo) inmunoprecipitadas a 
partir de lo7 celulas cultivadas en presencia (+) o ausencia (-) de BFA con 200pCi de 
'%-Met por 15 minutos y cultivadas por 10s tiempos indicados con un exceso (10X) 
de metionina fria. Los lisados con cantidades iguales de radiactividad se 
inmunoprecipitaron con una mezcla de anticuerpos anti-LG 2XF8, Dl115 y F1066. 
5b LGKDEL y LGs, inmunoprecipitadas de celulas 1.K- LGXDEL y LK-LGs, 
respectivarneme, seguidas hasta 48 horas en presencia (+ )  o ausencia (-)  de BFA. 

6.- Compartimientos intracelulares que participan en la degradacion de la 

LG endogena. 

Ademas de las diferencias en la eficiencia de generacion de 10s peptidos entre 

ambas formas de LG endogena y entre estas y LG exogena, 10s resultados 



presentados hasta aqui, sugieren la posibilidad de que, para ser degradadas, 

las dos formas endogenas de LG tienen que salir del RE o, alternativamente, 

que a pesar de ser retenidas en el RE, pudieran ser degradadas. Estas dos 

posibilidades no son excluyentes. Sin embargo, estos resultados no permiten 

determinar el sitio de degradacion de estas proteinas. Asi, para determinar 

10s compartimientos intracelulares involucrados en la degradacion de la 

proteina LGKDEL se utilizaron distintos inhibidores del trafico intracelular e 

inhibidores de 10s sistemas proteoliticos. 

*A las 48 se inrnunoprecipito solo la mitad de radiactivad 

T~ernpo 30 min 24 h 48 h* 
inhibidor LK - L C M - L C M L C M 

Figura 10. Recuperation de LGKDEL endogena en celulas tratadas con distintos 
inhibidores. Autorradiografia de LGKDEL inmunoprecipitada con una mezcla de 
anticuerpos anti-LG a partir de celulas LK-LG cultivadas con 35s-Met durante 15 
minutos y posteriormente durante 10s tiempos indicados en ausencia (-) o en 
presencia de LLnL (L ), Cloroquina (C) o monensina (M). LK corresponde a celulas 
LK35.2 sin transfectar inmunoprecipitadas con 10s mismos anticuerpos. 

Para determinar el efecto de 10s inhibidores en la vida media de la proteina 

endogena retenida en el RE, las celulas LK-LGKDEL se marcaron 

metabolicamente con %-Met en presencia o ausencia de monensina 2.5pM 

(MON), que previene el transporte del TGN a vesiculas acidas 'j5,'j6, 

cloroquina 50pM (CLQ), que previene acidificacion de compartimientos 

endociticos 208,209 y LLnL 250pM. inhibidor de calpaina, proteasomas y algunas 

cisteil proteasas 230.23'.232. Estas concentraciones se estab!ecieron previamei~ie 

como optimas para inhibir sin afectar sustancialmente la viabilidad de las 

celulas. Las celulas asi tratadas fueron cazadas a diferentes tiempos tambien 

en ausencia o presencia de 10s inhibidores, despues de lo c u d  se lisaron y se 

inmunoprecipitaron con anticuerpos anti-LG. Como se observa en la figura 

10, estas drogas incrementan la cantidad de LGKDEL endogena recuperada 

de 10s inmunoprecipitados. A 10s 30 minutos se 0 b s e ~ a  un ligero efecto de 
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LLnL que es m&ximo a las 24 hr. Por otro lado, CLQ y MON tienen un efecto 

mas tardio en la cantidad de LGKDEL recuperada de 10s inmunoprecipitados. 

Debido a que LLnL inhibe actividad de proteasomas y que el efecto 

observado por esta droga es a tiempos tempranos, este resultado sugiere la 

posibilidad de que 10s proteasomas pudieran participar en la generacion de 

peptidos a partir de LGKDEL. Por otro lado, el efecto tardio de CLQ y MON 

indica que, despues de un tiempo, parte de la proteina LGKDEL sale del RE, 

via TGN para llegar a compartimentos acidos en donde es degradada. 

Ademas del efecto en la cantidad de proteina recuperada, se observa una 

banda menor a 14 Kda que podria corresponder a un product0 de 

degradacion, que solo se observa en presencia de 10s distintos inhibidores. 

7.- Compartimientos intracelulares que participan en la generacion de 

peptidos derivados de LG endogena, presentados por MHC-I1 

Para evaluar el efecto de 10s inhibidores en la generacion de peptidos 

derivados de LG endogena presentados por MHC-11, las CPA con LGKDEL y 

las celulas LK-35.2 sin transfectar precultivadas con LG exogena, se 

cultivaron durante 24 horas con 10s distintos inhibidores, despues de lo cual 

se fijaron y se cultivaron con 10s hibridomas T anti-LG. En la figura 11 puede 

verse que LLnL tuvo el mayor efecto inhibitorio en la presentacion de 

peptidos derivados de LGKDEL, seguido de monensina y finalmente 

cloroquina. Esto ocurre tanto con el hibridoma A2.2B2 (LG-46-61), como con 

A6B3 (34-45). La activacion del hibridoma C10 no es afectada por ninguno de 

10s inhibidores. Sin embargo, como se habia observado previamente, este 

hibridoma es muy eficiente en respuesta a 10s peptidos derivados de 

LGKnEr. Estcs resultados corrt.lacionan en forma paralela con el efecto de 

10s inhibidores en la vida media de la proteina (Fig. 10). 
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Figura 11. Efecto de distintos inhibidores en la respuesta distintos hibridomas de 
celulas T cultivados con las distintas CPA. Los distintos hibridomas T se cultivaron 
con celulas LK-LGKDEL en ausencia o presencia de LLnL 250pM (barras abiertas) 
cloroquina 50pM (barras cruzadas) o monensina 2.5pM (barras negras). Los 
controles incluyen celulas LK35.2 cultivadas con 3~tgIml de LG exogena adicionada 
despues de la droga correspondiente (Max) y celulas LK35.2 cultivadas durantes 24 
horas con 3pgIml de LG antes y despues de la adicion del inhibidor (Exo). Los 
resultados se expresan como el porcentaje de las cpm obtenidas del cultivo del 
hibridoma con la misma APC en ausencia de inhibidor. 

Por otra parte, la presentacion de peptidos derivados de LG exogena a 

3pglml fue afectada tambien en mayor proporcion por LLnL, sobre todo el 

determinate 34-35 reconocido por el hibridoma A6B3. A diferencia de su 

efecto en la presentacion de peptidos derivados de LGKDEL, la cloroquina 

tuvo un mayor efecto inhibitorio en la generacion de peptidos derivados del 

LG exogena, mientras que el efecto de la monensina fue minimo. Estos 

resultados, ademas de corrohorar !as difcrencias eil ios requerimientos para 

el procesamiento de antigenos endogenos y exogenos, sugieren que en la 

generacion de peptidos derivados del antigeno retenido en el RE pueden 

estar participando 10s proteasomas. Sin embargo, la inhibicion de la 

degradacion de la proteina exogena por LLnL y por la monensina y la 

cloroquina en la degradacion de la proteina endogena, 10s resultados 



sugieren tambien la posibilidad de la LGKDEL sea transportada a la via 

endocitica para ser procesada y presentada por MHC-11. 

8.- Papel de 10s proteasomas y de 10s compartimientos endociticos en la 

degradacion de la LGKDEL endogena. 

Lo hallazgos de que tanto el inhibidor de proteasomas LLnL, como la 

cloroquina y la monensina, que actuan en la via endocitica, inhibieron la 

degradacion de la proteina LGKDEL y la capacidad de las celulas LK-LGKDEL 

de activar a distintos hibridomas T sugieren que tanto proteasomas como 

compartimientos endociticos pudieran estar coparticipando en el 

procesamiento de la LG. Sin embargo, como se menciono, la LLnL no solo 

inhibe la actividad de proteasomas sino tambien de algunas proteasas 

presentes en compartimientos endociticos. Por lo tanto, se utilizo 

lactacistina, que es un inhibidor especifico de la actividad de proteasomas 

228.229 y se comparo con E64 que es un inhibidor de cisteil proteasas 3". 

Para determinar el efecto de estas drogas en la vida media de la proteina, las 

celulas LK-LGKDEL se marcaron y se cazaron en ausencia o en presencia de 

10s distintos inhibidores a 10s tiempos indicados. En la figura 12 se observa 

que la lactacistina aumenta la cantidad de proteina LGKDEL recuperada 

desde tiempos tempranos, inclusive desde 10s 20 minutos de marca, aunque 

este efecto es mayor a las 24 h. Por otro lado, E64 muestra un efecto tardio en 

la cantidad de la proteina recuperada. Estos resultados concuerdan con 10s 

arriba descritos y sugieren que el proteasoma participa en la degradacion 

temprana de LGKDEL, mientras que las cisteil proteasas participan en la 

degrsdecidr, de LGKEEL en forma tardia, sugiriendo nuevamente que parte 

de la proteina llega a compartimientos de la via endocitica. 
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9.- Papel de 10s proteasomas y compartirnientos endociticos en la generacion 

de pkptidos de LG endogena presentados por IAk. 

Para determinar el papel relativo de proteasomas y de compartimientos 

endociticos en la generacion de 10s distintos determinantes antigenicos de 

LG. Las celulas LK-35.2 precultivadas con 3pg de LG, y las celulas LK- 

LGKDEL y LK-LGs, sin LG exogena, se cultivaron durante 24 h en presencia 

o ausencia de lactacistina, LLnL o E64, despues de lo cual se fijaron y 

cultivaron con el hibridoma anti-LG34-45 A6.B3. Como se observa en las 

figuras 13 y 14, la lactacistina inhibe en forma acentuada la activacion del 

hibridoma A6B3 en respuesta a LK-LGKDEL y en forma parcial a LK-LGs, sir, 

afectar la presentacion de LG exogena ni del peptido sintetico. 
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Figura 13. Papel del 
I proteasoma en la 

de 
, peptidos derivados de 
, LG endogena. Se 
' cultivo el hibridoma 
I A6.B3 con celulas LK- 

(barras 
horizontales), LK-LGs 
(barras punteadas) en 
ausencia de LG 
exogena o LK-35.2 con 

ninguno lactacistina LLnL 
3 pg de LG exogena 
(barras cruzadas) 

inhibidor precultivadas en 
ausencia o presencia de lactacistina 1 pM y LLnL 250 pM. Los controles incluyeron 
celulas LK-35.2 cultivadas con 3 pglml de LG exogena adicionada despues del 
inhibidor (Max) (barras blancas) y celulas LK-35.2, tratadas con 10s inhibidores, 
fijadas y cultivadas con el hibridoma A6.B3 en presencia del peptido 34-45 (peptido 
barras grises). Los resultados se expresan como sintesis de DNA de celulas CTLL-2 
cultivadas con el sobrenadante de 10s distintos cultivos. 

Por otro lado, el inhibidor d e  cisteil proteasas E64 (figura 14) afecta en una 

forma casi total la generacion del determinante LG34-45, reconocido por 

A6.B3, a partir de las dos formas d e  LG endogena y d e  LG exogena 

(mhxima). Estos resultados confirman la participacion, probablemente 

conjunta, d e  proteasomas y de compartimientos de la via endocitica en el 

procesamiento d e  LGKDEL para generar peptidos presentados por IAk 
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, Figura 14. Participation de cisteil 
I proteasas en la generacion de 
I peptidos derivados de LGKDEL. 
I Se cultivo el hibridoma A6.B3 con 

celulas LK-LGKDEL en ausencia ' 
de LG exogena, o celulas LK-35.2 
con 3 pg de LG exogena (Exo) 

I precultivadas en ausencia o 
I presencia del lactacistina 1mM 
I (barras cruzadas), E-64 lOOmM 
' 

(barras punteadas) y LLnL 250wM 
(barras cruzadas). Los controles 

I son 10s mismos que en la figura 9. 
1 Los resultados se expresan como 
I el porcentaje de las cpm cultivo 

del hibridoma con la misma CPA 
sin inhibidor. 

Max. Exo. KDEL Peptido 
- - - - - - - - - - 

Origen del antigen0 



DISCUSION 

Estudios realizados con antigenos endogenos presentados por MHC-I1 han 

encontrado que su procesamiento difiere del de antigenos exogenos, 

sugiriendo que 10s primeros son procesados por una via diferente. En ambos 

casos se ha demostrado la participacion de compartimientos endociticos en 

el procesamiento y presentacion de antigenos por MHC-11. Tomando en 

cuenta que el procesamiento de un antigeno en la via endocitica, puede ser 

diferente, dependiendo de su ruta de acceso 350. una pregunta fundamental 

para explicar las diferencias en el procesamiento de antigenos endogenos y 

exogenos es determinar si existe una via de procesamiento independiente de 

compartimientos endociticos, o si las diferencias mencionadas son 

consecuencia del transporte del antigeno endogeno a vesiculas endociticas 

distintas que 10s antigenos exogenos. En este trabajo se estudiaron estas 

posibles diferencias, teniendo como hallazgo principal la demostracion de la 

participacion del mecanismo de degradacion asociado a RE, mediado por 

proteasomas, en la generacion de peptidos derivados de un antigeno 

endogeno retenido en el RE, capaces de ser presentados por MHC-11, a 

pesar de que tambien se encontro que una parte de este antigeno es 

transportado a compartimientos endociticos para su procesamiento y 

presentacion por MHC-11. 

Los experimentos iniciales de presentacion de antigeno realizados en este 

estudio, con celulas que expresan LGs y LGKDEL, demostraron que estos 

antigenos se presentan eficientemente por MHC-I1 a partir de una poza 

~ u d i g e n ~ ,  yz que no se dctcctS LC---- A U ~ L  eii ius sobrenadantes de cultivo de 

celulas que expresan esta proteina. Ademas, de acuerdo con hallazgos 

previos, la cantidad de LGs liberada a1 medio y endocitada por otra CPA no 

fue suficiente para generar peptidos presentados por MHC-I1 340. Por otra 

parte, en este y en otros trabajos 337 se encontraron diferencias en la 

capacidad de generacion de distintos determinantes a partir de las formas 



endogenas de LG y la LG exogena, sugiriendo una via de procesamiento 

distinta para 10s antigenos sintetizados en el interior de la celula. 

Estudios previos han demostrado que tanto la localizacion como el nivel de 

expresion de una proteina endogena son importantes para que esta sea 

eficientemente presentada por MHC-11. Los resultados obtenidos en este 

estudio concuerdan con el concept0 de que la eficiencia de presentacion de 

un antigen0 endogeno correlaciona con su localizacion ya que, a pesar de que 

se expresa abundantemente, la proteina LG retenida en el RE se presenta 

con menor eficiencia que la LGs. Este hallazgo apoya resultados previos que 

indican que 10s antigenos capaces de salir del RE son presentados con mayor 

eficiencia por MHC-I1 3L7. Sin embargo, al igual que en otros estudios 

nuestros resultados iniciales sugirieron que algunos antigenos retenidos en el 

RE son procesados, aun cuando permanecen en este compartimiento 318. 

En varios estudios se ha sugerido la participacion de compartimientos 

exociticos tempranos en el procesamiento y presentacion de antigenos 

endogenos de la via exocitica 308.309.311320. En 10s experimentos realizados en 

este trabajo, el efecto de 10s inhibidores de proteasomas LLnL y sobre todo 

de la lactacistina en la cantidad de proteina LGKDEL recuperada a partir de 

celulas que expresan esta proteina, sugieren que LGKDEL puede ser 

susceptible a degradacion por proteasomas. Dado que se ha sugerido que el 

principal mecanismo de degradacion de proteinas retenidas en el RE, es 

mediado por proteasomas, 10s resultados indican la participacion de este 

mecanismo en la degradacion de LGKDEL. Estos resultados difieren de otros 

estudios de presentacion de antigenos endogenos, que proponen que 

proteasas, aun nn raracterizad~s, presentcs cii compariiiiiier~ios exociticos 

tempranos (RE y cisternas del Golgi) podrian participar en el procesamiento 

de tip0 de antigenos 374-378. Nuestros resultados concuerdan con 10s de 

trabajos que han propuesto que el principal mecanismo de degradacion de 

proteinas retenidas en el RE es dependiente de proteasomas 255-261 per0, 

ademas, estos resultados indican que peptidos derivados de una proteina 

residente del RE, generados por proteasomas pueden ser presentados por 



MHC-11. Esto se apoya en el hallazgo de que la incubacion de LK-LGKDEL 

como CPA con inhibidores de proteasomas afecto sustancialmente SU 

capacidad de activar a linfocitos T en respuesta a peptidos de LG. Este 

resultado indica que este mecanismo de degradacion puede contribuir de 

manera importante a la generacion de peptidos derivados de LGKDEL 

presentados por MHC-11. 

Para entender como 10s peptidos derivados de un antigeno degradado por 

proteasomas son presentados por MHC-11, es importante tener en cuenta 

que en la degradacion por proteasomas de proteinas retenidas en RE, 

pueden participar tanto 10s proteasomas libres del citosol como 10s 

asociados al RE. Nuestros hallazgos no permiten discernir entre el tip0 de 

proteasomas que participan en la degradacion de LGKDEL; sin embargo, 

otros estudios 335 y hallazgos de nuestro laboratorio han demostrado que la 

presentacion de una forma citosolica de LG es menos eficiente que la de 

LGKDEL. Esto sugiere, por lo tanto, que la degradacion de LGKDEL por 

proteasomas no requiere el transporte de esta proteina al citosol y que, como 

se ha reportado para otras proteinas, es susceptible de degradacion por 

proteosomas sin dejar el RE. Si lo anterior es cierto, un sitio posible para el 

encuentro de 10s peptidos generados por proteasomas con MHC-I1 es el RE, 

que es donde se lleva a cab0 el ensamble de MHC-I1 54. De acuerdo con esto, 

algunos trabajos han propuesto que es posible la union de peptidos a MHC-I1 

en el RE compitiendo con la cadena Ii 6\ Por el contrario, en otros estudios 

se ha propuesto que aun en celulas sin cadena Ii, la union de peptidos a 

MHC-I1 en el RE es ineficiente 321. En nuestros experimentos de elucion de 

peptidos de IAk, no se obtuvieron peptidos unidos a estas moleculas 

d~r?~,a:',zs de! EE, z pesar de que tanto IAk, como el antigeno endogeno 

LGKDEL permanecieron en dicho compartimiento durante 10 horas debido a 

la adicion de BFA. Tomado como un hecho que es posible que 10s peptidos 

de LGKDEL degradados por proteasomas esten presentes en el RE, junto con 

peptidos senal de distintas proteinas de la via exocitica y otros peptidos 

transportados por 10s TAPS, que no se unieron a MHC-I, una posible 

explicacion de nuestros resultados seria que el RE no fuera un sitio adecuado 



para la union de peptidos a MHC-I1 o que n i n a n  peptido se encuentre en el 

RE en cantidad suficiente para competir con la cadena Ii y unirse a MHC-11. 

Sin embargo, a pesar de que la tecnica utilizada en este estudio es muy 

sensible, es posible que sea insuficiente para la deteccion de algunos 

peptidos unidos a las moleculas clase I1 en el RE. 

Una alternativa para explicar la presentacion de peptidos del RE por MHC-I1 

sin que su union a MHC-I1 se lleve a cab0 en este sitio, seria la existencia de 

un mecanismo para el transporte del contenido de RE a vesiculas 

endociticas, ya que es improbable que peptidos del RE puedan viajar 

intactos a lo largo la via exocitica hasta llegar a la via endocitica y ahi unirse 

a MHC-11. En este mecanismo podria estar implicada la GTPasa Rab 24 que 

se ha encontrado en el RE y en compartimientos endociticos y que se ha 

sugerido que participa en mecanismos de autofagia I". 

Por otra parte, tambien es posible que la proteina LGKDEL se transporte a1 

citosol, de donde la proteina parcialmente degradada o peptidos degradados 

por el proteasoma serian transportados a vesiculas endociticas para su union 

a MHC-11. Lo anterior se apoya en trabajos en 10s que se demuestra la 

existencia de un mecanismo de transporte, de proteinas parcialmente 

degradadas, de vacuolas endociticas a1 citosol, donde son finalmente 

degradadas por proteasomas 19. Debido a que muchos de 10s mecanismos de 

transporte son bidireccionales, este mecanismo podria tambien ser utilizado 

para el transporte de peptidos o proteinas parcialmente degradadas del 

citosol a vesiculas endociticas. Ademas, se han descrito distintos 

mecanismos para el transporte de material citosolico a vesiculas endociticas 
288 290 

Tomando en cuenta la baja eficiencia de presentacion de antigenos 

citosolicos por MHC-I1 y que 10s antigenos citosolicos degradados por 

proteasomas son presentados eficientemente por MHC-I y no por MHC-11, es 

posible que solo ciertas proteinas tengan acceso a 10s mecanismos de 

transporte mencionados. Dado que 10s antigenos que entran al RE son 



presentados con mayor eficiencia por MHC-I1 que 10s antigenos citosolicos, 

proponemos que el sitio de union a MHC-I1 de 10s peptidos derivados de 

LGKDEL, generados por proteasomas, es el RE. Alternativamente, tomando 

en cuenta que en este estudio no se encontro union de peptidos en el RE, 

dichos peptidos podrian ser transportados del RE a vesiculas endociticas, 

donde se unirian a MHC-11. Finalmente, es posible que 10s peptidos 

degradados por proteasomas citosolicos, derivados de LGKDEL, Sean 

transportados al interior del RE por 10s TAPS. Lo anterior deja nuevamente 

la posibilidad de que la union de dichos peptidos a MHC-I1 sea en el RE o 

que de ahi sean transportados a vacuolas endociticas, en donde se unirian a 

MHC-11. 

A pesar de que tanto LGs como LGKDEL entran al RE, el efecto de 10s 

inhibidores de proteasomas en la presentacion de la proteina LGs fue muy 

inferior a1 efecto sobre LGKDEL. Esto sugiere que, a diferencia de LGKDEL, la 

degradacion por proteasomas no es la principal via para la generacion de 

peptidos derivados de LGs. Esto puede explicarse porque ademas de tener 

una secuencia de retencion en el RE, en las celulas aqui utilizadas, la 

proteina LGKDEL es sobreexpresada, lo que puede hacerla altamente 

susceptible del sistema de degradacion dependiente de proteasomas. Por 

otra parte, debido a que la presentacion de LGs es mas eficiente que la de 

LGKDEL, es posible que despues de salir del RE, LGs se transporte a 

compartimientos endociticos donde es procesada y sus peptidos presentados 

por MHC-11. 

Aunque la presentacion de peptidos derivados de LGKDEL fue inhibida 

totalmente por LLnL y l~ctacistina, 1 ~ s  rcsultados dei-ivalius ae  este trabajo 

demuestran que esta proteina puede ser procesada por un mecanismo 

alternativo. Los experimentos con monensina, cloroquina y E-64, demuestran 

que, despues de un lapso de tiempo en el RE, una parte de la proteina 

LGKDEL es capaz de salir y llegar a la via endocitica. Lo anterior puede ser 

debido a la saturation 10s receptores carga para KDEL por la elevada 

expresion de la proteina, evitando su recuperacion de las cisternas del Golgi 



Ig3. Por otra parte, ya que LGKDEL no es una proteina residente natural del 

RE, es muy probable que carezca de senales adicionales necesarias para su 
retencion total en este compartimiento Ig7. En ambos casos, una porcion de la 

proteina podria ingresar al mecanismo de transporte vesicular masivo e 

interceptar en al&n momento con 10s compartimientos endociticos. 

Los experimentos con monensina y cloroquina indican que LGKDEL Se 

transporta a la via endocitica a partir del TGN, ya que la cantidad de 

proteina recuperada aumenta con el uso de ambas drogas. El efecto de estos 

inhibidores en la degradacion de la proteina es tardio (24 o mas horas), 

indicando que antes de este tiempo la mayor parte de la proteina permanece 

en el RE y es susceptible a la accion de 10s proteasomas. Por otra parte, 

ademas de aumentar la cantidad de proteina recuperada, el uso de 10s 

inhibidores mencionados durante 24 horas o mas, permite la deteccion de 

una banda menor de 14kDa que podria corresponder a un producto de 

degradacion de LG. Esto ocurre tanto con inhibidores de proteasomas como 

con inhibidores de proteasas acidas, lo que sugiere que el uso individual de 

estos inhibidores, no impide completamente la degradacion de la proteina, 

indicando que esta es degradada por ambos mecanismos. 

El efecto de monensina, cloroquina y E-64 en la degradacion de LGKDEL 

correlaciona con la inhibicion por las mismas drogas en la presentacion de 

peptidos derivados de esta proteina capaces de activar distintos hibridomas 

de celulas T. Los resultados derivados de estos experimentos concuerdan 

con 10s de estudios que demuestran la importancia del transporte de 

antigenos endogenos a la via endocitica para su presentacion por MHC-11, asi 

como con la demost.raci6n de que los ishibidores de pruieasas aciaas afectan 

la presentacion por MHC-I1 de antigenos endogenos retenidos en el RE 
296~310.311.336.338. Sin embargo, debido a que todos 10s inhibidores utilizados en 

este estudio tambien afectan la degradacion de la cadena Ii, es posible que el 

efecto de E-64 y cloroquina en la presentacion de peptidos derivados de 

LGKDEL sea debido a inhibicion de la degradacion de la cadena Ii, lo cual 

impediria la union de peptidos derivados de LGKDEL a MHC-I1 en 



compartimientos endociticos. Por otro lado, el inhibidor de proteasomas 

LLnL afecto tanto la presentacion de LG endogena como exogena. Esto se 

debe a que, ademas de inhibir proteasomas esta droga tiene efecto sobre 

algunas cisteil-proteasas de la via endocitica 232. 

La participacion de 10s proteasomas en la degradacion de LG endogena 

explica en parte las diferencias en 10s peptidos generados a partir de formas 

endogenas de LG y LG exogena. Sin embargo, a pesar de que 

aparentemente la LGs es procesada principalmente por su transporte a 

vesiculas endociticas, las diferencias entre las dos formas endogenas de LG 

son solamente en eficiencia. Ademas, de acuerdo a 10s resultados obtenidos, 

parte de LGKDEL es degradada en vesiculas acidas. Es posible que 10s 

peptidos derivados del mecanismo dependiente de proteasomas y 10s que 

son generados en las vesiculas endociticas a las que tienen acceso 10s 

antigenos endogenos, tengan caracteristicas muy similares. Apoyando lo 

anterior, se ha reportado que 10s proteasomas pueden generar peptidos muy 

variados en tamano 239,240. Alternativamente es posible que la participacion 

de 10s proteasomas sea en la degradacion parcial de la proteina endogena y 

que la generacion final de 10s peptidos se lleve a cab0 en compartimientos 

endociticos similares a 10s que son transportados 10s antigenos endogenos 

que salen del RE. Por otra parte, 10s resultados obtenidos a1 analizar 10s 

complejos IAk cargados con el peptido 52-61 o peptidos relacionados con 

este, en la superficie de las distintas CPA, indican que estos complejos 

pudieran ser mas homogeneos a partir de las formas endogenas de LG que 

de LG exogena. Los peptidos unidos a moleculas clase I1 en compartimientos 

endociticos son muy heterogeneos en tamano aun para un mismo 

determinante 48. Por lo t a n k ,  es posihle quc cstas difei-eiicias puedan ser 

resultado de la participacion de 10s proteasomas en la generacion de 

peptidos derivados de antigenos endogenos o que 10s peptidos derivados de 

antigenos endogenos sean generados en vesiculas endociticas distintas a las 

que participan en la generacion de peptidos derivados de antigenos 

exogenos internalizados por pinocitosis. Finalmente, 10s resultados de este 

trabajo indican tambien que algunos determinantes generados a partir de 



LG endogena pueden activar de manera mas eficiente a un hibridoma de 

linfocitos T que 10s generados a partir de LG exogena, apoyando nuevamente 

las diferencias en la generacion de 10s determinantes dependiendo del origen 

del antigeno. 

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que antigenos de la via 

exocitica que entran al RE y sobre todo un antigeno retenido en el RE 

pueden ser procesados por vias que no son excluyentes. Asi, una parte de la 

proteina LGKDEL que permanece en el RE es susceptible a1 mecanismo de 

degradation asociado a RE, mediado por proteasomas y 10s peptidos 

generados son presentados por MHC-11. La generacion de peptidos capaces 

de unirse a MHC-I1 por este mecanismo propone la existencia de una via de 

procesamiento independiente de compartimientos endociticos para la 

presentacion de antigenos endogenos. Por otra parte, despues de un tiempo 

de permanecer en el RE otra parte de la proteina LGKDEL escapa del RE 

para interceptar con 10s compartimientos endociticos en donde es procesada 

y 10s peptidos generados se unen a MHC-11. 



CONCLUSIONES 

-El mecanismo de degradacion de proteinas asociado a RE, mediado por 

proteasomas participa en la generacion de peptidos derivados de antigenos 

endogenos capaces de unirse a MHC-I1 

-El transporte de antigenos endogenos a compartimientos endociticos es 

importante para su procesamiento y presentacion por MHC-11. 
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