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RESUMEN 

Uno de los eventos de mayor trascendencia para la respuesta innume es 
la presentación antigénica. a los linfocitos T, la cual es puntualmente re
gulada a través de varios mecanismos que modulan el comportamiento 
de la CPA, modificando substancialment el curso de la respuesta in-
mWle. 

Uno de los mecanismos de regulación más importantes depende de 
moléculas coestimuladoras en la superficie de la CPA Y ellinfpci.to T. La 
interacción mejor caracterizada de los linfocitos T hacia la CPA, es la del 
par CDl54-CD4O, que aumenta la expresión de MHCII en la superficie 
de las CPA Y promueve aumento en la expresión de algunas moléculas 
accesorias esenciales para la activación celular como CD86 y CD80 Y 
moléculas de adhesión como lCAM-l y CD23. 

Por otro lado, la señalización a través del receptor de antígeno (BCR) 
tiene efectos notables sobre la activación de los linfocitos B, promovien
do su tasa de internalización.. además de favorecer el procesamiento an
tigénico. 

Otras moléculas capaces de regular la respuesta de la CPA sin inter
vención directa dellinfoci.to T son.1os receptores tipo ToIL de los cuales 
TLR9 se asocia a una mayor secreción de algunas citocinas, además de 
aumentar la expresión de MHCll en superficie. -

En el presente trabajo, se caracterizaron y compararon los efectos de 
los estímulos generados a través de BCR,. cb40 y TI.R9-sobre la capaci~ 
dad de activación de los linfocitos B. 



El modelo utilizado fue la lfnea celular LK-35.2 como CPA presentan
do antígeno a los hibridomas T A6B3 (anti-lisozima de gallina [HEL] 
34-4.5) Y 1'512 (anti-RNAsa A bovina 42-56). Para evaluar el efecto de 
cada estímulo se examinaron tres parámetros: expresión de moléculas 
relacionadas con la activación celular (CD80, CD86, ICAM-l, MHCII Y 
CD4O) en la superficie de la CPA,.la capacidad de endocitosis de antí
geno (HEL) Y la capacidad de presentación antigénica. 

Los resultados obtenidos muestran que en el sistema utilizádo,la se
ñalización a través de CD40 es el estimulo más eciente en el proceso 
de activación de los linfocitos B. Uno de sus principales mecanismos 
se lleva a cabo a través del aumento en la expresión de las moléculas 
coestimuladoras CD80 y CD86. 

La sef\alización mediada por el BCR es importante en la activación 
de linfocitos B, promoviendo la expresión de las moléculas coestimula
doras COSO y CD86, además de aumentar la capacidad en.docítica de la 
CPA 

El efecto de la señalización a través de TLR9 sobre la activación de 
linfocitos B se lleva a cabo a través del aumento en la expresión de las 
moléculas coestimuladoras CD80 y CD86 



CAPÍTULO UNO 

Introducción 

El sistema inmune está formado por un sistema complejo de proteí
nas, células, órganos y tejidos que interactúan con el objetivo primordial 
de contener y eliminar a los agentes infecciosos en el organismo. La res
puesta inmune en organismos superiores depende de dos sistemas de 
reconocimiento·antigénico, el sistema inmune innato y el sistema inmune 
adaptativo, que aunque tienen funciones distintas, comparten caracterís
ticas que los hacen estar íntimamente relacionados l. 

El sistema inmune innato se caracteriza por receptores denominados 
receptores de reconocimiento de patrones (PRR, Patterns recognition recep
tors} 2 

, los cuales son codificados en linea germinal, por lo que su espe
ci.ficidad está genéticamente predeterminada para cada especie. Estos 
reCeptores han evolucionado y han sido seleccionados con base en es
pecificidades para patrones moleculares asociados Q micro,organisTrw pató
genos (PAJoAP, Pathogen associated molecular pattems). En este tipo de 
inmunidad. cada organismo tiene un número limitado de genes dedica-

1 



Introducción 

dos al sistema inmune, con un número relativamente bajo de receptores 
capaces de reconocer PAMPs. 

La respuesta inmune adaptativa está conformada por mecanismos 
evolutivamente más recientes que la inmunidad innata 3 y, a diferencia 
de ésta.. sus receptores son altamente específicos, romo es el caso de los 
receptores de antígeno dellinfoci1o B (BCR. B cell receptor) y dellinfociJo T 
(TeR.. T cell receptor), que en conjunto son capaces de reconocer prác
ticamente cualquier antígeno debido a procesos de recombinación alea
torios que ocurren durante su ontogenia y que generan una diversidad 
clonal, tan amplia que hay millones de receptores con especificidades 
diferentes. 

Las interacciones intercelulares son de gran importancia en la res
puesta inmune regulando la respuesta a· infecciones y manteniendo la 
tolerancia inmunológica. Un ejemplo es la activación de los mecanis
mos adaptativos de la respuesta inmune, la cual ocurre como resultado 
de la interacción entre los TCR con péptidos unidos a las moléculas del 
Complejo principal de histocompatibil (MHC, Majar histocompatibility 
complex) en la superficie de las células presentadoras de anHgeno (CPA) 
durante la sinapsis inmunológica en un proceso conocido romo presenta
ción antigénica. 

La activación de los linfocitos T depende en gran medida del tipo de 
CPA involucrada en la presentación antigénica. Existen tres diferentes 
tipos de CPA las cuales reconocen y presentan diferentes tipos de. an
tígeno. Por una parte, las cilulas dendríticas, los mejores activadores de 
las células T naive, captan ántígenos por pinocitosis y macropinocitosis, 
los macr6Jagos intemalizan con gran eficiencia antígenos particulados y 
los linjocitos B, que presentan principalmente antígenos solubles unidos 
asus:MHCll. 

La activación óptima de los linfocitos T depende no solo de la interac
ción entre el TCR Y el MHC-péptidO, sino de una señal adicional a través 
de moléculas accesorias conocida como coestimulaci.6n. La coestimula-
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ción es un mecanismo de regulación de la activación de los linfocitos y 
se lleva a cabo a través de la interacción de moléculas de superficie tanto 
de la CPA como del linfocito T. Entre las interacciones coestimuladoras 
en linfocitos B, sobresalen la interacción entre CD28 Y las proteínas de la 
familia B7, CD80 Y CD86, además de la interacción entre CDl54 y CD4O. 

La importancia de la interacción entre CD28 y sus ligandos se oh
serva en ratones deficientes de CD28 ó de CD8O/CD86, los cuales son 
incapaces de generar centros germina1es in vivo, cambio de isotipo, for
mación de memoria inmW\Ol6gica y maduración de la afinidad a través 
de hipermutación somática. Sin embargo, no ha sido establecido si estos 
defectos reflejan la necesidad de la señalización de CD28 en los linfoci
tos T y / o la señalización de COSO /86 en los linfocitos B 4• La capadd3d 
de CD28 de mediar la señalización en los linfocitos T ha sido demostra
da en diferentes sistemas experimentales, pero también existe evidencia 
de la señalización a través de CD8O/CD86 en linfocitos B. La función 
de la señalización de CDSO/CD86 en la activación de los linfocitos B es 
probable aunque no ha sido directamente demostrada. 

La interacción CD4O-CD154 también es esencial para una respuesta 
humoral in vivo. En ratones deficientes de cualquiera de estas molécu
las, se manifiestan patrones similares a los de los ratones deficientes en 
CDSO/CD86 Ó CD28. Sin embargo, los linfocitos B deficientes en CD40 
producen anticuerpos en respuesta a ciertos antígenos T independien
tes. CDl54 señaliza también en los linfocitos T, haciendo dificil determi
nar si la señalización a través de CD40 y/o CDl54 es necesaÍia para la 
respuesta T dependiente de los linfocitos B. 

Otros mecanismos diferentes de la coestimulaciÓD influyen en la acti
vación de las células inmunes. La señalización a través del receptor de 
antígeno (BCR) tiene efectos notables sobre la activación de los linfoci
tos B, promoviendo su tasa de intemalización, además de favorecer el 
procesamiento antigénico. 
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Otras moléculas capaces de regular la respuesta de la CPA sin inter
vención directa del linfocito T son los receptores tipo ToIl1 de los cuales 
TI..R9 se asocia a una mayor secreción de algunas citocinasl además de 
aumentar la expresión de MHCII en superficie. 

El propósito de este trabajo es, caracterizar y comparar los efectos de 
los estímulos generados a través del BCR. CD40 Y n.R9 sobre la capaci
dad de presentación de antígeno de linfocitos B. 



CAPÍTULo DOS 

Marco teórico· 

La interacción entre los receptores de linfocitos T y B con sus ligan
dos marca el inicio de la inmunidad adaptativa. El linfocito B recono
ce e interacciona con los antígenos proteicos, generalmente en su for
ma nativa, por medio de su seR, que es una forma de inmunoglobuli
na expresada en su superficie, unida en fonna no cova1ente al dfmeto 
Igoc/Igf\(CU79a/CD79b). . 

Por otro lado, los linfocitos T reconocen antígenos por medio de su 
'fCR.. complejo heterodimérico, constituido por una cadena el y \fila ~, 
ambas variables, unidas no covalentemente al hexámero transductor de 
señales cm. El TCR reconoce péptidos tmidos a moléCulas del MHC 
que derivan de mtígenos proteicos procesados en el interior de una 
CPA 
. En general, la generación de los ligandos del receptor de los linfocitos 

T, se lleva a cabo de acuerdo a la localización del antígeno en la CPA. 
Los antígenos de origen extracelular son intern.alizados a través de un 

5 
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sistema de vesículas de la via endocítica, donde son degradados por los 
sistemas enzimáticos ahí presentes, mientras que los antígenos localiza
dos en el citosol, son degradados por complejos enzimáticos llamados 
proteasomas . 

Los péptidos generados por estos sistemas de degradación son trans
portados a la superficie celular unidos a moléculas del MHC5;6. Existen 
2 tipos de moléculas del MHC, las MHC clase 1 (MHCI), presentes en 
casi todas las células nucleadas y las MHC c1ase II (MHCII), presentes 
predominantemente en CPAs. En la superficie de la CPAs, las MHO 
interactúan con los linfocitos T citotóxicos, caracterizados por expresar 
CDS, mientras que las MHCII interactúan con linfocitos T CD4:, la ma
yoría de los cuales tienen función cooperadora 

Inicialmente, las MHCll se sintetizan en ribosoIi1as asociados al re
tículo endoplásmico (RE), donde se unen a la proteína denominada cadena 
invariante (li), que tiene diversas funciones, la más importante es como 
chaperona, guiando el ensamble de las MHCII, al mismo tiempo que 
impide la unión de péptidos a ellas antes de llegar a la vía endodtica. 
La cadena Ji forma trímeros, cada uno de ellos capaz de unir tres díme
ros de MHCII, dando lugar a un nonámero con una estructura estable, 
lo que le permite salir del a través del aparato de Golgi Y de ahí a la red 
de transGolgi, de donde se dirige a los diferentes compartimentos de la 
vía endocítica gracias a un motivo de dos leucinas (LL) en el dominio 
citoplásmico de la cadena Ji. 

La cadena n es degradada en forma progresiva durante el paso de los 
complejos MHCll-1i por la vía endocítica, gracias a la acción de protea
sas ácidas, especialmente la catepsina 51

;8. En las CPA exis1:en lisosomas 
especializados, conocidos como compartimenlos enriquecidos en MHCIl 
(MIIC, MHCll eruiched compartments), en los que la cadena Ji es fi
nalmente degradada, hasta dejar un &agmento proteolítico con los ami
noácidos 84-106, conocido cOmo Péptido de cadena invariante- tlSOCÚldO a 
MHCIl (CLIP, Class 11- associated invariant chain peptide), que ocupa el 
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sitio de unión al péptido en las MHCII . El CLIP es liberado de las MH
CII por la MHCII no clásica DM,lo que las deja libres para unir péptidos 
derivados de las protefnas degradadas en MlIC9

• 

Las MHCII con péptidos unidos adquieren una estructura estable, 
que les permite dirigirse a la membrana plasmática, donde son reco
noci.das por los TCR de los linfocitos T CD4+, en un proceso conocido 
como presentación antigénica. 

12.11 Mecanismos de regulación de la presentación 
antigénica 

La interacción entre la CPA Y el linfocito T es una situación esencial, 
ya que de ella deriva una extensa serie de eventos, entre los que des
taca la activación de los linfocitos T, que provoca la secreción de citoci
nas, además de la producción de anticuerpos por los linfocitOs B. Es tal 
su importancia, que este evento es minuciosamente regulado a través 
de diversos mecanismos que 10 modulan tanto positiva romo negativa
mente. 

Un mecanismo esencial para la activación de los linfocitos T, además 
de la interacción del TCR con las moléculas del MHC, es el proceso 
conocido.·como coestimu1ación, que depende de la expresión de moté
rulas accesorias en la superficie tanto de la CPA como del linfocito T. La. 
coestimulación sólo ocurre cuando la CPA que participa en esa interac
ción es una célula dendrítica, un linfocito B ó un macrófago, las cuales, 
en ronjunto, se conocen como ePA praJesionales. 

Durante el reconocimiento de antígeno por un linfocito T en la super
ficie de tma CPA profesionaL el TeR, su ligando, los receptores coesti
muladores y sus ligandos convergen en el sitio de contacto entre ambas 
células, conocido como sinapsis inmunológica. Las sefiales coestimulado
ras que participan en la sinapSis inmunológica durante la respuesta pri
maria, son las de los ligandos CD86 (y en menor grado CD8O) 10, con su 
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receptor CD28, en el linfocito T, la cual aporta señales positivas, críticas 
para la activación del linfocito T. 

Otra interacción importante que modula positivamente la interacción 
entre la CPA Y el linfocito T es la del receptor CD4O, una proteína de 
la familia del receptor del factor de necrosis tumoral (TNF, tumor necrosis 
factor) y su ligando (de la familia del TNF), CDl54, expresado por lin
focitos T CD4+ activados. Entre-las consecuencias más importantes de 
esta interacción en los linfocitos B se encuentran el cambio de isotipo 
de inmunoglobulinas, la inducción de ligandos coestimuladores (CD86, 
CD80 e lCOSL), moléculas de adhesión y otras implicadas en procesos 
apoptóticos. 

Existen otras sefiales que modifican funciona1mente a las CPA,. de ma
nera que cambian la forma en que interactúan cOn los linfocitos T. En los 
linfocitos B, el entrecruzamiento del BCR, por el mismo antígeno, tiene 
un efecto notable en su capacidad funcional como CPA El BCR capta e 
intemaliza el antígeno a compartimentos de la vía endocftica, lo rual de
pende de otras redes de señalización. En breve, la estimulación a través 
del BCR cambia el patrón de expresión de moléculas en la membrana Y 
aumenta la capacidad de presentación de antigeno por el linfocito B. 

Otras moléculas que influyen en la_capacidad presentadora de antí
geno de los linfocitos B, son los m:eptores tipo TolI ~ Tolllike recep
tors), los cuales están distribuidos en diversas células inmunocompe
tentes. La señalización a través de los TLR. además de inducir procesos 
inflamatorios, favorece la maduración de las distintas CPA,. incluyendo 
los linfocitos B, en los que induce, entre otros cambios, la expresión de 
ligandos coestimuladores. En el caso de los linfocitos B, no hay una defi-

. nici6n clara de las diferencias en los papeles que juegan en la activación 
de los TI.R Y la señal a través de CD40 en su actividad como ePA 

Los distintos TLR señalizan en presencia de diferentes moléculas, la 
mayoría de ellas derivadas de patógenos. Los mejor caracterizados son 
los TLR3, que señaliza en presencia de RNA de doble cadena, TLR4, 
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que lo hace con LPS y TLR9, que es la molécula responsable de los efec
tos causados por motivos CpG hipometilados, abtmdantes en el DNA 
bacteriano. 

La respuesta de los linfocitos B Y la producción de anticuerpos de
penden de su interacción, como CPA, con el linfocito T. la capacidad de 
presentación antigénica del linfocito B es modificada diferencia1mente 
de acuerdo al estímulo secundario recibido. De ahí la gran importancia 
de conocer el efecto especffico de los distintos estfmulos recibidos por 
un linfocito B durante su interacción, como CPA, con los linfocitos T. 

12.21 El receptor de antígeno del linfocito B. 

2.2.1. Estructura,· 
expresión y vías de 
señalización. 

El receptor de antígenos del linfocito B es un com
plejo multiproteico formado por una sene de ca
denas ancladas a la membrana celular. la proteí
na más importante del BCR es una forma trans-
membranal de los anticuerpos secretados por los 

linfocitos B11;12. Aunque la Ig del BCR es la responsable del reconoci
miento antigénico, es incapaz de transducir señales debido a su corto 
dominio intracelular. La transducción se da a través de un heterodí
mero asociado al BCR.1J. Este complejo está formado por la cadena Ig« 
(CD79a) 14, unida mediante puentes disuHuro a la cadena Ig~ (CD79b) 15, 

asociado no covalentemente al BCR Las colas citoplásmicas de Ig« e 
Igt\ contiene un motivo inmunorreceptor de activtJdón basado en tirosinas 
(lTAM. Immunoreceptor tyrosine-based activation motif), que permite 
la transducci6n de las señales generadas a partir de la unión del antí
geno al BCR 16. 

El evento que determina el inicio de la señalización es el entrecruza
miento del receptor de antígeno 17. Aún no se conoee:n con detalle los 
eventos tempranos debidos al reconocimiento antigénico, atmque se ha 
descrito que existe una reorganización en la superficie celular, con la 
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Figura 2.1: Prototipo estructural del receptor de antígeno de los linfocitos B. 
Lo. inmunoglobulina, romponen1e central del BCR, está fomuulo par 2 diferentes pares 
de cadenas, las Urojo) y H(amarillo Y morado), estas ultimas, mantienen unida la 
inmunoglobulina a la membrana celular mediante un dominio in1ennembrana1 Y una 
pequeña cola ciloplásmica.Lo. señalizaci6n al interior celular es transducida a tnroés de 
los motivos ITAM en los dominios citoplásmiros de las 11Wléculas CD79a y CD79b(gris 
y amarillo). 

participación de una gran cantidad de moléculas relacionadas con la 
señalización. Estas incluyen el BCR la tirosina cinasa (PTK. Protein ty
rosine kinase) de Bruton (BTK, Bruton's tyrosine kinase), la PTK de la 
familia Src Lyn, además de las moléculas MHC 18, aunque estas últimas 
podrían estar interactuando en una segunda etapa y su transducción 
de señales también parece ser mediada por el dímero Igoc-Ig~, sin la 
Ig. Estos cambios ocurren en regiones definidas de la membrana celular 
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conocidas como microdominios de membrana ó balsas lipúlicas 19, las cuales 
son zonas ricas en colesterol y gticoesfingolfpidos Y se ha propuesto que 
funcionan como plataformas para la transdutción de señales y para el 
tráfico de membrana 20. 

El entrecruzamiento del BCR provoca la fosforilaciÓll de los ITAM de 
Iga. e Igp lo que resulta en el reclutamiento y activación de la cinasa 
de tirosina Syk, que participa en la activación de por 10 menos tres vías 
que regulan su proceso dé activación. proliferación y diferenciación, que 
incluyen otras cinasas de tirosina, PLC¡- 2, GTPasas de la familia Ras 
(Rac- 1), MAP cinasas de las familias JNK, p38 y ERK. así como movi
lización de Ca2+ intracelular por PIP3. En este proceso participan pro
teínas adaptadoras como Grb2, SLP-65 entre otras. Además de Syk. la 
fosforilación de Iga.- IgP lleva a la activación de Btk.. denominada así 
porque su deficiencia genética lleva a la hipogammaglobulinemia ligada al 
cromosoma X ó enJennedad de Brutan. Btk pertenece a la familia Tek Y su 
principal función es fosforilar y activar PLC¡l y PLC¡2, por medio de 
la proteína adaptadora SLP-65 (también llamada BLNIC), previamente 
fosforilada por Syk. Ambas fosfolipasas liberan IP3 Y DAG a partir de 
PIP2• El IP3, al igual que en los linfocitos T,libera Ca2+ de sus depósitos 
intracelulares, mientras que el DAG activa la vía de las PKC 21- 30• 

El resultado final de esta serie de interacciones proteicas es la activa
ción de diversos factores de trascripción, los cuales al ser traslocados al 
núcleo, inducen una modificación en los perfiles de expresión de varios 
genes que permiten al linfocito B desarrollar sus funciones efectoras. 
Entre los genes que se activan, algunos son comunes a otros tipos celu
lares, necesarios para la mitosis, Y otros son especfficos de linfocitos B, 
como inmunoglobulinas, citocinas y receptores de éstas. 
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La sefialización generada por el entrecruza
miento de los BCR afecta algunos aspectos 
del procesamiento antigénico. El entrecru
zamiento del BCR aumenta tanto el proce
samiento del antígeno capturado por pino

citosis como la presentación de péptidos que no requieren procesamien
to. AsL la señalización generada por el BCR, además de influenciar el 
procesamiento, afecta la capacidad funcional de los linfocitos B como 
CPA, en forma independiente del procesamiento de antígeno. 

La sefialización generada por el BCR afecta el transporte del conjuga
do BCR-antígeno hacia compartimentos de la vía endocítica. Aunque el 
BCR transporta constitutivamente al antígeno desde la membrana plas
mática hacia los compartimentos MUe, el entrecruzamiento del BCR 
incrementa la velocidad de internalización y acelera el transporte intra
celular del conjugado BCR- antígeno a los compartimentos de carga de 
péptido sin alterar la vía de transporte. El efecto en el transporte, pero 
no en la intemalizaci6n, se debe a procesos de señalización dependien
tes del BCR Y no a su mera agregación física 31-33. 

12.31 El receptor CD40 y su ligando CDl54 

Los primeros estudios del receptor CD40 fueron sobre el papel de es
ta mo1écula en la fisiologfa. del linfocito 8, culminando con el descubri
mimto de que la inmlDlOdefidencia conocida como sfndrome.hiper-lgM 
se debe a una interacción defectuosa entre coro y CDl5434-36. 
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Figura 2.2: Prototipo estTuctvral de CD4O. Como parte de la familia de TNFr, esta 
proteína de membrana tipo I, tiene un segmento e:rtracelular de 172 aminoácidos ron 4 
dominios ricos en cisteína de 45 ami.nodcidos cadJl uno, una regi6n transmembraJUlI y 
un dominio citopl4smico de 61 ami.nodcidos, responsable de la transducción de señales. 

2.3.1. Estructura, 
expresión y vías de 
señalización de CD40 

Como se mencionó, CD40 pertenece a la fami
lia de receptores de TNF (1NFr) y es una proteí
na integral de membrana tipo I, de 271 aminoá
cidos. Dependiendo de su grado de glicosila

ción, su peso molecular va de 44 a 50 leDa. Tiene un segmento extracelu
lar de 172 aminoácidos con 4 dominios ricos en cisteína, de 45 aminoáci
dos cada uno, característicos de la familia del TNFr37, una región trans
membranal y un dominio citoplásmico de 61 aminoácidos, responsable 
de la transducción de señales. Hay varias isoformas de CD4O, produc
tos de empalme alterno de su rnRNA. Algunas isoformas, incluyendo 
una deficiente en el dominio citoplásmico, son antagónicas de la señali
zación de CDW38

• 
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CD40 se expresa en una gran cantidad de células, incluyendo todas 
las CPA, linfocitos T CI)8+, epitelio tímico, endotelio vascular, quera
tinocitos Y fibroblastos. También, se ha encontrado en varios tipos de 
carcinomas como de ovario, nasofaringe, hígado, vejiga y mama. Como 
otros miembros de la familia de TNFr,las moléculas de CD40 aparen
temente se autoasocian en ausencia de ligando mediante sus dominios 
extracelu1ares y un dominio de ensamble y uni6n pre-ligando (pLAD, Pre
ligand-binding assembly domain), el cual no participa en la unión al 
ligando. 

Al dominio citoplásrníco de CD40 se unen adaptadores de la fami
lia del facWr asociado al receptor del TNF (TRAP, TNF receptor associa
ted factor), los cuales se conectan con vías de transducción de señales 
que eventualmente llevan a la activación de los factores de transcripción 
NFK-B, AP-1 Y NF-AT, a través de tres vías de señalización que inclu
yen la PI3K. Y las MAP cinasas p38 Y ERK39, Dicha asociación modula 
la actividad de proteínas que afectan el cielo celular y regulan positiva
mente factores de supervivencia como Bcl-2 y Bcl-xL que protegen a las 
células B de la apoptosis. FJ. gen de CD40 es codificado en el brazo largo 
del cromosoma 20 humano«l. 

CDl54 es una protefna integral de membrana de la superfamilia del 
lNF, de la cual forman parte moléculas como TNF, CD27L, CD3OL, li
gando de FAS,linfotoxina y otras. El gen CDl54, localizado en el cromo
soma X, región q26.3-q27.1, consiste de cinco exones y cuatro intrones 
y codifica una proteína tipo n no gIicosilada de 261 aminoácidos con 
peso de 32-39 KDa. En el extremo carboxilo terminal tiene un dominio 
extracelular de 215 aminoácidos rico en cisteína, una región transmem
branal y un pequeño dominio citoplásmico de 23 aminoácidos. Hay tres 
isoformas más pequeñas generadas por modificación post-traduccional, 
una de 31 kDa que carece de dominio citoplásmico, una isoforma solu
ble 18 kDa que carece de los dominios citoplásmico, transmembranal Y 
parte del extracelular y una de 14 KDa41;42. Estas isoformas son capaces 
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de formar trímeros, activar a CD40 y han sido detectadas en complejos 
heteromultiméricos con moléculas CDI54 completasG • 

La estructura cristalina del segmento 161-262 de la molécula CDl54 
soluble indica que la molécula forma un homotrímero44 muy pareci
do a la estructura formada por otras moléculas de la superfamilia lNF. 
La interacción con el receptor CD40 se estabiliza por residuos cargados 
con el ligando utilizando cadenas laterales básicas y el receptor ácidas. 
CDl54 es expresado únicamente por linfocitos T CD4+ activados, in
cluyendo las subpoblaciones Tho, Th1 Y llq. Aunque se ha publicado 
que otras células también lo expresan, hacen falta estudios más escru
pulosos para poderlo afirmar. La única excepción confirmada son las 
plaquetas activadas en humanos, pero se ignora si ocurre lo mismo en 
otras especies. 

2.3.2 Efectos de la Mientras que la interacción entre CD1S4 y 
interacción CDI54-CD40 CD40 genera per se señales de activación pa
en la presentación 
antigénica. 

ra los linfocitos T, los efectos de esta inter
acción en CPAs dependen del tipo de célula 
que exprese el receptor, su estadio de ma

duración y la presencia de otras señales coestimuladoras. 

2.3.2.1 LINFOCITOS B La activación mediada por CD40 altera las 
funciones de presentación antigénica por parte de los linfocitos B me
diante la inducción de niveles altos de MHCII, además de -promover 
un aumento de algunas moléculas accesorias claves para la activación 
celular como COSO y CD86, Y moléculas de adhesión como ICAM-l y 
CD23ts--C8. Además, esta interacción reorganiza la distribución de los 
complejos MHC-péptido y moléculas coestimuladoras en la superficie 
de las CP A.- haciéndolas más eficientes 49. 
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2.3.2.2 ChULAS DENDRíTICAS La estimulación de células dendríti
cas a través de CD40 induce aumento en la expresión de MHO y "MHCII 
Y de los ligandos coestimuladores CD80 y CD86 en la superficie celular. 
Por otro lado, la ligación de CD40 en células dendríticas aumenta la pro
ducción de citocinas como IL-12, lL-23, IL-27 que polarizan la respuesta 
hacia Th1, además de que confiere a la célula dendrítica resistencia con
tra las señales apoptóticas de Fas50• 

1241 Receptores tipo Toll 
, 

Los receptores tipo Toll (TLR) son mediadores filogenéticamente con
servados de la inmunidad innata esenciales para el reconocimiento mi
crobiano. Hay homólogos en insectos, plantas Y mamíferos. En insectos 
yen mamíferos son proteínas transmembranales, pero en plantas al pa
recer son proteínas citoplásmicas51;S2. 

El prototipo de este grupo de moléculas es Toll, una proteína encon
trada en los inicios de los años 80 necesaria para la inducción del pa
trón de polarización dorso-ventral en Drosophila melanogaster53• El gen, 
clonado en 1988, codifica un receptor transmembranal,. cuyo dominio 
citoplásmico tiene gran similitud con el del receptor de IL-l 54,55. 

En moscas adultas, Toll se asocia a la producción de péptidos antimi
crobianos (drosomicina) en infecciones porGram negativos. Las moscas 
con mutaciones en Toll no responden bien a una infección fúngica, aun
que mantienen la capacidad de responder a infecciones bacterianas. 

En 1997, al comparar algunas secuencias etiquetadas de expresi6n(EST, 
. Expressed sequence tag), con la secuencia del gen Toll de Drosophíla me
lanogaster, se encontró el primer homólogo en humanos que a la postre 
sería nombrado TI.R4 56, Actualmente los TLR se reconocen como recep
tores para una gran variedad de estructuras asociadas a patógenos'5l, 
pero además reconocen protefnas eucariontes que surgen con el dañ.o 
celular ó tisular. En este sentido, los TLR deben verse como sensores de 
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Tabla 2.1: Receptores tipo ToU Y ligrmdos 

Ugando(s) y fuentes 
Lipopéptidos triacilados (bacterias, micobacterias) 

Upoproteínas/lipopéptidos (diversos microorganismos) 
Peptidoglicanos (Gram positivos) 
Ácido lipoteic6ico (Gram positivos) 
Upoarabinomanana (micobacterias) 
Fosfolípidos de glicoinositol (Tripanosoma cruzt) 
Glicolípidos (Treponema maltophilum) 
Porinas (Neissffia) 

RNA de doble cadena (virus) 

LPS (Gram negativos) 
Proteína de fusión del virus sincicial respiratorio 
HSP6O, HSP70 
Dominio repetitivo extra de fibronectina tipo m 
Oligosacáridos de ácido hialurónico 
Fibrin6geno 

Flagelina (bacterias) 

Lipopéptidos diacilados (micoplasma) 
(Imiquimod®) 

loxoribina y bropirimiria 
Imidazoquinolina 

Moléculas. sintéticas pequeñas 

DNA CpG hipometilado (bacterias) 

? 

? 
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daño. A la fecha, se han encontrado 11 homólogos de Toll en humanos y 
11 en ratones, enumerados junto a sus ligandos en la tabla 2.1(Adaptado 
de Akira et 01 58

). 

2.4. L Estructura Y 
mecanismos de 
señalización de los TLR 

Los TLR son proteínas transmembranales ti
po 1, caracterizados por dominios extracelu
lares con zonas ricas en leucina, circundadas 
por zonas ricas en cisteína. Este patrón se en

cuentra también en la antena adhesiva de una gran variedad de molé
culas de la superficie ~. Los TLRs cruzan la membrana citoplás
mica una sola vez y su dominio intracelular tiene gran homologia con 
el dominio citoplásmico de la familia de receptores de IT..-l y el del pro
ducto del gen R en plantas 60;61. Este dominio, conocido como Toll/IL-IR 
(TIR), es esencial para la señalización de estas moléculas y habla de la 
necesidad de receptores que señalicen a la célula en situaciones de alar
ma en el organismo, ya sea de origen exógeno (receptores tipo Toll) ó 
endógeno (IL-l) 62;63. 

En mamíferos, la transducción de señales de los TLR. inicia con la 
unión entre el ligando microbiano y el TLR Las interacciones homotí
picas en el interior de la célula dan lugar a la formaciÓll de nuevos do
minios donde se une la proteína adaptadora MyD8860. Posteriormente, 
el dominio de muerte del Factor 88 de diferenciación mieloide, MyD88, 
interactúa con el dominio de muerte de la proteína cinasa asociada allL-
1R (lRAK..1L-lR associated kinase). Este complejo receptor desencade
na una vasta red de interacciones, esquematizadas en la figura 2..3 que 
culminan con la activación de factores de transcripción como NFK-B y 
c-Jun. Otra vía independiente de MyD88, lleva a la activación de los 
factores de transcripción IRF3 e IRF7 (Factor 3 y 7 de Regu1aci6n de lFN), 
que inducen transcripción de genes de interJerones (IFN) tipo t espe
cialmen.te IFN--y. Esta segunda vía, pero no la prUnera, es esencia1 en la 
activación deCPA por la inmunidad irmata. 
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Figura 2.3: Prototipo estruchlral de la familia de Receptores tipo Toll. Al igutd 
que otros TLRs, TLR9 amtiene un motivo Tiro en Ieucinas en el dominio ertracelular y 
un dominio TIR citoplásmico. El dominio TIR tiene una gran homologúl con el receptor 
IL-IR A diferencia de otros TLRs, TLR -9 es expresado principalmente en el citoplasma 
y por lo tanto se requiere la ingesta de C~ODN para la activaci6n celular. 64 
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Tabla 2..2: PrincipGIes diferencias entre el DNA de organismos vertebrados e inverte
brados 

DNA en vertebrados 

Supresión de motivos CpG 

DNA en bacterias y VIrus 

Proporción aleatoria normal de 
motivosCpG 

Meti1aci.6n del 80 % de motivos 
CpG Nivel de metiladón muy baja de 

(posición 5 de la citosina) motivos CpG 

Secuencias inhibitorias en la 
mayoría de los motivos CpG 
(XXXCCpGGXXX) 

2.4.2. Reconocimiento de El DNA bacteriano, el de organismos in
CpG-DNA por TLR9 vertebrados yel de algunos virus, como el 

virus Herpes simplex tipo 1 (HSV-l) difieren 
estructuralmente del DNA de organismos vertebrados. El DNA bacte
riano muestra la frecuencia aleatoria esperada de dinucleótidos CpG 
(1:16) mientras que esta frecuencia es de un 25% de la esperada en el 
genoma de organismos vertebrados. Otra diferencia importante es que 
el 80 % de los motivos S' -CpG-3' se encuentran metilados en el DNA 
eucarionte mientras que en el DNA bacteriano no existe este nivel de 
metilaci.6n. 

Con base en los trabajos pioneros de Yamamoto65 y Krieg66, en la ac
tualidad se acepta que debido a estas diférencias estructurales, los mo
tivos CpG no metilados en el DNA bacteriano ó en los oligodesoxinu
cle6tidos sintéticos, activan directamente linfocitos B66Iil, macrófagos68 

y célolas dendríticas 69 • 
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Sin embargo, el nivel de inmunoestimulaci6n de un motivo CpG
ONA depende en gran medida de las bases que se encuentran alrede
dor del dinucleótido. Después de una intensa búsqueda, se ha llegado 
a la conclusión de que los motivos CpG óptimos para activar las células 
inmunes de ratón y conejo tienen la fórmula general purina-purina-CG
pirimidina-pirimidina; el motivo más inmunoestimulante encontrado a 
la fecha es GACGIT. 

En humanos el motivo CpG más inmunoestimulante es GI'CGTI, 
aunque se ha sugerido que las células T Y las células NK humanas po
drían responder a distintos tipos de motivos CpG"lIl. El motivo GTCGIT 
es óptimo también para muchas especies de vertebrados. 

Otro factor importante para el efecto inmunoestimulante de los mo
tivos CpG es el esqueleto que conforma la secuencia de ONA. Los oli
godesoxinuc1e6tidos con el esqueleto normal (P-O), son rápidamente 
degradados dentro de los linfocitos71 , reduciendo su capacidad de pro
mOción de la proliferación de las células B Y provocando resultados am
biguos en ensayos de incorporación de 3H-timidina. El esqueleto fosfo
rotioato (P-S) provee al motivo CpG de una resistencia a nuc1easas muy 
alta además de aumentar la unión de oligodesorinucIe6tidos (OON, oli
godeoxynudeoti.des) no específicos a proteínas de membrana logrando 
un aumento en la capacidad de interna1ización y por consigUiente au
mentando la capacidad estimulante aproximadamente 200 veces. Esta 
modificaci6nqufmica no ocurre en forma natural. Sin embargo, es tma 

herramienta para poder utilizar secuencias CpG como adyuvantes de 
alta eficiencia. 

La modificación qufmica del esqueleto P-S crea un centro quiral en 
la unión entre 2 nuc1e6tidos. Por lo tanto un OON de 20 bases tiene 19 
centros quirales, dando 219 centros quirales distintos (aproximadamente 
100,(XX}). In vivo, el S-isómero es altamente resistente a nucIeasas pero 
el R-isóni.ero es degradado a una velocidad mayor que los OON con 
esqueleto P-O. Consistentemente con sus diferencias en la estabilidad, 
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los CpG sintetizados con un esqueleto R son inductores menos potentes 
de la proliferación de las células B. 

Se ha propuesto una clasificación basada en las diferencias estructura
les anteriormente mencionadas y las células que son activadas por cada 
ODN: 

O CpG-A-ODN. Este tipo de ODN se caracteriza estructuralmente 
por motivos poli-G con uniones P-S en los extremos 5' y 3' Y una 
secuencia palindrómica que contiene el motivo CpG unido me
diante P-O al centro del ODN. Los ODN que contienen esqueletos 
P-O son particularmente efectivos en la activación de células NK 
Y en la inducción de la producción de IFN-"Y por parte de los pre
cursores de las células dendríticas plasmOCitoides. 

O CpG-B-ODN. Se caracteriza estructuralmente por uno 6 más moti
vos CpG montados sobre un esqueleto de P.o, no contiene moti
vos poli-G. El esqueleto de P-S da una resistencia a nucleasas que 
los hace ideales para la activación de células B. 

En trabajos posteriores se confirmó la relación entre la expresión de 
TLR9 en células inmunes y la capacidad de respuesta hacia DNA hacte
riano 72• 

2.4.3. Efectos de la En general, los CpG-DNA son capaces de 
interacción de TLR9 con activar diferentes tipos celulares, como célu
su ligando las dendrfticas, linfocitos B, monocitos y ma-

crófagos y células NK.. independientemente 
de si es DNA genómico u oligodesoxinucleótidos sintéticos con un es
queleto ~ resistente a nucleasas. En todos los tipos celulares, el DNA 
con motivos CpG tiende a inducir una respuesta de tipo Thl 73 

2.4.3.1 LINFOCITOS B El motivo CpG-DNA es un mitógeno muy 
potente para linfocitos B en todos los organismos vertebrados estudia
dos. Tanto el DNA bacteriano como el CpG-B- DNA inducen la entrada 
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de linfocitos B en la fase Gl del ciclo celular y secreción de IL-6 e IL-
10 en pocas horas, pero los motivos poli-G del CpG-A- DNA tienen un 
efecto inhibitorio en linfocitos B. la expresión de ll..-6 inducida por los 
motivos CpG es muy importante para activar la secreción de IgM por 
ellos mismos. 

Además de secretar citocinas e Ig, los linfocitos B activados por CpG
DNA aumentan la expresión del receptor Fc-y,:MHCII Y las moléculas 
de coestimu1ación CD80 y CD86. En linfocitos B humanos hay aumento 
en la expresión no sólo de estas moléculas coestimuladoras, sino tam
bién de CD4O. Los motivos CpG también activan linfocitos B malignos 
de pacientes con leucemia linfocítica crónica, induciéndolos a enlra! al 
ciclo celular. secretar citocinas (IFN-'Y, TNF-ct e 11...-6) y regular la expre
sión de las moléculas de superficie CD4O, CD58, COSO, CD86, CD54 Y 
MHU 

En linfocitos B maduros en la periferia, las concentraciones bajas de 
CpG-DNA sinergizan fuertemente con las sefiales del BCR, aumentan
do la proliferación de linfocitos B, secreción de Ig e IL-6. Esta sinergia es 
tan fuerte, que el entrecruzamiento multivalente del BCR puede inter
actuar con CpG-ODN metilados y ODN sin motivos CpG, provocando 
proliferación de linfocitos B y secreción de Ig, aunque con menor efi
ciencia que el ODN con motivos CpG. 
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Hipótesis y Objetivos 

13.11 Justificación 

La presentación de antígenos es un evento crucial en el deSarrollo de 
la respuesta inmune adaptativa. ~da su importancia existen diferentes 
mecanismos de modulación que regulan la interacción entre las epAs 
y los linfocitos T durante la sinapsis inmunológica. Uno de los mas im
portantes es a través de moléculas de coestimulaci6n. En el caso de los 
linfocitos B como CPA, la molécula CD40 y su ligando en los linfocitos 
T, CDl54 , son las moléculas coestimuladoras mejor caracterizadas. 

Además de CD4O, existen otros estímulos que promueven la activa
ción celular como es el caso de kls receptores tipo TolL específicamente 
TLR9, ya que su ligando, el DNA bacteriano promueve la activación de 
los linfocitos B, o el propio BCR.. involucrado en la intemalización an
tigénica, aunque la relevancia de eStas tres moléculas en la furición del 
linfocito B como CPA no ha sido estudiada a detalle. 
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El propósito de este trabajo es comparar el efecto de la estimulación a 
través de CD4O, TLR9 Y BCR sobre los linfocitos B como CPA utilizando 
como modelo la linea celular de linfocitos B murinos LK352 .. 

13.21 Planteamiento del problema 

¿Cuáles son los papeIes específicos de la sefializaci6n mediada por 
CD4O, BCRy TLR9 en la función del linfocito B como CPA? 

13.31 Hipótesis 

En linfocitos B, la señalización a través de TLR9 y BCR promueve la 
expresión de molérulas coestimuIadoras y es sinérgica con la estimula
ci6n a través de CD40 en la presentación de antígenos exógenos. 
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13.41 Objetivos 

Determinar los efectos generales de la señalización a través de BCR, 
CD40 Y TLR9 sobre los linfocitos B en su funcion de CPA. 

13.51 Objetivos Particulares 

o Determinar la expresión en superficie de CDSO, CD86 lCAM-l, 
M1iCll Y CD40 en hibridomas de linfocitos B, LK35.2, activados 
a través del BCR. CD40 Y TLR9. 

O Determinar la eficiencia de endocitosis de antígeno en hibridomas 
de linfocitos B, LK352, activados a través del BCR, CD40 Y TLR9. 

O Determinar la capacidad de presentación de antígenos en hibrido
mas de linfocitos B, LK352, activados a través del BCR, CD40 y 
lLR9. 



CAPÍTULO CUATRO 

Material y Métodos 

14.11 Reactivos 

4.1.1. Líneas celulares En todos los estudios, se utilizó como CPA, el 
hibridoma murino de linfocitos B LK-35.2, el 
cual deriva de la fusión somática dellinfoma 

A202J ~) con células de bazo de ratones BIO.BR (H2k). 
Para los ensayos de presentación antigénica, como linfocitos T com

plementarios se utilizaron los siguientes hibridomas de linfocitos T: 

o TS12, reconoce el péptido 42-56 de RNAsa unido a IAk74-76. 

O A6.B3, donado por la Ora. Laurie Glimcher (Escuela de Medicina, 
Universidad de Harvard), Í'econ.oce el péptido 3445 de la lisozima 
de huevo de gallina (HEL, Hen egg lysozyme) unido a IA k71. 
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o CTLL-2, es una linea de linfocitos T citotóxicos derivadas de un 
ratón C57BL/6, dependiente de IL-2 para su crecimiento y se uti
lizan para la detección de esta citocina por bioensayo 78 . 

4.1.2. Anticuerpos Para la activación celular, en todos los ensayos se 
utilizaron los siguientes anticuerpos agonistas: 

o anti-CD40, anticuerpo comerciaL BD Pharmingen® 

O anti-IgG, para activar las CPA se utilizó la fracción F(ab'h de un an
ticuerpo comercial conejo anti-ratón. Oackson IrnmunoResearch®) 

O anti-Mac-l. Producto del cultivo del hibridoma 70.15.115 (ATCC), 
el cual secreta un anticuerpo con isotipo IgG2b, el cual reconoce 
la protefna CD11b.El anticuerpo se purificó por cromatografía de 
afinidad utilizando una columna de protefna. A 

O anti-CD45, BD Pharmingen®, Conjugado con Isotiocianato de jlU(}
rescefna (FlTC, fluorescein isothiocyanate) 

Para la determinación de moléculas en superficie de utilizaron los si
guientes anticuerpos: 

O anti-CD40, producto del hibridoma 1ClO generado por la fusión 
del mieloma murino AgB con linfocitos B de una rata inmunizada 
con el dominio extracelular de CD40 murino expresado en células 
COSl. El anticuerpo agonista 1C10 con isotipo IgG2a Kappa, mi
metiza a la proteína gp39/CD40L en su capacidad estini.ulante de 
linfocitos B . 

. Oanti-CDSO, BD Pharmingen®, Conjugado con FITC 

O anti-CD86, BD Pharmingen®, Conjugado con Alexa® 
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o anti-MHcrr, Producto del cultivo del hibridoma 10.216, el cual se
creta un anticuerpo monoclonal IgG2b el cual reconoce-la ?\.frIcn 
lA k. El anticuerpo se purificó por cromatografía de afinidad en 
columnas de proteína A y se conjugó con biotina. Para revelar es
ta tinción se uso el conjugado estreptavidina-Ficoeritrina Oackson 
IrnmunoResearch®, WestGroove, PA) 

O anti-lCAM-l, BD Pharmingen®, Conjugado con biotina 

4.1.3. Oligodesoxinibo- Los oligos utilizados para la activación ce
nuc1eótidos ' lular, fueron sintetizados por Organon®. El 

CpG-ODN 1826 de 20 nucleótidos tiene la 
secuencia: 5'-TCC ATG ACG TIC CTG ACG TI-3', con los dinucle6-
tidos CpG subrayados y tienen un esqueleto fosforotioato resistente a 
nucleasas y el cual contiene un par de motivos CpG que tienen un efec
to inmunoestimulante en ratones 79. Por otro lado la secuencia ODN 
control una secuencia muy parecida al ODN-CpG-1826 excepto por los 
CpGs invertidos, consta de 20 nucle6tidos con un esqueleto fosforotioa
to 5'-TCC ATG AGC TIC CTG AGT CT-3', no contiene n.ingÍm motivo 
inmunoestimulante para linfocitos B murinos8J• 

14.21 Metodologías 

4.2.1. Cultivos celulares y Las cultivos celulares se mantuvieron en 
activación de linfocitos B condiciones de incubación estándar 81 , con 

medio RPMI 1640, suplementado con ami
noácidos no esenciales, piruvato de sodio, 

glutamina, HEPFS, obtenidos de Sigma-Aldrich®, 10 % de suero feÚll bo-
vino (SFB) HyClone® (Logan, un y Ciproxina, a 37 oC y 5'Yo de C~, 
manteniendo una densidad celular máxima de ~ 2· lOS cel/ml . 
. La activación de las células LK-352 se realizó en placas de cultivo de 

6 pozos de fondo plano a una densidad celular de 1 . lOS cel/ ml Y en 



Material y Métodos 

un volumen de 2 ml de medio RPMI suplementado de acuerdo a las 
condiciones establecidas en la tabla 4.1: 

Tabla 4.1: Condiciones de activaci6n de los linfocitos B 

Condición [FInal] 

anti~ 10 JIg/ml 

anti-IgG 10 JIg/ml 

anti-Mac-l 10 JIg/ml 

CPG-ODN O.l~ 

DNAControl O.l~ 

~ D~~ciónde 

antígenos de superficie 
por inmunofluorescencia 

La técnica de inmunofluorescencia por ti
tometrla de flujo se basa en la detección de 
antígenos presentes en la membrana de las 
células. Para ello se aprovecha la existencia 

de anticuerpos monoclonales capaces de reconocer antígenos de mem
brana que permiten: 

o Reconocer tma población celular. 

O Identificar las células efectoras de una determinada función. 

O Estudiar el grado de activación de una población celular. 

Dependiendo de la metodología utilizada .. se divide en inmlmOfluo
rescencia directa e indirecta: 
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o lnmunofiuorescenda directll. Son las que emplean anticuerpos a los 
que se ha conjugado directamente un Huorocromo. 

o InmunofluorescenciIJ indirecta. En estas técnicas el anticuerpo que re
conoce el antígeno no está marcado sino que se utiliza un segundo 
anticuerpo conjugado con el fluorocromo y dirigido contra la es
pecie del primero. Una variante de estas técnicas es la que utiliza 
el primer anticuerpo conjugado con biotina y posteriormente se 
añade avidina o estreptavidina conjugada con el fluorocromo. 

Por lo que se refiere a los marcajes, estos pueden ser sencillos (sólo 
se estudia un marcador) o dobles/múltiples (estudio simultáneo de va
rios marcadores). En este último caso los anticuerpos que reconoce cada 
marcador deben ir conjugados con fluorocromos (que emitan a diferente 
longitud de onda y que sean compatibles con los detectores disponibles. 

Para examinar los cambios en la expresión de los antígenos de super
ficie de los linfocitos B, se utilizo el protocolo descrito por Clatza el a182

. 

Se incubaron 5 . 1<? células provenientes de un cultivo en fase logarítmi
ca con 100 J.1l del reactivo correspondiente durante 30 minutos y a una 
temperatura de 4 oC de acuerdo a la tabla 42. 

En las tinciones indirectas, se realiz.aron dos lavados centrifugando 
posteriormente la suspensión celular durante 3 min a 1500 RPM Y re
suspendiendo el botón celular en solución isotónica (Soluci6n tampón de 
fosfatos (pBS,Phosphate-buffered saline) + 1 % SFB + 05 % NaN3) fría. En 
seguida. las células se incubaron durante 30 minutos adicionales con 
el reactivo secundario, eslreptavidina- ficoeritrina Uackson Immuno
Research®, WestGroove, PA) en el caso de los anticuerpos biotiiillados 
y anti-rata-FITC en el caso del anticuerpo anti~anti-ratón). Pos
teriormente se realizaron tres lavados más con la misma solución. Por 
último, las células se resuspendieron en PBS y se analizaron en un citó

. metro de flujo FacsCa1ibur®(Becton Dickinson®, San José, CA). 
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Tabla 4.2: Determinad6n de mtlgmos tn IR supoficie de linfocitos B actitwIos 

Antígeno a Determinar Anticuerpo [Final] 

CD40 CD4O( anti-rat6n) 1:200 

COSO CD8O-HTC 1:200 

CD86 CD86-Alexa® 1:200 

MHCII MHCll-biotina 1:100 

ICAM-l ICAM-1-biotina 1:200 

Para su análisis, se calculó la Intensidad media de fluorescnu:ia relativa 
(IMFr), obtenido de la comparación de la IMF de las células activadas 
contra la l1\.{f de su respectivo control de acuerdo a la siguiente fórmula: 

lMFr= IMF células estimuladas I 
IMF células sin estimulo _ 

4.2.3. Estudios de Se adaptó el método de intemalización anti
Endocitosis de Antígeno génica 81, utilizando como antígeno una pro

. tema marcada con un fluorocromo, lo que 
nos permitió utilizar una téarica de fluorescencia por citomehia de flu
jo para revelar el experimento. El método se desCribe a continuación. 

En placas de % pozos con fondo plano Costar en un volumen de 2 
mL, se realizó un cultivo de 2.5 . lOS células LK-352 Y para cada condi
ción se adicion6el reactivo correspondiente de acuerdo a la tabla 4.1. 
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Se realizaron estudios cinéticos hasta por 24 horas de incubación, con 
controles sin incubación. Después de la incubaci~ se tomaron 2· lOS 
células Y se lavaron con PBS-SFB frío (4 oC) y se incubaron en un vo
lumen de 100 ¡.U de HEL-FITC a una concentración de 2 mg/rnl en las 
cinéticas de O y 3 horas. 

Después de la incubación,. se lavaron tres veces con 500 ¡.U de solución 
isotónica (pBS-SFB + 05 % NaN3) a 4 oC para inhibir la endocitosis. Por 
ultimo, se lavaron con PBS-SFB sin NaN3 y se determinó la captación de 
HEL-FITC en Wl citómetro de flujo FACScalibur®. 

La HEL se marcó ut:iliz1mdo un protocolo estándar de marcaje de pro
teínas con isotiocianato de fluorescefna 81. Después del marcaje, nos ase
guramos que la HEL era intemalizada de la misma manera que antes 
de marcar." 

4.2.4. Estudios de Esta térn.ica nos permite evaluar el grado 
presentación de antígeno de activación de los linfocitos Tal interac-

tuar con una CPA complementaria. La acti
vación de los linfocitos T promueve la producción y posterior liberación 
de ll..-2 al medio. Puesto que la cantidad de interleucina producida es 
proporcional al grado de activación de los linfocitos T, al cuantificarla 
mediante el ensayo radio métrico de incorporación de timidina, indirec
tamente se cuantifica la presentación antigénica. 

Para activar las células LK35.2 se siguió un esquema idéntico al utili
zado para el ensayo de endocitosis. Una vez transcurrido el tiempo de 
incubaci6ri se fijaron las células con paraforma1delúdo al 1 % para re
suspenderlas en RPMI-l640 frío a una concentración de 25 . lOS cel/ mI. 
Simultáneamente, se coSecharon los hibridomas T en fase logarítmica y 
se suspendieron en RPMI frío a una concentración de 5 . lOS cel/ ml 

Posteriormente se cocultivaron 2.5 . lQ4 CPA activadas con 5· lot re
lulas T en cajas de cultivo de 96 pozos, adiciorlándoles el antígeno espe
cífico de cada hibridoma. Este procedimiento se utilizó para cada tma 
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de las condiciones de activación de linfocitos B, con el hibridoma A6.B3 
utilizando tres diferentes concentraciones del péptido 34-45 de HEL O 
y TS12, con tres concentraciones del péptido de RNAsa bovina (O, 0.03, 
0.1,0.3). 

Después de 24 horas de incubación a 37 oC, se recolectó el sobrena
dante para su uso en un ensayo de determinación de IL-2. 

Para su análisis, se calculó el cambio en cuentas por minuto ~CPM 
(CPM, Counts per minute), obtenido de la diferencia entre las CPM 
de las células estimuladas y las CPM de las células no estimuladas de 
acuerdo a la siguiente fórmula: 

~CPM=CPM células estimuladas - CPM células sin estímulo _ 

4.2.5. Estudio de 
incorporación de timidina 
tritiada (lH-TdR) 

Esta técnica se basa en el hecho de que las 
células CTLL-2 dependen de la presencia 
de IL-2 para su reproducción. Al cultivar
las en presencia de IL-2, las células CTLL-2 

comienzan a proliferar, promoviendo la replicación del material gen6-
mico a partir de bases nitrogenadas. Al agregar timidina marcada ra
dioactivamente al medio, esta se incorporara al material genómico sin
tetizado de novo. Puesto que la incorporación de esta base nitrogenada 
al DNA es proporcional a la proliferación celular provocada por la IL-2, 
al analizar las células en un contador de centelleo se cuantifica indirec
tamente la cantidad de esta molécula presente en el medio. 

Se utilizo una metodología estándar81 descrita a continuación: Del so
brenadante recolectado del ensayo de presentación de antígeno, se to
maron 100 JÜ y se colocaron en una placa de cultivo con 100 ¡.ll de una 
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suspensión 1 . lOS células CI1..L-2/rnl, previamente lavadas con medio 
RPMI-l640 suplementado. Se incubaron a 37 oC por 24 horas·y después 
se adicionó 1 ¡.tCi de 3H-TdR y se continuó la incubación por 10 ho
ras más en condiciones semejantes. Una vez roncluida la incubación,. se 
analizaron las muestras en un contador de centelleo. 



CAPÍTULo CINCO 

Resultados y Análisis 

15.11 La estimulación a través de CD40, BCR ó UR9 en 
forma independiente aumenta la expresión de CD80, sin 
afectar la expresión de CD86, MHCll, lCAM-l en la 
superficie de células LK- 35.2 

El cambio en la expresión de moléculas que intervienen en la sinapsis 
inmunológica es uno de los mecanismos de modulación de la activi
dad de la CPA más importantes. De acuerdo a su función, se clasifican 
en dos grupos principales: moléculas de coestimulación y moléculas de 
adhesión. . 

Las moléculas de adhesión estabilizan la interacción entre el TCR Y el 
oomplejo MHC-péptido, mientras que las moléculas de coestimulación 
representan la segunda sefial en el proceso de activación de los linfoci
tos. 
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Así. se decidió examinar el cambio en la expresión de moléculas de 
importancia para los linfocitos B en su función de CPA (CDSO, CD86, 
MHCII, ICAM-l Y CD4Q) en el hibridoma de B, LlC352, activado a tra
vés de CD4O, BCR Y TLR9. Para tal efecto, se realizaron estudios de in
munofluorescencia utilizando anticuerpos monoclonales marcados con 
d.iferentes Buorocromos, los cuales fueron posteriormente analizados 
mediante citometrla de flujo. 

En los estudios se incluyó como control negativo, un anticuerpo con
tra la proteína CD45 ya que una gran cantidad de reportes indican que 
en los linfocitos B, el nivel de expresión de esta molécula es constante 
aún en condiciones de activación, por lo que resulta un control adecua
do para el monitoreo del sistema experimental. Otros controles inclui
dos fueron, el anticuerpo dirigido contra CDllb (Mac-l), molécula que 
no se expresa por los linfocitos B, la cual se utiliza como control de iso
tipo Y un ODN cuya secuencia no contiene motivos CpG. Ambos con
troles son útiles en la identificación de posibles interferencias asociadas 
al sistema o a los métodos utilizados. Para evaluar la precisión, estos 
estudios se realizaron por duplicado, aunque de forma independiente, 
obteniendo resultados similares en ambos experimentos. 

Como se observa en las figuras 5.1,52,5.3 Y 5.4, el cambio en la ex
presión de la mayoría de las moléculas estudiadas con respecto a su 
expresión basal es muy pequeño, en algunos casos la diferencia es de 
tan solo el ±lO %. La expresión de las moléculas control(CD45 y Mac-l) 
presenta un comportamiento similar al de las moléculas en estudio, con 
cambios de magnitud en el rango de ±lO % con respecto a las células sin 
estimulación Y con una tendencia totalmente aleatoria. Se reporta en la 
literatura que la activación de la CPA independientemente del estimulo 
utilizado no altera la expresión de la proteina CD45, mientras que en el 
caso de Mac-l, la molécula no es expresada por linfocitos B, por lo que 
no debería de existir respuesta al estimular a los linfocitos B a través de 
esta molécula. 
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De lo anterior, podemos deducir que el cambio observado (±10 %) en 
la expresión de las moléculas control es provocado por factores inhe
rentes al sistema o al método utilizado y no a un cambio en la expresión 
de CD45 y Mac-l. Resulta evidente que en el caso de las moléculas en 
estudio, cambios de hasta ± 10 % en la expresión con respecto a la ba
sal son causados tambien por los mismos factores inherentes al diseño 
experimental y por lo tanto no son considerados importantes. 

o Expresión de COSO. la expresión de CD80 y CD86 se examinó 
debido al importante papel regulador de ambas proteínas sobre 
la respuesta inmune adaptativa y en particular sobre la presenta
ción antigénica. Ambas protefnas forman parte de la familia B7, 
la cual está relacionada estructural y funcionalmente con el recep
tor CD28, Los miembros de la familia B7 tienen una función dual 
como ligandos, en el caso espedfico de COSO y CD86 como fac
tores de activación importantes del1infocito T cuando se une a 
CD28 (CD86 predominantemente) y actuando como reguladores 
negativos al unirse a CfLA- 4 (COBO predominantemente). 

Como se observa en la figura 5. 1 (a), la expresión de CD80 en Iinfo
citos B estimulados independientemente durante tres horas a tra
vés de CD4O, BCR ó TI...R9 se mantiene constante en cualquiera 
de las tres condiciones, pero si la estimulación continúa hasta 24 
horas, se observa un patrón de expresión diferente en cada condi-
OO~ -

En el caso de la estimulación a través de TLR9, ésta pIodujo un 
aumento en la expresión de CD80 de aproximadamente 20 %, atm
que existe un aumento visiblemente mayor en el caso de la estimu
lación a través del BCR(90 % ). La estimulaci6n a través de CD40 
provocó un aumento de más del doble (120% aproximadamente) 
en la expresión de CD80 comparado con la. expresión basal. 



Resultados y Análisis 

D Expresión de CD86. En la figura 5.1(b), se observa que a diferencia 
de la expresión de CDSO, el efecto de los diferentes estímulos sobre 
la expresión de CD86 es poco significativo, manteniéndose prácti
camente constante para todos los estímulos durante las primeras 
tres horas de activación. Después de 24 horas de estimulación se 
observa un ligero aumento(aproximadarnente 15 'Yo) en la expre
sión de CD86 en las células activadas a través de CD40, mientras 
que la expresión en linfocitos activados a través del BCR y TLR9 
se mantuvo prácticamente constante. 

D Expresión de CD4O: Independientemente de ser uno de los recep
tores utilizados como fuente de estimulaci6n en estos estudios, 
se examinaron los cambios en la expresión de CD40 por células 
LK-352 bajo diferentes condiciones. En la figura 5.1(c) se observa 
que independientemente del estímulo utilizado, no existen cam
bios significativos en la expresión de CD40 en linfocitos B, durante 
las 24 horas de estimulación. 

O Expresión de MHCll. La expresión de MHCll fue evaluada dada 
su importancia en la interacción entre los linfocitos T y las CPAs. 
Una variación sutil en su expresión derivaría en cambios radicales 
en la activación de ambas células. En la figura 5.2(a), se observa 
que al estimular durante 24 horas, los linfocitos B no modifican la 
expresión de MHCll independientemente del estímulo. 

D Expresión de ICAM-l. Otra molécula evaluada fue ICAM-I, una 
molécula de adhesión que ayuda a mantener la unión entre ellin
focito T y el linfocito B durante la sinapsis inmunológica. En la 
figura 5.2(b) se observa que los linfocitos B estimulados durante 
tres horas a través de CD4O, BCR Y 1LR9 no aumentan la expre
sión de ICAM-1, manteniéndose sin cambio hasta las 24 horas. 
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Figura 5.1: Expresión de CDSO, CD86 y CD40 en linfocitos activados con estí
mulos independientes. Se incubaron 1 . 1(f ce1ulas durante 3 y 24 Jwras en las si
guientes soluciones: anti-CD4O(l O~gJml), anti-IgG{l O~g!ml), anti-Mac-l (1 O¡.!g!ml), 
CPG-ODN(O.l~) y DNA-control(O.l~). Posteriormente, las células fueron te
ñidas con los siguientes anticuerpos: CD80-FITC(1:200), CD86-AJexa®(1:200), 
MHCIl-bi.otinil(1:100) e ICAM-l-biotina(1:200). En el caso de los anticuerpos lrio
tiníúuios, las ce1ulas se incubaron durante 15 minutos adicianales con soluciones de 
estreptavidina-PE(1:500) y estreptavidina-FITC(1:2OD). El resultado se expresa romo 
Intensidad media de fluarescencia relativa(IMFr), de acuerdo a la formula siguien1e: 
IMFr=IMF cels. estimultuias/lMF cels. sin estimular. 
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Figura 5.2: &presión de MHCll, ICAM-l y CD45 en linfocitos bajo estinnúos 
independientes. Se incubaron 1 . lif' ce1ulas durante 3 y 24 horas en las siguien
tes soluciones: anti-CD4O(l O~g/ml), anti-IgG(1 O~g/ml), anti-Mac-l (1 Of.lg!ml), CPG
ODN(O.l~) Y DNA-amtroI(O.l ~). Posteriormente, las células fueron teñidas 
ron los siguientes anticuerpos: CD80-FITC(1:200), CD86-AJexa®(1:200), MHCll
biotiml(l:l00) e ICAM-l-biotina(1:200). En el caso de los anJicuerpos biotiníh2dos, 
las células se incubaron 15 minutos adicionales ron soluciones de estreptavidina
PE(l:500) y estrepttroidina-FITC(1:200). El resultado se expresa romo Intensidad me
dia de fluorescencia relatitxz(IMFr), de acuerdo a la formula siguiente: IMFr=lMF cels. 
estimu1adas/IMF cels. sin estimular. 
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o Expresión de CD4S. La última molécula analizada fue CD45, una 
PTP transmembranal que actúa como contraparte eliminando los 
grupos fosfatos añadidos por la cinasa Csk. La expresión de esta 
molécula es constitutiva, no es afectada por la activación de los 
linfocitos B, por lo que es usada como un control en este expe
rimento. Se observa en la figura S.2(c) que en los·linfocitos B la 
expresión de CD45 no varía durante las 24 horas de estimulaciÓfl 
bajo ninguna de las condiciones utilizadas. 

Como se mencionó anteriormente, uno de los efectos de la activación 
de las CPAs, es la regulación de la expresión de moléculas de coestimu
lación y de adhesión en la membrana cel~. 

En los linfocitos B, una de las moléculas de coestimulaciÓll mejor ca
racterizadas es CDiO, la cual al unirse a su ligando regula la expresión 
de otras moléculas de coestimulación y de adhesión entre las que se 
encuentra CD8O, CD86 e ICAM-L La importancia de CD40 como mo
lécula coestimuladora se refleja en el hecho de que la estimulación a 
través de CD40 tiene como resultado una modificación en el patrón de 
expresión de otras moléculas involucradas en la respuesta inmune. Del 
mismo modo se infiere que la estimulaci6n a través del BCR Y TLR9 fun
cionan como vías de coestimulación en los linfocitos B y que un posible 
mecanismo de acción se lleva a través de la modulación de la expresión 
de otras moléculas coestimuladoras en la superficie celular. 

Otro punto que es importante señalar es que la señalización a través 
de CD80 es un mecanismo general de coestimulación de gran importan
cia para los linfocitos B, ya que la expresión de esta molécula aumenta, 
aunque en diferente magnitud, por la estimulación a través de los tres 
estímulos utilizados (CD40, BCR Y TLR9). 

Al igual que con CD8O, en la literatura se reporta que la expresión de 
CD86 en linfocitos B activados, sufre un cambio significativo con res
pecto a linfocitos no estimulados. El hecho de que experimentalmente 
la expresión de la molécula CD86, no se modifique con ningimo de los 
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estímulos, se puede explicar por el hecho de que en este estudio se uti
lizo una linea celular (LK35.2» como CPA. 

Para obtener una linea celular a partir de células normales, se sigue 
una metodología que puede afectar entre otras cosas, la maquinaria bio
sintética de las células. En particular en la linea celular LK352, se ha 
visto en estudios anteriores que no existen cambios significativos en la 
expresión de CD86 al ser activadas a través de cr::»o, por lo que es muy 
probable que el mismo efecto suceda al activar las células a través del 
BCR Y de TLR9. 

Además, en los linfocitos B normales que no han sido estimulados 
no expresan moléculas CD86 en la superficie celular. la expresión de 
CD86 tiene su máximo una hora despues de ser estimulados a través de 
CD4O. En el caso de las células LK35.2 se ha visto que aun en células 
no estimuladas, la expresión basal de CD86 es alta y que esta no se ve 
modificada al estimular las células a través de CD4O. 

El hecho de que la expresión de CD80 sea modulada en linfocitos B 
estimulados a través de CD4O, BCR Y TLR9, no necesariamente indica 
que este sea el único mecanismo por el cual sea activada esta CPA Es 
muy probable, que los linfocitos B utilicen otros mecanismos diferentes 
de la modulación de las moléculas en superficie para lograr la activación 
celular. 

15.21 La estimulación a través de CD40, BCR ó TLR9 
simultáneamente la expresión de COSO, sin afectar la 
expresión de CD86, MHCII,. ICAM-l en la superficie de 
células LK-35.2 

In vivo, las CPA no son activadas por un solo estimulo a un tiempo 
dado, sino que cabe la posibilidad de que sean activadas por dos o más 
estímulos simultaneamente. En estas condiciones es muy probable que 
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la expresión de las moléculas en superficie se vea alterada como conse
cuencia de la interacción entre estímulos. 

Para determinar la existencia de interacciones entre los diferentes es
tfmulos que modifiquen el patrón de expresión de moléculas relacio
nadas con la respuesta inmune (CDSO, CD86, CD4O, MHCII, ICAMI Y 
CD45), se estimularon linfocitos B con diferentes combinaciones: 

o anti-CD40 + anti-IgG 

O anti-CD40+ C~DN 

O anti-IgG + C~N 

O anti-CD40 + anti-IgG + CpG-ODN 

En la gráfica 5.4(c), se observa que al igual que en el experimento ante
rior, a lo largo del periodo de estimu1aci6n. la expresión de CD45 se 
comporta aleatoriamente independientemente del estimulo utilizado. 
CD45 no modifica su expresión en linfocitos B activados por lo que estos 
cambios son atribuibles al método y/o al sistema experimental utiliza
dos. 

En la gráfica 5.4( e) se observa también, que la magnitud de la respues
ta inespedfica alcanza ellO % en comparación con la expresión basal. La 
inespecificidad encontrada es mayor que al utilizar estimulos indepen
dientes, lo cual debe atribuirse al hecho de utilizar simultaneamente dos 
o tres estimulos. 

O Expresión de COSO. En la figura 5.3(a) se observa un aumento 
muy evidente en la expresión de esta molécula en linfocitos ac
tivados. Despues de tres horas de estimulaci6n, la expresión de 
CD80 en todos los casos se mantuvo constante, pero despues de 
24 horas, el aumento en la· expresión con todas las combinacio
nes de estímulos resulta considerable; aproximadamente el triple 
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cuando se utiliza la combinación anti-IgG + CpG-ODN, al utilizar 
las combinaciones anti-CD40 + anti-IgG ó anti-CD40+ C~N 
se obtiene una expresión cinco veces mayor que la basal, mientras 
que al utilizar los tres estímulos simultaneamente la expresión es 
ocho veces mayor que la expresión basal. 

a Expresión de CD86, CD40 Y MH01. Como se observa en las fi
guras 5.3(b)(CD86), 5.3(c) (CD40) y 5.4(a){MHCII),la estimulación 
de los linfocitos B bajo ninguna de las condiciones de activación 
utilizadas, modifica el patrón de expresión de estas tres molécu-
las. . 

a Expresión de lCAM-1. La expresión de lCAM-l, no' se modifica 
con ninguno de los estímulos utilizados 5.4(b) durante las tres pri
meras horas, aunque despues de 24 horas de estimulación hay 
un aumento al utilizar la combinación anti-IgG + CPG-ODN Y la 
combinación anti-CD40 + anti-IgG + CpG-ODN. en ambos casos 
el cambio es aproximadamente 10% con respecto a la expresión 
de lCAM-1 en células sin estimular. 

El resultado más importante de este estudio es el cambio en la ex
presión de CD8O. Como se observa en la figura 5.3 Y como sucedió en 
el estudio anterior, la expresión de CD80 en la superficie aumenta con 
todos las combinaciones de estímulos utilizados, aunque la magnitud 
del cambio es mayor que cuando se estimula independientemente. El 
hecho de que la expresión de CD80 se modifique solo después de 1m 

periodo largo de estimulaci6n, implica que esta molécula debe actuar 
tardíamente en el curso de la respuesta inmune. 

En la misma gráfica se aprecia la existencia interaCciones sinérgicas 
entre los diferentes estfmulos, las cuales modifican significativamente 
la respuesta de los estímulos individuales. &te efecto se observa princi
palmente al utilizar combinaciones con anti-CDW, lo que indica la im
portancia de este mecanismo de coestim.ulaci6n para los linfocitos B. 
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Figura 5.3: Expresión de CDSO, CD86 y CD40 en linfocitos bajo estímulos 
combinados. Se incubaron 1 . le? células durante 3 y 24 horas en las siguien
tes soluciones; anti-CD4O(lO~gIm1), anti-lgG(10~g!ml), anti-Mac-l (10~g!m1), epG
ODN(O.l~) y DNA-rontrol(O.l~). Posteriormente, las células fueron teñidas 
con los siguientes anticuerpos: CD80-FITC(1:200), CD86-AJexa®(1;200), MHCIl
biotinJ1(1:100) e lCAM-l-biotiml(1:200). En el caso de los anticuerpos biotinilados, 
Úls cé1UÚls se incubaron 15 minutos adicionales con soluciones de estreptavidina
PE(l;5(J()) y estreptavidina-FITC(1:200). El resultado se expresa conw Intensidad me
dia de fluorescencia rela1iva(IMFr), de acuerdo a la f6rmula siguiente; lMFr=1MF rels. 
estimuladas/IMF cels. sin estimular. 
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Figura 5.4: Expresión de MHCn, ICAM-l y CD45 en linfocitos bajo estímu
los combituulos. Se incubaron 1 . 1(f célultls durante 3 y 24 horas en las siguien
tes soluciones: anti--CD40(lO~g!ml), anti-IgG(lO~gJm1), anti-Mac-l(10'tJ,gJm1), CPG
ODN(O.l~) y DNA-rontroUO.IWvf). Posteriormente, las célultls fueron teñidllS 
con los siguientes anticuerpos: CD80--FITC(1:200), CD86-Alexa®(1:200), MHCII
biotina(1:100) e ICAM-l-biotina(1:200). En el caso de los anticuerpos bíotinilados, 
las células se incubaron 15 minutos adicionales con soluciones de estreptavidiml
PE(1:500) yestreptavidinil-FITC(1:200). El resultado se expresa como Intensidad me
dia de fluorescencia relativa(IMFr), de acuerdo a la formula siguiente: IMFr=IMF cels. 
estimuladas/IMF ce1s. sin estimular. 
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Al utilizar combinaciones de estímulos, se logra simular las condicio
nes que pueden encontrarse in vivo, por lo que los resultados, aunque 
resultan más diliciles de interpretar, describen con mayor precisión los 
eventos que suceden durante el curso de la respuesta inmune. 

Para determinar el efecto biológico de cada uno los estímulos, se si
mularon dos procesos importantes en el curso de la respuesta inmune. 
El primero, la endocitosis de antígeno, paso crucial en la generación de 
ligandos para las MHC en las CPA. Y el segundo, y más importante, la 
presentación ant:igénica de estos epítopes a los linfocitos T espedficos. 
En ambos ensayos y para simplificar el análisis de los resultados, solo 
se utilizaron estímulos independientes en la activación de la CPA 

15.31 La estimulación a través de BCR ·pero no de CD40 y 
TLR9 promueve la capacidad endocítica de las células 
LK35.2 

Además de la modificaci6n del perfil de expresión de moléculas de 
coestimulaci6n Y de adhesión en la superficie celular, existen otros me
canismos de regulación de la actividad de los linfocitos B en su papel de 
CPA 

Una de las funciones de los linfocitos B es la intemalización de los an
tígenos a través del BCR para su posterior procesamiento y presentación 
a los linfocitos T. Se reporta en la literatura, que la señalización en los 
RAFfS lipídicos,esped6camente la sefiatizaci6n mediada por el BCR.. 
actúa como regulador de la intemalizaci6n antigénica. Esto implica que 
tanto la señalización mediada por el BCR como la intemalizaci6n del 
antígeno utilizan vías de señalización al interior de la célula en común, 
aunque estas a\D\ no están bien definidas. 83 

El primer evento en el proceso de generación de ligandos dellinfo
cito T·es la intemalinción ant:igénica, la cual se lleva a cabo a través 
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de mecanismos inespedficos como lo es la pinocitosis, ° por endocitosis 
mediada por receptor. 

La generación de péptidos específicos se lleva a cabo en vesfcu1as a lo 
largo de la vía endocftica y depende en gran medida de la cantidad de 
antígeno endocitado. De ahí que los procesos endocíticos tengan gran 
influencia sobre la interacción entre las CPAs Y los linfocitos T. 

Para examinar si existe un aumento en la captura antigénica debido a 
la activación celular mediada por TLR9, CD40 yel propio BCR. se reali
zó un ensayo de endocitosis utilizando HEL marcada con isotiocianato 
de fluorescefna (FITC) en'linfocitos B previamente estimulados durante 
24 horas con soluciones de CpG:DNA, anti-CD40 (anticuerpo agonista) 
6 anti-IgG (entrecruzador del BCR). 

El estudio se realiz6 por duplicado obteniendo resultados similares. 
Para simplificar el diseño experimental yel análisis de resultados en 
este estudio se utilizaron solo estímulos independientes. Como control 
irrelevante, se utilizaron linfocitos B estimulados con soluciones de anti
CD4O, anti-IgG y CpG-ODN aunque estos no fueron cocultivados con la 
solución de HEL-FITC; este control es útil para determinar la respuesta 
inespecffica debida al sistema o métodos utilizados. Como control ne
gativo, se utilizaron Unfocitos B no estimulados pero cocultivados en la 
solución de HEL-FITC. 

A los resultados expresados como IMP, se les sustrajo el valor obteni
do con el control irrelevante. En la gráfica 5.5 se observa que los linfo-

. citos B que no reciben ningún estímulo, tienen una tasa de endocitosis 
basal elevada. Los linfocitos estimulados a través de CD40 y TLR9 por 
un periodo de 24 horas no modifican su tasa de endocitosis, mientras 
que los linfocitos B estimulados a través del BCR por un periodo de 24 
horas, aumentan en un 30 % su tasa de endocitosis comparado con la 
tasa de endocitosis basal. 

La tasa de endoci.tosis en los linfocitos estimulados a través de CD40 y 
TLR9 no se modifica durante el periodo de estimul.ación,. Y en los linfo-
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citos B estimulados a través del BCR la tasa. de endocitosis varía ligera
mente, probablemente porque al utilizar HEL-HTC soluble, se promue
ve la intema1ización del antígeno a través de pinocitosis, el cual es un 
mecanismo totalmente inespedfico. Es probable que si se utilizaran lin
focitos B con receptores de antígeno específicos para la ~ la cantidad 
de antígeno endocitado sería mayor. 

15.41 La estimulación a través de CD4O, pero no a través 
de otros receptores aumenta la eficiencia de las células 
LK-35.2 como CPA para activar linfocitos T. 

El evento sobre el que repercuten muchos aspectos de la activación 
celular es precisamente la presentación antigénica Para evaluar el efecto 
de la estimulación de las CPAs a través de COlO, BCR Y TI..R9 sobre este 
evento, se realizó un estudio de presentación antigénica utilizando al 
hibridoma l..K352 como CPA Y dos diferentes hibridomas de linfocitos 
T; el hibridoma A6B3, el cual reconoce el péptido 34-45 de la HEL unido 
a moléculas IAk y el hibridoma 1512, el cual reconoce el péptido 42-56 
de RNAsa unido a moléculas IAk. . 

El estudio se realizo por duplicado obteniendo resultados similares 
en ambos experimentos. Se siguió el mismo protocolo de activación que 
en los estudios de expresión de moléculas de superficie; como control 
irrelevante se incluyeron linfocitos B sin estimular, como controles ne
gativos se utilizaron los estímulos anti-Mac y lDl. ODN sin motivos CpG 

Para facilitar la interpretación de los resultados, se decidió utilizar los 
péptidos espedfiros para cada hibridoma de T en lugar de utilizar el 
antígeno coinpleto (HEL o RNAsa bovina), eliminando así los factores 
involucrados con el procesamiento antigénico. 

Para ambos hibridomas, A6B3 y 1512, los estudios se realizaron uti
lizando tres diferentes concentraciones del péptido espedfico pero solo 
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Figura 5.5: Endocitosis de HEL-FITC por célulllS LK35.2 blljo diferentes esti
mulas. Úl estimulaci6n se rea1izn incubando 2.5 . lOS células en soluciones de anti
CD40 (10 J.1g/mL), anti-IgG (10 J.1g/mL) Y CPG-ODN (0.1 ¡.tM) durante 24 ha 37 
oC. Posteriormente se lavaron y se incubaron durante 3 h en 100 ¡.Ll de una solución 
de HEL-FUC (2 mgJml) a 37 oc. 
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se muestra la gráfica de la concentración que resultó óptima para cada 
uno de ellos. 

Como se observa en la figura 5.6, la estimulaci6n de los linfocitos B 
LK35.2 provoca W\a respuesta inespedfica de 2 . 1()3 CPM mientras que 
la estimulaci6n de los linfocitos B usando las solución de ODN con
trol produce una respuesta inespedfica de 1 . 1()3 CPM. La respuesta 
de ambos controles resulta de poca importancia al compararlo con la 
respuesta de las células estimuladas. 

Los linfocitos B estimulados a través de CD40 aumentan su eficiencia 
en la presentación antigénica aproximadamente 1 . Uf CPM cuando es 
comparada CQn las células sin estímulo. Las células estimuladas a través 
del BCR aumentan también su eficiencia de presentación en 3 . lQ4 CPM 
mientras que la activación a través de TLR9 produce un aumento en la 
eficiencia de 5·10" CPM. 

Al utilizar el hibridoma. TS12, como se observa en la figura 5.7, la 
respuesta del sistema es menor comparada contra la obtenida al utilizar 
el hibridoma A6B3, aunque el patrón de eficiencia de presentación. es 
similar con ambos hibridomas. 

Los linfocitos B estimulados a través de CD40 aumentaron su eficien
cia en aproximadamente 3.8 . 10" CPM mientras que al estimular a tra
vés del BCR el.6.CPM es de ~ 3 ·1()3 CPM Los linfocitos B activados a 
través de TI..R9 aumentan su eficiencia en ~ 6 . 1()3 CPM 

Analizando los resultados de este estudio, es muy claro que el estimu
lo que afecta en mayor medida la capacidad de presentación antigénica 
es CD4O. Esta molécula coestimuladora contribuye significativamente 
en la activación de los linfocitos B, uno de sus mecanismos de acción es 
el aumertto de la expresión de CD80 en la superficie celular. 

La señalización a través de 1LR9 también es importante para los Un
focitos B en su función de CPA ya que además de favorecer la expresión 
de moléculas de coestimu1aci6n, hace más eficientes a estas células en 
la presentación de antígeno. 
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Por otro lado, la señalización mediada por el BCR promueve cambios 
importantes en la función de los linfocitos B, aumentando la capacidad 
endocítica y mejorando su capacidad de presentación de antígenos. Es 
interesante que a pesar de que la señalización a través del BCR aumenta 
la cantidad de endocitosis de antígenos, esto no se refleja en un aumen
to proporcional en la eficiencia. de presentación, lo que sugiere que la 
presentación antigénica es regulada simultaneamente a a través de va
rios mecanismos. Por lo que, para entender el papel de CD4O, BCR Y 
TLR9 sobre la presentación antigénica es necesario tomar en cuanta va
rios factores. El más importante es que la presentación antigénica es un 
proceso muy complejo y de gran importancia para las células, el cual se 
lleva a cabo en varias etapas, en cada una existen eventos cruciales los 
cuales, son regulados a través de muchas moléculas diferentes además 
de las estudiadas en el presente trabajo. 
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Figura 5.6: Presentación Il1Itigénic" del péptido de 34-45 de fIEL por linfoci
tos LK35.2 estinudtulos " tTtroés de CD4O, BCR y TLR9. Se utilizó romo ePA al 
hibridoma LK35.2 Y al híbridama de T, A6B3. El ensayo se realizó a tres diferentes 
ronceniraciones de péptido; la gráfica representa la amcentración de péptido en la que 
se obtuvo la mejor respuesta. 
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Figura 5.7: Estudio de presentación del péptido 42-56 de RNAsa bovina por 
linfocitos B LK35.2 estimulados a través de CD4O, BCR y TLR9. Se utí1iz6 como 
CPA, el híbridoma de T, TSU, el cual reconoce el fragmenro 42-56 de RNAsa bovina Y 
como CPA, el hlbridoma de B, LK35.2. El estudúJ se realizó a tres diferentes conceniTa
dones de péptido; la gráfica representa la concen1ración de péptido en la que se obtuvo 
la mejor respuesta. 



CAPÍTULo SEIS 

Conclusiones 

El modelo utilizado en el presente trabajo permitió evaluar y com
parar el efecto de la señalización a través de CD40, BCR y TLR9 en la 
activación de una linea celular de linfocitos B. 

Los resultados indican que de los estímulos estudiados, CD40 es el 
más eficiente en el proceso de activación de los linfocitos B. La señali
zación mediada por CD40 favorece la presentación antigénica, a través 
del aumento en la expresión de las moléculas coestimuladoras, princi
palmente CD80 en la superficie celular. 

La señalización mediada por el BCR es importante en la activación 
de linfocitos B, promoviendo la expresión de la molécula de coestimu
lación CDSO, además de aumentar la capacidad endocítica de la CPA Y 
la presentación de antígeno. . 

El efecto de la señalización a través de TLR9 sobre la activación de 
linfocitos B se lleva a.cabo a través del aumento en la expresión de la 
molécula roestimuladora CD8O. 
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