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RESUMEN 

Los péptidos antlgénicos que son presentados en el contexto de moléculas de 
clase 1 del complejo principal de histocompatibilidad (CPHI, habitualmente provienen 
de protefnas endógenas procesadas en el citosol de la célula presentadora de antfgeno; 
sin embargo antfgenos exógenos, como Salmonella tvphimurium, que reside dentro de 
vacuolas fagocíticas induce respuesta de linfocitos T Coa•. Este trabajo tiene como 
objetivo estudiar los mecanismos de procesamiento de antígeno involucrados en la 
generación de péptidos provenientes de antígenos exógenos, que son presentados por 
moléculas de clase 1 del CPH. 

Los macrófagos infectados con Salmonella tvphimurium L T2 se cocultivaron 
durante 18 horas a 37ºC con el timoma deficiente en TAP2, RMA-S. Posteriormente 
se cuantificaron las moléculas o• y K" presentes en la superficie de las células RMA-S 
por inmunofluorescencia indirecta. La cantidad de moléculas de clase 1 en la superficie 
celular de RMA-S se incrementó cuando se cocultivó con macrófagos infectados en 
comparación con el cocultivo de macrófagos no infectados. Lo anterior fué el primer 
indicio de que los macrófagos son capaces de secretar péptidos que se unen a 
moléculas de clase l. La capacidad de los macrófagos de liberar péptidos al medio 
requiere de la actividad metabólica celular y no se ve afectada cuando los macrófagos 
se cultivaron con inhlbidores de la actividad endosómica, ni con inhibidores de la 
exocitosls. Además las células cocultivadas con macrófagos infectados fueron 
reconocidas por linfocitos T citotóxicos provenientes de ratones infectados 
subletalmente con la bacteria; así mismo RMA-S cocultivadas con macrófagos en 
presencia de ovoalbt'.Jmina fueron reconocidas por el hibridoma RF3370 que reconoce 
al péptido 257-264 en el contexto de moléculas K". 

Los resultados sugieren que los macrófagos son capaces de secretar péptidos 
antlgénicos que pueden unirse a moléculas de clase 1 vacías y de esta manera inducir 
una respuesta inmune, mediada por linfocitos T coa•, dirigida contra antígenos 
exógenos. La liberación de péptidos al medio es un evento exclusivo de células 
fagocíticas, que requiere grandes concentraciones de antígeno para que se lleve a 
cabo y el sitio de procesamiento de los antígenos probablemente sea una vacuola 
fagocítica de pH neutro o con ambiente similar al del citosol. 

La secreción de péptidos al medio provenientes de antígenos que son 
endocitados permitiría la activación de linfocitos coa• por antígenos que no tienen 
acceso al citosol como sería el caso de proteínas solubles, varios parásitos y bacterias 
intracelulares como Toxoplasma, Plasmodium y Mvcobacterium. 

Esta nueva vía de procesamiento y presentación de antfgenos exógenos por 
moléculas de clase 1 contribuiría con péptidos al conjunto de antígenos que se 
presentan durante la ontogenia y que determinan el repertorio de linfocitos T CDS•. 
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l. ANTECEDENTES 

1. 1. Infección por Salmonella. 

Salmonella typhimurium es una bacteria gram negativa, patógeno intracelular 
causante de una enfermedad similar a liebre tifoidea en su hospedero especflico, el 
ratón (1). La infección natural comienza por la ingestión de agua o alimentos 
contaminados con la bacteria. En la parte distal del intestino delgado entra en contacto 
con las células epiteliales desencadenando una cascada de señales similares a las 
generadas por el factor de crecimiento epidérmico (EGF = epidermal growth factor), 
las cuales involucran loslorilación de tiroslnas cinasas y flujo de calcio. Asl provoca 
que las células epiteliales rearreglen su citoesqueleto y formen prolongaciones de 
membrana celular denominadas "rullles" las cuales ayudan a la fagocitosis de 
Sa/mone/la typhimurium 12). Posteriormente se internaliza y transporta por trasitosls 
hasta el extremo baso·lateral de la célula epitelial para llegar a la lámina propia. Ahi 
recluta a macrófagos y los induce a formar "rulfles" asi como macropinocltosis 
generalizada de manera que los macrófagos endocitan gran cantidad de líquido y a 
Salmonella. Dentro de los macrófagos se localiza en fagosomas gigantes o 
macropinosomas donde activa sus genes de virulencia, retarda y controla la 
disminución del pH endosómico y crea un ambiente propicio para multiplicarse (3). La 
fusión del fagosoma gigante que contiene a Salmone//a con los lisosomas no esta bien 
definida, existen evidencias de la inhibición de la fusión (4), asi como otras que 
apoyan la fusión lago-lisosómica desde los primeros 30 minutos de infección. Las 
cepas de Salmonella con caracterlsticas virulentas poseen mecanismos de resistencia 
a la acción de superóxidos o radicales libres de oxígeno (5), óxido nítrico, enzimas 
lisosómícas y péptidos (61; y cuando se desarrolla la enfermedad los macrólagos 
transportan a la bacteria a ganglios linfáticos regionales, bazo e hígado donde continua 
multiplicandose hasta provocar bacteremia (7). 

1 .2. Resistencia a la infección por Salmonella 

Existen dos fases en las que se puede contrarrestar la infección: la temprana y 
la tardía. La fase temprana depende de la respuesta innata mediada por la capacidad 
de los macrólagos para eliminar a la bacteria, esta propiedad es controlada por el gene 
lty localizado en el cromosoma 1 del ratón (8,9). Recientemente se clonó y secuenció 
el gene de resistencia a Mycobacterium denominado Bcg (que se propone equivalente 
al lty), este codifica para una proteína integral de membrana exclusiva de macrólagos 
INramp: proteína de macrófagos asociada a la resistencia natural) la cual posee 1 o 
dominios transmembranales, dos sitios de glucosilación, dos de fosforilación, un sitio 
de unión 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 lagolisosomas; donde el ambiente ácido convertiría a los nitritos en 
óxido nítrico de alta capacidad bactericida. Las cepas de ratón sensibles, Bcg', 
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posiblemente posean defectos en Nramp lo cual disminuiría su capacidad bactericida 
(10). 

En la fase tardía, la resistencia depende de la respuesta inmune específica 
mediada por anticuerpos v linfocitos T, éste tipo de respuesta confiere protección 
contra retos subsecuentes. Los anticuerpos participan en la eliminación de la bacteria 
por bacteriolisis como consecuencia de fijar complemento, así como tambiée favorecen 
Ja,fagocitosis de Ja bacteria (11). Esta participación en los eventos de protección está 
fundamentada en el hecho de que la trasferencia de anticuerpos contra proteínas de 
membrana externa de Salmonella typhi protege contra el reto de la bacteria homóloga 
en ratones no inmunes ( 12). La generación de la respuesta de anticuerpos requiere de 
la participación de linfocitos CD4 •, Th2, productores de interleucinas como la IL-4, IL· 
5, IL-6 e IL-10. En la eliminación de la bacteria en retos posteriores es de gran 
importancia la participación de linfocitos Th1 productores de interferón gamma {IFN-y). 
citoclna que activa macrófagos v aumenta su capacidad bactericida promoviendo las 
siguientes funciones celulares: fagocitosis, Ja actividad de la óxido nítrico sintasa, la 
actividad de Nramp, la producción de superóxidos v Ja fusión fagolisosómica. Se ha 
reportado que los macrófagos de peritoneo de ratón activados con IFN-y recombinante 
controlan mejor la multiplicación de Salmonel/a a diferencia de los no tratados (13). 
La Importancia de los linfocitos T CD4 • en el control de la infección quedó de 
manifiesto por el hecho de que la transferencia de linfocitos CD4 • provenientes de 
ratones infectados con Salmonel/a controlan v disminuven Ja multiplicación 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 
disminución de Ja resistencia a la reinfección en la fase tardía 114). Se ha descrito que 
los ratones que se recuperan de una infección subletal por Safmonel/a typhimurium 
adquieren resistencia a la reinfección pues pueden controlar v eliminar el inóculo 
bacteriano primario y retos subsecuentes con la bacteria homóloga, 
independientemente de su fty. Por otro lado la participación de la población de 
linfocitos coa· no ha sido estudiada en detalle. 

1.3. Procesamiento v presentación de antígenos 

El procesamiento de antígeno se define como el mecanismo intracelular de 
degradación de antígenos proteicos que genera péptidos capaces de unirse a 
moléculas de histocompatibilidad (proteínas codificadas dentro del CPHJ. La 
presentación de antígeno es la expresión en Ja superficie celular del complejo-péptldo
molécula de histocompatibilidad, de tal forma que el péptido antigénlco pueda ser 
reconocido por el receptor de los linfocitos T v así se pueda inducir una respuesta 
inmune específica. Se han descrito dos vías para procesar v presentar antígenos, la 
vla endógena v ia vía exógena; asi mismo existen dos tipos de moléculas de 
histocompatibilidad que llevan a cabo la función de presentación de antígeno, las 
moléculas clase 1 v las clase 11. En la vía endógena, la hidrólisis proteica habitualmente 
sucede en el citosol v los péptidos generados son presentados por moléculas clase 1, 
mientras que en la vía exógena los péptidos se generan dentro de vesículas 



6 

endosómicas y son presentados por moléculas clase 11(15,16). 

1.3.1 Vía endógena 

Los antígenos que se encuentran en el citosol accesibles a la vía endógena 
pueden provenir de proteínas constitutivas de la célula (endógenas), o bien de 
antígenos virales, bacterianos o parasitarios; estos últimos como resultado de una 
multiplicación citosólica del agente infeccioso. El procesamiento se inicia con la 
conjugación covalente del antígeno a la ubicuitina, lo que le confiere una etiqueta 
indicativa de hidrólisis 117, 18); la degradación proteolítica la lleva a cabo un complejo 
multienzimático 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 LMP7 están codificadas en el CPH (19,20,21 l. son polimórficas 
y su expresión es inducibles por IFN-v (22,23). La función de estas dos subunidades 
dentro de los proteasomas no esta totalmente definida, unas evidencias indican que 
ambas proteínas son indispensables para el procesamiento de antígeno (24,25) 
mientras que otras señalan lo contrario (26). 

Los péptidos generados en el citosol son translocados al lúmen del retículo 
endoplásmico (REI (271 por un proceso dependiente de ATP (28,291 en el que participa 
una proteína formada por las subunidades TAP 1 y TAP2 (proteínas transportadoras de 
péptidos antigénicos) (301. Ambas subunidades pertenecen a la familia de ABC 
transportadores (31,321, están codificadas dentro del CPH (33,34), son polimórficas 
y su expresión es inducible por IFN-v. En células de rata se ha demostrado que el 
polimorfismo de TAP1 y TAP2 interviene en la selectividad de los péptidos que estos 
transportadores translocan al lúmen del RE (35), aunque este fenómeno no se ha 
observado en los transportadores de células humanas o de ratón (361-

La molécula clase 1 es un dímero formado por la asociación no covalente entre 
la cadena pesada a y la beta 2 microglobulina (B-2m). La cadena pesada es una 
glicoproteína transmembranal codificada dentro del CPH, es polimórfica e inducible por 
IFN-v; consta de tres dominios extracelulares lo,, a,. a3). un segmento transmembranal 
y un segmento citoplásmico. Los dominios extracelulares son los mas importantes para 
llevar a cabo la función de presentación de antígeno, asl por ejemplo el dominio a 3 
interacciona con la molécula correceptora CDS, mientras que los dominios a, y a2 
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 1, el nicho consiste en una base de hoja B formada por 8 filamentos 
B antiparalelos rodeados por dos paredes de hélices a. La base presenta seis 
hendiduras donde se acomodan los residuos de inserción del péptido, debido a que los 
aminoácidos polimórficos conforman estas hendiduras explica el que los residuos de 
inserción del péptido deban ser alelo específicos (371. 

La secuencia de ensamble de las moléculas de clase 1 ocurre de la siguiente 
manera, durante su biosíntesis la cadena pesada se va traslocando al lúmen del RE 
donde rápidamente se asocia a cal ne xi na (381, posteriormente se asocia con B2-m y 
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el dlmero formado va a interaccionar con los TAP's para que se le provea de péptidos 
(39). La unión del péptido origina cambios conformacionales en la molécula de clase 
1 permitiendo con ello que el complejo trimolecular: cadena o-péptido-B2-m sea 
transportado a la superficie celular mediante la vra exocltica constitutiva (401. El 
ensamble y transporte de moléculas de clase 1 requiere de la unión del péptido ya que 
células deficientes en los T AP's expresan cantidades mfnimas de moléculas clase 1 en 
la superficie. los péptidos que llegan al lúmen del RE y que se unen fuertemente a las 
moléculas de clase 1 son de 8 ó 9 aminoécidos y poseen dentro de su secuencia 
residuos de inserción con la molécula clase I; dichos residuos son caracterlsticos para 
cada alelo (41 l. 

1.3.2. Degradación en el lúmen del RE y moléculas vacras clase 1 

En el retfculo endoplásmico se elimina la secuencia sei'lal de translocación que 
tienen todas las protefnas que son transportadas por la vra e>eocítica clásica, tamblen 
alli se procesan todas aquellas proteínas que por alguna razón no adoptaron su 
conformación correcta. No se conoce que tipo de proteasas llevan a cabo dicha 
función, pero se ha descrito que los péptidos generados en ese proceso, tambien 
pueden unirse y ser presentados por moléculas de clase l. Sin embargo, algunos de 
estos péptidos son subóptimos, es decir solamente permiten la salida de moléculas de 
clase 1, y cuando éstas arriban a la superficie sin el péptido óptimo pierden estabilidad, 
como consecuencia se disocian la cadena a y la B2-m, entonces la cadena pesada 
pierde su conformación y se acumula en la superficie celular. Es Importante sei'lalar 
que si se adicionan en forma e>eterna altas concentraciones de péptido óptimo a las 
células en cultivo, las moléculas vacías pueden nuevamente adquirir su conformación 
tridimensional y ser funcionales. Se considera que en células normales existe por lo 
menos un 5% de moléculas vacías y se ha propuesto que la razón de que existan se 
debe a que el suministro de péptidos endógenos es limitado aunque se desconoce el 
significado biológico de este tipo de moléculas (421. 

1.3.3. vra ex6gen• 

El tipo de células que realizan la función de procesar y presentar antfgenos 
e><ógenos son los fagocitos mononucleares, los linfocitos 8, las células dendríticas y 
las células de langerhans. Estas endocitan al antígeno por varios mecanismos y lo 
transportan dentro de vesículas endosomales hacia los lisosomas (43), en donde se 
lleva a cabo el procesamiento por proteasas que poseen actividad de serinproteasas, 
cisteínproteasas, metaloproteasas y proteasas ácidas. A la fecha solo se han 
identificado como proteasas involucradas la generación de péptidos antigénicos a la 
catepslna e, D y E (44,45). 

Las moléculas de clase 11 están formadas por la asociación no covalente de dos 
protefnas transmembranales, las cadenas a y B, ambas codificadas dentro del CPH, 
polimórficas e inducibles por IFN-¡r. Cada una de esta cadenas posee dos dominios 
extracelulares la,, a, y B,, B,l, un segmento transmembranal y un segmento 
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citoplásmico. El nicho de unión al péptido del dímero a-B esta formado por la 
asociación de los dominios a, y B,. estructuralmente es similar al de la molécula de 
clase I, pues posee una base de hoja B con ocho filamentos B antiparalelos altamente 
hidrofóbicos rodeada de dos paredes de a hélice, con extremos abiertos lo que permite 
la unión de péptidos de 1 O a 25 aminoácidos cuyos extremos amino y carboxilo 
cuelgan del nicho de la molécula (46). Al igual que en las moléculas de clase 1 en el 
centro de la base se localiza el polimorfismo. Se ha reportado que los péptidos que se 
unen a moléculas de clase 11 en el sitio de unión adquieren la conformación 
tridimensional de hélice de poliprolina tipo 11 (47). 

Durante su biosíntesis las cadenas a y B se translocan al lúmen del RE donde 
se asocian entre sí y con una proteína llamada cadena invariable, forman complejos 
moleculares de nueve subunidades asociadas en una relación estequiométrica de tres 
dimeros a-11 por tres cadenas invariables. Se ha propuesto que esta asociación evita 
la unión de péptidos al nicho de la molécula de clase 11 durante su estancia en el RE 
y además la cadena invariable posee secuencias senales para dirigir al complejo al 
compartimento llamado de clase 11, MllC ó CPL (48). 

El compartimento CPL se fusiona con el lisosoma donde proteasas hidrolizan la 
cadena invariable y el ambiente ácido de la vesicula (pH 5) favorece la unión de los 
péptidos, provenientes del material endocitado, al dimero a-B (49). El complejo 
péptido-molécula de clase 11 viaja a la superficie celular por vesrculas exocíticas. 

Recientemente, se reportó que moléculas de histocompatibilidad no 
convencionales llamadas DM (cadena a, DMA y cadena B DMB) optimizan la unión de 
los péptidos al dimero a-B en el compartimento CPL, se propone que éstas inducen 
cambios conformacionales en la molécula de clase 11 que disminuyen la afinidad por 
la cadena invariable y la aumentan por los péptidos. Las moléculas DM estan 
codificadas en el MHC, no se encuentran en la superficie celular y se acumulan en el 
compartimiento CPL. Son homólogas en un 30% con las moléculas de clase 1 y 11, no 
poseen el sitio de unión a CD4 pero el modelaje molecular con las coordenadas de DR 
indica que pueden adquirir la estructura de los dominios a1-B1 (50). 

1 .3.4. Otros mecanismos de procesamiento da antígeno. 

La mayoría de los péptidos presentados por moléculas de clase 1 provienen de 
proteínas endógenas que fueron degradadas en el citosol. Sin embargo existen 
evidencias de que proteínas solubles o microorganismos intracelulares residentes en 
vesículas endociticas. inducen la respuesta de linfocitos coa+. 

En el modelo mas estudiado, se ha utilizado como antígeno soluble a la 
ovoalbúmina (OVA) para inducir respuesta citotóxica en ratones. Se observó por 
primera vez que la inmunización de ratones con OVA por via intravenosa induce una 
respuesta de linfocitos citotóxicos específicos (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 concluyó que algunas células de bazo eran las responsables de procesar y presentar 
los péptidos de OVA en el contexto de moléculas de clase 1 (52). Posteriormente se 
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describió que esplenocitos cultivados con OVA generaron, de manera dosis 
dependiente, el péptido 25 7-264 de OVA que se presenta en el contexto de moléculas 
K• (531 y se identificó que los macrófagos eran los responsables de llevar a cabo el 
fenómeno. La capacidad de los macrófagos para generar el péptido no se alteró por 
el tratamiento con inhibidores de proteasas lisosomales como taupeptína y antipapaina, 
por lo cual se propuso que la degradación de OVA debe suceder en compartimentos 
diferentes a lisosomas (54). 

Se han planteado tres posibles mecanismos por los cuales el macrólago 
procesaría antlgenos exógenos para presentarlos por moléculas de clase 1: 

1) Regurgitación de péptldos al medio. 

Los macrófagos degradan al antígeno dentro de la vesícula endocltica y 
posteriormente regurgitan los péptidos al medio extracelular, en este proceso la 
fagocitosis es primordial y es una vía Independiente de la vía endocítica. Esta 
propuesta se fundamenta en experimentos con macrófagos infectados con una 
Salmone/la typhímuríum recombinante que expresa la proteína citosólica de fusión cr/
epltopo 257-264 OVA, donde éstos presentan el péptido 257-264 de OVA en el 
contexto de moléculas K" y activan de manera específica a hibridomas de T CD8 •. Así 
mismo macrófagos fijados previamente cocultivados con macrófagos vivos infectados 
son reconocidos por el hibridoma citotóxico. Este evento sucede 20 minutos después 
de le infección v no se ve afectada cuando se realiza en presencia de breleldina A 
(bfA) ni ciclohexlmida. Además macrólagos tratados con citocalasina O y células no 
fagocítlcas como la El-4 no presentan el péptido (55). Trabajos posteriores muestran 
que existe una me¡or Inducción de respuesta citotóxica in vivo contra OVA cuando se 
encuentra como antígeno partlculado por ejemplo asociada a late>< (56). 

21 Unión de péptidos a moléculas de clase 1 dentro de la vesícula endocftlca sin 
Involucrar a la vía endógena. 

La evidencia experimental en la que se apoya esta propuesta es que la línea de 
macrófagos humanos U2-0S cultivada con la proteína de fusión, exotoxina A de 
Pseudomonas-epltopo de la proteína matriz de influenza, presenta el epitopo de la 
matriz del virus de la infulenza en el contexto de moléculas HLA-A2.1 (Esta proteína 
de fusión no penetra al citosol como la exotoxina A nativa). La presentación del 
péptido no se Inhibe con blA ni con cloroquina. Asf mismo células T2, deficientes en 
TAP's, presentan el péptido cuando se cultivan con la proteína completa. Sin embargo 
T2 cacultivada con macrófagos en presencia de la proteína no presentan el péptido de 
la influenza, lo que excluye la regurgitación de suficientes péptidos al medio (57). 

3) El material endocitado ingresa al citosol v los antígenos se procesan por la vía 
endógena. 

Este hecho se apoya en que macrófagos peritoneales de ratones deficientes en 
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TAPS cultivados con partículas de latex recubiertas de OVA no presentan el péptido 
257-264 OVA, a diferencia de clonas de macrófagos normales BMA3.1A7 que si lo 
hacen. Estos macrófagos normales tratados con BfA e inhibid ores de proteasomas no 
presentan el péptido 257-264 OVA cuando se cultivan con partículas de latex 
recubiertas con OVA. Además cuando se cultivan macrófagos normales con partículas 
de latex recubiertas con OVA y con gelonina, éstos frenan su síntesis de proteínas; 
la posible explicación para esta inhibición es que la gelonina endocitada ingresara al 
citosol para ejercer su acción a nivel de los ribosomas (58). Por otra parte se ha 
reportado que el IFN-y y la IL4 favorecen la presentación del péptidos 257-264 OVA 
en este sistema (591. 
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11. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Salmonella tvphimurium reside dentro de vacuolas fagocíticas de macrófagos 
Infectados y hasta la fecha no se ha demostrado que la bacteria, productos de la 
misma o péptldos ingresen al citosol. A pesar de ello, la infección por Salmonella 
Induce respuesta de linfocitos Tcitotóxicos CDS' contra antlgenos expresados en ella. 
En la figura 1 se ilustran los posibles mecanismos involucrados en el procesamiento 
de antígenos de Salmonella y la presentación de éstos por moléculas de clase 1 que 
permitirían la activación de linfocitos T CDB •: 

al Paso de proteínas del fagosoma al citosol que serían procesadas por la vía endógena 
convencional. 
bl Paso da péptldos del fagosoma al citosol que serían transportados vía TAPs. 
c) Degradación dentro del fagosoma y fusión de éste con vesículas exocíticas 
transportadoras de moléculas clase 1 ó con vesículas endocíticas de reciclaje donde los 
péptidos generados se unirían a las moléculas clase l. 
di Degradación dentro del fagosoma y secreción de péptidos al medio donde pueden 
unirse a moláculas clase 1 vacias de la superficie de la cálula secretora y de células 
vecinas. 

Este trabajo tiene como objetivo estudiar los mecanismos de procesamiento de 
antlgenos de Salmonella v la presentación de éstos en el contexto de moláculas clase 
I, para lo cual sa evaluará el mecanismo descrito en el Inciso "d", sin descartar que los 
otros mecanismos también pueden participar. 

Figura 1. Posibles mecanismos Involucrados en el procesamiento de antlgenos 
da S11/monall11y11 presentación de éstos por moláculas de clase l. RE: retículo 
endoplásmico, N: núcleo, CAL: calnexina. 
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Ul.MATEllAL 

3.1. lllltoM• 

Rltonea, Balb/c, hembras de 1ie1 a diez semenes de edad donadas por el 
Bloterlo del Ho1plt1l lnfantll de Mtxlco. 

3.1.LlnR•celullre• 

El timomli RMA·S de haplotipo H-~ obtenido por del Dr. Klas K1rr1 IKarolln1ke 
lnatitutet, Eatocolrno, Suecllll 1801. El hlbrlcloma de ctlul11TCC57BL/f.IW.CDI.71 
qua reconoce el ptptldo 257-284 de 111 ovoalbllmina en 11 contexto de rnol6cul11 K•, 
obsequio del Dr. Kenneth L. Rock IDlvl1ion of Lymphocyte Blology, Dan• Faber Cancer 
ln1tltute, Depertrnant of Pethology, H1rv1rd Mldlcal School, Bolton, Ml11achuutt1I 
1811. La11lgulent11 llnea1 de macr6fago1: IC21 de haplotlpo H·2• ATCC TIB-1881821. 
P388D1 de haplotlpo H-2" ATCC Tlll-83 1831 y J77414.1 de haplotipo H-2• 14.TCC 
TIB-871841. El maatocltoma P815 de haplotlpo H-2• 14.TCC TIB-641651. El fibrobllltO 
L929 ATCC CCL-1. La• c6lul11 dependiente• de IL-2. CTLL-2 ATCC TIB-2141881 y 
el tibrobl11to C83 productor de IL-2 obaequio del Dr. Peter Kramrner 
ITurnorlmmunology Program, Germen Cancer Research Center, Heidelberg, 14.lemanial. 
Tod11 lll1 llna11 celulares u cultivaron en RPMl-1640 complementado con 10% da 
suero fetal bovino, L·glut1mlna 2 mM, plruveto de sodio 1 mM, 2-rnercipto-etanol 50 
pM. 

3.3. Cep11 Nct9rllln11 

s.Jmone/11 typhlmurlum L T2, S./mone//1 typhimurlum pha fl' 1671 obsequio de 
la Dra. Calle 14.lpuche !Laboratorio de lnmunoqulmica, Hospital Infantil da M6xlcol, 
Salmone/11 typhl CVD 908 donado por el Dr. Myron Levine de Cantar for Vaccina 
Development, Baltimore USA 1681. En los experimentos donde se empleó bacteria 
muerta, 61ta ae obtuvo por calentamiento a 90"C durante 20 minutos. El 11quema de 
Infección con Salmonell• fué: tre1 lnoculaclone1 con espacios de diez dl11 con 1 x 101 

de Salmonell• typhlmurium L T2, por via intraperltoneal. 

IV. METODOS 

4. 1. Obt1ncl6n y activación de rnacr6f1go1 

Se Inocularon raton11 Balb/c por vla lntraperitoneal con 1 mi de paptona al 10% 
y al tercer die 11 obtuvieron c6lula1 del exudado peritonaal. Los macrófagos se deiaron 
adherir al pl61tlco por 3 hra a 37ºC y 111 111 otras células da peritonéo aa eliminaron 
con cuatro levados con HBSS !solución da 11les balanceadas de Hank's). 
Las llneaa de macrófagos n activaron con 20 u/mi de IFN-vr de ratón 48 horas antes· 
de la infección. 
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4.2. lnfeccl6n de mecr6f1go1 y coculllvo con RMA·S 

Mlcrófagos peritone1les o las líneas de macrólagoa, adheridos a placas de 12 
poios o a botellas de 25 cm•, 1e infectaron con Salmone/111 en una relación 
mecr6fago:bac:teria de 1:100 por 30 minutos a 37"C. La bacteria no fagoc:itld1 se 
eliminó con cuetro l1vado1 con HBSS y H cuhivó en RPMl·20% SFB complementldo 
con 20pg de gent1micina/ml 1691. Los macrófagos infectados H cocultivaron durante 
11 hor11 a 31'C con RMA·S en relacl6n 1 :1. 

L11 molfculll de clase 1 K" y D" expresld11 sobre la 1uperficie de 111 RMA·S 
aecuentificaron por inmunofluorescencia lndlrec11 empleendo loa anticuerpos K10.58 
y/o V3, como segundo 1nticuerpo se utilizaron gamas de cabra 1ntl-lgG de ratón 
conjugado a lsotlocianato de fluorescerna. La intensidld de la fluorescencia 11 
determinó en un citometro de flujo FACScan (Becton Dickinson, Mountain View. C.A.1 
analizando 10 000 c61ulas de cada una de las muestr11. En algunos experimentos se 
realizó una doble tinción para eliminar a la población de loa macrófagos en el amllisls 
de FACS, en esos casos las RMA-S se tillieron con V3 conjugado a blotina y con 
estrepti1vidin1 conjugada e ficoeritrina; y los macróf11go1 se tillieron con el anticuerpo 
M1 lanti-Mac11 y con el anticuerpo de cabra antl-lgG de rata conjugado 1 isotlocianato 
de fluoreaceína. 

4.4. "eclpltlción de pro1tln11 con 6cldo tricloro1c6tlco ITCAI 

Los lisldo1 celulares se mezclaron 1 :1 con 1lbllmin116rica bovina 1110%. 20 
µI de 11 mezcla ae coloceron en papel de fibra de nylon. Loa p1peles ae 1umergleron 
en 6cido tricloroac6tico al 10% a 4-C durante 30 minutos. Se lavaron tres veces con 
TCA al 10% y una vez con metano! al 95%. A los papeles secos se lea cuantificó la 
radioactividad en un contador beta Beckman. 

4.1. "eparación da antígeno: hldrollzado d1 pro1tln11 de Salmo,.... typh/trNJdum 

La biomesa bacteriana se rompió por presión con una prensa francesa. Se 
separaron los fragmentos de membrana por ultracentrilugación a 45 000 rpm durante 
45 minuto1a4"C. Sa realizó una extracción de proteínas de membrana empleando un 
amortiguador de alta fuerza iónica que contenra NaCI 0.4M, SOS 1 %, EDTA 5mM, 2· 
mercaptoetanol 0.05% y Tris-HCI 50 mM pH de 7. 7. Las proteínas de membrana y las 
da la frecclón citosólica se desnaturalizaron con 2-mercaptoetanol 0.2M y urea 8 M 
por 12 horas, posteriormente se alquilaton con 6cido iodoac6tico 0.25 M por dos 
hora1. Sa dializaron exhaustivamente contra agua y se trataron con tripaina 11 1 % en 
un amortiguador de carbonato de amonio de pH 8, 50 mM por 24 horas. Del 
hldrolizado se aepararon 111 protelnas mayores de 10 000 Da por ultrafiltración con 
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centriprep· 10 y los péptidos se esterilizaron por filtrarclón con membranas de 0.22 µm 
(701. 

4.6. En1ayo de cltotoxlcldad 

los esplenocitos de los ratones Balb/c inmunizados con Salmonella 
se reestimularon in vitro con el hidrolizado de proteínas de Salmonella, al quinto dia 
las 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 
cuales previamente fueron cocultivadas 18 horas con la línea de macrófagos IC21 
infectada con Salmonella. Los resultados se expresaron en % lisis = (cpm problema) -
(liberación exponténeal/(liberaclón méxlmaJ -(liberación espontánea) x 1 OO. 

4.7. Ensayo de presentación y cuantificación de IL-2 

Las células RMA·S se cocultivaron con macrófagos de exudado peritoneal de 
ratones Balb/c en RPMI- 10% con concentraciones crecientes de ovoalbúmina 
(Calbiocheml desde 1 a 10 mg/ml durante 18 horas. Posteriormente estas céllulas se 
utilizaron para estimular a 1 x 10• células del hibridoma RF3370. A las 24 horas se 
colectaron 100µ1 del sobrenadante de cultivo y se cuantificó su contenido de IL2 por 
bioensayo con CTLL-2 (71 J. 
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V. ANALISIS DE RESULTADOS 

5.1. Los macrófagos perltoneales secretan péptldos que se unen a moléculas clase 1 
K" 

Después de 1 B horas de cultivo con los macrófagos, se cuantificó la cantidad 
de molt!culas clase 1 K" presentes en la superficie de las RMA-S por 
lnmunofluorescencla indirecta empleando un anticuerpo monoclonal (V3l que 
reconocen el epltopo conformaclonal formado por los dominios K.1 v K.,. El aumento 
en la Intensidad de la fluorescencia de la población de RMA-S proveniente de los 
cocultlvos con respecto a RMA·S permitió evaluar la unión 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 macrófagos no infectados v el aumento 
es mas pronunciado en las RMA-S provenientes del cocultivo con macrófagos 
infectados. Este aumento en la media de fluorescencia de las RMA-S cocultivadas con 
macrófagos no infectados sugiere que los macrófagos peritoneales, de manera 
permanente, secretan péptidos que se unen a moléculas de clase 1 v esta secreción 
de pt!ptidos aumenta conforme se incrementa la internalización de antígeno exógeno 
(fagocitosis de Salmanef/a). 

No. de t!lulas 

Intensidad de fluorescencia 

Figure 2. los macrófagos secretan péptldos capaces de unirse a moléculas de 
clise l. Las dluras de timoma RMA·S se cocultivaron por 18 horas con macrófagos peritoneales 
tRMA.S + non lnf MOJ o con macrófagos peritoneales infectados con Satmone//a ryphlmurium LT2 
(RMA-5 + lnf MO). Desputts 11 cuantificó la cantidad de moh!curas de clase 1 Kb presentes en /a 
superficie de las AMA·S por inmunofluorescencia indirecta empleando el anticuerpo monoclonal y3 
v como segundo anticuerpo se utilizaron gamas de cabra antHgG de ratón conjugado a lsotiocfanato 
de f/uorescerna. 



16 

5.2. la permanencia de Salmonella dentro de los macrófagos aumenta la secreción de 
péptldos 

Se evaluó si la participación y permanencia de Salmonella dentro del macrófago 
(permanencia del antígeno) influía en el aumento de la secreción de péptidos, para lo 
cual se infectaron los macrófagos con la cepa pho P' de S. typhimurium (que no 
sobrevive dentro de los fagosomas pues posee una mutación en el gene pho PI; 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 1 de las RMA-S 
cocultivadas con macrófagos infectados con pho P' es similar al aumento que 
presentan las RMA-S cocultivadas con macrófagos no Infectados asl como a las 
provenientes del cocultivo con la bacteria muerta, todas ellas presentan una media de 
fluorescencia (MFCI alrededor de 160; a diferencia de las RMA-S cocultlvadas con 
macrófagos infectados con S. typhimurium l T2 que presenta una MCF de 173. la 
participación de la infección de Salmonella sobre las RMA·S y la participación de 
proteasas séricas se descartó ya que no se observó una modificación considerable en 
la expresión de moléculas de clase 1 de las RMA-S infectadas con S. tvphimurium L T2 
(relación 1:10) ni en las RMA·S cultivadas con la bacteria muerta por calor (Tabla 1 ), 
El Incremento de moléculas de clase 1 mostrado en estos resultados se observó en 
varios experimentos independientes y aunque las diferencias son pequeñas el evento 
es reproducible. 

Cocultivos Control K" 
lMCFl IMCFI 

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 

RMA-S + IC21 + pho P' VIVA 20.68 150.0 

RMA-S + IC21 + LT2 VIVA 15.83 173.93 

Tabl1 1. L1 ptrm1nencla de S.lmons/M vlv1 dentro de m1crótago1 favorece la secrecl6n de p6ptldo1. Los 
cocultlvos e inmunofluorescencia se realizaro'n como se indica en los métodos. LT2: Safmonella typhimurt'um 
LT2, virulente. IC21: Línea de macrótagos de haplotipo·H·2''. pho /#: Salmonella typhlmurlum mutada en 
el gene pho P, avirulenta. MCF: media del canal de fluorescencia. 
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5.3. Los macrófagos infectados con Salmonella secretan péptldos de Salmonella que 
se unen a moléculas clase 1 

Para comprobar si los péptidos secretados por los macrófagos provienen de la 
Salmonella endocitada, la infección se llevó a cabo con S. typhimurium L T2 marcada 
metabólicamente, posteriormente se cuantificó la radioactividad presente en las 
proteínas precipitadas con TCA provenientes del sobrenadante de cultivo v del lisado 
de RMA-S cocultivadas con los macrófagos infectados. Se encontró radioactividad 
solamente en el medio de cultivo v en las RMA-S provenientes del cocultivo con 
macrófagos infectados, lo cual sugiere que los péptidos secretados provienen de 
Sa/monella v que son capaces de unirse a moléculas de clase 1 K• (Tabla 2). 

PROTEINAS PRECIPITADAS Exp 1 Exp 2 
DE: (cpml (cpm) 

Medio de M~ 22 nd 

Medio de M~ Infectados 34827 16100 

RMA-S + M~ 28 25 

RMA-S + M~ infectados 1361 1298 

T•bl• 2. M1crór•go1 paritonaales secretan péptldo1 da Salmonella que se unan a mol6cul11 de d11e 1 k". 
Macrófago1 peritoneales de ratones Balblc se Infectaron con Salmonella typhimurium marcada con !01 
siguientes amln~cidOI tritiados: 'H-Alanina, lH·Leucina, lH·Valina v 'H·Fenilalanina. Se realizó un1 
precipitación 6cida de las protefnas del medio de cultivo v del lisado de las cl!lulas provenientes del 
cocultivo. M•: Macrófagos peritoneales de ratones Balb/c. cpm: cuentas por minuto. E1p: experimento. 

5.4. Los macrófagos secretan péptldos óptimos que estabilizan moléculas de clase 1 
vacfas. 

Para evaluar la capacidad de los péptidos secretados de estabilizar moléculas 
clase 1 vacfas, se realizó el siguiente experimento: RMA-S provenientes del cocultivo 
con macrófagos infectados v no infectados (18 horas a 37ºC). se lavaron dos veces 
para eliminar el exceso de péptido en el sobrenadante v se cultivaron nuevamente por 
tres horas a 37ºC, al término de la incubación se midió el aumento de moléculas 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 
v el efecto es mas pronunciado en las RMA-S cocultivadas con macrófagos infectados. 
Para comparar el efecto inducido por un péptido óptimo se incluyó como testigo el 
péptido de OVA 257-264. 
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Figura 3. Los m1cról1gos secretan péptidos óptimos que estabilizan moléculas 
de clase l. RMA·S provenientes del coculti\lo con macrófagos 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 t6rmino de la incubación se evaluaron las mo16cu1as 
de clase 1 por inmunotluorescecia. MO: RMA·S provenientes del cocultivo con macrOfagos. MO INF: 
RMA·S provenientes del cocultivo con macrótagos infectados con S. typhimurium LT2. OVA: RMA· 
S cultivadas con el p6ptidos 257·264 de OVA. 
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5.5. La liberación de péptidos parece ser exclusiva de células fagoclticas. 

Se realizaron cocultivos con di fe rentes lineas celulares y se observó un aumento 
en moléculas de clase 1 solamente en las RMA-S provenientes de los cocultivos con 
macrófagos perltoneales asi como con la linea de macrófagos J774. Las RMA-S 
cocultivadas con la linea de fibroblastos, L929 infectada y no infectada, no 
presentaron ningún aumento de moléculas de clase con respecto a las RMA-S 
(Tabla 31. 

COCULTIVOS Control K• 
IMCFI IMCFI 

RMA-S 2.28 18.04 

RMA-S + L929 3.40 13.02 

RMA-S + L929 lnf 3.05 14.14 

RMA-S + Mit> 4.15 33.19 

RMA-S + Mit> lnf 3.89 45.35 

RMA-S + J774 2.95 48.20 

RMA-S + J744 lnf 2.67 66.31 

T1bl1 3. C6'u1H no fagocltlc11 no secretan péptldo1 qua ae unan a moléculas de clase 1 K". Los cocultivos 
se reall11ron con las siguientes células; Mf: Macrófagos pentoneales de ratones Balb/c; L929: Hnea de 
tibroblastos y J774: linea de macrólagos de haplotipo H·2d. lnt: c61ulas infectados con S. typhimurium LT2. 
MCF: rriedia del canal de fluorescencia. 

5.6. El proceso de secreción de péptldos por los macrófagos no Involucra la vla 
endógena ni la vla exógena de procesamiento de antígeno. 

Se realizaron cocultivos con macrófagos infectados fijados con formaldehido al 4% y 
no se observó un aumento de moléculas clase 1 de las RMA·S con respecto a las no 
cocultivadas, lo cual nos indicó que la secreción de péptidos requiere de la actividad 
metabólica de los macrófagos (Tabla 41 y corrobora que los péptidos no provienen del 
medio de cultivo. Al realizar el cocultivo con macrófagos tratados con cloroquina se 
observó que en las RMA-S provenientes de estos cocultivos aumentan sus moléculas 
de clase 1 de igual manera que las RMA-S cocultivadas con los macrófagos no 
tratados. Este evento nos indicó que la generación de los péptidos que se secretan no 
involucra la actividad de enzimas de los compartimientos endosómicos/ lisosómicos 
(Tabla 4 y Figura 4). 
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Figura 4. la secreción de péptidos no Involucra la actividad de enzimas de los 
compartimientos endosomales/lisosomales. Las RMA·S se cocultivaron con macrólagos 
infectados y no infectados tratados con cloroquina 45 microM, 30 minutos antes de la infección 
y por 18 horas durante el cocultivo. MO: RMA·S provenientes del cocultivo con macrófagos IC21. 
MO INF: RMA·S provenientes del cocultivo con macrótagos IC21 infectados con Salmoncfla 
typhimurium LT2. 

--------
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COCULTIVOS 'Control K• 
(MCFI (MCFI 

' 
RMA-S 2.28 18.04 

RMA-S + Mit> 3.40 27.98 

RMA-S + Mit> lnf 3.05 29.90 

RMA-S + Mit> + Fij 4.15 14.94 

RMA-S + Mit> lnf + Clq 3.89 32.70 

Tabl1 4. LI Hcrecl6n de loa pdp1ldo1 capac11 d• unirse 1 moléculas K" requiera da la actividad met1bóllc1 
d1 lo1 m1cróf1go1y1011ndo1om11 no participan en 11te proceso. M•: macrdfagos de peritoneo de ratones 
Balb/c, lnf: macrdfagos infectados con Salmonella typhimurium LT2. FIJ: los cocultivos se realizaron con 
macrdfagos infectados v fijados con formaldehido al 4%. Clq: los macrdfagos se trataron con cloroquina 
45 µM, 30 minutos antes de la infección y por 18 horas durante el cocultívo con RMA·S. MCF: media del 
canal de fluorescencia. 

la participación de la vía endógena se puede descartar debido a que 8FA 
(lnhibidor de la exocitosisl no afecta el fenómeno de secreción de péptidos por 
macrófagos infectados o no infectados. Podemos ver en la figura 5 que la expresión 
de K• en RMA-S es similar cuando estas provienen del cocultivo con macrófagos 
infectadas tratados o no con BFA (Figura 5 y Tabla 11. 

La efectividad de la BFA se evaluó sobre células normales RMA e IC21, estas 
últimas activadas con IFN-y, y en ambas líneas celulares la expresión de moléculas de 
clase 1 K• disminuye cuando se tratan con BFA por 18 horas (Tabla 51. 
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Figura 5. La secreción de péptldos por macrófagos Infectados no 
involucra a la vía endógena. Macrófagos infectados y no infectados se 
cocultivaron por 18 horas con RMA-S en presencia de 1 pgfml de brefeldina A (BFA}, 
posteriormente se cuantificaron por inmunofluorescencia indirecta las moléculas de 
clase l. AMA-S: Timoma de haplotipo H·2'' deficiente en TAP-2. MO: AMA·S 
coeultivadas con macrófagos lc21. MO INF: RMA·S cocultivadas con macrófagos 
infectados con Salmonclla typhimurium LT2. 
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También se evaluó la expresión de moléculas de clase 1 Kº de los macrófagos 
IC21 utilizados en los cocultivos y se observó que la infección con Salmonel/a 
mantiene el nivel de expresión de moléculas Kº cuando el cultivo se realiza en 
presencia de BFA a diferencia de los macrófagos no infectados cuya expresión de 
moléculas de clase 1 disminuye (Tabla 6). Estos resultados sugiren que los péptidos 
secretados también estabilizan moléculas vacías de los macrófagos. 
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Célula Control K". 
(MCFI (MCF) 

AMA 7.72 751.77 

AMA+ BFA 8.35 295.91 

IC21 38.32 126.49 

IC21 + BFA 25.52 111.75 

IC21 + IFN 32.21 359.08 

IC21 + IFN + BFA 27.55 248.00 

Table l. Efecto de 11 br•feldlne A 1obre 1• Hpr11l6n de mol6cul11 k" en c61ul11 normales. RMA: Timoma 
de haplotipo H-2~. IC21: línea de macrófagos de haplotipo H·2ti. BFA: las c.iulas se cultivaron con 1µg/ml 
de brefeldin1 A durante 18 horas. IFN: los macrófagos se trataron con 20 u/mi de IFN·r. 48 horas antes del 
experimento. MCF: Media del canal de fluorescencia. 

Célula Control K" 
(MCFI IMCF) 

IC21 32.21 359.06 

IC21 + 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 

Table l. Nptldo1 de S.lmon,.. Hcrat1do1 por macr6f1go1 lnfect1do1 18 unen • mol6cul11 de cl11a 1 
vacf11 d1 lo1 m1cr.Of1go1. IC21: línea de macrófagos de haplotipo H·2b. LT2: S. typhimurium LT2 BFA: los 
cocultivos realizaron en presencia de 1 µg/ml de brefeldina A • Bacteria muerta por calor 190ºC, 20 
minutos). MCF: media del canal de fluorescencia. 

5. 7. Los péptidos de Salmanella secretados por macrófagos Infectados son 
reconocidos por linfocitos cltotóxlcos 

Las células que provienen de los cocultivos con macrófagos infectados y no 
infectados se emplearon como células blanco en un ensayo de citotoxicidad, para lo 
cual se cocultivó el mastocitoma P815 con la línea de macrófagos IC21 infectada con 
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Salmonella typhimurium LT2. Los linfocitos provenientes de ratones Balb/c infectados 
con dosis subletales de Satmonella typhimurium L T2 lisaron de manera especifica a las 
P815 provenientes del cocultivo con los macrófagos IC21 infectados, en la figura 6 
se observa un 27 % de lisis máxima hacia las células cocultlvadas con macrófagos 
infectados en comparación con un 2. 3% hacia las células cocultivadas con 
macrófagos no infectados. 

30 

25 

5 

...... ,. 

-~·-. ···~ 
' ' '·, 

'· 

' '· 

'\··.. P815 + IC-21 INF ..... ___ _ 

~~ ........ . -. 

P815 + IC-21 

"* ------- * * 0-1-~~~~~~~~~~~~~~~~ 

1:100 1:50 1:25 1:8.25 
RAZON CELUtA ~co.cauLA EFECTOAA 

Figura 6. Los péptldos de Salmonella secretados por macrófagos Infectados son 
reconocidos por linfocitos T cltotóalcos. Esplenocitos de los ratones Balblc inmunizados 
con Salmonella se reestimularon in vitro con el hldrolizado de proteínas de Salmonella, a\ quinto dia 
las c61ulas vivas se utilizaron en diluciones seriadas para el ensayo de citotoxicidad. Las células 
blanco utilizadas fueron PB 15 marcadas con Cr~' durante dos horas, las cuales previamente fueron 
cocultivadas 18 horas con la línea de macrófagos IC21 infectada con Salmonella. Los resultados 
se expresaron en% hsis = lcpm problema)· !liberación expontáneal/tliberación mb:imal -!liberación 
espontánea} x 100. tC21: macrófagos no infectados, IC21 INF: macrótagos infectados con 
Salmonella typhimurium LT2. 
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5.8. loa macr6fagos secretan péptldos lnmunogénlcos de proteínas solubles. 

Para evaluar si los péptidos secretados provenientes de proteínas solubles son 
reconocidos por linfocitos T específicos, se realizaron cocultlvos de macr6fagos de 
peritoneo de ratón con RMA en presencia de diferentes concentraciones de OVA. 
Posteriormente las AMA se utilizaron para activar al hibridoma RF3370 que reconoce 
al péptldo 257-264 OVA en el contexto de moléculas K". Se observó activación 
específica de RF3370 de manera dosis dependiente de la OVA presente en el cocultlvo 
(Figura 71. Por otra parte la generación del péptldo 257-264 OVA no es alelo 
específica ya que los macrófagos son de haplotipo "d" y las células RMA son de 
haplotlpo "b". 
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Figura 7. Generación del péptldo 257-264 de OVA. RMA '"cocultiv•ron con 
mecrófagos de exudado peritoneal de r1tones Balb/c en APM1·10% con concentraciones crecientes 
de ovoa1bijmina ICalbiochem) durante 18 h0'81. Posteriormente estl!IS dlulas se utilizaron para 
e1tlmui.r 1 1 • 10•. c•1ui.1 del hib~idoma RF3370. A las 24 horas se colectaron 100µ1 del 
sobrenadante ~·cultivo y se cuantificó su contenido de ll2 por bioensayo con CTLL2 n. cpm: 
cuent11 por minuto, cp1: c61ulas presentadoras de 1ntrgeno. 
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VI. DISCUSION 

La bacteria Salmonella permanece dentro de vesículas fagocíticas v 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 
Salmonelfa modificadas genéticamente que expresan antígenos de parásitos v otras 
bacterias, Inducen respuesta citotóxica específica de linfocitos coa• contra los 
antígenos acarreados por esta cepa 172, 73, 741. El mecanismo por el cual se procesan 
v presentan estos antígenos se desconoce así como la participación de los linfocitos 
coa• en la protección contra la infección por Salmonella. 

Flgur• 8. Modelo del procesamiento y la presentación de antlgenos 
da Salmonell• por moléculas de clase 1 del CPH. Mecrdlagos lnlectado1 
11cret•n pll!ptidos que se unen e mol6cul11 vaclas del macrófago v de d/ulas 
vecinas no infectadas. N: núcleo, AE:rerrculo endoplásmico, CAL: calne•ina, H: 
Cid ene pesad1. 

La propuesta de este trabajo para explicar el mecanismo por el cual los 
macrófagos procesan v presentan antígenos de Sa/monella consiste en que los 
macrófagos degraden a la bacteria dentro de fagosomas v secreten tos péptidos 
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generados al exterior para que estos se unan a moléculas de clase 1 vacías de la 
superficie de la célula secretora y de células vecinas (Figura 81. Los resultados 
obtenidos sugieren que la secreción de péptidos es una actividad permanente y 
exclusiva de los macrófagos activados. Cuando han endocitado una gran cantidad de 
material, la secreción de péptidos aumenta. El mecanismo de la secreción también se 
observó cuando los macrófagos endocitan altas concentraciones de proteína soluble 
como la OVA. Se ha reportado que células ováricas de hamster chino (CHOI. no 
fagocítlcas, infectadas con Salmonella araA· recombinante acarreadora de la 
nucleoprotelna del virus de la influenza tipo A, no son reconocidas por linfocitos T 
cltotóxicos específicos contra epitopos de la nucleoproteína; lo cual sugiere que dentro 
de los macrófagos Salmonella es degradada y sensible a la acción de los linfocitos T 
citotóxlcos, mientras que al infectar otro tipo celular evade el ataque de de los 
linfocitos T citotóxicos. 

Cabe mencionar que Salmonella provoca su entrada al macrófago, primero al 
contacto eón éste induce la formación de "ruffles• así como macropinocitosis 
generalizada de manera que los macrófagos endocitan gran cantidad de líquido junto 
con Salmonella. Dentro de los macrófagos se localiza en fagosomas gigantes o 
macropinosomas donde activa sus genes de virulencia, provocando un retraso y 
control de la disminución del pH endosómico y creando con esto un ambiente propicio 
para multiplicarse (31. Las bacterias dentro de las vesículas endocíticas contibuirían 
con gran cantidad de antígeno disponible a ser degradado dentro del compartimiento 
y de esta manera aumentarían los péptldos a secretar. Esto se ve reflejado en los 
resultados obtenidos al infectar a los macrófagos con la cepa pho flF de S. 
typhlmurium (que no sobrevive dentro de fagosomas pues posee una mutación en el 
gene pho PI así como en los cocultivos realizados en presencia de la bacteria muerta 
por calor; en los que no se observó un aumento en la secreción de péptidos a 
diferencia de cuando los macrófagos se infectaron con la cepa virulenta. 
Dentro del mismo contexto, la activación de macrófagos por el IFN-r favorece el 
evento de la secreción de péptidos, lo cual tal vez se deba a un aumento en la 
fagocitosis que de igual manera favorecería la ingestión de altas concentraciones de 
antígeno. 

En cuanto al procesamiento de Salmonella, se plantea que probablemente 
suceda en una vesícula de pH neutro o de ambiente similar al citosol que posea 
proteasas diferentes a las lisosomales ya que la secreción de péptidos por los 
macrófagos no se inhibe con el tratamiento con cloroquina. Debe tratarse de una 
vesícula 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 la OVA se encuentra en el citosol de la célula. 

Por otra parte no se puede descartar la posibilidad de un proceso de proteólisls 
extracelular ya que los macrófagos secretan varias proteasas que actúan a pH neutro 
como la elastasa (_751, la colagenasa (76), el activador del plasminógeno (77), la 
angiotensina convertasa, etc (78). Pero si se descarta el efecto de proteasas 
provenientes del suero (791 ya que RMA-S cultivada con la bacteria muerta por calor 
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no aumenta su expresión de moléculas de clase l. 
Los péptidos secretados son reconocidos por linfocitos T citotóxlcos 

provenientes de ratones infectados con Salmone/la l'(phimurium, lo cual Indica que 
estos péptldos se generan en la infección natural y activan clonas de linfocitos T 
citotóxlcos especllicos contra la bacteria, de manera que son capaces de generar 
péptldos anti génicos que son reconocidos por linfocitos T CDS•. 

El hecho da que el macrófago presente péptidos de Salmonella por moléculas 
de clase 1 y por clase 11 permitirla la activación de las dos poblaciones de linfocitos, los 
coa• y C04 •,para que participaran en la respuesta protectora contra la bacteria. Los 
linfocitos co4• Th1 activados producen IFN-y, el cual al activar macrófagos 
favorecerla la degradación de la bactarla dentro de los fagosomas, y de la misma 
manera los linfocitos C04 • Th2 activados producen lnterleucinas que generarlan la 
respuesta de anticuerpos especlficos. Por su parte los linfocitos T coa• al lisar los 
macrófagos infectados dejarían accesible a la bacteria para la acción de los 
anticuerpos y el complemento. 

La secreción de péptldos provenientes de antlgenos que son endocitados 
permitirla la activación de linfocitos CDS• por antígenos que no tienen acceso al 
citosol como serla el caso de proteínas solubles, varios parásitos y bacterias 
intracelulares como Toxoplasma (80), Plasmodium (81), Chlamydia (82) y 
Mycobacterium. 

La función natural de las moléculas vaclas se desconoce y el hecho de que 
puedan presentar péptidos de antlgenos endocitados tendrla relevancia en la 
generación del repertorio de linfocitos T CDS•, porque permitirla la presentación por 
moléculas de clase 1 de péptldos provenientes de protelnas de secreción como las 
protelnas del suero ó de matriz extracelular. En el timo durante la ontogenla de los 
linfocitos T, muchas células inmaduras mueren por apoptosis de manera que los 
antlgenos celulares estan presentes en altas concentraciones y accesibles a ser 
endocitados por los macrólagos y células dendrlticas tlmicas, las cuales podrlan 
secretar péptidos capaces de unirse a moléculas de clase 1 vaclas de células 
epiteliales, macrófagos y células dendrlticas para participar en la selección de linfocitos 
T CDS•. En el futuro se pretende caracterizar los péptidos secretados para 
compararlos con los péptidos presentados por la vla endógena convensional. 
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