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'RESUMEN

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

Uno de los mecanismos de regulacién més importantes depende de
moléculas coestimuladoras en la superficie de la CPA y el linfocito T. La
interaccién mejor caracterizada de los linfocitos T hacia la CPA, es la del
par CD154-CD40, que aumenta la expresién de MHCII en la superficie
de las CPA y promueve aumento en la expresién de algunas moléculas
accesorias esenciales para la activacién celular como CD86 y CD80 y
moléculas de adhesién como ICAM-1 y CD23.

Por otro lado, la sefializacién a través del receptor de antigeno (BCR)
tiene efectos notables sobre 1a activacién de los linfocitos B, promovien-
do su tasa de internalizaci6n, ademés de favorecer el procesamiento an-
tigénico.

OtrasmoléculascapmderegularlarespuestadelaCPAmnmter-
venci6n directa del linfocito T son los receptores tipo Toll, de los cuales
TLR9 se asocia a una mayor secrecién de algunas citocinas, ademds de
aumentar la expresién de MHCII en superficie.

En el presente trabajo, se caracterizaron y compararon los efectos de
los estimulos generados a través deBCR,CD4-Oy'ILR950bpelacapac1-
dad de activacién de los linfocitos B.




El modelo utilizado fue la linea celular L.K-35.2 como CPA presentan-
do antigeno a los hibridomas T A6B3 (anti-lisozima de gallina [HEL]
34-45) y TS12 (anti-RNAsa A bovina 42-56). Para evaluar el efecto de
cada estimulo se examinaron tres pardmetros: expresién de moléculas
relacionadas con la activacién celular (CD80, CD86, ICAM-1, MHCH y
CD40) en la superficie de la CPA, la capacidad de endocitosis de anti-
geno (HEL) y la capacidad de presentacién antigénica.

Los resultados obtenidos muestran que en el sistema utilizado, la se-
fializacién a través de CD40 es el estimulo més eciente en el proceso
de activacién de los linfocitos B. Uno de sus principales mecanismos
se lleva a cabo a través del aumento en la expresién de las moléculas
coestimuladoras CD80 y CD86.

La seflalizacién mediada por el BCR es importante en la activacién
de linfocitos B, promoviendo la expresion de las moléculas coestimula-
doras CD80 y CDD86, ademés de aumentar la capacidad endocitica de la
CPA.

El efecto de la sefializacién a través de TLR sobre la activacién de
linfocitos B se lleva a cabo a través del aumento en la expresién de las
moléculas coestimuladoras CD80 y CD86




cAaprituLo UNQO

Introduccién

El sistema inmune estd formado por un sistema complejo de protei-
nas, células, 6rganos y tejidos que interactan 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 sisterma inmune innato y el sistema inmune
adaptativo, que aunque tienen funciones distintas, comparten caracteris-
ticas que los hacen estar intimamente relacionados’.

El sistema inmune innato se caracteriza por receptores denominados
receptores de reconocimiento de patrones (PRR, Patterns recognition recep-
tors)?, los cuales son codificados en linea germinal, por lo que su espe-
cificidad estd genéticamente predeterminada para cada especie. Estos
receptores han evolucionado y han sido seleccionados con base en es-
pecificidades para patrones moleculares asociados a microorganismos patd-
genos (PAMF, Pathogen associated molecular patterns). En este tipo de
inmunidad, cada organismo tiene un nimero limitado de genes dedica-




Introduccién

dos al sistema inmune, con un ntimero relativamente bajo de feceptores
capaces de reconocer PAMPs.

La respuesta inmune adaptativa estd conformada por mecanismos
evolutivamente mas recientes que la inmunidad innata® y, a diferencia
de ésta, sus receptores son altamente especificos, como es el caso de los
receptores de antigeno del linfocito B (BCR, B cell receptor) y del linfocito T
(TCR, T cell receptor), que en conjunto son capaces de reconocer prac-
ticamente cualquier antigeno debido a procesos de recombinacién 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 inmunolégica. Un ejemplo es la activacion de los mecanis-
mos adaptativos de la respuesta inmune, la cual ocurre como resultado
de la interaccién entre los TCR con péptidos unidos a las moléculas del
Complejo principal de histocompatibilidad (MHC, Major histocompatibility
complex) en la superficie de las células presentadoras de antigeno (CPA)
durante la sinapsis inmunoldgica en un proceso conocido como presenta-

La activaci6n de los linfocitos T depende en gran medida del tipo de
CPA involucrada en la presentacién antigénica. Existen tres diferentes
tipos de CPA las cuales reconocen y presentan diferentes tipos de an-
tigeno. Por una parte, las células dendriticas, los mejores activadores de
las células T naive, captan antigenos por pinocitosis y macropinocitosis,
los macréfages internalizan con gran eficiencia antigenos particulados y
los linfocitos B, que presentan pnnapalmente anhgmos solubles unidos
a sus MHCIL

La activacién 6ptima de los linfocitos T depende no solo de la interac-
ci6n entre el TCR y el MHC-péptido, sino de una sefial adicional a través
de moléculas accesorias conocida como coestimulacién. La coestimula-
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Introduccién

cién es un mecanismo de regulacién de la activacién de los linfocitos y
se lleva a cabo a través de la interaccién de moléculas de superficie tanto
de la CPA como del linfocito T. Entre las interacciones coestimuladoras
en linfocitos B, sobresalen la interaccién entre CD28 y las proteinas de ia
familia B7, CD80 y CD86, ademds de la interaccién entre CD154 y CD40.

La importancia de la interaccién entre CD28 y sus ligandos se ob-
serva en ratones deficientes de CD28 6 de CD80/CD86, los cuales son
incapaces de generar centros germinales in vive, cambio de isotipo, for-
macién de memoria inmunolégica y maduracién de 1a afinidad a través
de hipermutacién somdtica. Sin embargo, no ha sido establecido si estos
defectos reflejan la necesidad de la sefializacién de CD28 en los linfodi-
tos T y/o la sefializacién de CD80/86 en los linfocitos B*. La capacidad
de CD28 de mediar la sefializacién en los linfocitos T ha sido demostra-
da en diferentes sistemas experimentales, pero también existe evidencia
de la sefializacién a través de CD80/CD86 en linfocitos B. La funcién
de la sefializacién de CD80/CD86 en la activacién de los linfocitos B es
probable aunque no ha sido directamente demostrada.

La interaccién CD40-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
CD80/CD86 6 CD28. Sin embargp, los linfocitos B deficientes en CD40
producen anticuerpos en respuesta a ciertos antigenos T independien-
tes. CD154 sefializa también en los linfocitos T, haciendo dificil determi-
nar si la sefializacién a través de CD40 y/o CD154 es necesaria para la
respuesta T dependiente de los linfocitos B.

Otros mecanismos diferentes de la coestimulacién influyen en la acti-
vacién de las células inmunes. La sefializaci6én a través del receptor de
antigeno (BCR) tiene efectos notables sobre la activacién de los linfoci-
tos B, promoviendo su tasa de internalizacién, adesmﬁs de favorecer el
procesamiento antigénico.

2l




Introduccién

Otras moléculas capaces de regular la respuesta de la CPA sin inter-
vencién directa del linfocito T son los receptores tipo Toll, de los cuales
TLR9 se asocia a una mayor secrecién de algunas citocinas, ademés de
aumentar la expresién de MHCII en superficie.

El propésito de este trabajo es, caracterizar y comparar los efectos de
los estimulos generados a través del BCR, CD40 y TLR9 sobre la capaci-
dad de presentacién de antigeno de linfocitos B.



CAPITULO DOS

Marco tefrico -

La interaccién 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 antigenos proteicos, generalmente en su for-
ma nativa, por medio de su BCR, que es una forma de inmunoglobuli-
na expresada en su superficie, unida en forma no covalente al dimero
Iga/IgB(CD79a/CD79b). -

Por otro lado, los linfocitos T reconocen antigenos por medio de su
TCR, complejo heterodimérico, constituido por una cadena « y una g,
ambas variables, unidas no covalentemente al hexdmero transductor de
sefiales CD3. El TCR reconoce péptidos unidos a moléculas del MHC

que derivan de antigenos proteicos procesados en el interior de una
CPA.

. En general, la generacién de los ligandos del receptor de los linfocitos
T, se lleva a cabo de acuerdo a la localizacién del antigeno en la CPA.
Los antigenos de origen extracelular son internalizados a través de un



Marco tedrico

sistema de vesiculas de la via endocitica, donde son degradados por los
sistemas enziméticos ahf presentes, mientras que los antigenos localiza-
dos en el citosol, son degradados por complejos enziméticos llamados
proteasomas .

Los péptidos generados por estos sistemas de degradacién son trans-
portados a la superficie celular unidos a moléculas del MHC>®. Existen
2 tipos de moléculas del MHC, las MHC clase I (MHCI), presentes en
casi todas las células nucleadas y las MHC clase I (MHCII), presentes
predominantemente en CPAs. En la superficie de la CPAs, las MHCI
interactdan con los linfocitos T citotéxicos, caracterizados por expresar
CD8, mientras que las MHCII interactiian con linfocitos T CD4?, la ma-
yoria de los cuales tienen funcién cooperadora.

Inicialmente, tas MHCH se sintetizan en ribosomas asociados al re-
ticulo endopldsmico (RE), donde se unen a la proteina denominada cadena
invariante (i), que tiene diversas funciones, la mis importante es como
chaperona, guiando el ensamble de las MHCII, al mismo tiempo que
impide la uni6n de péptidos a ellas antes de llegar a la via endocitica.
La cadena li forma trimeros, cada uno de ellos capaz de unir tres dime-
ros de MHCII, dando lugar a un nondmero con una estructura estable,
lo que le permite salir del a través del aparato de Golgi y de ahi a la red
de transGolgi, de donde se dirige a los diferentes compartimentos de la
via endocitica gracias a un motivo de dos leucinas (LL) en el dominio
citopldsmico de la cadena Ii.

La cadena [i es degradada en forma progresiva durante el paso de los
complejos MHCII-1i por la via endocitica, gracias a la accién de protea-
sas dcidas, especialmente la catepsina S72. En las CPA existen lisosomas
especializados, conocidos como compartimentos enriguecidos en MHCII
(MIIC, MHCII enriched compartments), en los que la cadena Ii es fi- .
nalmente degradada, hasta dejar un fragmento proteolitico con los ami-
noacidos 84-106, conocido como Péptido de cadena invariante asociado a
MHCII (CLIF, Class [I- associated invariant chain peptide), que ocupa el
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Marco terico

sitio de uni6n al péptido en las MHCII . El CLIP es liberado de las MH-
CII por Ia MHCII no clésica DM, lo que las deja libres para unir péptidos
derivados de las proteinas degradadas en MIIC®.

Las MHCII con péptidos unidos adquieren una estructura estable,
que les permite dirigirse a la membrana plasmética, donde son reco-
nocidas por los TCR de los linfocitos T CD4*, en un proceso conocido
como presentacién antigénica.

Mecanismos de regulacién de la presentacién
antigénica

La interaccién entre la CPA y el linfocito T es una situacién esencial,
ya que de ella deriva una extensa serie de eventos, entre los que des-
taca la activacién de los linfocitos T, que provoca la secrecion de citoci-
nas, ademds de la produccién de anticuerpos por los linfocitos B. Es tal
su importancia, que este evento es minuciosamente regulado a través
de diversos mecanismos que lo modulan tanto positiva como negativa-
mente.

Un mecanismo esencial para la activacién de los linfocitos T, ademas
de la interaccién del TCR con las moléculas del MHC, es el proceso
conocido como coestimulacion, que depende de la expresién de molé-
culas accesorias en la superficie tanto de la CPA como del linfocito T. La
coestimulacién sélo ocurre cuando la CPA que participa en esa interac-
cién es una célula dendritica, un linfocito B 6 un macréfago, las cuales,
en conjunto, se conocen como CPA profesionales.

'Durante el reconocimiento de antigeno por un linfocito T en la super-
ficie de una CPA profesional, el TCR, su ligando, los receptores coesti-
muladores y sus ligandos convergen en el sitio de contacto entre ambas
células, conocido como sinapsis inmunoldgica. Las sefiales coestimulado-
ras que participan en la sinapsis inmunolégica durante 1a respuesta pri-
maria, son las de los ligandos CD86 (y en menor grado CD80)'°, con su
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receptor CD28, en el linfocito T, la cual aporta sefiales posmvas, criticas
para la activacién del linfocito T.

Otra interaccién importante que modula positivamente la interaccién
entre ]a CPA y el linfocito T es la del receptor CD40, una proteina de
la familia del receptor del factor de necrosis tumoral (TNF, tumor necrosis
factor} y su ligando (de la familia del TNF), CD154, expresado por lin-
focitos T CD4* activados. Entre las consecuencias més importantes de
esta interaccién en los linfocitos B se encuentran el cambio de isotipo
de inmunoglobulinas, la induccién de ligandos coestimuladores (CD86,
CD80 e ICOSL), moléculas de adhesion y otras implicadas en procesos
apoptoticos.

Existen otras sefiales que modifican funcionalmente a las CPA, de ma-
nera que cambian la forma en que interactiian con los linfocitos T. En los
linfocitos B, el entrecruzamiento del BCR, por el mismo antigeno, tiene
un efecto notable en su capacidad funcional como CPA. El BCR capta e
internaliza el antigeno a compartimentos de la via endocttica, lo cual de-
pende de otras redes de sefializacién. En breve, la estimulacién a través
del BCR cambia el patr6n de expresién de moléculas en la membrana y
aumenta la capacidad de presentacién de antigeno por el linfocito B.

Otras moléculas que influyen en la capacidad presentadora de antf-
geno de los linfocitos B, son los receptores tipo Toll (TLR, Toll like recep-
tors), los cuales estdn distribuidos en diversas células inmunocompe-
tentes. La sefializacién a través de los TLR, ademis de inducir procesos
inflamatorios, favorece la maduracién de las distintas CPA, incluyendo
los linfocitos B, en los que induce, entre otros cambios, la expresién de
ligandos coestimuladores. En el caso de los linfocitos B, no hay una defi-
- nicién clara de las diferencias en los papeles que juegan en la activacién
de los TLR y la sefial a través de CD40 en su actividad como CPA.

[os&stmbsTLRseﬁahzanenpr&senaadedeemtesmolémlas la
mayoria de ellas derivadas de patégenos. Los mejor caracterizados son
los TLR3, que sefializa en presencia de RNA de doble cadena, TLR4,




Marco tedrico

que lo hace con LPS y TLR9, que es la molécula responsable de los efec-
tos causados por motivos CpG hipometilados, abundantes en el DNA
bacteriano.

La respuesta de los linfocitos B y la produccién de anticuerpos de-
penden de su interaccién, como CPA, con el linfocito T. La capacidad de
presentacién antigénica del linfocito B es modificada diferencialmente
de acuerdo al estimulo secundario recibido. De ahi 1a gran importancia
de conocer el efecto especifico de los distintos estfmulos recibidos por
un linfocito B durante su interaccién, como CPA, con los linfocitos T.

El receptor de antigeno del linfocito B.

2.2.1. Estructura, El receptor de antigenos del linfocito B es un com-
expresién y vias de plejo multiproteico formado por una serie de ca-
sefializacién. denas ancladas a la membrana celular. La protef-
: na més importante del BCR es una forma trans-
membranal de los anticuerpos secretados por los
linfocitos B2, Aunque la Ig del BCR es la responsable del reconoci-
miento antigénico, es incapaz de transducir sefiales debido a su corto
dominio intracelular. La transduccién se da a través de un heterodi-
mero asociado al BCRE. Este complejo estd formado por la cadena Iga
(CD79a)*, unida mediante puentes disulfuro a 1a cadena IgB (CD79b) ",
asociado no covalentemente al BCR. Las colas citopldsmicas de Igx e
IgB contiene un motivo inmunorreceptor de activacién basado en tirosinas
(ITAM, Immunoreceptor tyrosine-based activation motif), que permite
la transduccién de las sefiales generadas a partir de la unién del anti-
geno al BCR®.

El evento que determina el inicio de la sefializacién es el entrecruza-
miento del receptor de antigeno’. Adn no se conocen con detalle los
. eventos tempranos debidos al reconocimiento antigénico, aunque se ha

descrito que existe una reorganizacién en la superficie celular, con la

(<)
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Figura 2.1: Prototipo estructural del receptor de antigeno de los linfocitos B.
La inmunoglobulina, componente central del BCR, estd formado por 2 diferentes pares
de cadenas, las L(rojo) y H(amarillo y morado), estas ultimas, mantienen unida la
inmunoglobulina a la membrana celular mediante un dominio intermembranal y una
pequefia cola citopldsmica. La sefializacién al interior celular es transducida a través de
los motivos TTAM en los dominios citopldsmicos de las moléculas CD79% y CD795{(gris
y amarillo).

participacién de una gran cantidad de moléculas relacionadas con la
sefializacién. Estas incluyen el BCR, la tirosina cinasa (PTK, Protein ty-
rosine kinase) de Bruton (BTK, Bruton’s tyrosine kinase), 1a PTK de la
familia Src Lyn, ademas de las moléculas MHC'®, aunque estas ultimas
podrian estar interactuando en una segunda etapa y su transduccién
de sefiales también parece ser mediada por el dimero Iga-IgB, sin la
Ig. Estos cambios ocurren en regiones definidas de la membrana celular
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conocidas como microdominios de membrana 6 balsas lipidicas®, las cuales
son zonas ricas en colesterol y glicoesfingolipidos y se ha propuesto que
funcionan como plataformas para la transduccién de sefiales y para el
trifico de membrana®.

El entrecruzamiento del BCR provoca la fosforilacién de los ITAM de
Igo e IgP lo que resulta en el reclutamiento y activacion de la cinasa
de tirosina Syk, que participa en la activacién de por lo menos tres vias
que regulan su proceso dé activacién, proliferacién y diferenciacién, que
incluyen otras cinasas de tirosina, PLCy- 2, GTPasas de la familia Ras
(Rac- 1), MAP cinasas de las familias JNK, p38 y ERK, asi como movi-
lizacién de Ca?* intracelular por PIP3. En este proceso participan pro-
teinas adaptadoras como Grb2, SLP-65 entre otras. Ademiés de Syk, la
fosforilacién de Iga- Igp lleva a la activacién de Btk, denominada asi
porque su deficiencia genética lleva a la hipogammaglobulinemia ligada al
cromosoma X O enfermedad de Bruton. Btk pertenece a la familia Tek y su
principal funcién es fosforilar y activar PLCy1 y PLC+2, por medio de
la proteina adaptadora SLP-65 (también llamada BLNK), previamente
fosforilada por Syk. Ambas fosfolipasas liberan IP; y DAG a partir de
PIP,. El IP;, al igual que en los linfocitos T, libera Ca?* de sus depésitos
intracelulares, mientras que el DAG activa la via de las PKC?'®,

El resultado final de esta serie de interacciones proteicas es la activa-
cién de diversos factores de trascripcidn, los cuales al ser traslocados al
nicleo, inducen una modificacién en los perfiles de expresi6n 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 especificos de linfocitos B,
como inmunoglobulinas, citocinas y receptores de éstas.
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2.2.2. Efectos dela La sefializaci6én generada por el entrecruza-
activacién del linfocito B miento de los BCR afecta algunos aspectos
através del BCRen la del procesamiento antigénico. El entrecru-
presentacién antigénica  zamiento del BCR aumenta tanto el proce-

samiento del antigeno capturado por pino-
citosis como la presentacién de péptidos que no requieren procesamien-
to. Asf, la sefializacién generada por el BCR, ademis de influenciar el
procesamiento, afecta la capacidad funcional de los linfocitos B como
CPA, en forma independiente del procesamiento de antigeno.

La sefializacién generada por el BCR afecta el transporte del conjuga-
do BCR-antigeno hacia compartimentos de la via endocitica. Aunque el
BCR transporta constitutivamente al antigeno desde la membrana plas-
mética hacia los compartimentos MIIC, el entrecruzamiento del BCR
incrementa la velocidad de internalizacién y acelera el transporte intra-
celular del conjugado BCR- antigeno a los compartimentos de carga de
péptido sin alterar la via de transporte. El efecto en el transporte, pero
no en la internalizacién, se debe a procesos de sefializacién dependien-
tes del BCR y no a su mera agregacion fisica®

| El receptor CD40 y su ligando CD154

Los primeros estudios del receptor CD40 fueron sobre el papel de es-
ta molécula en la fisiologfa del linfocito B, culminando con el descubri-
miento de que la inmunodeficiencia conocida como sfndrome hiper-IgM
se debe a una interaccién defectuosa entre CD40 y CD15433%,

(23
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Figura 2.2: Prototipo estructural de CD40. Como parte de la familia de TNFT, esta
proteina de membrana tipo I, Hene un segmento extracelular de 172 aminodcidos con 4
dominios ricos en cisteina de 45 aminodcidos cada uno, una region transmembranal y
un dominio citopldsmico de 61 aminodcidos, responsable de la transduccion de sefiales.

2.3.1. Estructura, Como se menciond, CD40 pertenece a la fami-
expresién y vias de lia de receptores de TNF (TINFr) y es una protei-
sefalizaciéon de CD40 na integral de membrana tipo I, de 277 aminoa-

cidos. Dependiendo de su grado de glicosila-
cién, su peso molecular va de 44 a 50 kDa. Tiene un segmento extracelu-
lar de 172 aminoédcidos con 4 dominios ricos en cisteina, de 45 aminodci-
dos cada uno, caracteristicos de la familia del TNFr¥, una regi6n trans-
membranal y un dominio citopldsmico de 61 aminoécidos, responsable
de la transduccién de sefiales. Hay varias isoformas de CD40, produc-
tos de empalme alterno de su mRNA. Algunas isoformas, incluyendo
una deficiente en el dominio citopldsmico, son antagénicas de la sefiali-
zacion de CD403.
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CD40 se expresa en una gran cantidad de células, incluyendo todas
las CPA, linfocitos T CD8", epitelio timico, endotelio vascular, quera-
tinocitos y fibroblastos. También, se ha encontrado en varios tipos de
carcinomas como de ovario, nasofaringe, higado, 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
extracelulares y un dominio de ensamble y unién pre-ligando {PLAD, Pre-
ligand-binding assembly domain), el cual no participa en la unién al
ligando.

Al dominio citopldsmico de CD40 se unen adaptadores de la fami-
lia del factor asociado al receptor del TNF (TRAF, TNF receptor associa-
ted factor), los cuales se conectan con vias de transduccién de sefiales
que eventualmente llevan a la activacién de los factores de transcripcion
NFx-B , AP-1 y NE-AT, a través de tres vias de sefializacién que inclu-
yen la PI;K, y las MAP cinasas p38 y ERK®, Dicha asociacién modula
la actividad de protefnas que afectan el ciclo celular y regulan positiva-
mente factores de supervivencia como Bcl-2 y Bel-xL. que protegen a las
células B de la apoptosis. El gen de CD40 es codificado en el brazo largo
del cromosoma 20 humano®.

CD154 es una protefna integral de membrana de la superfamilia del
TNF, de la cual forman parte moléculas como TNF, CD27L, CD30L, li-
gando de FAS, linfotoxina y otras. El gen CD154, localizado en el cromo-
soma X, regién q26.3-q27.1, consiste de cinco exones y cuatro intrones
y codifica una protefna tipo II no glicosilada de 261 amino4cidos con
peso de 32-39 KDa. En el extremo carboxilo terminat tiene un dominio
extracelular de 215 aminoécidos rico en cistefna, una regién transmem-
" branal y un pequefio dominio citopldsmico de 23 amino4cidos. Hay tres
isoformas més pequefias generadas por modificacién post-traduccional,
una de 31 kDa que carece de dominio citopldsmico, una isoforma solu-
ble 18 kDa que carece de los dominios citopl4smico, transmembranal y
parte del extracelular y una de 14 KDa*'*2, Estas isoformas son capaces
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de formar trimeros, activar a CD40 y han sido detectadas en éomplejos
heteromultiméricos con moléculas CD154 completas®3.

La estructura cristalina del segmento 161-262 de la molécula CD154
soluble indica que la molécula forma un homotrimero* muy paredi-
do a la estructura formada por otras moléculas de la superfamilia TNF.
La interaccién con el receptor CD40 se estabiliza por residuos cargados
con el ligando utilizando cadenas laterales bésicas y el receptor 4cidas.
CD154 es expresado tnicamente por linfocitos T CD4* activados, in-
cluyendo las subpoblaciones Thy, Th; y Thy. Aunque se ha publicado
que otras células también lo expresan, hacen falta estudios mé4s escru-
pulosos para poderlo afirmar. La Gnica excepcién confirmada son las
plaquetas activadas en humanos, pero se ignora si ocurre lo mismo en
otras especies.

2.3.2. Efectosdela Mientras que la interaccién entre CD154 y
interaccién CD154-CD40 (D40 genera per se sefiales de activacién pa-
en la presentacién ra los linfocitos T, los efectos de esta inter-
antigénica. accién en CPAs dependen del tipo de célula

que exprese el receptor, su estadio de ma-
duracién y la presencia de otras sefiales coestimuladoras.

2.3.2.1 LINFOCITOS B La activacién mediada por CD40 altera las
funciones de presentacién antigénica por parte de los linfocitos B me-
diante la induccién de niveles altos de MHCII, ademis de promover
un aumento de algunas moléculas accesorias claves para la activacién
celular como CD80 y CD86, y moléculas de adhesién como ICAM-1y
CD23%%8, Ademis, esta interaccién reorganiza la distribucién de los
complejos MHC- o y moléculas coestimuladoras en la superficie
de las CPA, haciéndolas mis eficientes®.
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2.3.2.2 CELULAS DENDRITICAS La estimulacion de células dendriti-
cas a través de CD40 induce aumento en la expresién de MHCI y MHCII
y de los ligandos coestimuladores CD80 y CD86 en la superficie celular.
Por otro lado, la ligacion de CD40 en células dendriticas aumenta la pro-
duccién de citocinas como IL-12, [L-23, IL-27 que polarizan la respuesta
hacia Th;, ademads de que confiere a la célula dendritica resistencia con-
tra las sefiales apoptéticas de Fas™

Receptores tipo Toll

Los receptores tipo Toll (TLR) son mediadores filogenéticamente con-
servados de la inmunidad innata esenciales para el reconocimiento mi-
crobiano. Hay homoélogos en insectos, plantas y mamiferos. En insectos
y en mamiferos son proteinas transmembranales, pero en plantas al pa-
recer son proteinas citoplasmicas>'2.

El prototipo de este grupo de moléculas es Toll, una proteina encon-
trada en los inicios de los afios 80 necesaria para la induccién del pa-
tr6n de polarizacién dorso-ventral en Drosophila melanogaster™. El gen,
clonado en 1988, codifica un receptor transmembranal, cuyo dominio
citoplasmico tiene gran similitud con el del receptor de I1.-1%4,

En moscas adultas, Toll se asocia a la produccién de péptidos antimi-
crobianos (drosomicina) en infecciones por Gram negativos. Las moscas
con mutaciones en Toll no responden bien a una infeccién flingica, aun-
que mantienen la capacidad de responder a infecciones bacterianas.

En 1997, al comparar algunas secuencias etiquetadas de expresion(EST,
'Expressed sequence tag), con la secuencia del gen Toll de Drosophila me-
lanogaster, se encontr6 el primer homélogo en humanos que a la postre
seria nombrado TLR4%, Actualmente los TLR se reconocen como recep-
tores para una gran variedad de estructuras asociadas a patégenos®,
pero ademds reconocen protefnas eucariontes que surgen con el dafio
celular 6 tisular. En este sentido, los TLR deben verse como sensores de
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Tabla 2.1: Receptores tipo Toll y ligandos

Receptor Ligando(s) y fuentes

TLR1

TLR4

Lipopéptidos triacilados (bacterias, micobacterias)

Lipoproteinas/lipopéptidos (diversos microorganismos)
Peptidoglicanos (Gram positivos)

Acido lipoteicsico (Gram positivos)

Lipoarabinomanana (micobacterias)

Fosfolipidos de glicoinositol (Tripanosoma cruzi)
Glicolipidos (Treponema maltophilum)

Porinas (Neisseria)

RNA de doble cadena {virus)

LPS (Gram negativos)

Proteina de fusién del virus sincicial respiratorio
HSP60, HSP70

Dominio repetitivo extra de fibronectina tipo HI
Oligosaciridos de 4cido hialurénico
Fibringeno

Flagelina (bacterias)

Lipopéptidos diacilados (rmcoplasma)
(Imiquimod®)

loxoribina y bropirimina
Imidazoquinolina

Moléculas sintéticas pequefias

DNA CpG hipometilado (bacterias)
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dafio. A la fecha, se han encontrade 11 homélogos de Toll en humanos y
11 en ratones, enumerados junto a sus ligandos en la tabla 2.1(Adaptado
de Akira et al*®).

24.1. Estructuray Los TLR son proteinas transmembranales ti-
mecanismos de po §, caracterizados por dominios extracelu-
sefializacién de los TLR lares con zonas ricas en leucina, circundadas

por zonas ricas en cistefna. Este patrén se en-
cuentra también en la antena adhesiva de una gran variedad de molé-
culas de la superficie celular”. Los TLRs cruzan la membrana citoplas-
mica una sola vez y su dominio intracelular tiene gran homologia con
el dominio citoplismico de la familia de receptores de IL-1 y el del pro-
ducto del gen R en plantas®*!. Este dominio, conocido como Toll /IL-1R
(TIR), es esencial para la sefializacién de estas moléculas y habla de la
necesidad de receptores que sefialicen a la célula en situaciones de alar-
ma en el organismo, ya sea de origen exégeno (receptores tipo Toll) 6
endégeno (TIL-1)5%3,

En mamiferos, la transduccién de sefiales de los TLR, inicia con la
unién entre el ligando microbiano y el TLR. Las interacciones homoti-
picas en el interior de la célula dan lugar a la formacién de nuevos do-
minios donde se une la proteina adaptadora MyD88%. Posteriormente,
el dominio de muerte del Factor 88 de diferenciacién mieloide, MyD88,
interactiia con el dominio de muerte de la proteina cinasa asociada al IL-
1R (IRAK, IL-1R associated kinase). Este complejo receptor desencade-
na una vasta red de interacciones, esquematizadas en la figura 2.3 que
culminan con la activacién de factores de transcripcién como NFx-B y
c-Jun. Otra via independiente de MyD88, lleva a la activacién de los
factores de transcripcién IRF3 e IRF7 (Factor 3 y 7 de Regulacién de IFN),
que inducen transcripcién de genes de interferones (IFN)) tipo I, espe-
cialmente IFN-v. Esta segunda via, pero no la primera, es esencial en la
activacién de CPA por la inmunidad innata.
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Figura 2.3: Prototipo estructural de la familia de Receptores tipo Toll. Al igual
que otros TLRs, TLR9 contiene un motivo rico en leucinas en el dominio extracelular y
un dominio TIR citopldsmtico. El dominio TIR tiene una gran homologia con el receptor
IL-1R. A diferencia de otros TLRs, TLR-9 es expresado principalmente en el citoplasma
y por lo tanto se requiere la ingesta de CPG-ODN para la activacion celular.
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Tabla 2.2: Principales diferencias entre el DNA de organismos vertebrados e irroerte-

brados
DNA en vertebrados DNA en bacterias y Virus
. . Proporcién aleatoria normal de
Supresioén de motivos CpG motivos CpG
Metilacién del 80% de motivos . el de metilacién muy baja de

CpG ;
(Posicién 5 de la citosina) motivos CpG

Secuencias inhibitorias en la
mayoria de los motivos CpG

OOXXCCPGGXXX)

24.2. Reconocimiento de El DNA bacteriano, el de organismos in-
CpG-DNA por TLRY vertebrados y el de algunos virus, como el

virus Herpes simplex tipo I (HSV-1) difieren
estructuralmente del DNA de organismos vertebrados. El DNA bacte-
riano muestra la frecuencia aleatoria esperada de dinucleétidos 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 5-CpG-3’ se encuentran metilados en el DNA
eucarionte mientras que en el DNA bactenam no existe este nivel de
metilacién.

Con base en los trabajos pioneros de Yamamoto® y Krieg®, en la ac-
tualidad se acepta que debido a estas diferencias estructurales, los mo-
tivos CpG no metilados en el DNA bacteriano 6 en los ohgodesonnu—
clestidos sintéticos, activan directamente lmfoatos B%%, macréfagos®®
y células dendriticas® . _
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Sin embargo, el nivel de inmuncestimulacién de un motive CpG-
DNA depende en gran medida de las bases que se encuentran alrede-
dor del dinucleétido. Después de una intensa bisqueda, se ha llegado
a la conclusién de que los motivos CpG éptimos para activar las células
inmunes de ratén y conejo tienen la férmula general purina-purina-CG-
pirimidina-pirimidina; el motivo més inmunoestimulante encontrado a
la fecha es GACGTT.

En humanos el motivo CpG més inmunoestimulante es GTCGTT,
aunque se ha sugerido que las células T y las células NK humanas po-
drian responder a distintes tipos de motivos CpG?”. Ei motivo GTCGTT
es 6ptimo 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 DNA. Los oli-
godesoxinucleStidos con el esqueleto normal (P-O), son rdpidamente
degradados dentro de los linfocitos”!, reduciendo su capacidad de pro-
mocién de 1a proliferacion de las células B y provocando resultados am-
biguos en ensayos de incorporacién de *H-timidina. El esqueleto fosfo-
rotioato (P-S) provee al motivo CpG de una resistencia a nucleasas muy
alta ademés de aumentar la unién de oligodesoxinuclestidos (ODN, oli-
godeoxynucleotides) no especificos a protefnas de membrana logrando
un aumento en la capacidad de internalizacién y por consiguiente au-
mentando la capacidad estimulante aproximadamente 200 veces. Esta
modificacién quimica no ocurre en forma natural. Sin embargo, es una
herramienta para poder utilizar secuencias CpG como adyuvantes de
alta eficiencia. '

La modificacién quimica del esqueleto P-S crea un centro quiral en
la unién entre 2 nucleétidos. Por lo tanto un ODN de 20 bases tiene 19
centros quirales, dando 2 centros quirales distintos (aproximadamente
100,000). In vivo, el S-isémero es altamente resistente a nucleasas pero
el R-isémero es degradado a una velocidad mayor que los ODN 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 proliferacién de las células B. '

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

3 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 palindrémica 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 activacién de células NK
y en la induccién de la produccién de IFN-y por parte de los pre-
cursores de las células dendriticas plasmacitoides.

O CpG-B-ODN. Se caracteriza estructuralmente por uno 6 mis 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 activacién de células B.

En trabajos posteriores se confirms la relacién entre la expresién de
TLRS en células inmunes y la capacidad de respuesta hacia DNA bacte-

riano”2.

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

créfagos y células NK, independientemente
de si es DNA gen6mico u oligodesoxinucle6tidos sintéticos con un es-
queleto PS resistente a nucleasas. En todos los tipos celulares, el DNA
con motivos CpG tiende a inducir una respuesta de tipo Th; ™

2.4.3.1 LINFocITOS B El motivo CpG-DNA es un nutégeno 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 G1 del ciclo celular y secrecién 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 expresién de IL-6 inducida por los
motivos CpG es muy importante para activar la secreciéon de IgM por
ellos mismos.

Ademads de secretar citocinas e Ig, los linfocitos B activades por CpG-
DNA aumentan la expresién del receptor Fcy, MHCI y las moléculas
de coestimulacién CD80 y CD86. En linfocitos B humanos hay aumento
en la expresién no sélo de estas moléculas coestimuladoras, sino tam-
bién de CD40. Los motivos CpG también activan linfocitos B malignos
de pacientes con leucemia linfocitica crénica, induciéndolos a entrar al
ciclo celular, secretar citocinas (IFN-y, TNF-« e IL-6) y regular la expre-
si6n de las moléculas de superficie CD40, CD58, CD80, CD86, CD54 y
MHCL

En linfocitos B maduros en la periferia, las concentraciones bajas de
CpG-DNA sinergizan fuertemente con las sefiales del BCR, aumentan-
do la proliferacién de linfocitos B, secrecién de Ig e [L-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
proliferacién de linfocitos B y secrecién de Ig, aunque con menor efi-
ciencia que el ODN con motivos CpG.
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Hipétesis y Objetivos

Justificacién

La presentacién de antigenos es un evento crucial en el desarrollo de
la respuesta inmune adaptativa. Dada su importancia existen diferentes
mecanismos de modulacién que regulan la interaccién entre las CPAs
y los linfocitos T durante la sinapsis inmunolégica. Uno de los mas im-
portantes es a través de moléculas de coestimulacién. En el caso de los
linfocitos B como CPA, 1a molécula CD40 y su ligando en los linfocitos
T, CD154, son las moléculas coestimuladoras mejor caracterizadas.

Ademas de CD40, existen otros estimulos que promueven la activa-
ci6én celular como es el caso de los receptores tipo Toll, especificamente
TLRS, ya que su ligando, el DNA bacteriano promueve la activacion de
los linfocitos B, o el propio BCR, involucrado en la internalizacién an-
tigénica, aunque la relevancia de estas tres moléculas en la funcién del
linfocito B como CPA no ha sido estudiada a detalle.
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Hipétesis y Objetivos
El propésito de este trabajo es comparar el efecto de la estimulacién a

través de CD40, TLR9 y BCR sobre los linfocitos B como CPA utilizando
como modelo la linea celular de linfocitos B murinos LK35.2..

Planteamiento del problema

¢Cudles son los papeles especificos de la sefializacién mediada por
CD40, BCR y TLRY en la funcién del linfocito B como CPA?

Hipé6tesis

En linfocitos B, la sefializacién a través de TLR9 y BCR promueve la
expresién de moléculas coestimuladoras y es sinérgica con la estimula-
cién a través de CD40 en la presentacion de antigenos exdgenos.




Hipétesis y Objetivos

Objetivos

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

Objetivos Particulares
]

(0 Determinar la expresi6n en superficie de CD80, CD86 ICAM-1,
MHCTI y CD40 en hibridomas de linfocitos B, LK35.2, activados
a través del BCR, CD40 y TLR9.

0 Determinar la eficiencia de endocitosis de antigeno en hibridomas
de linfocitos B, LK35.2, activados a través del BCR, CD40 y TLR9.

(3 Determinar la capacidad de presentacién de antigenos en hibrido-
mas de linfocitos B, LK35.2, activados a través del BCR, CD40 y
TLRY.
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Material y Métodos

Reactivos

4.1.1. Lineas celulares En todos los estudios, se utilizé como CPA, el
hibridoma murino de linfocitos B LK-35.2, el
cual deriva de la fusién somética del linfoma

A20.2] (H24) con células de bazo de ratones B10.BR (H2X).

Para los ensayos de presentacién antigénica, como linfocitos T com-

plementarios se utilizaron los siguientes hibridomas de linfocitos T:

3 TS12, reconoce el péptido 42-56 de RN Asa unido a A7+,

[ A6.B3, donado por la Dra. Laurie Glimcher (Escuela de Medicina,
 Universidad de Harvard), reconoce el péptido 3445 de la lisozima
de huevo de gallina (HEL, Hen egg lysozyme) unido a TAX77.




Material y Métodos

() CTLL-2, es una linea de linfocitos T citotéxicos derivadas de un
ratén C57BL/6, dependiente de IL-2 para su crecimiento y se uti-
lizan para la deteccién de esta citocina por bioensayo” -

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

O anti-CD40, anticuerpo comercial, BD Pharmingen®

(3 anti-IgG, para activar las CPA se utiliz6 la fraccién F(ab’), de un an-
ticuerpo comercial conejo anti-ratén. (Jackson ImmunoResearch®)

O3 anti-Mac-1. Producto del cultivo del hibridoma 70.15.11.5 (ATCC),
el cual secreta un anticuerpo con isotipo IgG2b, el cual reconoce
la protefna CD11b.El anticuerpo se purificé por cromatograffa de
afinidad utilizando una columna de protefna A.

O anti-CD45, BD Pharmingen®, Conjugado con Isotiocianato de fluo-
rescefna (FITC, fluorescein iscthiocyanate)

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

O anti-CD40, producto del hibridoma 1C10 generado por la fusién
del mieloma murino Ag8 con linfocitos B de una rata inmunizada
con el dominio extracelular de CD40 murino expresado en células
COS7. El anticuerpo agonista 1C10 con isotipo IgG2a Kappa, mi-
metiza a la proteina gp39/CD40L en su capacidad estimulante de
linfocitos B.

@ anti-CD80, BD Pharmingen®, Conjugado con FITC
O anti-CD86, BD Pharmingen®, Conjugado con Alexa®
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O anti-MHCII, Producto del cultivo del hibridoma 10.2.16, el cual se-
creta un anticuerpo monoclonal IgG2b el cual reconoce la MHCII
IAk. El anticuerpo se purificé por cromatografia de afinidad en
columnas de proteina A y se conjugé con biotina. Para revelar es-
ta tincién se uso el conjugado estreptavidina-Ficoeritrina (Jackson
ImmunoResearch®, WestGroove, PA)

{3 anti-ICAM-1, BD Pharmingen®, Conjugado con biotina

4.1.3. Oligodesoxirribo- Los oligos utilizados para la activacién ce-
nucleétidos - lular, fueron sintetizados por Organon®. El

CpG-ODN 1826 de 20 nucledtidos tiene la
secuencia: 5-TCC ATG ACG TTC CTG ACG TT-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”™. 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 TTC CTG AGT CT-3’, no contiene ningtin motivo
inmunoestimulante para linfocitos B murinos®.

Metodologias

4.2.1. Cultivos celulares y Las cultivos celulares se mantuvieron en
activacién de Linfocitos B condiciones de incubacién estandar®!, con
medio RPMI 1640, suplementado con ami-

_ noédcidos no esenciales, piruvato de sodio,
glutamina, HEPES, obtenidos de Sigma-Aldrich®, 10 % de suero fetal bo-
vino (SFB) HyClone® (Logan, UT) y Ciproxina, a 37 °C y 5% de CO,,
manteniendo una densidad celular méxima de ~ 2 - 10° cel/ml.

- La activaci6n de las células LK-352 se realiz6 en placas de cultivo de
6 pozos de fondo plano a una densidad celular de 1 - 10° cel/ml y en

B
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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 activacidn de los linfocitos B

Condicién [Final]
anti-CD40 10 pg/ml
anti-IgG 10 pg/mi
anti-Mac-1 10 pug/ml
CPG-ODN 0.1 pM
DNA Control 0.1 pM

4.2.2. Determinaciénde La técnica de inmunofluorescencia por ci-
antigenos de superficie  tometrfa de flujo se basa en la deteccién de
por inmunofiuorescencia antigenos presentes en la membrana de las

células. Para ello se aprovecha la existencia

de anticuerpos monoclonales capaces de reconocer antigenos de mem-
brana que permiten:

3 Reconocer una poblacién celular.
(7 Identificar las células efectoras de una determinada funcién.
(3 Estudiar el grado de activacién de una poblacién celular.

Dependiendo de la metodologia.utilimda, se divide en inmunoftuo-
rescencia directa e indirecta:
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3 Inmunofluorescencia directa. Son las que emplean anticuerpos a los
que se ha conjugado directamente un fluorocromo. :

O Inmunofluorescencia indirecta. En estas técnicas el anticuerpo que re-
conoce €] antigeno no est4 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
afiade avidina o estreptavidina conjugada con el fluorocromo.

Por lo que se refiere a los marcajes, estos pueden ser sencillos (sélo
se estudia un marcador) o dobles/muiltiples (estudio simultineo de va-
rios marcadores). En este tiltimo 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 expresién de los antigenos de super-
ficie de los linfocitos B, se utilizo el protocolo descrito por Clatza et al®2.
Se incubaron 5 - 10° células provenientes de un cultivo en fase logarftmi-
ca con 100 ul del reactivo correspondiente durante 30 minutos y a una
temperatura de 4 °C de acuerdo a la tabla 4.2.

En las tinciones indirectas, se realizaron dos lavados centrifugando
posteriormente la suspensién celular durante 3 min a 1500 RPM y re-
suspendiendo el botén celular en solucién isoténica (Solucién tampén de -
fosfatos (PBS,Phosphate-buffered saline) + 1% SFB + 0.5 % NaN;) fria. En
seguida, las células se incubaron durante 30 minutos adicionales con
el reactivo secundario, estreptavidina- ficoeritrina (Jackson Immuno-
Research®, WestGroove, PA) en el caso de los anticuerpos biotinilados
y anti-rata-FITC en el caso del anticuerpo anti-CD40{anti-ratén). Pos-
teriormente se realizaron tres lavados mas con la misma solucién. Por
Gltimo, las células se resuspendieron en PBS y se analizaron en un cit6-
-metro de flujo FacsCalibur®(Becton Dickinson®, San José, CA).

Ml
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Tabla 4.2: Determinacidén de antigenos en la superficie de linfocitos B activados

Antigeno a Determinar Anticuerpo [Final}
CD40 CD40{anti-ratén} 1:200
CD80 CD80-FITC 1:200
CD86 CD86-Alexa® 1:200
MHCTI MHCII-biotina  1:100
ICAM-1 ICAM-1-biotina  1:200

Para su anélisis, se calcul6 la Intensidad media de fluorescencia relativa
(IMFr), obtenido de la comparacién de la IMF de las células activadas
contra la IMF de su respectivo control de acuerdo a la siguiente férmula:

IMF células estimuladas

" IMF células sin estimulo

4.2.3. Estudios de Se adapt6 el método de internalizacién anti-
Endocitosis de Antigeno génica®, utilizando como antigeno una pro-
_tefna marcada con un fluorocromo, lo que
nos pemutté utilizar una técnica de fluorescencia por citometria de flu-
jo para revelar el experimento. El método se describe a continuacion.
En placas de 96 pozos con fondo plano Costar en un volumen de 2
mL, se realiz6 un cultivo de 2.5 - 10° células LK-35.2 y para cada condi-
ci6n se adicioné el reactivo correspondiente de acuerdo a la tabla 4.1.

(2]
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Se realizaron estudios cinéticos hasta por 24 horas de incubacidn, con
controles sin incubacién. Después de la incubaci6n, se tomaron 2 - 10°
células y se lavaron con PBS-SFB frio (4 °C) y se incubaron en un vo-
lumen de 100 ul de HEL-FITC a una concentracién de 2 mg/ml en las
cinéticas de 0 y 3 horas.

Después de la incubacién, se lavaron tres veces con 500 ul de solucién
isoténica (PBS-SFB + 0.5 % NalN3) a 4 °C para inhibir la endocitosis. Por
ultimo, se lavaron con PBS-SFB sin NaNj; y se determind la captacién de
HEL-FITC en un citémetro de flujo FACScalibur®.

La HEL se marcé utilizando un protocolo estandar de marcaje de pro-
tefnas con isotiocianato de fluorescefna® . Después del marcaje, nos ase-
guramos que la HEL era internalizada de la misma manera que antes
de marcar.

4.2.4. Estudios de Esta técnica nos permite evaluar el grado
presentacién de antigeno de activacién de los linfocitos T al interac-

tuar con una CPA complementaria. La acti-
vaci6n de los linfocitos T promueve la produccién y posterior liberacién
de IL-2 al medio. Puesto que la cantidad de interleucina producida es
proporcional al grado de activacién de los linfocitos T, al cuantificarla
mediante el ensayo radiométrico de incorporacién de timidina, indirec-
tamente se cuantifica la presentacién antigénica.

Para activar las células LK35.2 se siguié un esquema idéntico al utili-
zado para el ensayo de endocitosis. Una vez transcurrido el iempo de
incubaci6n se fijaron las células con paraformaldehido al 1% para re-
suspenderlas en RPMI-1640 frio a una concentraciénde 2.5 - 10° cel/ml.
Simultineamente, se cosecharon los hibridomas T en fase logaritmica y
se suspendieron en RPMI frio a una concentracién de 5 - 10° cel /ml.

Posteriormente se cocultivaron 2.5 - 10* CPA activadas con 5 - 10* cé-
- lulas T en cajas de cultivo de 96 pozos, adicionindoles el antigeno espe-

- cffico de cada hibridoma. Este procedimiento se utilizé para cada una

=1
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de las condiciones de activacion de linfocitos B, con el hibridoma A6.B3
utilizando tres diferentes concentraciones del péptido 34-45 de HEL ()
y TS12, con tres concentraciones del péptido de RNAsa bovina (0, 0.03,
0.1,0.3).

Después de 24 horas de incubacién a 37 °C, se recolect6 el sobrena-
dante para su uso en un ensayo de determinacién de IL-2.

Para su andlisis, se calculd el cambio en cuentas por minuto ACPM
(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 férmula:

| ACPM=CPM células estimuladas — CPM células sin estimulo I

4.2.5. Estudio de Esta técnica se basa en el hecho de que las
incorporacién de timidina células CTLL-2 dependen de la presencia
tritiada CH-TdR) de IL-2 para su reproduccién. Al cultivar-

Ias en presencia de IL-2, las células CTLL-2
comienzan a proliferar, promoviendo la replicacién del material gen6-
mico a partir de bases nitrogenadas. Al agregar timidina marcada ra-
dioactivamente al medio, esta se incorporara al material genémico sin-
tetizado de nove. Puesto que la incorporacién de esta base nitrogenada
al DNA es proporcional a la proliferacién celular provocada por 1a 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 metodologia estAndar®! descrita a continuacién: Del so-
brenadante recolectado del ensayo de presentacién de antigeno, se to-
maron 100 ul y se colocaron en una placa de cultivo con 100 ul de una

E1
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suspensi6n 1 - 10° células CTLL-2/ml, previamente lavadas con medio
RPMI-1640 suplementado. Se incubaron a 37 °C por 24 horas y después
se adicion6 1 pCi de *H-TdR y se continué la incubacién por 10 ho-
ras mas en condiciones semejantes. Una vez concluida la incubacién, se
analizaron las muestras en un contador de centelleo.
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Resultados y Anélisis

[5.1] La estimulaci6n a través de CD40, BCR 6 TLRY en
forma independiente aumenta la expresién de CD80, sin
afectar la expresi6én de CD86, MHCII, ICAM-1en la
superficie de células LK- 35.2

El cambio en la expresién de moléculas que intervienen en la sinapsis
inmunolégica es uno de los mecanismos de modulacion de 1a activi-
dad de la CPA més importantes. De acuerdo a su funcién, se clasifican
en dos grupos principales: moléculas de coestimulacién y moléculas de
adhesién. )

Las moléculas de adhesién estabilizan la interaccién entre el TCR y el
complejo MHC-péptido, mientras que las moléculas de coestimulacién
representan la segunda sefial en el proceso de activacién de los linfoci-
tos. '
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Asi, se decidi6 examinar el cambio en la expresién de moléculas de
importancia para los linfocitos B en su funcién de CPA (CD80, CD86,
MHCTI, ICAM-1 y CD40) en el hibridoma de B, LK35.2, activado a tra-
vés de CD40, BCR y TLRY. Para tal efecto, se realizaron estudios de in-
munofluorescencia utilizando anticuerpos monoclonales marcados con
diferentes fluorocromos, los cuales fueron posba-lom}ente analizados
mediante citometrfa de flujo.

En los estudios se incluy6é como control negativo, un anticuerpo con-
tra la protefna CD45 ya que una gran cantidad de reportes indican que
en los linfocitos B, el nivel de expresién de esta molécula es constante
aun en condiciones de activacion, por lo que resulta un control adecua-
do para el monitorec del sistema experimental. Otros controles inclui-
dos fueron, el anticuerpo dirigido contra CD11b (Mac-1), 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 iitiles en la identificacién de posibles interferencias asociadas
al sistema o a los métodos utilizados. Para evaluar la preas;én, estos
estudios se realizaron por duplicado, aunque de forma independiente,
obteniendo resultados similares en ambos experimentos.

Como se observa en las figuras 5.1, 5.2, 53 y 54, el cambio en la ex-
- presi6én de la mayorfa de las moléculas estudiadas con respecto a su
expresién basal es muy pequefio, en algunos casos la diferencia es de
tan solo el +10 %. La expresién de las moléculas control(CD45 y Mac-1)
presenta un comportamiento similar al de las moléculas en estudio, con
cambios de magnitud en el rango de 10 % con respecto a las células sin
estimulacién y con una tendencia totalmente aleatoria. Se reporta en la
literatura que la activacién de la CPA independientemente del estimulo
utilizado no altera la expresién de la proteina CD45, mientras que en el
caso de Mac-1, la molécula no es expresada por linfocitos B, por lo que
- no deberia 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 expresién de las moléculas control es provocado por factores inhe-
rentes al sistema o al método utilizado y no a un cambio en la expresién
de CD45 y Mac-1. Resulta evidente que en el caso de las moléculas en
estudio, cambios de hasta £10% en la expresién con respecto a la ba-
sal son causados tambien por los mismos factores inherentes al disefio
experimental y por lo tanto no son considerados importantes.

0 Expresién de CD80. La expresién de CD80 y CD86 se examiné
debido al importante papel regulador de ambas proteinas sobre
la respuesta inmune adaptativa y en particular sobre la presenta-
cién antigénica. Ambas proteinas forman parte de la familia B7,
la cual est4 relacionada estructural y funcionalmente con el recep-
tor CD28, Los miembros de la familia B7 tienen una funcién dual
como ligandos, en el caso especifico de CD80 y CD86 como fac-
tores de activacién importantes del linfocito T cuando se une a
CD28 (CD86 predominantemente) y actuando como reguladores
negativos al unirse a CTLA- 4 (CD80 predominantemente).

Como se observa en la figura 5.1(a), la expresién de CD80 en linfo-
citos B estimulados independientemente durante tres horas a tra-
vés de CD40, BCR 6 TLR9 se mantiene constante en cualquiera
de las tres condiciones, pero si la estimulacién continia hasta 24
horas, se observa un patrén de expresién diferente en cada condi-
cién. '

En el caso de la estimulacién a través de TLR9, ésta produjo un
aumento en la expresién de CD80 de aproximadamente 20 %, aun-
que existe un aumento visiblemente mayor en el caso de la estimu-
lacién a través del BCR(90 % }. La estimulacién a través de CD40
provoct un aumento de més del doble (120 % aproximadamente)
en la expresién de CD80 comparado con la expresién basal.
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3 Expresi6én de CD86. En la figura 5.1(b), se observa que a diferencia
de la expresién de CD8J, el efecto de los diferentes estimulos sobre
la expresi6én de CD86 es poco significativo, manteniéndose practi-
camente constante para todos los estimulos durante las primeras
tres horas de activacion. Después de 24 horas de estimulacién se
observa un ligero aumento(aproximadamente 15 %) en la expre-
sién de CD86 en las células activadas a través de CD40, mientras
que la expresién en linfocitos activados a través del BCR y TLR9
se mantuvo practicamente constante.

J Expresién de CD40. Independientemente de ser uno de los recep-
tores utilizados como fuente de estimulacién en estos estudios,
se examinaron los cambios en la expresién de CD40 por células
LK-35.2 bajo diferentes condiciones. En la figura 5.1(c) se observa
que independientemente del estimulo utilizado, no existen cam-
bios significatives en la expresién de CD40 en linfocitos B, durante
las 24 horas de estimulacién.

O Expresién de MHCII. La expresi6én de MHCTI fue evaluada dada
su importancia en la interaccién entre los linfocitos T y las CPAs.
Una variacién sutil en su expresién derivaria en cambios radicales
en la activacién de ambas células. En la figura 5.2(a), se observa
que al estimular durante 24 horas, los linfocitos B no modifican la
expresién de MHCII independientemente del estimulo.

(3 Expresién de ICAM-1. Otra molécula evaluada fue ICAM-1, una
molécula de adhesi6n que ayuda a mantener la uni6n entre el lin-
focito T y el linfocito B durante la sinapsis inmunolégica. En la
figura 5.2(b) se observa que los linfocitos B estimulados durante
tres horas a través de CD40, BCR y TLR9 no aumentan la expre-
si6n de ICAM-1, manteniéndose sin cambio hasta las 24 horas.
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Figura 5.1: Expresion de CD80, CD86 y CD40 en linfocitos activados con esti-
mulos independientes. Se incubaron 1 - 10° células durante 3 y 24 horas en las si-
guientes soluciones: anti-CD40(10ug/mi), anti-IgG(10ug/ml), anti-Mac-1(10ug/mi),
CPG-ODN(0.1uM) y DNA-conirol(0.1uM). Posteriormente, las células fueron te-
fiidas con los siguientes anticuerpos: CD80-FITC(1:200), CD86-Alexa®(1:200),
MHCII-biotina(1:100) ¢ ICAM-1-biotina(1:200). En el caso de los anticuerpos bio-
tinilados, las células se incubaron durante 15 minutos adicionales con soluciones de
estreptavidina-PE(1:500) y estreptavidina-FITC(1:200). El resultado se expresa como
Intensidad media de fluorescencia relativa(IMFr), de acuerdo a la formula siguiente:
IMFEr=IMF cels. estimuladas/IMF cels. sin estimular.
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Figura 5.2: Expresion de MHCII, ICAM-1 y CD45 en linfocitos bajo estimulos
independientes. Se incubaron 1 - 10° células durante 3 y 24 horas en las siguien-
tes soluciones: anti-CD40{10ug/ml), anti-IgG(10ug/ml), anti-Mac-1(10ug/ml), CPG-
ODN(0.1pM) y DNA-control(0.1uM). Posteriormente, las células fueron tefiidas
con los siguientes anticuerpos: CD80-FITC(1:200), CD86-Alexa®(1:200), MHCII-
biotina(1:100) e ICAM-1-biotina(1:200). En el caso de los anticuerpos biotinilados,
las células se incubgron 15 minutos adicionales con soluciones de estreptavidina-
PE(1:500) y estreptavidina-FITC(1:200). El resultado se expresa como Intensidad me-
dia de fluorescencia relativa(IMFr), de acuerdo a la fsrmula siguiente: IMFr=IMF cels.
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O Expresién de CD45. La tiltima molécula analizada fue CD45, una
PTP transmembranal que acttia como contraparte eliminando los
grupos fosfatos afiadidos por la cinasa Csk. La expresién de esta
molécula es constitutiva, no es afectada por la activacién de los
linfocitos B, por lo que es usada como un control en este expe-
rimento. Se observa en la figura 5.2(c} que en los linfocitos B la
expresién de CD45 no varia durante las 24 horas de estimulacién
bajo ninguna de las condiciones utilizadas.

Como se mencion6 anteriormente, uno de los efectos de la activacién
de las CPAs, es la regulacién de la expresiéon de moléculas de coestimu-
lacién y de adhesi6n en la membrana celular.

En }os linfocitos B, una de las moléculas de coestimulacién mejor ca-
racterizadas es CD40, la cual al unirse a su ligando regula la expresién
de otras moléculas de coestimulacién y de adhesion entre las que se
encuentra CD80, CD86 e ICAM-L. La importancia de CD40 como mo-
lécula coestimuladora se refleja en el hecho de que la estimulacién a
través de CD40 tiene como resultado una modificacién en el patrén de
expresi6n 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 vias de coestimulacién en los linfocitos B y que un posible
mecanismo de accién se lleva a través de la modulacién de la expresion
de otras moléculas coestimuladoras en la superficie celular.

Otro punto que es importante sefialar es que la sefializacién a través
de CD80 es un mecanismo general de coestimulacion de gran importan-
cia para los linfocitos B, ya que la expresién de esta molécula aumenta,
aunque en diferente magnitud, por la estimulacién a través de los tres
" estimulos utilizados (CD40, BCR y TLR9).

Al igual que con CD80, en la literatura se reporta que la expresién de
CD86 en linfocitos B activados, sufre un cambio significativo con res-
pecto a linfocitos no estimulados. El hecho de que experimentalmente
la expresién de la molécula CD86, no se modifique con ninguno de los
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estimulos, se puede explicar por el hecho de que en este estudio se uti-
lizo una linea cetular (LK35.2)) como CPA.

Para obtener una linea celular a partir de células normales, se sigue
una metodologia que puede afectar entre otras cosas, la maquinaria bio-
sintética de las células. En particular en la linea celular 1L.K352, se ha
visto en estudios anteriores que no existen cambios significativos en la
expresion de CD86 al ser activadas a través de CD40, por lo que es muy
probable que el mismo efecto suceda al activar las células a través del
BCR y de TLRS.

Ademis, en los linfocitos B normales que no han sido estimulados
no expresan moléculas CD86 en la superficie celular, la expresién de
CD86 tiene su méximo una hora despues de ser estimulados a través de
CDM0. En el caso de las células LK35.2 se ha visto que aun en células
no estimuladas, la expresién basal de CD86 es alta y que esta no se ve
modificada al estimular las células a través de CD40.

El hecho de que la expresién de CD80 sea modulada en linfocitos B
estimulados a través de CD40, BCR y TLR9, no necesariamente indica
que este sea el Ginico mecanismo por el cual sea activada esta CPA. Es
muy probable, que los linfocitos B utilicen otros mecanismos diferentes
delamodu]aaéndelasmléculasensuperﬁaepamlograrlaachvaﬂén
celular. _

La estimulaci6n a través de CD40, BCR 6 TLR9
simultdneamente la expresién de CD80, sin afectar la
expresién de CD86, MHCII, ICAM-1 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 més
estimulos simultaneamente. En estas condiciones es muy probable que

=1
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la expresi6n de las moléculas en superficie se vea alterada como conse-
cuencia de la interaccién entre estimulos.

Para determinar la existencia de interacciones entre los diferentes es-
timulos que modifiquen el patrén de expresién de moléculas relacio-
nadas con la respuesta inmune (CD80, CD86, CD40, MHCII, ICAMI y
CD45), se estimularon linfocitos B con diferentes combinaciones:

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

0 anti-IgG + CpG-ODN
{3 anti-CD40 + anti-IgG + CpG-ODN

En la gréifica 5.4(c), se observa que al igual que en el experimento ante-
rior, a lo largo del periodo de estimulaci6n, la expresién de CD45 se |
comporta aleatoriamente independientemente del estimulo utilizado.
CD45 no modifica su expresin en linfocitos B activados por lo que estos
cambios son atribuibles al método y/o al sistema experimental utiliza-
dos.

En la gréfica 5.4(c) se observa también, que la magnitud de la respues-

tamspedﬁcaalcamelm%enoomparacbnconlaecpreménbasd[a

d encontrada es mayor que al utilizar estimulos indepen-

dientes, lo cual debe atribuirse al hecho de uhhz.ar simultaneamente dos
" 0 tres estimulos. :

O Expresién de CD80. En la figura 5.3(a) se observa un aumento
muy evidente en la expresién de esta molécula en linfocitos ac-
tivados. Despues de tres horas de estimulacién, la expresién de
CD80 en todos los casos se mantuvo constante, pero despues de
24 horas, el aumento en la expresion con todas las combinacio-
nes de estimulos resulta considerable; aproximadamente el triple
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cuando se utiliza la combinacién anti-IgG + CpG-ODN, al utilizar
las combinaciones anti-CD40 + anti-IgG 6 anti-CD40+ CpG-ODN
se obtiene una expresion cinco veces mayor que la basal, mientras
que al utilizar los tres estimulos simultaneamente la expresién es
ocho veces mayor que la expresion basal.

O Expresién de CD86, CD40 y MHCII. Como se observa en las fi-
guras 5.3(b}CD86), 5.3(c} (CD40) y 5.4(a@fMHCII), la estimulacién
de los linfocites B bajo ninguna de las condiciones de activacién
utilizadas, modifica el patrén de expresién de estas tres molécu-
las. '

¥ Expresién de ICAM-I. La expresién de ICAM-1, no se modifica
con ninguno de los estimulos utilizados 5.4(b) durante las tres pri-
meras horas, aunque despues de 24 horas de estimulacion hay
un aumento al utilizar la combinacién anti-IgG + CPG-ODN y la
combinacién anti-CD40 + anti-IgG + CpG-ODN. en ambos casos
el cambio es aproximadamente 10 % con respecto a la expresién
de ICAM-1 en células sin estimular.

El resultado més importante de este estudio es el cambio en la ex-
presién de CD80. Como se observa en la figura 5.3 y como sucedi6 en
el estudio anterior, la expresién de CD80 en la superficie aumenta con
todos las combinaciones de estimulos utilizados, aunque la magnitud
del cambio es mayor que cuando se estimula independientemente. El
hecho de que la expresién de CD80 se modifique solo después de un
periodo largo de estimulacion, implica que esta molécula debe actuar
tardiamente en el curso de la respuesta inmune.

En la misma gréfica se aprecia la existencia interacciones sinérgicas
entre los diferentes estfimulos, las cuales modifican significativamente
la respuesta de los estimulos individuales. Este efecto se observa princi-
palmente al utilizar combinaciones con anti-CD40, lo que indica la im-
portancia de este mecanismo de coestimulacién para los linfocitos B.

(=1
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(a) CD80 (b) CD86

IMFr
fa

1 : - aCD40 + algG {
‘ ; aCD40 + CpG-ODN (

aCDM0 + DNA control
———algG + CpG-ODN
I - wwesvs algG + DNA control

aCD40 + CpG-ODN + algG [

tiempo(h)

Figura 5.3: Expresion de CD80, CD86 y CD40 en linfocitos bajo estimulos
combinados. Se incubaron 1 - 10° células durante 3 y 24 horas en las siguien-
tes soluciones: anti-CD40(10ug/ml), anti-IgG(10ug/ml), anti-Mac-1(10ug/ml), CPG-
ODN(0.1uM) y DNA-control(0.1uM). Posteriormente, las células fueron tefiidas
con los siguientes anticuerpos: CD80-FITC(1:200), CD86-Alexa®(1:200), MHCII-
biotina(1:100) e ICAM-1-biotina(1:200). En el caso de los anticuerpos biotinilados,
las células se incubaron 15 minutos adicionales con soluciones de estreptaviding-
PE(1:500) y estreptavidina-FITC(1:200). El resultado se expresa como Intensidad me-
dia de fluorescencia relativa(IMFr), de acuerdo a la férmula siguiente: IMFr=IMF cels.
estimuladas/IMF cels. sin estimular.




Resultados y Andlisis

!.4-| 14

13

(b) ICAM-1

IMFr
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:1 - w—e 2lgG + CPG-ODN
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{c) CD45
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Figura 5.4: Expresion de MHCII, ICAM-1 y CD45 en linfocitos bajo estimu-
los combinados. Se incubaron 1 - 10° células durante 3 y 24 horas en las siguien-
tes soluciones: anti-CD40(10ug/mi), anti-IgG(10ug/ml), anti-Mac-1(10ug/ml), CPG-
ODN(0.1uM) y DNA-control(0.1uM). Posteriormente, las células fueron tefiidas
con los siquientes anticuerpos: CD80-FITC(1:200), CD86-Alexa®(1:200), MHCII-
biotina(1:100) e ICAM-1-biotina(1:200). En el caso de los anticuerpos biotinilados,
las células se incubaron 15 minutos adicionales con soluciones de estreptaviding-
PE(1:500) y estreptavidina-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 cels. sin estimular.
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Al utilizar combinaciones de estimulos, se logra simular las condicio-
nes que pueden encontrarse in vivo, por lo que los resultados, aunque
resultan mé4s dificiles de interpretar, describen con mayor precisién los
eventos que suceden durante el curso de la respuesta inmune.

Para determinar el efecto biol6gico de cada uno los estimulos, se si-
mularon dos procesos importantes en el curso de la respuesta inmune.
El primero, la endocitosis de antigeno, paso crucial en la generacién de
ligandos para las MHC en las CPA, y el segundo, y mas importante, la
presentacién antigénica de estos epitopes a los linfocitos T especificos.
En ambos ensayos y para simplificar el andlisis de los resultados, solo
se utilizaron estimulos independientes en la activacién de la CPA.

[5.3] La estimulacién a través de BCR -rpero node CD40 y
TLR9 promueve la capacidad endocitica de las células
LK35.2.

Ademis de la modificacién del perfil de expresién de moléculas de
coestimulacién y de adhesién en la superficie celular, existen otros me-
canismos de regulacién de la actividad de los linfocitos B en su papel de
CPA.

Una de las funciones de los linfocitos B es la internalizacién de los an-
tigenos a través del BCR para su posterior procesamiento y presentacién
a los linfocitos T. Se reporta en la literatura, que la sefializacién en los
RAFTS lipfdicos, especificamente la sefializacién mediada por el BCR,
actGa como regulador de la internalizacién antigénica. Esto implica que
tanto la sefializacién mediada por el BCR como la internalizacién del
antigeno utilizan vias de sefializacién al interior de la célula en comiin,
aunque estas aun no estdn bien definidas.®

. El primer evento en el proceso de generacién de hgandosdellmfo—
cito T-es la internalizacién antigénica, la cual se lleva a cabo a través



Resultados y Anilisis

de mecanismos inespecificos como lo es la pinocitosis, o por endocitosis
mediada por receptor.

La generacién de péptidos especificos se lleva a cabo en vesfculas a lo
largo de la via endocitica y depende en gran medida de la cantidad de
antigeno endocitado. De ah{ que los procesos endociticos tengan gran
influencia sobre la interaccién entre las CPAs y los linfocitos T.

Para examinar si existe un aumento en la captura antigénica debido a
la activacién celular mediada por TLR9, CD40 y el propio BCR, se reali-
z6 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 disefio experimental y el andlisis de resultados en
este estudio se utilizaron solo estimulos independientes. Como control
irrelevante, se utilizaron linfocitos B estimulados con soluciones de anti-
CD40, anti-IgG y CpG-ODN aunque estos no fueron cocultivados con la
solucién de HEL-FITC; este control es ttil para determinar la respuesta
inespecffica debida al sistema o métodos utilizados. Como control ne-
gativo, se utilizaron Linfocitos B no estimulados pero cocultivados en la
solucién de HEL-FITC.

A los resultados expresados como IMF, se les sustrajo el valor obteni-
do con el control irrelevante. En la gréfica 5.5 se observa que los linfo-
" citos B que no reciben ningtin estimuto, 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 endocitosis en los linfocitos estimulados a través deCD40y
TLR9 no se modifica durante el periodo de estimulacién, y en los linfo-
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citos B estimulados a través del BCR 1a tasa de endocitosis varia ligera-
mente, probablemente porque al utilizar HEL-FITC soluble, se promue-
ve la internalizacién del antigeno a través de pinocitosis, el cual es un
mecanismo totalmente inespecifico. Es probable que si se utilizaran lin-
focitos B con receptores de antigeno especificos para la HEL, la cantidad

de antigeno endocitado seria mayor.

La estimulacién a través de CD40, 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 activacién
celular es precisamente la presentacién antigénica. Para evaluar el efecto
de la estimulacién de las CPAs a través de CD40, BCR y TLR9 sobre este
evento, se realizé un estudio de presentacién antigénica utilizando al
hibridoma LK35.2 como CPA y dos diferentes hibridomas de linfocitos
T; el hibridoma A6B3, el cual reconoce el péptido 3445 de 1a HEL unido
a moléculas IA* y el hibridoma TS12, el cual reconoce el péptido 42-56
de RNAsa unido a mokculas IA*. '

El estudio se realizo por duplicado obteniendo resultados similares
en ambos experimentos. Se sigui6 el mismo protocolo de activacién que
en los estudios de expresién de moléculas de superficie; como control
irrelevante se incluyeron linfocitos B sin estimular, como controles ne-
gativos se utilizaron los estimulos anti-Mac y un ODN sin motivos CpG

Para facilitar la interpretacién de los resultados, se decidi6 utilizar los
péptidos especfficos para cada hibridoma de T en lugar de utilizar el
antigeno completo (HEL o RNAsa bovina), eliminando asf los factores

involucrados con el procesamiento antigénico.
" Para ambos hibridomas, A6B3 y TS12, los estudios se realizaron uti-
lizando tres diferentes concentraciones del péptido especifico pero solo

El
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Figura 5.5: Endocitosis de HEL-FITC por células LK35.2 bajo diferentes esti-
maulos. La estimulacion se realizo incubando 2.5 - 10° células en soluciones de anti-
CD40 (10 wg/mL), anti-IgG (10 ug/mlL) y CPG-ODN (0.1 pM) durante 24 h a 37
°C. Posteriormente se lavaron y se incubaron durante 3 h en 100 W de una solucién
de HEL-FITC (2 mg/ml) a 37 °C.
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se muestra la gréfica de la concentracién que result6 6ptima para cada
uno de ellos. ' '

Como se observa en la figura 5.6, la estimulacién de los linfocitos B
LK35.2 provoca una respuesta inespecifica de 2 - 10°* CPM mientras que
la estimulacién de los linfocitos B usando las solucién de ODN con-
trol produce una respuesta inespecffica de 1 - 10> 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 presentacién antigénica aproximadamente 1 - 10° CPM cuando es
comparada con las células sin estimulo. Las células estimuladas a través
del BCR aumentan también su eficiencia de presentacién en 3 - 10° CPM
mientras que la activacién 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 sisterna es menor comparada contra la obtenida al utilizar
el hibridoma A6B3, aunque el patrén de eficiencia de presentacién, 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 ACPM es de ~ 3 - 10° CPM. Los linfocitos B activados a
través de TLRY aumentan su eficiencia en ~ 6 - 10° CPM.

Analizando los resultados de este estudio, es muy claro que el estimu-
lo que afecta en mayor medida la capacidad de presentacién antigénica
es CD40. Esta molécula coestimuladora contribuye significativamente
en la activacion de los linfocitos B, uno de sus mecanismos de accién es
el aumerito de la expresién de CD80 en la superficie celular.

La sefializaci6n a través de TLR? también es importante para los lin-
focitos B en su funcién de CPA ya que ademis de favorecer la expresién
de moléculas de coestimulacién, hace més eficientes a estas células en
la presentacién de antigeno.

=1
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Por otro lado, la sefializacién mediada por el BCR promueve cambios
importantes en la funcién de los linfocitos B, aumentando la capacidad
endocitica y mejorando su capacidad de presentacién de antigenos. Es
interesante que a pesar de que la sefializacién a través del BCR aumenta
la cantidad de endocitosis de antigenos, esto no se refleja en un aumen-
to proporcional en la eficiencia de presentacién, lo que sugiere que la
presentacién antigénica es regulada simultaneamente a a través de va-
rios mecanismos. Por lo que, para entender el papel de CD40, BCR y
TLR9 sobre la presentacién antigénica es necesario tomar en cuanta va-
rios factores. El més importante es que la presentacién antigénica es un
proceso muy complejo y de gran importancia para las células, el cual se
Heva a cabo en varias etapas, en cada una existen eventos cruciales los
cuales, son regulados a través de muchas moléculas diferentes ademas
de las estudiadas en el presente trabajo.
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Figura 5.6: Presentacién antigénica del péptido de 34-45 de HEL por linfoci-
tos LK35.2 estimulados a través de CD40, BCR y TLR. Se utilizé como CPA al
hibridoma 1K35.2 y al hibridoma de T, A6B3. El ensayo se realiz6 a tres diferentes
concentraciones de péptido; la grdfica representa la concentracién de péptido en la que
se obtuvo la mejor respuesia.
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Figura 5.7: Estudio de presentacién del péptido 42-56 de RNAsa bovina por
linfocitos B LK35.2 estimulados a través de CD40, BCR y TLRY. Se utiliz6 como
CPA, el hibridoma de T, TS12, el cual reconoce el fragmento 42-56 de RNAsa bovina y
como CPA, el hibridoma de B, LK35.2. El estudio se realizé a tres diferentes concenira-
ciones de péptido; Iagrﬁﬁcarepmsentalaconcentmcmdepephdoenlaqueseobfum
la mejor respuesta.
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Conclusiones

El modelo utilizado en el presente trabajo permitié evaluar y com-
parar el efecto de la seflalizacién a través de CD40, BCRyTLI@enla
activacién de una linea celular de linfocitos B.

Los resultados indican que de los estimulos estudiados, CD40 es el
mids eficiente en el proceso de activacién de los linfocitos B. La sefiali-
zacién mediada por CD40 favorece la presentacién antigénica, a través
del aumento en la expresién de las moléculas coestimuladoras, princi-
palmente CD80 en la superficie celular.

La sefializaci6n mediada por el BCR es importante en la activacién
de linfocitos B, promoviendo la expresién de la molécula de coestimu-
lacién CD80, ademads de aumentar la capacidad endoatlca de laCPAy
la presentacién de antigeno. .

El efecto de la sefializacién a través de TLRY sobre la activacién de
linfocitos B se lleva a cabo a través del aumento en la expresmn de la
molécula coestimuladora CD80.
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