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RESUMEN

El TcR de los linfocitos T CD8' reconocen péptidos antigénicos unidos a moléculas clase |
del MHC. La gran mayoria de los péplidos que estimulan a los linfocitos CD8’ provienen de
proteinas sintetizadas endégenamente que son degradadas dentro del citosol. Sin embargo hay
algunas evidencias de que los linfocitos CD8’ también pueden ser inducidos por proteinas solubles
o por microorganismos intracelulares, sin alcanzar la ruta de procesamiento de antigenos
enddgena; por lo que se planteé la posibilidad de dilucidar los mecanismos que pudieran estar
involucrados en la generacién de péptidos de origen exdgeno, que se unan a moléculas clase | del
MHC.

' Se observé que macrofagos infectados con Salmonella typhimurium secrelan péplidos
capaces de unirse a moléculas clase | del MHC. En estos experimentos, el timoma RMA-S,
deficienie en TAP-2 y por lo tanto con moléculas clase | inestables en la membrana citoplasmica,
fué co-cultivado durante 18 horas a 37 ° C con macréfagos infectados con Salmonella o con
macréfagos no infectados. Consecutivamente la cantidad de moléculas D°y K®, que son alelos de
clase |, sobre las células RMA-S se midié por citomeria de flujo. La cantidad de moléculas de
clase | del MHC estables se vié incrementada cuando se cocultivaron con macréfagos infectados
al comparar con el co-cultivo con macréfagos no infectados, las moléculas clase | de las células
RMA-S también aumentaron su estabilidad al ser cocultivadas con los macrofagos peritoneales
aun sin infectar por lo que es probable que se estén procesando otros péptidos de origen exégeno.
El experimento de cocultivo con Salmonella typhimurium marcada radiactivamente mostré que el
origen de los péptidos acoplados a las moléculas clase | de las RMA-S es de la bacteria procesada
por el macréfago.

La capacidad de los macrofagos para secretar péptidos al medio no fué influenciada por
inhibidores de la actividad endosomal pero si requiere de células metabélicamente activas y con
fenotipo fagocitico.

Las observaciones sugieren que los antigenos exégenos son capaces de inducir respuesta
inmune mediada por clase | del MHC al cargar moléculas vacias con péptidos antigénicos
secretados.



INTRODUCCION

Generalidades sobre el procesamiento de antigenos.

El receptor del linfocito T (TCR) reconoce a los antigenos en el contexto de las moléculas de
clase | o de clase 1l del sistema principal de histocompatibilidad (MHC). Los antigenos presentados en el
contexto de moléculas clase | son péplidos que provienen de proteinas enddgenas degradadas en el
citosol de la célula presentadora de antigeno (APC); a este fenébmeno se le denomina procesamiento de
antigenos. El complejo péptido-molécula de clase | es reconocido por los linfocitos T citotéxicos CD8”
los cuales tienen como funcién lisar a la APC; esta citotoxicidad representa un mecanismo de defensa
contra la replicacion viral, la produccién de células tumorales y los pardsilos o bacterias de residencia
intracelular citosolica prolongada(1,2).

Debido a que los péptidos que se presentan por moléculas de clase | provienen de broteinas
sintetizadas por la APC, a esta forma de procesamiento se le conoce como via endégena (Fig 1). Se ha
propuesto que el complejo multienziméatico proteasoma es el encargado de degradar a los antigenos del
citosol; los péptidos que ahi se generan son translocados al lumen del reticulo endopldsmico mediante la
bomba formada por las subunidades protéicas transportadoras de péptidos antigénicos Tap 1 y Tap 2.
Dentro del lumen del reticulo endoplasmico se ensamblan los ires elementos (cadena pesada, péplido y
2-microglobulina) que constituyen a las moléculas de clase I. Inicialmente los péptidos antigénicos se
unen a la cadena pesada, posteriormente al complejo cadena pesada-péptido se le asocia la p2-
microglobulina y finalmente este complejo timolecular es transportado a la superficie celular a través det
complejo de golgi. Es importante sefialar que el mecanismo descrilo anteriormente es la principal fuente
de péptidos de la via endégena, sin embargo, ofro sitio de generacién de péptidos antigénicos lo
constituye el mismo lumen del reticulo endopldsmico, ya que dentro de este se lleva a cabo la
degradacion de proteinas con conformaciones defectuosas, asi como la eliminacidn de los péptidos sefal
de las proteinas que deben seguir la via clasica de exocitosis, por lo tanto algunos de estos péptidos
también son presentados en el contexto de moléculas de clase | (1,2).

Las principales caracteristicas de los péptidos que se presentan por moléculas de clase | son las
siguientes: 1)los péplidos son de 8 o 9 aminoacidos, 2)dentro de sus secuencias tienen aminoécidos que
les permiten anclarse al nicho de unién para péplidos de la molécula de clase | y por lo general son dos
aminoacidos diferentes, 3) los aminoacidos de anclaje, también conocidos como amino4cidos concenso,
se presentan en posiciones conservadas 4) los aminoacidos concenso varian segun los alelos; (tabla I).
Aquellos péptidos que reunan todas las caraclteristicas descritas anteriormente son capaces de unirse con
alta afinidad a las moléculas de clase |, por lo tanto su vida media en la superficie celular es de
aproximadamente 72 horas; en cambio los péptidos que se unen con baja afinidad a las moléculas de
clase |, debido a que solamente cumplen con alguna de las caracteristicas mencionadas, tienen una vida

media en |a superficie celular de aproximadamente 15 minutos.



CITOSOL

Fig. I: Representacién esquematica de la via endégena de procesamiento y presentacion de antigenos por moléculas
clase | del MHC. RE: reticulo endopldsmico, N: nicleo celular,

ya que existen moléculas de clase | que pierden al péptido
1ando a las conocidas moléculas vacias que son capaces de
2mpre y cuando estos se encueniren en altas concentraciones
caracteristicas de union de alta afinidad (1).
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Tabla |. Caracteristicas de los peptidos que se unen a moléculas de clase | del MHC, los alelos A2 y B27 son de
humano, Ky D son alelos de ratén (3).




En este trabajo se empled la linea celular RMA-S la cual es un timoma murino con la peculiaridad
de no poseer transporte de péptidos endégenos del citosol al lumen del reticulo endoplasmico, eslo se
debe a una mutacién en el gene que codifica para la molécula Tap 1, de manera que las moléculas clase |
que logren ensamblarse habran adquirido péptidos sub6ptimos que se generan dentro del lumen del
reticulo endoptasmico por lo que al amibar a la superficie pierden el péptido y quedan como moléculas
vacias, estas son capaces de unir péptidos 6ptimos lo que devuelve su funcionalidad, (Fig. 2).

Fig. 2: Representacion esquematica de la generacidn de moléculas de clase | del MHC ensambladas con péptidos
subdptimos en la linea celular RMA-S que no posee transporte de péptidos citosdlicos hacia el lumen del reticulo
endoplasmico.

Las moléculas de clase Il presentan péptidos antigénicos a los linfocitos T cooperadores CD4+.
La funcién de estos linfocitos es la produccion de diferentes linfocinas tales como: IL-2, necesaria para la
proliferacion de los linfoctos T, IL-4, IL-S e IL-10, indispensables para la diferenciacion del linfocito B a
célula plasmatica; INF y necesario para la activacion de macréfagos (1,2).

Los determinantes antigénicos presentados por moléculas de clase |l provienen de proleinas
exégenas intemalizadas por las APC ya sea por pinocilosis 0 endocitosis mediada por receptores para el
caso de proteinas solubles y por fagocitosis para el caso de pardsitos y bacterias, por lo tanto a los
mecanismos de procesamiento de estos antigenos se le conoce como via exégena (Fig. 3) (1,2). El
procesamiento de los antigenos exogenos se lleva a cabo dentro de los endosomas y/o lisosomas, donde
las proteasas catepsina D y E se encargan de generar péplidos que se unen a un sitio exclusivo formado



por la cadena a y la cadena p de las moléculas de clase ll, este complejo iimolecular ya ensamblado es
transportado a la superficie celular. Debido a que las moléculas de clase Il son proteinas
transmembranales deben ser translocadas al lumen del reticulo endoplasmico por lo que algunos de los
péptidos alli presentes pueden unirse a las moléculas de clase 1i, aunque este evenlo ocure de manera
muy ineficiente, ya que denlro del lumen del reticulo endoplasmico la cadena « y la cadena [} se asocian
con la cadena invariante, la cual es una proleina que tiene dos funciones, una de ellas es conferida por su
exiremo carboxilo terminal evitando que los péplidos presentes en el lumen del reticulo endoplasmico se
unan a las moléculas de clase Il y la otra reside en su extremo amino {erminal donde se localiza la
secuencia de trafico responsable de guiar a las moléculas de clase Il hacia los compartimentos
endosomales via el complejo de golgi. Dentro de los endosomas las moléculas de clase i se disocian de
la cadena invariante Ja cual es degradada alli mismo, dejando asi a las moléculas de clase Il en condicién
de unir a los péplidos exdgenos presentes abundantemente en los compartimentos endosomales (1).

ENDOSOMAS \
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Fig.3: Representacion esquemdtica de la via exdgena para el procesamiento y la presentacién de antigenos por
moléculas de clase [l del MHC.

Los péptidos que se unen con alta afinidad a las moléculas de clase Il son de 12 a 24
aminoacidos de longitud y dentro de sus secuencias también se presentan aminoécidos de anclaje que
por lo general son tres y sus posiciones varian de acuerdo al alelo (tabla 2), (1,4).
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Tabla 2. Caracteristicas de los péptidos que se unen a fas moléculas de clase Il del MHC, (*) residuos sin carga
positiva (4).

Generalidades sobre la infeccidn por Salmonella typhimurium.

Salmonella typhimurium es un patégeno intracelular que provoca en los ratones una infeccién
similar a la fiebre tifoidea. El mecansimo basico de patogenicidad de todas las Salmonellas es su
capacidad de penetrar e invadir (sobrevivir y multiplicarse) en diferentes tipos de células del hospedero
tales como células epiteliales y macréfagos (5). ‘

Las infecciones con Salmonella se inician con la ingestién de agua o alimentos contaminados; las
bacterias ingeridas se dirigen al intestino delgado distal donde atraviezan el epitelio intestinal asocidndose
posteriormente a las células M de las placas de Peyer. Después de penetrar las bareras del epitelio
intestinal, las Salmonelias son fagocitadas por los macréfagos sobreviviénde dentro de ellos siendo
transportados hacia los ganglios linfaticos regionales, al bazo y al higado, donde la bacteria continia
mulliplicAndose para finalmente diseminarse por el torrente circulatorio ().

Los mecanismos moleculares de virulencia involucrados. en la fase de invasién y multiplicacion
intracelular se conocen parcialmente; inicialmente la bacleria es fagocitada por el macréfago alcanzando
con ello la via endocitica, es decir que intracelularmente la bacleria se localiza dentro de vacuolas
endosomales genéricamente denominadas fagosomas. Posteriormente el fagosoma se fusiona con los
lisosomas para formar la estructura conocida como fagalisosoma y es dentro de éste donde las bacterias
son destruidas por la acci6n de diversos mecanismos oxidativos y no oxidativos (como la accion de
proteasas) (7).



Se ha demostrado que en la mitad de los fagosomas donde Salmonelfia es capaz de mulliplicarse,
no se efectiia la fusion con los lisosomas, por lo tanto la inhibicién de la formacion del fagolisosoma es el
mecanismo fundamental de virulencia que le permite a esla bacteria sobrevivir dentro del macréfago (8).

En la respuesia inmune inicialmenle se genera una respuesta independiente de células T, en
elapas tardias se da inmunidad mediada por células; en el establecimeinto de esta inmunidad protectora
la participacion de linfocitos T CD4+ ha quedado de manifiesio dado que a ratones a los que se les ha
eliminado sus linfocitos T CD4+, pierden 1anto la capacidad de controlar la mulliplicacién de la bacleria
como la resistencia a la infeccion; ademés, ratones no inmunes transferidos con linfocitos T CD4+
provenientes de ratones infectados subletalmente, se les confiere inmunidad prolectora. Por otro lado, la
participacién de linfocitos T CD8+ en los mecanismos de proteccion contra Salmonella no han sido
estudiados en detalie a pesar de que su paricipacion podria ser de gran utilidad para liberar a las bactenas
que residen dentro de los macréfagos infectados (9).



ANTECEDENTES

En ratones inmunizados con proteinas solubles se observa una respuesta inmune por la
produccon de anticuerpos y de linfocitos T CD4”, pero en eslos casos no es posible obtener respuesta de
linfocitos T citotéxicos. Para inducir respuesta de LT CD8" con antigenos solubles se han descrito tres
procedimientos diferentes: 1) inmunizacién con células que fueron sometidas a choque hipoténico
hiperiénico en presencia de altas concentraciones de la proteina soluble (10,11), 2) inmunizacién con
células transfectadas con el gene de la proteina (10) y 3) inmunizacién con macréfagos de bazo o
peritoneales, los cuales fueron previamente cultivados in witro con el anligeno (11,12). De los
procedimientos descritos anteriormente, el primero y el segundo tienen como objetivo introducir a la
proteina en el citosol, lo que significa que los mecanismos de procesamiento de antigeno que participan
son los de la via end6gena. Para el tercer caso no estan definidos los mecanismos de procesamiento de
antigeno que pudieran estar participando, ya que la via enddgena no esta involucrada puesto que las
proteinas intemalizadas por pinocitosis o por endocitosis no son liberadas de los endosomas al citosol; por
otro lado, la via exdgena tampoco esta involucrada debido a que las moléculas de clase | no tiene acceso
a los compartimientos endosomales. La parlicipacion de proteasas séricas fambién ha sido excluida ya
que la incubacién del antigeno soluble con suero no genera los péptidos que se presentan por moléculas
de clase | vacias; por lo tanto la hipotesis propuesta sefiala que parlicularemente los macréfagos posean
mecanismos de irafico intracelular de endosomasfiisosomas que promuevan el acceso del antigeno con la
via de exocitosis de las moléculas de clase |, o bien, que en los macréfagos exista un mecanismo que
permita el paso de proleinas de los endosomas hacia el citosol (11, 12, 13, 14 y 15).

Otras evidencias de que existen mecansimos altemativos que pemmiten la presentacién de
antigenos exdgenos en el contexto de moléculas de clase | son los siguientes: 1) La generacién de
respuesta de linfocitos T citol6xicos en ratones infectados con Toxoplasma gondii, un parésito intracelular
que infecta todo tipo de células de mamiferos y que no migra al citosol. Estos linfocilos CD8+ lisan alas
células infectadas y liberan INF-y, participando en el establecimiento de un estado de proteccién
especifica (16); 2) la generacion de respuesta de linfocitos T citoiéxicos en ratones inmunizados con
esporozoitos irradiados especificamente en contra de la proteina circunsporozoitica de Plasmodium
berghei y Plasmodium yoelii. En ambos casos se ha demostrado que los linfocitos CD8+ participan en los
mecansimos de protecciéon mediante la destruccién intrahepética del parésito (17); 3) la generacion de
linfocitos T citotoxicos en ratones inmunizados con cepas atenuadas de Salmonella typhimurium, las
cuales son empleadas como vectores para clonar y expresar de manera estable genes extrafios. Con este
sistema ha sido posible generar respuesta de linfocitos T CD8+, en contra de la proteina
circumsporozoitica de Plasmodium yoeli (18) y de Plasmodium berghei (19), asi como contra la
nucleoproteina del virus de influenza A (20); 4) de moléculas HLA-B53 aisladas de habitantes del oesle
de Africa, quienes son resistentes a la malaria, se obtuvo un péptido que proviene de antigeno LSA-1, el
cual se expresa en el estadio hepatico del pardsito, mas aun, solamente esa secuencia fué reconocida por



clonas de linfocitos T restringidas por B53 (21). Es importante enfatizar que en los casos sefialados
anteriormente no se ha documentado que los antigenos entren en el citosol o en el lumen del reticulo
endopladsmico de la APC.

Empiezan a ser investigados los mecanismos que emplean los fagocitos para que, a partir de
parasitos intracelulares que no migran al cilosol, sean capaces de generar los péptidos del parasito
adecuados para ser presentados por moléculas de clase !. Recienlemente se describié que los
macréfagos peritoneales infectados con Escherichia coli o con Salmonella typhimurium, las cuales
expresan un epitopo para linfocitos T CD8+, fueron capaces de aclivar a la clona especifica; en este caso,
la presentacién del antigeno no fué bloqueada por los inhibidores clasicos de la via endogena:
cicloheximida y brefeldina A; lo que llevé a concluir que el procesamiento se pudiera estar llevando a cabo
en vacuolas intracelulares y que los péplidos alli generados pudieran ser rejurgitados y reintemalizados
nuevamente, lo que les permitiria incorporarse a la via de exocilosis de las moléculas de clase | (22).

De acuerdo a los antecedentes aqui mencionados, se planted la hipétesis de que los macrofagos
infectados con Salmonella typhimurium, secretan péplidos bacterianos capaces de unirse a moléculas de
clase | vacias expresadas sobre la superficie celular de los mismos macréfagos o de células vecinas (Fig.
4).
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Fig. 4: Los probables mecanismos involucrados en el procesamiento de antigenos exégenos que se presentan por
moléculas de clase | se representan en rutas con flechas punteadas, y pueden ser el paso de proteinas y/o
péptidos al citosol, fusion de vesiculas exociticas y/o reciclaje y secrecion de péplidos al medio extracelular. Las

flechas continuas representan las rutas que se llevan a cabo para la presentacién de antigenos por moléculas de
clase |y de clase |l del MHC.



OBJETIVO GENERAL

Determinar que los péptidos secretados por macréfagos infectados con Salmonella typhimurium son

capaces de unirse a moléculas de clase |.

OBJETIVOS PARTICULARES

« Determinar que los macréfagos infeclados liberan proteinas y/o péptidos al medio extracelular.

» Determinar la capacidad de los péptidos bacterianos de unirse a moléulas de clase I.

o Analizar si la capacidad de liberar productos al medio extracelular es una caracteristica exclusiva de
fagocitos.

+ Determinar la importancia del metabolismo en la capacidad de los macréfagos infectados de liberar
productos al medio extracelular.

« Analizar la importancia de la actividad endosomal sobre la capacidad de liberar péptidos al medio
extracelular.
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MATERIALES Y METODOS

Ratones: La cepa de raton BALB/c (H-2%) fué proporcionada por el bioterio del Instituto Nacional de
Higiene y por el Institulo de Investigaciones Biomédicas de la Universidad Nacional Auténoma de

Meéxico.

Cepa bacteriana: Para el estudio se utilizd la cepa bacteriana Salmonelfa typhimurium LT2 con fenotipo

avirulento, proveniente del cepario de la unidad de investigacion médica en inmunoguimica.

Anticuerpos monoclonales: Se utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales:
+ 11.4.1 que reconoce moléculas de clase | KX

+ K10.56 que reconoce moléculas de clase | K®.

« B22 que reconoce moléculas de clase | D,

» 28 1485 que reconoce moléculas clase | D°.

« Y3 que reconoce moléculas clase | K®

Lineas celulares: Se utilizaron: el timoma murino RMA-S (H-2°) que es deficiente en Tap 2, el timoma
murino RMA, el fibroblasto murino L9829 (H-2", y la linea de monocites-macréfagos de ratén J774 (H-

29.

Macrofagos peritoneales: Los macrofagos peritoneales se indujeron de ambas cepas de ratones por
administracion intraperitoneal (i.p.) de 500 ml de peptona al 10%; tres dias después se exirajeron las
células del exudado peritoneal con 5mi de solucién HANKS a 4°C con 100 U/ml de Heparina, después
de un lavado,las células se determiné el nimero de células y se cultivaron en placas de plastico de 12
pozos, en medio RPMI 1640 complementado con un 20% de suero fetal bovino (RPMI-20); después de
2 horas se retiraron las células no adherentes y se procedié al conteo, de manera que se obtiene el
numero aproximado de células adherentes por pozo. Los macréfagos asi obtenidos se emplearon para

los ensayos de infeccién.

Cultivo de la bacteria: Para los ensayos de infeccién con Salmonella typhimurium la cepa LT2 se
cullivé en medio BHI (infusién cerebro-corazén) durante 3 horas a 37°C y 175 rpm de agitacion, en
seguida el cultivo se lav con solucién salina isoténica y se centrifugd a 2000 rpm durante 15 minutos,
por espectrofotometria, a suspensién bacteriana se ajustd a una densidad 6ptica de 0.6 de absorbancia
midiendo a una longitud de onda de 540 nm; esto nos aproxima a una concentracion de 1 x 10°
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bacterias por ml, (en base a un ensayo Mac Farland realizado en el laboratorio). La suspension
bacteriana se mantuvo en frio hasta su utilizacion para la infeccién de las células.

Marcaje de la bacteria: La cepa LT2 se cultivd en medio minimo A durante toda la noche, el ajuste a
una concentracion de 1 x 10° bacterias por mi se efectué por espectrofotometria al ajustar la suspension
a 0.4 de absorbancia midiendo a una longitud de onda de 600 nm, para marcaria radiactivamente al
cultivo ya ajustado se le agregé 100 uCi de cada uno de los siguientes aminoacidos tritiados: alanina,
leucina, isoleucina y valina, después de 20 minutos de cuitivo, la bacteria se lavo dos veces con

solucion salina isoténica y se mantuvo en frio hasta su utilizacion para la infeccion de las células.

Ensayo de infeccién con S. typhimurium: Al cultive de macréfagos ya adheridos se les adiciond una
alicuota de la bacteria cultivada, procurando una proporcién minima de 1:10, la infeccion se dejo
progresar a lo largo de 20 minutos al término de los cuales el medio se retiré de cada uno de los pozos y
se lavo 5 veces con HANKS que contenia 10 mg/ml de gentamicina y se dejaron en reposo hasta el

cocultivo con 1mi de RPMI-20 con 50 pg/mi de gentamicina.

Cocultivo: De una supensién de 1 x 10° por mi de medio de la linea celular RMA-S, se tomé 600 ml
para agregarse a cada uno de los pozos con los macréfagos recientemente infectados, se procedié a
incubarlos durante 18 horas a 37°C, en RPMI-20.

Determinacién de {a expresion de moléculas de clase I: La cuantificacion de la cantidad de
moléculas K° y D® sobre la superficie de la linea RMA-S (cocultivadas con macrofagos), se lleve a cabo
por inmunofluorescencia indirecta, para lo cual Ias células una vez extraidas del cocullivo y lavadas, se
incubaron durante 30 minutos a 4°C con los anticuerpos monoclonales 11.4.1, K1056 y B22 6 281485,
se efectuaron dos lavados con el amortiguador salino de fosfatos (PBS) con 2% de suero fetal bovino y
se les agreg6 anticuerpos conjugados con isotiocianato de fluoresceina (Ig-G de cabra anti-ig-G de
ratén) y nuevamente se incubaron durante 30 minutos a 4°C, después de 2 lavados se resuspendieron
en una solucién de ioduro de propidio en PBS a una concentracion de 100 mg/ml; éste se incorpora al
DNA de manera que unicamente las células con membrana permeable 6 muerias se tifien posibilitando
su eliminacion en las mediciones de la fluorescencia. De igual manera se prepararon los controles
positivos para los anticuerpos con el timoma RMA y los niveles basales de fluorescencia en la linea
RMA-S con cada uno de los anticuerpos, el anficuerpo 11.4.1 se utilizé como control negativo.
Finalmente Ia intensidad de fluorescencia se cuantificé en un citémetro de flujo (FACScan) y los datos
se analizaron con el software LYSIS Il (Beckton and Dickson).

Inmunoprecipitacién de moléculas clase | de la células RMA-S: A partir de RMA-S provenientes de

un ensayo de infeccién y cocullivo, empleando bacteria marcada radiactivamente, se procedio a
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inmunoprecipitar a las moléculas de clase | expresadas en la superficie; para ello las células se
resuspendieron e incubaron en hielo durante 30 minutos con amorliguador de lisis (nonidet 40 al 1%,
NaCl 0.15 M, EDTA 5 mM, fenil-metil-sulfonil (PSFM) 1 mM; leupeptina y aprotinina 1 mM en Tris 50
mM, pH 7.8). Posteriormente se centrifugaron 15 minutos a 10 000 rpm y el sobrenadante se transfirié
a un microtubo y se incub6 2 horas a 4 °C con el anticuerpo Y3 (anti K, posteriormente se adiciond 200
pl de una suspensién de Staphylococcus cowan al 10% (que posee receptor para la fraccién conslante
del anficuerpo Y3), y se incubd otras 2 horas, al témmino del tratamiento se recuper6 el paquete
bacteriano y se lavo 4 veces con el amoriguador de lisis y una vez con Tris 50 mM pH 7.8. La
radioactividad presente en el inmunoprecipitado se determiné en un contador de centelleo liquido.

Determinacion de marca radiactiva: Se efectuaron un ensayos adicionales de infeccion y cocultivo
con bacteria marcada radiactivamente, se separaron los macréfagos infectados, las células RMA-S y el
medio de cullivo sobrenadante, en cada fraccion se efectud la técnica de TCA para determinar residuos
protéicos radiactivos, las cuentas por minuto se detectaron en un contador de centelleo liquido.
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RESULTADOS Y ANALISIS

1) Cinética de infeccién de los macréfagos.
Se efeclud una cinética controlada durante 24 horas donde se manejaron ires relaciones
macrofago:bacleria (gréfica 1), con el fin de establecer las condiciones ideales para la infeccién y el

tiempo oplimo que requieren los macréfagos para controlaria.

MILES DE BACTERIAS

HORAS

1:5 1:10 1:100
-

Proporcion macréfago bacteria

Gréfica L. Cinética de infeccién de macréfagos peritoneales con S. typhimurium.

Como podemos observar en la grafica 1, con las tres relaciones macréfago/bacteria fué posible
detectar, una hora después de la infeccion, la presencia de Salmonefia dentro de los macréfagos; sin
embargo Unicamente se observé multiplicacion bacteriana con la relacién 1:100. A fas 24 h post-
infeccion observamos una disminucion del nimero de bacterias intracelulares para las tres relaciones
empleadas, aunque el control de la infeccién fue mas eficiente en la relacién 1:10, por lo que los
subsecuentes experimentos se llevaron a cabo empleando dicha relacién macréfago:bacteria.
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2) Expresion de moléculas de clase | en la linea celular RMA-S,

El analisis de la expresion de moléculas de clase | en la linea celular RMA-S se efectud
mediante la medicién de {a inmunofluorescencia indirecta en un citémetro de flujo.

Enlas graficas 2, 3, 4, 5y 6, se muesra el nivel de expresién de moléculas de clase K® y D
en el timoma de ratén RMA-S. La grafica 2 comesponde al histograma de fluorescencia cuando la
tincién se realizé empleando un anticuerpo no especifico (MFC 2.28), En la grafica 3 se muestra el
histograma de expresién de moléculas K® al tefiir con el anticuerpo K10.56 (MFC 20.21) el resultado se
puede contrastar con la expresion de K" sobre la linea celular RMA (control positivo) cuyo histograma se
muestra en la grafica 5 (MFC 217 .4, aproximadamente 10 veces mayor a la fluorescencia emitida por la
linea RMA-S). La grafica 4 corresponde al hislograma de fluorescencia emitida por la expresién de
moléculas D® al tefir con el anticuerpo 28.14.85 (MFC 13.53), este resultado también se puede
comparar con el obtenido para la linea celular RMA (control positivo) cuyo histograma se muestra en la
grafica 6 (MFC 85.65, aproximadamente 6 veces mayor que la emitida por la linea RMA-S).

Gréfica 2: RMA-S testigo negativo, anticuerpo 11.4.1. Mediana: 2. 28
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Gréfica 4: RMA-S tincién de moléculas clase | D°. Media: 13.53.
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Grafica 5: RMA tincion de moléculas clase IK®, anticuerpo K10.56. Media: 217.4, Mediana: 194.55.

Grafica 6: RMA tincién de moléculas clase | Db, anticuerpo 281485. Media: 85.65, Mediana: 69.16.
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3) Expresion de moléculas de clase | en la linea celular RMA-S provenientes de los cocutltivos.

La estrategia del cocultivo de macréfagos infectados y no infectados con células RMA-S, nos
permitid reconocer en las mismas un incremento en la expresién de moléculas de clase | en la
superficie.

Con la finalidad de visualizar los incrementos en la expresion de las moléculas de clase | en los
diferentes tratamientos, en la gréfica 7 se conjuntan los andlisis citométricos de las siguientes muestras:
El control negativo, con una media de la intensidad de fluorescencia de 2.8; la expresion de moléculas
K® en RMA-S no cocultivadas con una media en la intensidad de fluorescencia de 20.21; la expresion de
1as moléculas K° en RMA-S provenientes de cocultivo con macréfagos no infectados con una media de
intensidad de fluorescencia de 32.49; y la expresion de moléculas K° en RMA-S provenientes del
cocultivo con macréfagos infectados con una media de 40.68. Tal incremento en la expresion de las
moléculas clase | en las RMA-S cocullivadas con macréfagos previamente infectados o bien sin infectar
nos hacen pensar que ademas de la aparente liberacién de péptidos por parte de los macréfagos, estos
provienen de proteinas ajenas Salmonella, y el ligero incremento encontrado en macrdfagos infectados
puede ser indicativo de péptidos provenientes de la bacteria.

148
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Grafica 7:Los macréfagos secretan péptidos capaces de unirse a moléculas H-2 de clase |. Las células de
timoma RMA-S se cocultivaron por 24 horas con macréfagos peritoneales (RMA-S + Mf) é con macréfagos
peritoneales infectados con Salmonella typhimurium (RMA-S + Mf inf). Después del cocultivo se cuantificaron
las moléculas k® presentes en la superficie de las células RMA-S por inmunofluorescencia indirecta. Para la
tincién se utilizaron los anticuerpos especificos K10.56 6 11.4.1 y un anticuerpo conjugado a fluoresceina de
cabra anti-lgG de raton. El andlisis de citometria de flujo se realizé con el FACscan.
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Es probable que los péptidos que estabilizan las moléculas clase | en Ia superficie de RMA-S
tengan un onigen bacterino; el marcaje radiaclivo del palégeno y su empleo en un ensayo de cocultivo,
nos proporciond informacion sobre el destino de tales péptidos una vez procesada la bacteria. Los
niveles de radiactividad se determinaron tanio en el medio de cultivo de macréfagos infectados como
en las RMA-S provenientes del cocultivo, en la tabla 3 se muesiran las cpm obtenidas, en RMA-S
cocultivadas con macréfagos infectados las cpm son aproximadamente 50 veces mayores que en las
del cocultivo sin infeccién. Para cercioramos de que la unién de péptidos radiactivos se da en las
moléculas de clase | de la situadas en la superficie celular de las RMA-S, se procedié a
inmunoprecipitar tales moléculas con el anticuerpo Y3 y asi se determind el nivel de radiactividad, como
se muestra en la tabla 4, donde la radiactividad de las moléculas provenientes del cocultiva con
macrofagos infeclados es dos veces mayor que el del cocultivo con macréfagos sin infectar.

Experimento 1 (cpm) Experimento 2 (cpm)

" Medio de los Mf no infectados 22 nd

Medio de los Mf infectados

RMA-S + Mf no infectados
RMA-S + Mfinfectados

Tabla 3. Los péptidos que se unen a moléculas K® son productos de secrecién de macréfagos. c.p.m:
cuentas por minuto, Salmonella typhimunum fué marcada metabdlicamente con Alanina-*H, Leucina-H,
Valina-*H y Fenilalanina-*H (100 mCi de cada uno).

Células K22.203 (cpm) Y3 (cpm)

RMA-S + Mf no infectados 40 52

RMA-S + Mrinfectados 110
RMA-S + Mfinfectados/ clq. 46

88

Tabla 4. A partir de los lisados de RMA-S de tres tratamientos diferentes, se inmunoprecipitaron las
moléculas clase | y se determiné el nivel de radiactividad, la Salmonella typhimurium utilizada para infeccién
fué marcada de la misma manera.

4) Expresién de moléculas de clase | en RMA-S provenientes del cocultivo con las lineas
celulares L929 y J744.

Se considera que las células con mecanismo fagocitico tienen la capacidad de efectuar tanto
los mecanismos de procesamiento antigénico ya conccidos como el fendmeno de presentacion de
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antigenos exégenos (observado en macréfagos peritoneales) (15); es probable que el fenomeno que
nosotros encontramos también requiera del fenotipo fagocitico; para aveniguarlo, se llevé a cabo la
esirategia del cocultivo esta vez sustituyendo a los macréfagos peritoneales por dos lineas celulares
distintas, la linea de fibroblastos L929 no fagocitica, y ia linea de monocito-macréfago J774 con fenotipo
fagocitico. En la tabla 5 se muestran los resullados obtenidos de dos ensayos, siendo evidente el
incremento en la expresion de moléculas clase | K® en las RMA-S provenientes de los cocultivos con
macrofagos como con la linea J774 tanto infectados como sin infectar; en contraste, lanto en los
cocultivos con la linea L929 no se present6 el incremento en la media de la intensidad de fluorescencia.

Control (MFC) o K® (MFC)
RMA-S 2.28 18.04
RMA-S + L929 no infectadas 340 13.02
RMA-S + L929 infectadas 3.05 14.14
RMA-S + Mf no infectados 415 33.19
RMA-S + Mf infectados 3.89 4535
RMA-S + J774 no infectadas 295 48.20 |
RMA-S + J774 infectadas 2867 66.31

Tabla 5. Las células no fagociticas no liberan péptidos que carguen moléculas K. MFC canal de
fluorescencia media.

5) Expresion de moléculas de clase | en RMA-S provenientes de cocultivo con macréfagos
fijados y con macréfagos tratados con cloroquina.

Con el fin de determinar la importancia de un metabolismo activo en la capacidad del
macrofagos para liberar productos al medio extracelular, nuevamente se efectud la estrategia del
cocultivo esta vez bloqueando la aclividad metabdlica al fijar los macréfagos inmediatamente después
de la infeccion. Asi mismo, determinar la parlicipacién de endosomas en el fendmeno nos aportaria una
informacién imporlante para sondearlo y caraclerizarlo. Con la misma estralegia, en la tabla 6 se
muestra el analisis citoflourométrico de un experimento donde el tratamiento con cloroquina no impidio
un incremento en la intensidad de fluorescencia a los mismos niveles que sin tratamiento. En la tabla 6
también se muestra que el proceso de fijacion efecluado en un experimento, si afecta la liberacion de
péptidos que cargan moléculas K°, ya que el valor de fluorescencia equivale al nivel basal.
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Control

(MFC)
RMA-S 2.28
" RMA-S + Mf no infectados 3.40
RMA-S + Mf infectados 3.05
RMA-S + Mf infectados/Fij 4.5 14.94 J
RMA-S + Mf infectados/Clg 3.89

32.70 l

———

Tabla 6. La liberacion de péptidos para cargar a las moléculas K requieren de la actividad metabélica de los
macrofagos y los endosomas no participan. Fix: fijados. Clq: tratados con cloroquina. MFC: canal de

fluorescencia media.
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DISCUSION

En los antecedentes se plantea que dada la posibilidad de generar respuesta de LT CD8' por
proteinas solubles, es factible que las células posean mecanismos altemos a los conocidos para el
procesamiento de estos antigenos; también se plantea que la posibilidad de la paricipacién de estos
mecanismos altemos en la generacién de respuesta de LT CD8 en hospederos infectados con
microorgansimos patégenos intracelulares que no residen en el citosol; aunque ambas situaciones
podrian ser el resultado de dos mecanismos altemativos distintos entre si, o bien podrian compartir
algunas semejanzas ya que en ambos casos se generan y se presentan péptidos éptimos por moléculas
de clase | a partir de antigenos exégenos.

En la figura 3 se plantean algunas hipdiesis pertinentes para explicar como los péptidos que se
generan de la degradacion de parasitos intracelulares podrian unirse a moléculas de clase | en distintos
niveles dentro de la célula e incluso a nivel de la membrana citoplasmatica, para este ultimo caso se
plantea la posibilidad de que los péplidos generados intracelularmente sean secretados al medio
extracelular donde serian capaces de cargar a las moléculas vacias de clase | presentes en la superficie
de la célula infectada.

Esta hipdtesis la hemos abordado utilizando células RMA-S que son abundantes en moléculas
clase | vacias en su superficie cocultivadas con macrofagos peritoneales infectados con Salmonefla
typhimurium (con los cuales ya se habia observado el fendmeno de presentacién a LT CD8 de
proteinas solubles), esperando que los péptidos secretados al exterior de la célula tengan afinidad por
las moléculas de clase I. La cuantificacion de los péptidos liberados se llevd a cabo determinando el
incremento en la estabilizacién de moléculas de clase | en la superficie de las RMA-S.

El anélisis por citometria de flujo de los experimentos de cocultivo se resumen en los resultados
de la figura 2 que muestran el incremento en la expresién de moléculas K° de las células RMA-S que
fueron colcultivadas tanto con macréfagos infectados como con macréfagos sin infectar; estos datos
indican que lo propuesto en la hipétesis anteriormente descrila es correcto, asi como también nos indica
que el mecanismo de procesamiento y presentacion altemativo estd siendo empleado tanto para
antigenos solubles como para antigenos particulados. Por otro lado también nos indica que los péptidos
que presentan afinidad por clase | serian capaces de unirse no solamente a las moléculas vacias de la
célula presentadora, sino también sobre las moléculas vacias de las células vecinas. La manera de
comprobar que los péptidos que estabilizan a las moléculas de clase | provenian de la degradacion
intracelular de los antigenos exégenos fué inmunoprecipitando las moléculas K® de las RMA-S que
fueron cocultivadas con macréfagos infectados con Salmonella typhimurium previamente marcada con
aminodacidos tritiados. El hecho de que para infeclar los macréfagos con la bacteria se elimienen a
aquellas que pudieran quedar en el espacio extracelular, asi como la cuantificacion de bacterias que
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crecen intracelularmente, excluyen la posible parlicipacion de proteasas séricas en este mecanismo de
procesamiento.

La caraclerizacién del fenémeno como un evento intracelular sugiere la importancia de la
actividad metabdloca de las células presentadoras, lo cual se comprueba por el hecho de que aquellos
macrofagos que fueron fijados posterior a la infeccién no indujeron e! fendmeno (labla 5). Los
compartimentos intracelulares que presentan una alla actividad proleclitica son los endosomas
tempranos y tardios y los lisosomas, que es incluso el silio de generacién de los péptidos que se
presentan por moléculas de clase Il a los LT CD4", por lotanto, resultaba atraclivo averiguar si este tipo
de compartimentos acidos participan en este mecansimo altemativo de procesamiento antigénico.
Como se muestra en la tabla 4, un inhibidor caracteristico de la actividad proteolitica endosomal fué
incapaz de inhibir el fenomeno observado por lo que es muy probable que en las vacuolas fagociticas
se esté llevando a cabo la primera degradacién de los antigenos protéicos intemalizados por los
macrofagos, por lo tanto las proteasas (distintas de las catepsinas) que estarian llevando a cabo esta
actividad serian activas a pH no acido.

Es imporiante considerar que el fenomeno es caracieristico de células fagociticas, lo cual esta
en concordancia con lo descrito por K. Rock ef al, quienes describieron que los macréfagos esplénicos
son las céiulas responsables de procesar y presentar ovoalbimina soluble (14 y 15). Asi mismo los
resultados obtenidos estan de acuerdo a lo descrito por Harding y colaboradores (22), en el sentido de
su propuesta de que péptidos de antigenos exdgenos pudieron liberarse teniendo asi acceso a las
moléculas de clase | de la superficie celuar. Por otro lado, estos resultados no apoyan la propuesta de K.
Rock et al (14) quien describié que las membranas de los endosomas, bajo cierias circunstancias son
permeables, por lo tanto antigenos o péptidos exégenos pueden tener acceso al citosol donde serian
procesados y preseniados por el mecanismo clasico de moléculas clase |. Ninguno de los dos trabajos
anteriores mostrd evidencias experimentales de la funcionalidad del mecanismo in vivo.

Experimentos posteriores efecuados en la UIMI han demostrado que las RMA-S cocuttivadas
con macréfagos infectados con Salmonella son reconocidos por LT CD8" citotdxicos provenientes de
ratones infectados subletaimente con la bacteria, sugiriendo con ello que este novedoso mecanismo de
procesamiento y presentacién pudiera ser el involucrado en la generacion de respuesta de LT CD8" en
infecciones por microorganismos intracelulares que no se multipliquen dentro del citosol; asi mismo,
este mecansimo pudiese participar en la seleccién negativa y positiva que se lleva a cabo en el timo
duranie la generacion de repertorio inmunolégico, ya que durante esos procesos ocurre un gran nimero
de muerte celular por apoptosis y eslas células son procesadas por los macréfagos timicos por lo 1anto
existiria la posiobilidad de tener una alta densidad de péptidos secretados por eslos macrofagos que se
unirian a moléculas de clase I.

En resumen, el mecansimo de procesamiento de antigeno es exclusivo de células fagociticas e
involucra la degradacion intracelular del anligeno exdgeno con la liberacion al medio extraceluar y la
subsecuente unién de estos a moléculas vacias de clase | (Fig. 4).
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En restimen, el mecanismo de procesamiento de antigeno es exclusivo de células fagociticas e
involucra la degradacion intracelular del antigeno exégeno con la liberacién al medio extracelular y la
subsecuente union de estos a moléculas vacias de clase | (Fig. 4).

Sin embargo a continuacién se enumeran algunos puntos que requieren de ser aborados para
una mayor expresion de este fenomeno:

-El hecho de que encontremos este fendémeno in vitro, no implica que in vivo ocurra, en niveles
detectables considerables, esto significa que las implicaciones biolégicas del fenémeno no las
€onocemos.

-El fenémeno requiere de una caracterizacién mas completa con el fin de averiguar las interrogantes
que se generan sobre la forma de procesamiento de los antigenos, dénde se lleva a cabo o cudles son
las proleinas involucradas.

-Es necesario encontrar las diferencias que pueden existir al procesar proteinas solubles exdgenas y al
procesar proteinas propias del parasito intracelular, por ejemplo el tamafio de los péptidos generados y
la eficiencia del procesamiento.

-En téminos de la economia del sistema inmune, resulia inltil que se generen respuestas citotoxicas en
contra de células sanas que Unicamente estan presentando antigenos solubles, pero si estos antigenos
son de naturaleza viral o provienen de parasilos intracelulares, es posible que esla forma de
procesamiento si resulte benéfica para el hospedero.

-El fendmeno no descarta la posibilidad de que existan otros mecanismos, por ejemplo de que exista a
la vez una liberacion de péptidos hacia el citoplasma y de ahi puedan incorporarse a la ruta para clase |.
-Es importante considerar que algunos de los péplidos que se unen a las moléculas de clase | en la
superficie celular pueden tener caracleristicas subdptimas de acoplamiento, éslo puede determinarse
midiendo la cantidad de moléculas estables con respecto al tiempo, (23).

Es posibie que nutas alternativas de presentacion de antigenos ciemen la supuesta segregacion

entre las rutas de clase | y de clase | | que limitan el entendimiento de que existe necesariamente una

cooperacion entre el linfocito T cooperador y el linfocito T citotdxico durante la respuesta inmune.
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CONCLUSIONES

Existe una via de procesamiento de antigenos por medio de la cual antigenos
exégenos son presentados a linfocitos T citotéxicos a través de moléculas
de clase | del MHC.

Esta via no se inhibe por brefeldina por lo tanto es diferente de la via

enddgena.

Esta via es exclusiva de macréfagos y la degradacion de antigenos no

involucra a la via endosomal - lisosomal.

En esta via, los péptidos presentados por moléculas de clase | son
secretados al medio extracelular y se unen a moléculas vacias de clase |

presentes en la superficie celular.
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