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RESUMEN

Los péptidos antigénicos que son presentados en el contexto de moléculas de
clase | del complejo principal de histocompatibilidad (CPH), habitualmente provienen
de protelnas endégenas procesadas en el citosol de la célula presentadora de antigeno;
sin embargo antigenos exégenos, como Sa/monella typhimurium, que reside dentro de
vacuolas fagociticas induce respuesta de linfocitos T CD8*. Este trabajo tiene como
objetivo estudiar los mecanismos de procesamiento de antigeno involucrados en la
generacion de péptidos provenientes de antigenos exégenos, que son presentados por
moléculas de clase | del CPH.

Los macréfagos infectados con Sa/monella typhimurium LT2 se cocultivaron
durante 18 horas a 37°C con el timoma deficiente en TAP2, RMA-S. Posteriormente
se cuantificaron las moléculas D® y K® presentes en !a superficie de las células RMA-S
por inmunofluorescencia indirecta. La cantidad de moléculas de clase | en la superficie
celular de RMA-S se incrementd cuando se cocultivé con macréfagos infectados en
comparacién con el cocultivo de macréfagos no infectados. Lo anterior fué el primer
indicio de que los macréfagos son capaces de secretar péptidos que se unen a
moléculas de clase ). La capacidad de los macréfagos de liberar péptidos al medio
requiere de la actividad metabdlica celular y no se ve afectada cuando los macréfagos
se cultivaron con inhibidores de la actividad endosémica, ni con inhibidores de la
exocitosis, Ademds las células cocultivadas con macréfagos infectados fueron
reconocidas por linfocitos T citot6xicos provenientes de ratones infectados
subletalmente con la bacteria; asi mismo RMA-S cocultivadas con macréfagos en
presencia de ovoalbamina fueron reconocidas por el hibridoma RF3370 que reconoce
al péptido 257-264 en el contexto de moléculas K°.

Los resultados sugieren que los macréfagos son capaces de secretar péptidos
antigénicos que pueden unitse a moléculas de clase | vacias y de esta manera inducir
una respuesta inmune, mediada por linfocitos T CD8*, dirigida contra antigenos
exdgenos. La liberacién de péptidos al medio es un evento exclusivo de células
fagociticas, que requiere grandes concentraciones de antigeno para que se lleve a
cabo y el sitio de procesamiento de los antigenos probablemente sea una vacuola
fagocitica de pH neutro o con ambiente similar al del citosol.

La secrecién de péptidos al medio provenientes de antigenos que son
endocitados permitiria la activacién de linfocitos CD8* por antigenos que no tienen
acceso al citosol como seria el caso de proteinas solubles, varios parasitos y bacterias
intracelulares como Toxoplasma, Plasmodium y Mycobacterium.

Esta nueva via de procesamiento y presentacién de antigenos exégenos por
moléculas de clase | contribuirla con péptidos al conjunto de antigenos que se
presentan durante la ontogenia y que determinan el repertorio de linfocitos T CD8*.



t. ANTECEDENTES

1.1. Infeccién por Salmonell

Salmonella typhimurium es una bacteria gram negativa, patdgeno intracelular
causante de una enfermedad similar a fiebre tifoidea en su hospedero especifico, el
ratén (1). La infecciéon natural comienza por la ingestion de agua o alimentos
contaminados con la bacteria. En la parte distal del intestino delgadao entra en contacto
con las células epiteliales desencadenando una cascada de sefiales similares a las
generadas por el factor de crecimiento epidérmico (EGF = epidermat growth factor),
las cuales involucran fosforilacién de tirosinas cinasas y flujo de calcio. Asi provoca
que las células epiteliales rearreglen su citoesqueleto y formen prolongaciones de
membrana celular denominadas "ruffles” las cuales ayudan a la fagocitosis de
Salmonella typhimurium (2). Posteriormente se internaliza y transporta por trasitosis
hasta el extremo baso-lateral de la cétula epitelial para llegar a la ldmina propia. Ahi
recluta a macréfagos y los induce a formar "ruffles” asi como macropinocitosis
generalizada de manera que los macréfagos endocitan gran cantidad de liquido y a
Salmonella. Dentro de los macréfagos se localiza en fagosomas gigantes o
macropinosomas donde activa sus genes de virulencia, retarda y controla la
disminucién del pH endosémico y crea un ambiante propicio para multiplicerse (3). La
fusién del fagosoma gigante que contiene a Sa/monella con los lisosomas no esta bien
definida, existen evidencias de la inhibici6n de la fusién (4), asi como otras que
apoyan la fusién fago-lisosémica desde los primeros 30 minutos de infeccién. Las
cepas de Sa/monella con caracteristicas virulentas poseen mecanismos de resistencia
a la accién de superdxidos o radicales libres de oxigeno (5}, 6xido nitrico, enzimas
lisosémicas y péptidos {6); y cuando se desarrolla la enfermedad los macréfagos
transportan a la bacteria a gangtios linfaticos regionales, bazo e higado donde continua
multiplicandose hasta provocar bacteremia (7).

1.2. Registencia a la infeccion por Sa/monella

Existen dos fases en las que se puede contrarrestar la infeccién; la temprana y
1a tardfa. La fase temprana depende de la respuesta innata mediada por la capacidad
de los macréfagos para eliminar a la bacteria, esta propiedad es controlada por el gene
Ity localizado en el cromosoma 1 del ratén (8,9). Recientemente se cloné y secuencié
el gene de resistencia a Mycobacterium denominado Bcg {que se propone equivalente
al ity), este codifica para una protelna integral de membrana exclusiva de macr6fagos
(Nramp: protelna de macréfagos asociada a la resistencia natural) la cual posee 10
dominios transmembranales, dos sitios de glucosilacién, dos de fosforilacién, un sitio
de unién a ATP y es similar a una permeasa de nitrato de Aspergillus nidulans, crnA,
lo cual sugiere que pudiera estar involucrada en el transporte de nitritos y nitratos del
citosol hacia los fagolisosomas; donde el ambiente &cido convertiria a los nitritos en
6xido nitrico de aita capacidad bactericida. Las cepas de ratén sensibles, Bcg*,
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posiblemente posean defectos en Nramp lo cual disminuirfa su capacidad bactericida
(10).

En la fase tardia, la resistencia depende de la respuesta inmune especifica
mediada por anticuerpos y linfocitos T, éste tipo de respuesta confiere proteccion
contra retas subsecuentes. Los anticuerpos participan en la eliminacidn de la bacteria
por bacteriolisis como consecuencia de fijar complemento, asi como tambiée favorecen
la.fagocitosis de ia bacteria {11}. Esta participacién en los eventos de proteccién estd
fundamentada en el hecho de que la trasferencia de anticuerpos contra protelnas de
membrana externa de Saimonella typhi protege contra el reto de |a bacteria homéloga
en ratones no inmunes (12). La generacién de la respuesta de anticuerpos requiere de
la participacién de linfocitos CD4°, Th2, productores de interleucinas como la IL-4, L.
5, IL-6 e IL-10. En la eliminacién de la bacteria en retos posteriores es de gran
importancia la participacién de linfocitos Th1 productores de interferén gamma {IFN-y),
citocina que activa macréfagos y aumenta su capacidad bactericida promoviendo las
siguientes funciones celulares: fagocitosis, la actividad de la dxido nitrico sintasa, la
actividad de Nramp, la produccién de superdxidos y la fusién fagolisosémica. Se ha
reportado que los macréfagos de peritoneo de ratén activados con IFN-y recombinante
controlan mejor la muitiplicacién de Sa/monella a diferencia de los no tratados (13).
La importancia de los linfocitos T CD4* en el control de la infeccidn quedé de
manifiesto por el hecho de que 1a transferencia de linfocitos CD4* provenientes de
ratones infectados con Sa/monella controlan y disminuyen la multiplicacién bacteriana
en ratones No inmunes retados con dosis altas de la bacteria, asi como también por
el hecho de que ratones a los que se les eliminan linfocitos CD4* presentan una
disminucidn de la resistencia a la reinfeccion en la fase tardia (14). Se ha descrito qgue
los ratones que se recuperan de una infeccién subletal por Sa/monella typhimurium
adquieren resistencia a la reinfeccién pues pueden controlar y eliminar el inéculo
bacteriano primario y retos subsecuentes con la bacteria homéloga,
independientemente de su /ty. Por otro lado la participacién de la poblacién de
linfocitos CD8* no ha sido estudiada en detalle.

1.3. Procesamiento y presentacién de antigenos

El procesamiento de antigeno se define como el mecanismo intracelular de
degradacién de antigenos proteicos que genera péptidos capaces de unirse a
moléculas de histocompatibilidad (proteinas codificadas dentro del CPH). La
presentacién de antigeno es la expresion en la superficie celular del complejo-péntido-
molécula de histocompatibilidad, de tal forma que el péptido antigénico pueda ser
reconocido por el receptor de los linfocitos T y asl se pueda inducir una respuesta
inmune especifica. Se han descrito dos vias para procesar y presentar antigenos, la
via endégena y la via exdgena; asi mismo existen dos tipos de moléculas de
histocompatibilidad que llevan a cabo la funcién de presentacién de antigeno, las
moléculas clase |y las clase Il. En la via endégena, la hidrélisis proteica habitualmente
sucede en el citosol y los péptidos generados son presentados por moléculas clase |,
mientras que en la via exdgena los péptidos se generan dentro de vesiculas



endosémicas y son presentados por moléculas clase 11 {15,16).
1.3.1 Via enddgena

Los antigenos que se encuentran en el citosol accesibles a la via endégena
pueden provenir de protelnas constitutivas de la célula (endégenas), o bien de
antigenos virales, bacterianos o parasitarios; estos Ultimos como resuitado de una
multiplicacién citosélica del agente infeccioso. El procesamiento se inicia con la
conjugacién covalente del antigeno a la ubicuitina, lo que le confiere una etiqueta
indicativa de hidrélisis (17,18); la degradaci6n proteolitica la lleva a cabo un complejo
multienzimatico formado de entre 20 a 30 diferentes subunidades, que se le conoce
con el nombre de proteasoma; el cual tiene actividad de tripsina, quimiotripsina y de
glutamilpeptidasa. Dos de de las subunidades que forman a los proteasomas, las
denominadas LMP2 y LMP? estan codificadas en e! CPH (19,20, 21}, son polimérficas
y su expresion es inducibles por IFN-y (22,23). ta funcidén de estas dos subunidades
dentro de los proteasomas no esta totaimente definida, unas evidencias indican que
ambas proteinas son indispensables para el procesamiento de antigeno (24,25)
mientras que otras senalan lo contrario (26).

Los péptidos generados en el citosol son translocados al limen del reticulo
endoplasmico (RE} {27} por un proceso dependiente de ATP (28,29) en el que participa
una proteina formada por las subunidades TAP1 y TAP2 (protelnas transportadoras de
péptidos antigénicos} (30). Ambas subunidades pertenecen a la familia de ABC
transportadores {31,32), estan codificadas dentro del CPH (33,34), son polimdrficas
y su expresioén es inducible por IFN-y. En células de rata se ha demostrado que el
polimortismo de TAP1 y TAP2 interviene en la selectividad de los péptidos que estos
transportadores transtocan al limen del RE (35), aunque este fenémeno no se ha
observado en los transportadores de células humanas o de ratén (36).

La molécula clase { es un dimero formado por la asociacién no covalente entre
la cadena pesada @ y la beta 2 microglobulina {8-2m}. La cadena pesada es una
glicoproteina transmembranal codificada dentro del CPH, es polimérfica e inducible por
IFN-y; consta de tres dominios extracelulares (@,, g, @,), un Segmento transmembranal
y un segmento citopldsmico. Los dominios extracelulares son los mas importantes para
llevar a cabo la funcién de presentacién de antigeno, asl por ejemplo el dominio a,
interacciona con la molécula correceptora CD8, mientras que los dominios o, v a,
forman un sitio o nicho donde se une el péptido antigénico y es en donde radica el
polimorfismo de la cadena pesada. De acuerdo a la estructura tridimensional de la
molécula de clase !, el nicho consiste en una base de hoja B formada por 8 filamentos
# antiparalelos rodeados por dos paredes de hélices a. La base presenta seis
hendiduras donde se acomodan los residuos de insercién del péptido, debido a que los
aminodcidos polimérficos conforman estas hendiduras explica el que los residuos de
insercion del péptido deban ser alelo especificos (37).

La secuencia de ensamble de las moléculas de clase | acurre de la siguiente
manera, durante su biosintesis la cadena pesada se va traslocando al lumen del RE
donde répidamente se asocia a calnexina (38}, posteriormente se asocia con 32-m y
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el dimero formado va a interaccionar con los TAP’s para que se le provea de péptidos
(39). La unién del péptido origina cambios conformacionales en la molécula de clase
| permitiendo con ello que el complejo trimolecular: cadena a-péptido-82-m sea
transportado a la superficie celular mediante la via exocltica constitutiva (40). Ei
ensamble y transporte de moléculas de clase | requiere de |a union del péptido yva que
células deficientes en los TAP's expresan cantidades minimas de moléculas clase | en
la superficie. Los péptidos que llegan al limen del RE y que se unen fuertemente a las
moléculas de clase | son de 8 6 9 aminoécidos y poseen dentro de su secuencia
residuos de insercién con la molécula clase I; dichos residuos son caracteristicos para
cada alelo (41).

1.3.2. Degradacion en el lGmen del RE y moléculas vacias clase |

En el reticulo endoplasmico se elimina la secuencia sefial de translocacion que
tienen todas las proteinas que son transportadas por la via exocitica cldsica, tamblen
alli se procesan todas aquellas proteinas que por alguna razén no adoptaron Su
conformacién correcta. No se conoce que tipo de proteasas llevan a cabo dicha
funcién, pero se ha descrito que los péptidos generados en ese proceso, tambien
pueden unirse y ser presentados por moléculas de clase I. Sin embargo, algunos de
estos péptidos son sub6ptimos, es decir solamente permiten la salida de moléculas de
clase |, y cuando éstas arriban a la superficie sin el péptido 6ptimo pierden estabilidad,
como consecuencia se disocian 1a cadena a y la R2-m, entonces la cadena pesada
pierde su conformacién y se acumula en 1a superficie celular. Es importante sefialar
que si se adicionan en forma externa altas concentraciones de péptido 6ptimo a las
células en cultivo, las motéculas vacias pueden nuevamente adquirir su conformacién
tridimensional y ser funcionales. Se considera que en células normales existe por lo
menos un 5% de moléculas vacias y se ha propuesto que la razén de que existan se
debe a que el suministro de péptidos endbgenos es limitado aunque se desconoce el
significado biolégico de este tipo de moléculas (42).

1.3.3. Via exdgena

El tipo de células que realizan la funcién de procesar y presentar antigenos
exdgenos son los fagocitos mononucleares, los linfocitos B, las células dendriticas y
las células de Langerhans. Estas endocitan al antigeno por varios mecanismos y 1o
transportan dentro de vesiculas endosomales hacia los lisosomas {43), en donde se
lleva a cabo el procesamiento por proteasas que poseen actividad de serinproteasas,
cistelnproteasas, metaloproteasas y proteasas acidas. A la fecha solo se han
identificado como proteasas involucradas la generacién de péptidos antigénicos a la
catepsina B, D y E (44,45).

Las moléculas de clase |l estan formadas por la asociacién no covalente de dos
proteinas transmembranales, las cadenas a y 8, ambas codificadas dentro del CPH,
polimérficas e inducibles por IFN-y. Cada una de esta cadenas posee dos dominios
extracelulares (a,, @, v B, B;), un segmento transmembranal y un segmento
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citoplasmica. El nicho de unién al péptido del dimero a-B esta formado por la
asociacién de los dominios @, y B, estructuralmente es similar al de la molécula de
clase |, pues posee una base de hoja 8 con ocho filamentos B antiparalelos altamente
hidrofébicos rodeada de dos paredes de a hélice, con extremos abiertos lo que permite
la unién de péptidos de 10 a 25 aminodcidos cuyos extremos amino y carboxilo
cuelgan del nicho de la molécula (46). Al igual que en las moléculas de clase | en el
centro de la base se localiza el polimorfismo. Se ha reportado que los péptidos que se
unen a8 moléculas de clase Il en el sitio de unién adquieren la conformacién
tridimensional de hélice de poliprolina tipo Il (47).

Durante su biosintesis las cadenas a y B se translocan al limen del RE donde
se asocian entre s y con una protelna llamada cadena invariable, forman complejos
moleculares de nueve subunidades asociadas en una relacién estequiométrica de tres
dimeros @-B por tres cadenas invariables. Se ha propuesto que esta asociacién evita
la unién de péptidos al nicho de la molécula de clase il durante su estancia en el RE
y ademas la cadena invariable posee secuencias senales para dirigir al complejo al
compartimento llamado de clase I, MIIC 6 CPL (48).

El compartimento CPL se fusiona con el lisosoma donde proteasas hidrotizan la
cadena invariable y el ambiente &cido de la vesicula {pH 5) favorece la unién de los
péptidos, provenientes del material endocitado, al dimero o-8 (49). El complejo
péptido-molécula de clase 1l viaja a la superficie celular por vesicutas exaciticas.

Recientemente, se reporté que moléculas de histocompatibilidad no
convencionales llamadas DM {cadena a. DMA y cadena 8 DMB) optimizan la unién de
los péptidos at dimero a-B en el compartimento CPL, se propone que éstas inducen
cambios conformacionales en la molécula de clase Il que disminuyen la afinidad por
la cadena invariable y la aumentan por los péptidos. Las moléculas DM estan
cadificadas en el MHC, no se encuentran en la superficie celular y se acumulan en el
compartimiento CPL. Son hométogas en un 30% con las moléculas de clase | y Il, no
poseen el sitio de unién a CD4 pero el modelaje molecular con las coordenadas de DR
indica que pueden adquirir 1a estructura de {os dominios a,-8, {50).

1.3.4. Otros m i de prc 1 de antigeno.

La mayoria de los péptidos presentados por moléculas de clase | provienen de
proteinas endégenas que fueron degradadas en el citosol. Sin embargo existen
evidencias de que proteinas solubles 0 microorganismos intracelulares residentes en
veslculas endociticas, inducen la respuesta de linfocitos CD8*,

En el modelo mas estudiado, se ha utilizado como antigeno soluble a la
ovoalbumina {OVA) para inducir respuesta citotdxica en ratones. Se observé por
primera vez que la inmunizacién de ratones con OVA por via intravenosa induce una
respuesta de linfocitos citotéxicos especiticos (51). Sin embargo este evento no fué
reproducible y solamente se ha podido inducir este tipo de respuesta cuando se ha
inmunizado con esplenocitos previamente cultivados con OVA; de estos experimentos
se concluyd que algunas células de bazo eran las responsables de procesar y presentar
los péptidos de OVA en el contexto de moléculas de clase | (52). Posteriormente se
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describié que esplenacitas cultivados con OVA generaron, de manera dosis
dependiente, el péptido 257-264 de OVA que se presenta en el contexto de moléculas
K® (53} y se identificé que los macréfagos eran los responsables de llevar a cabo el
fenémeno. La capacidad de los macréfagos para generar el péptido no se alterd por
el tratamiento con inhibidares de proteasas lisasomales como leupeptina y antipapaina,
por lo cual se propuso que ia degradacidn de OVA debe suceder en compartimentos
diterentes a lisosomas (54).

Se han planteado tres posibles mecanismos por los cuales el macrétago
ptacesarfa antlgenos exégenas para presentarlas por moléculas de clase |

1) Regurgitacién de péptidos al medio.

Los macrdfagos degradan al antigeno dentro de la vesicula endocitica y
posteriormente regurgitan los péptidos al medio extracelular, en este proceso la
fagocitosis es primordial y es una via independiente de {a via endocitica. Esta
propues(a se 1undamema en experimentos con macréfagos infectados con una

typ ium recombinante que expresa la proteina citosélica de fusidn cr/-
epitopo 257- 264 OVA, donde éstos presentan el péptido 257-264 de OVA en el
contexto de moléculas K® y activen de manera especifica a hibridomas de T CO8*. Asf
mismo macréfagos fijados previamente cocultivados con macréfagos vivas infectados
son reconocidos por el hibridomna citatdxico. Este evento sucede 20 minutos después
de la infeccion y no se ve afectada cuando se realiza en presencia de brefeldina A
{bfA)} ni cicloheximida. Ademas macréfagos tratados con citocalasina D y células no
fagociticas como la £L-4 na presentan el péptido {55). Trabajos posieriares muestran
que existe una mejor induccién de respuesta citotdxica in vivo contra QVA cuando se
encuentra como antigeno particulado por ejemplo asociada a latex {(56).

2} Unién de péptidos a moléculas de clase | dentro de la vesicula endocltica sin
involucrar a la via enddégena.

La evidencia experimental en |a que se apoya esta propuesta es que i3 linea de
macréfagos humanos U2-OS cultivada con la proteina de fusién, exotoxina A de
Pseudomonas-epitopo de la proteina matriz de influenza, presenta el epitopo de la
matriz del virus de la infulenza en el contexto de moléculas HLA-A2.1 {Esta protelna
de fusién no penetra al citosal como la exotoxina A nativa). La presentacién del
péptido no se inhibe con biA ni con cloroquina. Ast mismo células T2, deficientes en
TAP’s, presentan el péptido cuando se cultivan con la proteina completa. Sin embargo
T2 cocultivada con macréfagos en presencia de la proteina no presentan el péptido de
la influenza, lo que excluye la regurgitacién de suficientes péptidos al medio (57).

3} £} material endocitado ingresa at citosol y fos antigenos se procesan por la via
enddgena.

Este hecho se apoya en que macrdtagos peritoneales de ratones deficientes en
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TAPS cultivados con particulas de latex recubiertas de OVA no presentan el péptido
257-264 QVA, a diferencia de clonas de macréfagos normales BMA3.1A7 que si lo
hacen. Estos macréfagos normales tratados con BfA e inhibidores de proteasomas no
presentan el péptido 257-264 OVA cuando se cultivan con particulas de latex
recubiertas con OVA, Ademds cuando se cultivan macréfagos normales con particulas
de latex recubiertas con OVA y con gelonina, éstos frenan su sintesis de proteinas;
la posible explicacion para esta inhibicién es que la gelonina endocitada ingresara al
citosol para ejercer su accién a nivel de los ribosomas (58). Por otra parte se ha
reportado que el IFN-y y la IL4 favorecen la presentacién del péptidos 257-264 OVA
en este sistema (59).
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Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Salmonella typhimurium reside dentro de vacuolas fagociticas de macréfagos
infectados y hasta la fecha no se ha demostrado que 1a bacteria, productos de la
misma o péptidos ingresen al citosol. A pesar de ello, la infeccién por Sa/monella
induce respuesta de linfacitos T citotéxicos CD8* contra antigenos expresados en ella.
En la figura 1 se ilustran los posibles mecanismos involucrados en el procesamiento
de antigenos de Sa/monella y |a presentacion de éstos por moléculas de clase | que
permitirfan Ja activacién de linfocitos T CD8*:

a) Paso de proteinas del fagosoma al citoso! que serfan procesadas por la via endégena
convencional.

b) Paso de péptidos del fagosoma al citosol que serfan transportados via TAPs.

c) Degradacién dentro del fagosoma y fusién de éste con vesiculas exociticas
transportadoras de moléculas ciase | 6 con vesiculas endociticas de reciclaje donde los
péptidos generados se unirfan a las moléculas clase I.

d) Degradacién dentro del fagosoma y secrecién de péptidos al medio donde pueden
unirse a moléculas clase | vacias de la superficie de 1a célula secretora y de células
vecinas.

Este trabajo tiene como objetivo estudiar fos mecanismos de procesamiento de
antigenos de Sa/monella y la presentacion de éstos en el contexto de moléculas clase
I, para lo cual se evaluara el mecanismo descrito en el inciso "d™, sin descartar que los
otros mecanismos también pueden participar.

Figura 1. Posibles m i invol, dos en el procesamiento de antigenos
de Sa/monelia y 'a presentacion de éstos por moléculas de clase I. RE: reticulo
endoplasmico, N: nicleo, CAL: calnexina.
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HI. MATERIAL

3.1. Ratones

Ratones, Balb/c, hembras de sies a diez semanas de edad donadas por el
Bioterio del Hospita! Infantil de México.

3.2. Lineas celuleres

Eil timoma RMA-S de hapiotipo H-2* obtenido por de) Dr. Klas Karre (Karotinska
Institutet, Estocolmo, Suecia) (60). Ei hibridoms de células T (C578L/6-8W.CD8.7)
que reconoce al péptido 257-264 de Ia ovoalbimina en el contexto de moléculas K*,
obsequio det Dr. Kenneth L. Rock (Division of Lymphocyte Biology, Dana Faber Cancer
Institute, Department of Pathology, Harvard Medical School, Boston, Massachusetts)
(61). Las siguientes lineas de macréfagos: IC21 de haptotipo H-2* ATCC TIB-186 (62),
P388D, de haplotipo H-2* ATCC TIB-63 (63) y J774A.1 de haplotipo H-2* ATCC
TIB-67 (64). El mastocitoma P815 de haplotipo H-2* ATCC TiB-64 (65). El fibroblasto
L929 ATCC CCL-1. Las células dependientes de IL-2, CTLL-2 ATCC TiB-214 (66) v
ol fibroblasto C63 productor de IL-2 obsequio de! Dr. Peter Krammer
{Tumorimmunology Program, German Cancer Research Center, Heidelberg, Alemania).
Todas las lineas celulares se cultivaron en RPMI-1640 complementado con 10% de
suero fetal bovino, L-glutamina 2 mM, piruvato de sodio 1 mM, 2-mercapto-etano! 50
",

3.3. Cepas bacterisnas

Salmonelis typhimurium LT2, Ssimonells typhimurium pho F (67) obsequio de
la Ora. Celis Alpuche (Laboratorio de Inmunoqulimica, Hospital Infantil de México),
Salmonells typhi CVD 908 donado por el Dr. Myron Levine de Center for Vaccine
Development, Baitimore USA (68). En los experimentos donde se empled bacteria
muerta, ésta se obtuvo por calentamiento 8 S0°C durante 20 minutos. El esquema de
inteccién con Ss/monells fué: tres inoculaciones con espacios de diez dias con 1 x 10’
de Saimonelis typhimurium LY2, por via intraperitoneal.

V. METODOS
4.1. Obtencion y activacion de macréfagos

Se inocularon ratones Balb/c por via intraperitoneal con 1 mi de peptona al 10%
y 8l tercer dis se obtuvieron células del exudado peritoneal. Los macréfagos se dejaron
adherir al plgstico por 3 hrs a 37°C y las las otras células de peritondo se eliminaron
con cuatro lavados con HBSS (solucién de sales balanceadas de Hank's).

Las lineas de macréfagos se activaron con 20 u/mi de IFN-yr de ratén 48 horas antes:
de s infeccidn.
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4.2. inteccién de macréfagos vy cocultivo con RMA-S

Macréfagos peritoneales o las lineas de macréfagos, adheridos a placas de 12
pozos © @ botellas de 25 cm’, se infectaron con Saimonells en una relacién
macréfago:bacteria de 1:100 por 30 minutos 8 37°C. La bacteria no fagocitada se
elimind con cuatro lavados con HBSS y se cultivé en RPMI-20% SFB complementado
con 20 yg de gentamicina/mi (€9). Los 6fagos infectados se cocultivaron durante
18 horas 8 37°C con RMA-S en relacion 1:1.

4.3. iInmunofiuorescencis
Las moléculas de clau IK*yD* expresadas sobre Ia superficie de las RMA-S

secuantificaron por ir ia indirecta empleando los anticuerpos K10.56
y/o Y3, como segundo anticuerpo se utilizaron gamas de cabra anti-IgG de ratén
conjugado a isotioci de fi na. La i ided  de la fluorescencia se

inG en un Ci de flujo FACScan (Becton Dickinson, Mountain View. C.A.}

analizando 10 000 células de cada una de las muestras. En algunos experimentos se
realiz6 una doble tincidn para eliminar a 1a poblacidn de los macréfagos en el andlisis
de FACS, en esos casos fas RMA-S se tiflieron con Y3 conjugado a biotina y con
estreptiavidina conjugada a ficoeritrina; y los macréfagos se tifiieron con el anticuerpo
M1 (anti-Mac 1) y con el anticuerpo de cabra anti-IgG de rata conjugado a isotiocianato
de fluoresceina.

4.4. Pracipitacion de proteinas con écido tricloroscético (TCA)

Los lisados celulares se mezclaron 1:1 con albumina sérica bovina al 10%. 20

1 de la mezcla se colocaron en papel de fibra de nylon, Los papeles se sumergieron

en 4cido tricloroacético al 10% a 4°C durante 30 minutos. Se lavaron tres veces con

TCA 8l 10% y una vez con me(anol 8l 95%. A los papeles secos se les cuantitico la
ividad en un >r beta Beckman.

4.8. Preparacién de sntigeno: hidrolizado de proteinas de Saimonela typhimurium

La biomasa b iana se pié por presidn con una prensa francesa. Se
separaron los fragmentos de membrana por uitracentrifugacion a 45 000 rpm durante
45 minutos a 4°C. Se realizé una extraccién de proteinas de membrana empleando un
amortiguador de alta fuerza idnica que contenia NaCl 0.4M, SDS 1%, EDTA 5mM, 2-
mercaptoetanol 0.05% y Tris-HCI 50 mM pH de 7.7. Las proteinas de membrana y fas
de la fracci6n citosdlica se desr lizaron con 2-mercaptoetancl 0.2M y urea 8 M
por 12 horas, posteriormente se alquitaron con écido iodoacético 0.25 M por dos
horas. Se dializaron exhaustivamente contra agua y se trataron con tripsina al 1% en
un amortiguador de carbonato de amonio de pH 8, 50 mM por 24 horas. Del
hidrolizado se separaron las proteinas mayores de 10 000 Da por ultrafiltracién con
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centriprep-10y los péptidos se esterilizaron por filtrarcién con membranas de 0.22 ym
(70).

4.6. Ensayo de citotoxicidad

Los esplenocitos de los ratones Balb/c inmunizados con Salmonella
se reestimularon in vitro con el hidrolizado de proteinas de Salmonella, al quinto dia
1as células vivas se utilizaron en diluciones seriadas para el ensayo de citotoxicidad.
Las células blanco utilizadas fueron P815 marcadas con Cr®' durante dos horas, las
cusles previamente fueron cocultivadas 18 horas con la linea de macréfagos 1C21
infectada con Sa/monella. Los resultados se expresaron en % lisis = (cpm problema) -
{liberacién exponténea)/(liberacién maxima) -({liberacién espontdnea) x 100.

4.7. Ensayo de presentacién y cuantificacién de IL-2

Las células RMA-S se cocultivaron con macréfagos de exudado peritoneal de
ratones Balb/c en RPMI-10% con concentraciones crecientes de ovoalbimina
{Calbiochem) desde 1 a 10 mg/ml durante 18 horas. Posteriormente estas céliulas se
utilizaron para estimular a 1 x 10° céiulas del hibridoma RF3370. A las 24 horas se
colectaron 10041 del sobrenadante de cultivo y se cuantificé su contenido de IL2 por
bioensayo con CTLL-2 (71).
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V. ANALISIS DE RESULTADOS

65.1. Los 6t i les secretan péptidos que se unen a moléculas clase |
Ki

Después de 18 horas de cultivo con los macréfagos, se cuantificé la cantidad
de moléculas clase | K° presentes en la superficie de las RMA-S por
inmunofluorescencia indirecta empleando un anticuerpo monoclonal (Y3) que
reconocen el epitopo conformacional formado por los dominios K,; v K,,,. El aumento
en la intensidad de la fluorescencia de la poblacién de RMA-S proveniente de los
cocultivos con respecto a RMA-S permitié evaluar la unién de péptidos a las moléculas
de K®. Los resultados del la figura 2 muestran un aumento en la cantidad de moléculas
K® de RMA-S provenientes del cocultivo con macréfagos no infectados y el aumento
es mas pronunciado en las RMA-S provenientes del cocultivo con macr6fagos
mfectados Este aumento en la media de fluorescencia de las RMA-S cocultivadas con

gos no inf dos sugiere que los macréfagos peritoneales, de manera
permanente, secretan péptidos que se unen a moléculas de clase | y esta secrecién
de péptidos aumenta conforme se incrementa la internalizacién de antigeno exdgeno
(fagocitosis de Sa/monella).

No. de c¢élulas

" .
CONTIROL. ‘ K2 ARAIA-S + non-Taf Mgy
y

J

l K® (MMA.S)

,..w o K (ALA-S 4 e Ry 18

105

B S E

Intensidad de fluorescencia

Figura 2. Los macréfagos secretan péptidos capaces de unirse a moléculas de
clase |. Las células de timoma RMA-S se coculuvaron por 18 horas con macrolagos pentoneales
{RMA.S + non Inf MO} 0 con gOs perit es ir con Sal LT2
{AMA-S + Inf MO). Después se cuantifics la cantidad de moléculas de clase | K' presentes en la
superficie de las RAMA-S por inmunofluorescencia indirecta emplsando e! anticuerpo monoclonal Y3
y como segundo anticuerpo se utilizaron gamas de cabra anti-IgG de ratén conjugado a isotiocianato
de fluoresceina.
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6.2.La per ia de Sal lla dentro de los macréfagos aumenta la secrecién de
péptidos

Se evalud si la participacién y permanencia de Sa/monelia dentro del macrétago
{permanencia del antigeno) influfa en el aumento de la secrecién de péptidos, para lo
cual se infectaron los macréfagos con la cepa pho F© de S. typhimurium (que no
sobrevive dentro de los fagosomas pues posee una mutacion en el gene pho P); a su
vez se realizaron cocultivos en presencia de la bacteria muerta por calor. Los
resultados de la Tabla 1 indican que el aumento en moléculas de clase | de las RMA-S
cocultivadas con macréfagos infectados con pho P° es similar al aumento que
presentan las RMA-S cocuitivadas con macréfagos no infectados asi como a las
provenientes del cocultivo con 1a bacteria muerta, todas ellas presentan una media de
fluorescencia (MFC) alrededor de 160; a diferencia de las RMA-S cocuiltivadas con
macréfagos infectados con S. typhimurium LT2 que presenta una MCF de 173. La
participacién de la infeccién de Salmonella sobre las RMA-S y la participacion de
proteasas séricas se descartd ya que no se observé una modificacién considerable en
la expresién de moléculas de clase | de las RMA-S infectadas con S. typhimuriumLT2
{relacién 1:10) ni en las RMA-S cultivadas con la bacteria muerta por calor {(Tabla 1).
El incremento de moléculas de clase | mostrado en estos resultados se observé en
varios experimentos independientes y aunque las diferencias son pequeias el evento
es reproducibte.

Cocultivos Control K®
(MCF) {MCF)
RMA-S 9.29 112.44
RMA-S + LT2 MUERTA 10.40 105.31
RMA-S + LT2 VIVA 10.86 120.48
RMA-S + IC21 15.66 163.0
RMA-S + IC21 + LT2 MUERTA 17.43 166.14
AMA-S + IC21 + pho P VIVA 20.68 150.0
RMA-S + IC21 + LT2 VIVA 15.83 173.93
Tabla 1. La permanencia de Salmonela viva dentro de étag la i6n de péptidos., Los
cocuitivos @inmunofluorescencia se realizaron como se indica en los métodos. LT2: typhimuri
LT2, virulenta. IC21: Linea de macrdfagos de haplotipo-H-2°. pho #: Salr typ mutada en

el gene pho P, avirulenta. MCF: media del canal de fluorescencia.
t
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5.3. Los macréfagos infectados con Sa/; lla secretan péptidos de Sa/monella que
se unen a moléculas clase t

Para comprobar si los péptidos secretados por los macréfagos provienen de la
Salmonelia endocitada, la infeccién se llevé a cabo con S. typhimurium LT2 marcada
metabélicamente, posteriormente se cuantificd la radioactividad presente en las
proteinas precipitadas con TCA provenientes del sobrenadante de cultivo y del lisado
de RMA-S cocultivadas con los macréfagos infectados. Se encontré radioactividad
solamente en el medio de cultivo y en las RMA-S provenientes del cocultivo con
macréfagos infectados, lo cual sugiere que los péptidos secretados provienen de
Salmonella y que son capaces de unirse a moléculas de clase | K® (Tabla 2).

PROTEINAS PRECIPITADAS Exp 1 Exp 2
DE: {cpm) {cpm)
Medio de Mo 22 nd
Maedio de Mg infectados 34827 16100
RMA-S + M¢ 28 25
RMA-S + Mg infectados 1361 1298
Tabla 2. Macrdlag i ! péptidos de Saimonella que 3e unan a maléculas de clase [

Macréfagos peritonesies de ratones Balb/c se infectaron con Sa¥ typ con fos
siguientes aminodcidos tritiados: 'H-Alanina, *H-Leucina, *H-Valina y ’H-Fenilalanina. Se reslizé uns
precipitacién &cida de las proteinas del medio de cultivo y del lisado de las células provenientas de)
cocultivo. M@: Macréfagos peritoneales de ratones Balb/c. cpm: cuentas por minuto. Exp: experimento.

5.4. Los macréfagos secretan péptidos éptimos que estabilizan moléculas de clase |
vacias.

Para evaluar la capacidad de los péptidos secretados de estabilizar moléculas
clase ! vacfas, se realizé el siguiente experimento: RMA-S provenientes del cocultivo
con macrdfagos infectados y no infectados (18 horas a 37°C), se lavaron dos veces
para eliminar el exceso de péptido en el sobrenadante y se cultivaron nuevamente por
tres horas a 37°C, al término de la incubacién se midi6 el aumento de molécutas clase
1 de la superficie de las RMA-S. En la figura 3 se observa que después de este
tratamiento permanecen en la superficie de RMA-S moléculas K® conteniendo péptidos
y el efecto es mas pronunciado enlas RMA-S cocultivadas con macréfagos infectados.
Para comparar el efecto inducido por un péptido dptimo se incluyé como testigo el
péptido de OVA 257-264.
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No. DE CELULAS
120 3

RMA-S OVA257-264

INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA

Figura 3. Los macrétagos secretan péptidos 6ptimos que estabilizan moléculas
de clase §. RMA.S provenientes de! cocultivo con 6fagos infectados y no infectados (18
horas a 37°C}, se lavaron dos veces para eliminar el exceso de péptido en el sobrenadante y se
cultivaron nuevamente por tres horas a 37°C, al término de la incubacion se evaluaron las moléculas
de clase | por inmunotiuorescecia. MO: RMA-S provenientes del cocuitivo con macréfagos. MO INF:
RAMA-S provenientes del cocultivo con macréfagos inf con S. typhimurium LT2, OVA: RMA-
S cultivadas con €l péptidos 257-264 de OVA.
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5.5. La liberacién de péptidos parece ser exclusiva de células fagociticas.

Se realizaron cocultivos con diferentes lineas celulares y se observé un aumento
en moléculas de clase | solamente en las RMA-S provenientes de 10s cocultivos con
macréfagos peritoneales asi como con la linea de macréfagos J774. Las RMA-S
cocultivadas con la linea de fibroblastos, L929 infectada v no infectada, no
presentaron ningGn aumento de moléculas de clase con respecto a las RMA-S
(Tabla 3).

COCULTIVOS Control K®
{MCF) (MCF)
RMA-S 2.28 18.04
RMA-S + 1929 3.40 13.02
RMA-S + L929 Inf 3.05 14.14
RMA-S + Mo 4.1% 33.19
RMA-S + M@ Inf 3.89 45.35
RMA-S + J774 2.95 48.20
RMA-S + J744 Inf 2.67 66.31
Tabls 3. Células no f. itl no que se unan a moléculas de clase 1 K'. Los cocultivos
so realizaron con las siguientes células; M@: Macréfagos peritoneales de ratones Balb/c; L929: linea de
fibroblastos y J774: linea de macréfagos de haplotipo H-2°. Inf: células ir con S. ¢ imurium\.T2.

MCF: media del canal de fluorescencia.

5.6. El proceso de secreci6n de péptidos por los macréfagos no involucra la via
endégena ni I via ex6g de prc iento de anti

Se realizaron cocultivos con macréfagos infectados fijados con formaldehido al 4% v
no se observé un aumento de moléculas clase | de las RMA-S con respecto a las no
cocultivadas, lo cual nos indic6 que la secrecién de péptidos requiere de fa actividad
metabdlica de los macréfagos (Tabla 4) y corrobora que los péptidos no provienen del
medio de cultivo. Al realizar el cocultivo con macréfagos tratados con cloroquina se
observé que en las RMA-S provenientes de estos cocultivos aumentan sus moléculas
de clase | de igual manera que las RMA-S cocullivadas con los macréfagos no
tratados. Este evento nos indic6 que la generaci6n de los péptidos que se secretan no
involucra la actividad de enzimas de los compartimientos endosémicos/ lisosémicos
(Tabla 4 y Figura 4).
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No. DE CELULAS

CLQ

720 ®

INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA

Figura 4. La secrecitn de péptidos no involucra la actividad de enzimas de fos

partimi endosomales/li les. Las AMA-S se cocultivaron con macréfagos
infi dos y no ir dos con cloroquina 45 microM, 30 minutos antes de !a infeccién
y por 18 horas durante el cocultive. MO: RMA-S provenientes del cocultivo con macrétagos IC21.
MO INF: RMA.S provenientes del cocultivo con macréfagos IC21 infectados con Salmonella

typhimurium LT2,

/

/"
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COCULTIVOS ' Contral
: L AMCF)

RMA-S 2.28

RMA-S + Mo 3.40

RMA-S + Mg Inf 3.05

RMA-S + Mg + Fjj 4.1

RMA-S + Mo inf + Ciq 3.89
Tabla 4.Ls de los pé de unirso & molé K" requiere de la matabdlica
delos fagos ylos no p. jpan en este Mp: 90s de peritoneo de ratones
Balb/c. Inf: gos inf: con fa ty LT2. Fij: los cocultivos se realizaron con

macréfagos infectados y fijados con formaldehido at 4%. Clq: los macrdfagos se trataron con cloroquina
45 4M, 30 minutos antes de la infeccién y por 18 horas durante el cocultivo con RMA-S. MCF: media del
canal de fluorescencia.

La participaciéon de la via endégena se puede descartar debido a que BFA
{inhibidor de la exocitosis) no afecta el fenémeno de secrecién de péptidos por
macréfagos infectados o no infectados. Podemos ver en la figura 5 que la expresién
de K® en RMA-S es similar cuando estas provienen del cocultivo con macréfagos
infectadas tratados 6 no con BFA (Figura 5 y Tabla 1).

La efectividad de ta BFA se evalu6 sobre células normales RMA e IC21, estas
ultimas activadas con IFN-y, y en ambas ifneas celulares la expresién de moléculas de
clase | K® disminuye cuando se tratan con BFA por 18 horas (Tabla 5).
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No. DE CELULAS
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INTENSIDAD DE LA FLUORESCENCIA

Figura 5. La secreci6n de péptidos por macréfagos infectados no
involucra a la via endbégena. Macrétagos infectados y no infectados se
cocultivaron por 18 horas con RMA-S en presencia de 1 pg/ml de brefeldina A {BFA},
posteriormente se cuantificaron por inmunofluorescencia indirecta las moléculas de
clase I. RMA-S: Timoma de haplotipo H-2° deficiente en TAP.2, MO: RMA-S
cocultivadas con macrdfagos Ic21. MO INF: RMA-S cocultivadas con macréfagos
inf con typhis um LT2.

También se evalud la expresién de moléculas de clase | K° de los macréfagos
1IC21 utilizados en los cocultivos y se observé que la infeccién con Sa/monella
mantiene el nivel de expresion de moléculas K® cuando el cultivo se realiza en
presencia de BFA a diferencia de los macréfagos no infectados cuya expresién de
moléculas de clase | disminuye (Tabla 6). Estos resultados sugiren que los péptidos
secretados también estabilizan moléculas vacfas de los macréfagos.
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Célula Control S K" S

(MCF) {MCF)
RMA 7.72 751.77
RMA + BFA ) 8.35 295.91
1c21 38.32 126.49
IC21 + BFA 25.52 111.75
IC21 + IFN 32.21 359.08
1C21 + IFN + BFA 27.55 248.00

Tabls 5. Efectode la A sobre ia de las K* en céiulas normates. RMA: Timoma

de haplotipo H-2*, IC21: linea de macréfagos de haplotipo H-2". BFA: las células se cultivaron con 1ugimi
de brefeldina A durante 18 horas. IFN: los mactéfagos se trataron con 20 u/ml de IFN-y, 48 horas antes del
experimento. MCF: Media del canal de fluorescencia.

Célula Control K®

{MCF) (MCF)
Ic21 ] 32.21 359.06
1IC21 + LT2 39.17 324,80
IC21 + LT2 muerta® 30.81 336.10
IC21 + BFA 27.55 248.00
IC21 + LT2 + bfA 34.17 364.67

Tabla 6. Péptidas de Sa/s por int $6 unen & moléculas de clase |

vacias de los macrdfagos. IC21: linea de macréfagos de ha;lotipo H-2°. LT2: S. typhimurium LT2 BFA: Los
cocultivos realizaron en presencia de 1 wg/ml de brefeldina A * Bacteria muerta por calor (90°C, 20
minutos). MCF: media del canal de fluorescencia.

5.7. Los péptidos de Sal la secretados por macréfagos infectados son
r idos por linfocitos citotéxicos

) Las células que provienen de los cocultivos con macréfagos infectados y no
infectados se emplearon como células blanco en un ensayo de citotoxicidad, para lo
cual se cocultivé e! mastocitoma P815 con la linea de macréfagos IC21 infectada con
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Salmonelia typhimurium LT2, Los linfocitos provenientes de ratones Balb/c infectados
con dosis subletales de Sal Hla typhimurium LT 2 lisaron de manera especifica a las
P815 provenientes del cocultivo con los macréfages 1C21 infectados, en la tigura 6
se observa un 27% de lisis maxima hacia 1as células cocuitivadas con macréfagos
infectados en comparacién con un 2.3% hacia las células cocultivadas con
macréfagos no infectados.
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Figura 6. Los péptidos de Salmonella secretados por macrdfagos infectados son

id or tinfocitos T citotoxi Esplenocitos de los ratones Balb/c inmunizados
con Salmanella se reestimularon in vitro con el hidrolizado de proteinas de Sa/monelia, al quinto dia
las células vivas se utilizaron en diluciones seriadas para el ensayo de citotoxicidad. Las células

blanco utili fueron PB15 con Cr*' durante dos horas, las cuales previamente fueron
cocultivadas 18 horas con la linea de macréfagos IC21 infectada con Sa/monella. Los resultados
se expresaron en % lisis = (cpm p: - i b idn maximal -(liberacién

espontdnea) x 100. 1C21: m t no ind di c21 IN'F: r
Salmonella typhimurium LT 2.

B con
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5.8. Los macréfagos secretan pépti g de p

Para evaluar si los péptidos secretados provenientes de proteinas sotubles son
reconocidos por linfocitos T especlficos, se realizaron cocultivos de macréfagos de
peritoneo de ratén con RMA en presencia de diferentes concentraciones de OVA.
Posteriormente las RMA se utilizaron para activar al hibridoma RF3370 que reconoce
al péptido 257-264 OVA en el contexto de moléculas K®, Se observé activacion
especlfica de RF3370 de manera dosis dependiente de la OVA presente en el cocultivo
{Figura 7). Por otra parte la generacién de! péptido 257-264 OVA no es alelo
especifica ya que los macréfagos son de haplotipo "d” y las células RMA son de
haplotipo "b".

161
14 4 8.0 mg/ml
12-
- .76 mg/mi
5 10 9/
x -
g e 26 mg/mi
6 t
4...
o mg/mi
2‘}\ L]
° T T T T 1
0 1 3 4 5
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Figura 7. Generacién del péptido 257-264 de OVA. AMA se cocultivaron con
macréfagos d.e exudado peritoneal de ratones Balb/c en RPMI-10% con concentraciones crecientes
de {C ;“ hem} d 18 horas. Posteriorments estas células se utilizaron para
estimular 8 1 x 10° céiulas del hibridoma RF3370. A las 24 horas se colectaron 10041 del
sobranadante de cultivo y se cuantificé su contenido de iL2 por bioensayo con CTLL2 {}. cpm:
cuentas por minuto, cpa: células presentadoras de antigeno. )
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Vi, DISCUSION

La bacteria Sa/monella permanece dentro de vesiculas fagociticas y no se ha
reportado que la bacteria o productos de la misma ingresen al citosol de la célula
infectada. Sin embargo existen evidencias de que ratones vacunados con cepas de
Salmonella modificadas genéticamente que expresan antigenos de pardsitos y otras
bacterias, inducen respuesta citotéxica especifica de linfocitos CD8* contra los
antigenos acarreados por esta cepa (72,73, 74). El mecanismo por el cual se procesan
y presentan estos antigenos se desconoce asf como la participacién de los linfocitos
CD8"* en la proteccién contra la infeccién por Sa/monella.

Figura 8. Modelo delpr i ylap tacidn de antigenos
de Salmonella por moléculas de clase | del CPH. Macréfagos infectados
secratan péptidos qus se unen a léculas vaclas del 90 v de células
vecinas no infectadss. N: nicleo, RE:retf er ico, CAL: calnexina, N:
cadens pesada.

La propuesta de este trabéjo para explicar el mecanismo por el cual los
macréfagos procesan y presentan antigenos de Salmonella consiste en que los
macréfagos degraden a la bacteria dentro de fagosomas y secreten los péptidos
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generados al exterior para que estos se unan a moléculas de clase | vacias de la
superficie de la célula secretora y de células vecinas (Figura 8). Los resultados
obtenidos sugieren que la secrecién de péptidos es una actividad permanente y
exclusiva de los macréfagos activados. Cuando han endocitado una gran cantidad de
material, la secrecién de péptidos aumenta. Ef mecanismo de la secrecién también se
observé cuando los macréfagos endocitan altas concentraciones de proteina soluble
como la OVA. Se ha reportado que células ovdricas de hamster chino (CHO). no
fagoclticas, infectadas con Salmonella aroA” recombinante acarreadora de la
nucleoprotelna del virus de la influenza tipo A, no son reconocidas por linfocitos T
citotéxicos especificos contra epitopos de la nucleoprotelna; lo cual sugiere que dentro
de los macréf Sal lla es degradada y sensible a 1a accion de los linfocitos T
citotéxicos, mientras que al infectar otro tipo celular evade el ataque de de los
linfocitos T citotxicos.

Cabe mencionar que Salmonella provoca su entrada al macréfago, primero al

contacto con éste induce fa formacién de "ruffles” asi como macropinocitosis
generalizada de manera que los macréfagos endocitan gran cantidad de liquido junto
con Salmonella. Dentro de los macréfagos se localiza en fagosomas gigantes o
macropinosomas donde activa sus genes de virulencia, provocando un retraso y
control de la disminucién del pH endosémico y creando con esto un ambiente propicio
para multiplicarse {3). Las bacterias dentro de las vesiculas endociticas contibuirian
con gran cantidad de antigeno disponible a ser degradado dentro del compartimiento
y de esta manera aumentarian los péptidos a secretar. Esto se ve refiejado en los
resultados obtenidos al infectar a los macréfagos con la cepa pho # de S.
typhimurium (que no sobrevive dentro de fagosomas pues posee una mutacién en el
gene pho P) asl como en los cocultivos realizados en presencia de la bacteria muerta
por calor; en los que no se observé un aumento en la secrecién de péptidos a
diferencia de cuando los macréfagos se infectaron con la cepa virulenta.
Dentro del mismo contexto, la activacién de macréfagos por el IFN-y favorece el
evento de la secrecién de péptidos, lo cual tal vez se deba a un aumento en la
fagocitosis que de igual manera favorecer(a la ingestién de altas concentraciones de
antigeno.

En cuanto al procesamiento de Sa/monella, se plantea que probablemente
suceda en una vesicula de pH neutro o de ambiente similar al citosol que posea
proteasas diferentes a las lisosomales ya que la secreciébn de péptidos por los
macréfagos no se inhibe con el tratamiento con cloroquina. Debe tratarse de una
vesicula terminal que posea enzimas preformadas cuyo movimiento al exterior no se
ve afectado por BFA. Ello se ve reforzado por el hecho de que este mecanismo
también genera el epitopo 257-264 de OVA, determinante antigénico que se produce
cuando fa OVA se encuentra en el citosol de la célula.

Por otra parte no se puede descartar la posibilidad de un proceso de protedlisis
extracelular ya que los macréfagos secretan varias proteasas que actGan a pH neutro
como la elastasa (75}, la colagenasa {76), e activador del plasmindgeno (77), la
angiotensina convertasa, etc (78). Pero si se descarta el efecto de proteasas
provenientes de! suero {79} ya que RMA-S cultivada con la bacteria muerta por calor




28

no aumenta su expresion de moléculas de clase 1.

Los péptidos secretados son reconoc:dos por linfocitos T citotéxicos
provenientes de ratones inf dos con Sa/s typ ium, 1o cual indica que
estos péptidos se generan en la infeccién natural y actuvan clonas de linfocitos T
citotéxicos especiticos contra la bacteria, de manera que son capaces de generar
péptidos antigénicos que son reconocidos por linfocitos T CD8*.

El hecho de que el macr6fago presente péptidos de Sa/monella por moléculas
de clase | y por clase 11 permitirfa la activacién de las dos poblaciones de linfocitos, los
CD8* y CD4*, para que participaran en la respuesta protectora contra la bacteria. Los
linfocitos CD4* Th1 activados producen IFN-y, el cual al activar macréfagos
favoreceria la degradacién de la bacteria dentro de los fagosomas, y de la misma
manera los linfocitos CD4* Th2 activados producen interleucinas que generarfan la
respuesta de anticuerpos especificos. Por su parte los linfocitos T CD8* al lisar los
macréfagos infectados dejarfan accesible a la bacteria para la accién de los
anticuerpos y el complemento.

La secrecién de péptidos provenientes de antigenos que son endocitados
permitirfa la activacién de linfocitos CD8* por antigenos que no tienen acceso al
citosol como seria el caso de protelnas solubles, varios pardsitos y bacterias
if lutares como Toxoplasma (80), Pi. dit (81), Chlamydia (82) y
Mycobacterium.

La funcién natural de las moléculas vacias se desconoce y el hecho de que
puedan presentar péptidos de antigenos endocitados tendrfa relevancia en la
generacién del repertorio de linfocitos T CD8*, porque permitiria la presentacién por
moléculas de clase | de péptidos provenientes de proteinas de secreciéon como las
protelnas del suero 6 de matriz extracelular. En el timo durante la ontogenia de los
linfocitos T, muchas células inmaduras mueren por apoptosis de manera que los
antigenos celulares estan presentes en altas concentraciones y accesibles a ser
endocitados por los macrdfagos y células dendriticas timicas, las cuales podrian
secretar péptidos capaces de unirse a moléculas de clase | vacias de células
epiteliales, macréfagos y células dendriticas para participar en la seleccién de linfocitos
T CD8*. En el futuro se pretende caracterizar los péptidos secretados para
compararlos con fos péptidos presentados por a via endégena convensional.
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