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LISTA DE ABREVIATURAS

CPA; Célula presentadora de antigenos

Ag: Antigeno

MHC: Moléculas del complejo principal de histocompatilidad
MHC II: Moléculas clase II del complejo principal de histocompatibilidad
Ly Linfocito T

L1*P*: Linfocito T CD4 inductor

Lr®*: Linfocito T CDS8 citotdxico

Lp: Linfocito B

TCR: Receptor de linfocitos T

LG: Lisozima de gallina

IL: Interleucina

TNF: Factor de necrosis tumoral

TNFr: Receptor del factor de necrosis tumoral

RE: Reticulo endoplasmico

li: Cadena Invariante

CLIP: Péptido de cadena invariante asociado a moléculas MHC 11

MIIC: Compartimento de molécutas MHC 11



RESUMEN

Una de las funciones de las células presentadoras de antigenos es el procesamiento y
presentacion de antigenos por las moléculas clase II del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC 11) al linfocitos T™. E! procesamiento del antigeno depende de
,._M\_“s-istemas que participan en su degradacidn para generar péptid(_)s capaces de unirse a las
moléculas MHC II para ser asi presentados a los linfocitos T .

CD40 es una proteina expresada constitutivamente en las células presentadoras de
antigenos. Su ligando, CD40L, se expresa primordialmente en linfocitos T activados. La
interaccion de CD40 y su ligando ha sido ampliamente estudiada en los linfocitos B. En
estos se ha demostrado que induce proliferacién, cambio de isotipo, formacién de centros
germinales, prevencidon de apoptosis en centros germinales, generaciéon de células de
memoria, aumento en ia expresion de moléculas como: MHC 11, B7, ICAM-1 y LFA-3. Sin
embargo, a pesar de que esta interaccion induce cambios profundos en la célula
presentadora de antigenos, su papel en el procesamiento y presentacion de antigenos se ha
estudiado poco. Algunos estudios al respecto sugieren que esta interaccion mejora la
capacidad presentadora de antigeno, aunque ¢l mecanismo responsable ain es desconocido.

Este trabajo se realizé para establecer un modelo que permitiera estudiar los efectos
de la estimulacion de linfocitos B via CD40 en el procesamiento y presentacion de antigenos
por las moléculas MHC II. Ademas, se determind .si el efecto de esta estimulacion es
dependiente de la concentracion del antigeno exégeno y del origen de la proteina. El
antigeno utilizado fue la lisozima de gallina. Se examind la presentacion del antigeno en dos

lineas de linfocitos B, una que expresa en forma enddgena la lisozima de gallina (LG-



LKDEL) y otra a la que se le administrd en forma exogena la proteina. El andlisis consistio,
por un lado, en evaluar la presentacién de antigenos de linfocitos B estimulados a través de
CD40 (CD40L o anticuerpo anti-CD40). Ademis, de evaluar {a expresion de MHC 11 baio
estas condiciones.

Los resultados obtenidos indican que hay diferencias en el efecto generado por la
estimulacién de linfocitos B via CD40 en la presentacion de lisozima de gallina exogena
(LG) y de l1a forma endégena (LG-LKDEL). En el primer caso, el estimulo via CD40
aumento sutilmente fa presentacion de antigenos, pero solo a bajas concentraciones. Este
efecto no fue atribuible al procesamiento del antigeno ni a un aumento en la expresion de
moléculas MHC 11. En el caso de la LG-LKDEL, el efecto de la estimulacién a través de
CD40 permiti¢ observar una respuesta no detectable en condiciones basales y aumentar una
ya presente, lo que sugiere Ia presencia de mecanismos adicionales que favorecen la

presentacion de antigenos endégenos.



INTRODUCCION

Las células responsables de la respuesta inmune especifica son los linfocitos, los
cuales por su sitio de maduracién se han dividido en linfocitos B (Lg) y linfocitos T (L1).
Una de las principales diferencias entre estas células es su forma de reconocer al antigeno
(Ag). Los Lg reconocen al antigeno en su forma nativa a través de su inmunoglobulina de
superficie, mientras que los Ly requieren que el antigeno, casi siempre proteico, sea
procesado y presentado en forma de péptidos unidos a moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad para ser reconocidos por el receptor de linfocitos T (TCR). Existen dos
tipos de Lr; linfocitos T™ y linfocitos T™, los primeros reconocen péptidos unidos a
moléculas del MHC clase I1 mientras que los segundos reconocen los péptidos unidos a las

moléculas MHC clase 1.

En la generacion de una respuesta de Lp (humoral) intervienen una serie de factores
como la naturaleza btoquimica del antigeno. Asi, tenemos dos tipos fundamentales de
antigenos: los timo independientes y los timo dependientes. Los primeros se caracterizan por
ser principalmente polisacaridos capaces de inducir una respuesta por el entrecruzamiento de
tas inmunoglobulinas de superficie, mientras que los antigenos timo dependientes son
proteinas cuya unidn a la inmunoglobulina de superficie es insuficiente para activar
directamente al Lp. Asi, en la generacién de una respuesta de Ly a antigenos timo
dependientes es necesaria, la participacién de Ly . Para una optima colaboracion de estos
se requiere su activacion, para lo cual es necesaria fa interaccion con una célula presentadora

de antigenos (CPA), una de las cuales son los Lg .



En la comunicacion Li-Lp intervienen tanto interacciones celulares como moléculas
solubles. La primera categoria incluye la interaccidn fisica célula-célula entre las cuales
encontramos: moléculas de adhesion, TCR-MHC-péptido y moléculas coestimuladoras. La
segunda categoria esta integrada por moléculas solubles como las interleucinas (IL) 2, 4, 10,
etc.>

Entre las interacciones de superficie son importantes las moléculas de adhesion; en
particular, LFA-1, ICAM-3 y CD2 en Ly, las cuales interactGan con ICAM-1 (ICAM2})
(ICAM-3), LFA-1 y LFA-3 en CPA respectivamente. Estas interacciones permiten una
aproximacion entre ambas células para facilitar el reconocimiento del péptido unido a las
moléculas del MHC, lo cual constituye la primera sefial de activacion del Ly . Sin embargo,
esta sefial no es suficiente. Por lo tanto, se requiere una segunda sefial la cual es generada
por moléculas coestimuladoras,

Los sistemas de coestimulacion mas conocidos son B7 y CD40 con sus respectivos
ligandos. La primera pertenece a la superfamilia de las inmunoglobulinas y se han
encontrado dos variantes B7.1 (CD80) y B7.2 (CD86) que se expresan en CPA activadas.
Sus ligandos son CD28, expresado constitutivamente por Ly y CTLA-4 expresada en Ly
activados™®. La interaccion con CD28 induce una sefial de activacion mientras que la
interaccion con CTLA-4 genera una sefial inhibidora al L.

La segunda pareja de moléculas coestimuladoras es CD40 y su ligando (CD40L). Ambas
son glicoproteinas, la primera se expresa constitutivamente en las CPA y pertenece a la

familia del receptor del factor de necrosis tumoral (TNFr), mientras que la segunda se



expresa predominantemente en L™ activados’ y pertenece a la familia del factor de
necrosis tumoral (TNF).

La importancia de la interaccién de CD40 y su figando fue inicialmente demostrada
en pacientes con sindrome de hiper-IgM que se caracteriza por niveles altos de IgM pero
niveles reducidos de otros isotipos en la respuesta a antigenos timo dependientes. Este
problema es secundario a mutaciones en el gen de CD40L.

La interaccion de CD40-CD40L tiene numerosos efectos que dependen del tipo de célula
que exprese el receptor, su estadic de maduracion y la presencia de otras sedales
coestimuladoras.

Los efectos de la estimulacion via CD40 han sido estudiados en los Lz y se sabe que
interviene en su proliferacion, locomocion, carﬁbio de isotipo, formacién de centros
germinales, prevencion de apoptosis, generacion de Lg de memoria, aumento en la expresion
de moléculas como MHC I[I, B7, ICAM-1, LFA-3. Sin embargo, a pesar que esta
interaccion induce cambios profundos en [a CPA, su papel en el procesamiento y
presentacion de antigenos se ha estudiado poco’.

El procesamiento y presentacion de antigenos consiste, en términos generales en la
generacion de péptidos provenientes de un antigeno para formar I6s complejos péptidos-
MHC, los cuales van a ser reconocidos por el TCR en el Ly para iniciar una respuesta
inmune.

Los antigenos pueden ser endogenos o exdgenos. Los primeros son derivados de
proteinas que se sintetizan en el interior de la célula, su procesamiento depende de su

localizacion intracelular. Los antigenos exdgenos son proteinas que ingresan a la célula por



endocitosis mediada por receptor, por micropinocitosis ¢ por fagocitosis. Su procesamiento
ocurte en compartimentos de la via endocitica.

Los péptidos derivados de antigenos exdgenos son presentados preferentemente por las
moléculas del MHC II a L™ Sin embargo, la mayoria de los péptidos unidos a estas
moléculas derivan de proteinas enddgenas. Estos péptidos pueden generarse en diferentes
compartimentos dependiendo de su localizacién intracelular, aunque su union a las
moléculas del MHC II parece ocurrir sdlo en la via endocitica, se desconoce el sitio exacto
de generacion y de union a péptidos™®.

Los estudios sobre el efecto de la estimulacion de Lpg 2 través de CD40 y el
procesamiento y presentacion de antigenos han sugerido que este estimulo aumenta la
eficiencia de la presentacion. Los mecanismos propuestos para dicho efecto involucran un
aumento en la expresion de B7 o de los sistemas de degradacion del antigeno' ',

Una de [as funciones del Ly es la presentacién de antigenos, el cual induce la prime'ra
seflal de activacion al Lr. Este, en conjunto con otras seiales, es capaz de iniciar una
respuesta inmune. Esta respuesta puede ser hacia antigenos extrafios o propios. En el paimer
caso se induciria una respuesta deseable, mientras que en el segundo se podria romper la
tolerancia e iniciar un proceso autoinmune™.

Debido a que CD40 es una molécula expresada constitutivamente en Lp y su
estimulacion a través de la misma induce cambios profundos como CPA, consideramos de
importancia establecer un modelo que nos permita estudiar el efecto de la estimulacién del

Lp a través de CD40 en la presentacion de antigenos por las moléculas del MHC 11 y el

andlisis posterior de los mecanismos moleculares involucrados.



ANTECEDENTES

* ESTRUCTURA DE CD40 Y SU LIGANDO

CD40

La molécula CD40 fue identificada en 1985-86 mediante el uso de anticuerpos
monoclonales. Su cDNA fire aislado en 1989 a partir de un linfoma de Burkitt. La molécula
CD40 humana es una glicoproteina tipo I de 45-50 KDa que pertenece a la familia del
receptor del factor de necrosis tumoral (TNFr) T Esta compuesta de 277 aminoacidos
(aa), de los cuales 193 integran el dominio extracelular, 22 aa el dominio transmembranal y
62 aa la region citoplasmatica. Su localizacion en el genoma es en el cromosoma 20ql1.2-
qi13.2.

El CD40 murino fue clonado a partir Ly estimulados con lipopolisicarido (LPS) e
IL-4 y mediante una hibridacion cruzada con una sonda de cDNA humano. El CD40 murino
estd compuesto de 305 aa de los cuales 193 pertenecen a la region extracelular, 22 aa. al
dominio transmembranal y 90 aa. a la regién intracelufar. Et CD40 humano y el murino tiene
una homologia del 62% *.

Recientemente se ha caracterizado una forma soluble de CD40 (en lineas celulares de
Lp humanos) de la cual se desconoce exactamente su Ofigen, pero se¢ cree que proviene del

procesamiento proteolitico de la forma expresada en la superficie de la CPA™™Y.

Ligando de CD40 (CD40L)

El CD40L murino fue aislado del timoma EL-4 usando una proteina de fusion,

CD40-Fc. Su ¢cDNA determind que se trata de una glicoproteina tipo 11 de 33-39 KDa, de



260 aa, de los cuales 215 pertenecen a la regidn extraceiular, 24 aa. a la transmembranal y
22 aa al dominio intracetular ™'

El CD40L humano fue clonado a partir de L1 mediante una hibridacion con
sondas del cDNA del CD40L murino. Este presentd una identidad del 78 % con el murino y
fue localizado en el cromosoma X. Ambas proteinas pertenecen a la familia del TNF™".

Se ha detectado una forma soluble de CD40L el cual se identifico en sobrenadantes
de Lt activados con una cinética de expresién muy similar a la forma transmembranal. Su
masa relativa (Mr) es de 18 KDa y se origina por procesamiento proteolitico en microso-

mas, en los cuales pierde Ia region transmembranal y parte de la extracelular, conservando la

capacidad de union a su receptor '*%.

EXFPRESION DE CD406 Y SU LIGANDO

CD40

CDA40 se expresa constitutivamente en CPA, entre las cuales encontramos; Lg®.
células dendriticas™ y monocitos™. También se ha localizado en otras células como son
fibroblastos, epitelio timico®, células endoteliales y algunos carcinomas .
Algunos autores han reportado la expresién de CD40 en L1 * sin embargo este resuliado es
controvertido ya que también se ha localizado CD40 soluble unido a su ligando en la

superficie de Ly n



Ligando de CD40 (CD40L)

El CD40L se detectd inicialmente en Ly “®* activados y en menor proporcion en
L+, posteriormente se identifico en Ly ¥8 pero en menor proporcion que los Ly afs .
Entre otras células que expresan ésta molécula encontramos; baséfilos, eosinéfilos®, células
NK*, La® y células dendriticas **.

La expresién de esta molécula ha sido estudiada ampliamente en L™ En estos, el
CD40L se detecta en la superficie de la célula 1-2 h después de su activacién con
concanavalina A o anticuerpos anti-CD3, mostrando una maxima expresion entre las 6-8 h y
disminuyendo entre las 24-48 h post-activacion®.

Es importante sefialar que la expresion de esta molécula es transitoria y requiere previa
activacion celular,

De los mecanismos de regulacion de CD40L, se conoce poco. Algunos estudios

sugieren que la interaccidn con su receptor (CD40) disminuye su expresion? .

EFECTQS DE LA INTERACCION CD40-CD40L

Se han reportado numerosos efectos de la interaccién CD40-CD40L los cuales
dependen del tipo de célula que exprese el receptor, el estadio de maduracion de la célula,
asi como la presencia o ausencia de otras sefales .

A continuacién se describiran en forma breve los efectos de esta interaccién en las

principales células que expresan el receptor,
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*Monocitos/macrofagoes

La estimulacion de monocitos mediante células transfectadas con CD40L o
anticuerpos anti-CD40 induce su agregacion homotipica, previene la apoptosis, aumenta la
expresion de CD54, MHC 11, CD86 y CD40, asi como la induccion de Ja produccion de
TNF-q, IL-1ct, IL-1f, IL-6, IL-8, IL-12, IFN a, colagenasa y dxido nitrico®™",

Todas estas modificaciones se reflejan en un aumento en la capacidad microbicida y
tumoricida de los macrofagos, asi como en la posible generacion de una respuesta celular
Thi, la cual interviene en el control de algunas infecciones por microorganismos

intracelulares*™*,

*Células dendriticas

Las células dendriticas aisladas de piel, sangre periférica, bazo, asi como las
generadas in vitro a partir de células del cordon umbifical (CD34") en presencia de GM-CSF
+ TNFu o I1.-4, expresan constitutivamente CD40. El entrecruzamiento de ésta molécula
genera diversos cambios en las células dendriticas. Dentro de estos cambios encontramos;
mayor supervivencia, aumento en la expresic'm. de MHC 11, CD53, CD380, CD86 y CD25, asi
como la induccion de la secrecion de IL-8 y TNFa %%,

Recientemente se ha publicado que fa interaccion CD40-CD4CL en celulas
dendriticas generadas in vifro induce Ia expresion funcional de CD40L la cual es capaz de

inducir proliferacion y cambio de isotipo en Ly™.

11



* Linfocitos B

Son abundantes los estudios realizados sobre los efectos de Ia estimulacién via CD40
en los Ly y se ha observado que estos dependen en gran medida del grade de
entrecruzamtento del receptor asi como de la presencia de otras seflales***. Respecto al
primer punto se refiere al origen del estimulo, como en el caso de los anticuerpos fmti-CD40
(siendo impontante el epitopo reconccido, isotipo del anticuerpo, afinidad ,etc) o mediante
CD40L (cuyo efecto dependera del grado de oligomerizacion). El segundo punto se refiere a
la presencia de moléculas solubles o de membrana, fas cuales pueden amplificar o generar un
efecto diferente*™*,
Los principales efectos generados en el Ly por la estimulacién a través de CD40 son:
- Proliferacion
- Produccion de anticuerpos y cambio de isotipo
- Generacion de centros germinales y de Lp de memoria
- Modiﬁcaciéﬁ en moléculas coestimuladoras y de adhesion

- Procesamiento y presentacién de antigenos

A continzacién se describe en forma breve cada uno de estos efectos.

Proliferacion

Uno de [os efectos al estimular Ly (murinos o humanos) via CD40 es el aumento en
la sintesis de DNA vy la proliferacién celular. Este efecto ha sido reproducido en miltiples

sistemas utilizando diferentes fuentes de estimulos: fibroblastos de mono CV-I/EBNA



transfectados con CDA40L, anticuerpos anti-CD40 (soluble, inmovilizado), CD40L
recombinante, etc.

En la mayoria de los casos la estimulacion via CD40 es suficiente para inducir proliferacion
(aproximadamente de 3-6 veces, dependiendo del tipo de estimulo) la cual es magnificada
por la presencia de IL-2, IL-4, IL-5 o IL-10*** Sin embargo, algunos autores han
reportado que el aumento en la proliferacion solo ocurre en presencia de las IL. antes
mencionadas™ .

Otros factores que potencian el efecto mitégenico de la estimulacion via CD40 son el
entrecruzamiento de !a inmunoglobulina de superficie y la presencia de otras molécuias
coestimuladoras. Respecto al primer punto, se ha reportado que la coestimulacion de Ig de
superficie {con anticuerpos anti-y, anti-3) y CD40 (fibroblasto transfectado FcR ylI + anti
CD40) aumenta la proliferacion del Ly **. E! segundo punto se origina de la observacion de
que membranas de Ly activados son mas eficientes para inducir la proliferacion que la
estimulacién con CD40L transfectado en fibroblastos, anti-CD40 unido a Fe-CDw32 y anti-
CD40 fijado en la placa, estos resultados sugieren que ¢! efecto mitdgenico se incrementa

por otras moléculas coestimuladoras ausentes en los otros sistemas de estimulacién®’

Produccion de anticuerpos y cambio de isotipo
El cambio de isotipo representa la capacidad del Ly para producir inmunoglobulinas
de clase diferente a IgM. A nivel molecular consiste en la asociacion de los segmentos

previamente rearreglados de la region variable VDJ con un nuevo segmento de la region



constante’, Este fenomeno permite al Lp expresar anticuerpos con la misma especificidad
pero de distinta clase y por lo tanto con diferente funcion biclogica.

El papel del sistema CD40 y su ligando en el cambio de isotipo fue demostrado de forma
concluyente a través del sindrome de hiperIgh, el cual se caracteriza por una mutacion en el
cromosoma X que impide la generacion de formas funcionales de CD40L. La falta de
interaccion de CD40 con su ligando se traduce en una marcada disminucién de las Igs de
isotipo diferente a IgM y niveles normales o mayores de ésta’.

Aunque la seflalizacién a través CD40 es necesaria para el cambio de isotipo no es la
Onica via, ya que se ha reportado la produccion de bajas concentaciones de igG en ausencia
de CD40L, lo cual sugiere la existencia de otro mecanismo alterno aunque menos eficaz.

La produccién de anticuerpos y el cambio de isotipo inducidos via CD40 son
altamente dependientes de la presencia de otras moléculas, siendo las mas estudiadas las
citocinas las cuales no sélo intervienen en la produccién cuantitativa de anticuerpos si no
también juega un papel decisivo en la clase de inmunoglobulina producida.

A continvacién se describe el efecto de la estimulacion a través de CD40 en la

produccion de los diferentes clases de Igs.

a) IgM

Estudios inr vivo en los que se bloquea la interacion CD40 y su ligando mediante la proteina
de fusién CD40-Fc han demostrado que [a produccién de IgM no disminuye por la ausencia
de esta interaccién, lo cual indica un mecanismo alterno para la secrecion de IgM

independiente de CD40L*.



Aunque la secrecion de IgM es independiente de CD40L, su produccion se aumenta
por la interaccion de CD40-CD40L y la presencia de interleucinas (IL)*.
52

Algunos estudios indican que la IL-10"%, IL-2, IL-5, y la combinacién IL-5+IL-4

aumentan la produccién de 1gM mientras que el TGF- la inhibe (en linfocitos B humanos)™®

b} igE

Existe una amplia variedad de reportes que apoyan la produccion de IgE en
respuesta a la sefializacion via CD40 + IL-4 (sistemas murinos y humanos). Este efecto ha
sido reproducido en maltiples sistemas en donde €l estimulo de CD40 es proporcionado por
células transfectadas con CD40L, membranas de Ly activados, anticuerpos anti-CD40,
etcﬂ).il.ﬂ

Otras IL s que favorecen la produccién de IgE en Ly humanos son IL-10, IL -5 (las

cuales tienen un efecto sinergico con la IL-4*, [L-13 y el TNF-a™®.

Algunas de las citocinas que disminuyen la produccion de IgE son TGF- By el IFN-y*".
c)lgd

Las citocinas involucradas en la secrecion de IgA de Ly (murinos y humanos)

estimulados via CD40 son 1L-10, TGF-B y IL -2 3°%%.

d) 1gG



respuesta a varias citocinas siendo las mas notables las 1L.-10, IL-4,]L-13 y IL-2 %% mientras

que TGF P disminuye su produccién’.

Generacion de centros perminales y_Lg de memoria

Entre los eventos mas importantes que ocurren en los centros germinales son: la
mutacién somatica, la generacidn de Lp de memoria, el cambio de isotipo y la diferenciacion
a células plasmaticas. La mutacién somalica es un evento aleatorio en el cual ocurren
mutaciones puntuales en la region variable del receptor de ig las cuales pueden conducir a
un aumento o disminucion en la afinidad por ¢l antigeno o bien un cambio de especificidad®’.

En la seleccion de los Lp intervienen fas células dendriticas foliculares las cuales
retienen el antigeno por largos periodos de tiempo y los L™
Aparentemente el mecanismo de seleccion consiste en rescatar de apoptosis los Ly cuyo
receptor lenga afinidad por el antigeno, mientras que las otras células moriran,

Asi los La que sobrevivieron tendran dos diferentes destinos posibles: diferenciarse a célula
plasmatica o dar origen a los Ly de memoria.

Estudios realizados i vive, blogueando la interaccion del CD40L con su ‘receptor
mediante anticuerpos anti-CD40L, inhibieron la formacién de centros germinales  Este
resultado sugirié la importancia de esta interaccion en la formacion de centros germinales, lo
cual fue confirmado cuando se demostrd que en los pacientes con hiper-IgM  hay ausencia
de centros germinales®.

Otro de los efectos de la interaccion CD40-CD40L es en el destino de los Ly. Como

previamente se menciond, los Ly tienen que recibir sefiales que los rescaten de fa apoptosis,



estudios realizados en esta area indican que estas sefiales provienen del entrecruzamiento del
receptor del Ly con el antigeno y de la interaccién de -CD40 con su ligando®™®*.
Una vez que el Ly es rescatado de la muerte por apotosis tiene que diferenciarse a célula de
memoria o plasmatica. En este periodo de diferenciacion la interaccion CD40-CD40L juega
un papel muy importante.

Estudios bloqueando la interaccion CD40-CD40L inr vive inhiben la generacion de
Ls de memoria **. Por otro lado, algunos autores sugieren que un contacto prolongado del
Lz con CD40L en presencia de IL-2 ¢ IL-10 favorece su diferenciacion hacia célula de
memoria, mientras en ausencia del ligando se favorece su diferenciacion hacia célula

plasmatica®®.

Modificacién de moléculas coestimulatorias v de adhesion

En la generacion de una respuesta inmune intervienen una serie de moléculas que
para su estudio hemos dividido en moléculas de adhesion y coestimuladoras. Las primeras
intervienen tanto en el contacte inicial, como en Ia estabilizacion de la interaccion Li-Ly
permitiendo un optimo reconocimiento TCR-MHC-péptido. Esta interaccién genera una
sefial de activacion la cual no es suficiente y son reE;ueridas segundas sefiales provenientes de
moléculas coestimuladoras.

La interaccion CD40 con su ligando reguta la expresion de moléculas de adhesion,
moléculas del MHC 11 y coestimuladoras.
La estimulacion de Ly humanos y murinos con anticuerpos anti-CD40 incrementa la

expresion de CD54 (ICAM-1), LFA-1 (CD112/CD18) y VLA-4*"*_ Utilizando Ly humanos



activados con CD40L se incrementa la expresion de ICAM-1 y CD38 (LFA-3), Ia cinética
de expresion de la primera motécula indica que es una de las primeras que se inducen, su
expresion se aumenta a partir de las 6 horas despues de la estimulacion de CD40".

Otras moléculas que aumentan su expresion con la estimulacion de Lp via CDA40 son las
moléculas del MHC 11, Este efecto ha sido reproducido en modelos murinos utilizando L
de bazo estimulados con anticuerpos anti-CD40 y la proteina de fusion CD40L-CD8™™ " la
principal diferencia en estos sistemas es el tiempo en el cual se observa el efecto. La
estimulacién de Ly con anticuerpos anti-CD40 aumenta la expresion de las moléculas del
MHC II a las 20 horas® , mientras que el estimulo con la quimera CD40L-CD8 el efecto se
observa hasta las 48 horas™. Es importante mencionar que no todos los anticuerpos anti-
CDA40 inducen un aumento en la expresion de las moléculas del MHC 11, esto depende del
epitopo que reconoce asi como su afinidad por la molécula™ .

Por otro lado, en Ly humanos de sangre periférica, un anticuerpo anti-CD40 unido al
receptor de Fc transfectado en fibroblastos no aumenta la expresion de las moléculas del
MHC II'.

El papel de la interaccion CD40 con su ligando en la induccion de méléculas
coestimuladoras ha sido estudiado en varios sistemas utilizando Ly humanos (sangre
periférica) y murinos (bazo). En estos sistemas el estimulo de CD40 fue originado mediante
anticuerpos anti-CD40 unidos al receptor de Fc en fiblroblastos transfectados o con
construcciones de CD40L-CD8. En ambos casos, el estimulo de CD40 es capaz de inducir la
expresion de B7'* | La expresion de B7 en Ly humanos se aumenta a las 20 horas post-

. ST
activacion .



Procesamiento y presentacion de antigenos
Como previamente hemos mencionado, los Ly reconocen antigenos {endogenos ©
exdgenos) en forma de péptidos asociados a las moléculas del MHC, para lo cual es

necesario el procesamiento del antigeno y la unién de los péptidos a las moléculas del MHC.

Los antigenos pueden ser exdgenos o endégenos. El procesamiento de los primeros
ocurre en compartimentos acidos de la via endocitica. Los endogenos, dependiendo de su
localizacion intracelutar pueden ser procesados en diferentes sitios. El mejor caractenizado
es el que opera para la presentacion de antigenos por las moléculas del MHC 1, que es en el

citosol™.

Los antigenos exdgenos ingresan al interior de la célula por endocitosis mediada por
receptores, por pinocitosis o por fagocitosis. Estas proteinas viajan en vesiculas a

>

endosomas tempranos, de ahi a los tardios y, finalmente a los lisosomas™. En estos

compartimentos existen proteasas que degradan el antigeno; especialmente las cistein

proteasas (catepsinas B, L ,S y H). ™™

En el caso de Lp la endositosis mediada por receptores es a través de su inmuno-
globulina de superficie, mediante la cual captan con gran afinidad el antigeno para el que son
especificos. De esta manera, un Lp incorpora su antigeno especifico en la via endocitica y
aumenta en varios ordenes de magnitud la eficacia de presentacion de antigeno, comparada

con la pinocitosis’’.

Las moléculas del MHC 11 son glicoproteinas altamente polimarficas formadas por
una cadena o y una B. Durante su biosintesis éstas son translocadas en forma cotraduccional

al interior del veticulo endoplasmico (RE), donde se asocian a una tercera molécula



denominada la cadena invariante (1i). La cadena [i bloguea el sitio de unién de péptido de las
moléculas del MHC 11. Esto previene que se carguen con péptidos presentes en el reticulo
endopldsmico o en otros compartimentos previos 2 la via endocitica. Ademas la cadena Ii

tiene una sefial transporte hacia la via endocitica®”.

Para permitir la unién de péptidos a las moléculas del MHC 1l se requiere la
disociacion de la cadena Ii del dimero af. En este paso intervienen varias proteasas que
degradan gradualmente a la cadena Ii. Ei Gltimo segmento de cadena Ii que permenece unido
al dimero aff se denomina CLIP (péptido de la cadena Ii asociado a clase IT). Este segmento
ocupa el sitio de union de péptidos a las moléculas del MHC 11", Para la liberacion del
CLIP se requiere de moléculas MHC 11 no clasicas denominadas HLA-DM (en humanos) o
H-2M (en ratones). Estas interactian con las moléculas del MHC i favoreciendo el
intercambio del CLIP por péptidos antigénicos, formando asi los complejos MHC 1I-
péptidos™. El compartimento en donde se cree que se efectia este intercambio se denomina
MIIC (compartimento de moléculas MHC II). Una vez formados los complejos MHC I1-

péptidos, viajan a la membrana celular en donde son expuestos a Ly 7",

Aunque la funcion de las moléculas del MHC I es presentar péptidos derivados de
proteinas exdgenas, la mayoria de los péptidos unidos corresponden a proteinas enddgenas.
Estos péptidos puede generarse en diferentes compartimentos dependiendo de su
localizacién intracelular, aunque su unién a las molécutas del MHC 11 parece ocurrir solo en

la via endocitica™.
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Debido que la interaccién de CD40 con su ligando induce algunas de las moléculas que
intervienen en la generacion de la respuesta inmune (MHC I, B7, ICAM y LFA-3), algunos

. . . - ¢ 7.69,71
investigadores han estudiado su efecto en la presentacion de antigenos **7 77

La estimulacion de Ly de sangre periférica y lineas celulares con anticuerpos anti-
CD40 unidos a receptores de Fc transfectados en fibroblastos incrementa su capacidad
presentadora de antigenos. Este efecto es bloqueado con anticuerpos anti-B7, lo cual sugiere
que la interaccion de CD40 con su ligando favorece la presentacién de antigenos
indirectamente a través de la induccién de B7'".
Otro estudio con un modelo de presentacidn de antigeno utilizando hibridomas de Ly
especificos para el péptido 81-103 del citocromo ¢ de paloma y Ly de bazo indican que la
estimulacion de Lp con CD40L o anticuerpos anti-CD40 aumentan la capacidad
presentadora de aniigenos de estas células. En este estudio el efecto observado fue
independiente de moléculas coestimuladoras y de adhesion. Por lo que se concluyé que fue
debido a un aumento en el procesamiento del Ag". Estos estudios sugieren que la
estimulacion de Ly via CD40 es capaz de mejorar su funcion como CPA, aunque se

desconoce su mecanismo de accion.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Considerando que el estimulo de Lp a través de CD40 aumenta la expresion de
moléculas estrechamente vinculadas con la presentacion de antigenos como son las
moléculas de adhesion, las moléculas del MHC 11 y las moléculas coestimuladoras, y siendo
la presentacién de antigenos un evento temprano y crucial en la respuesta inmune
consideramos de importancia determinar el mecanismo molecular por el cual la estimulacion
a través de CD40 la optimiza.

Este trabajo de tesis tiene como propdsito establecer un modelo que permita estudiar
el efecto de Ja estimulacion de Ly a través de CD40 en su funcién como célula presentadora

de antigenos por moléculas del MHC 1L

n



HIiPOTESIS

- La estimulacién de Lp a través de CD40 favorece el procesamiento de antigenos

endGgenos y exdgenos para su presentacion por las moléculas del MHC 1.
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OBJETIVO

- Determinar el efecto de la estimulacién de Lp via CD40 en la presentacion de antigenos

exogenos por las moléculas del MHC IL

- Determinar ¢l efecto de la estimulacion de Ly via CD40 en la presentacion de antigenos

endégenos por las moléculas del MHC 11
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MODELO EXPERIMENTAL

El antigeno utilizado para este estudio fue la lisozima de gallina (LG) debido a sus
caracteristicas inmunogénicas en ratones H-2" y a su bien caracterizado comportamiento
inmunoldgico. Los estudios que se realizaron fueron ensayos de presentacion de antigeno.
Estos consisten en poner juntos las células presentadoras de antigeno {CPA) con hibridomas
de Lt en presencia del antigeno durante 24 horas. Durante este periodo los Lg (CPA)
presentan el antigeno a los hibridomas de Lt los cuales liberan IL-2 en respuesta al
reconocimiento de los complejos péptido-MHC IL La produccién de IL-2 es valorada
mediante la actividad metabélica de células dependientes de ésta (CTLL-2).

Como CPA se utlizo el hibridoma de Ls LK-35.2 sin transfectar y trasfectado con el
gen que codifica para lisozima de gallina con sefial de retencion en reticulo endoplasmico
(LG-KDEL), al hibridoma resultante se le denomind LK-LG-KDEL. Estos Lg son capaces
de presentar péptidos derivados del procesamiento de LG endégena o exdgena, permitiendo
el analisis de dos formas diferentes de una proteina.

Como hibridomas de Ly se utilizaron las lineas E907 y C10, los cuales reconocen
diferentes secuencias de la LG, A1-80 y 46-61 respectivamente. Estos hibridomas se
seleccionaron en funcion a su sensibilidad siendo E907 el menos sensible de los dos.

Como estimulo de CD40 se utilizaron fibroblastos (L929) transfectados con CD40L
murino (L929-GP39) o anticuerpos monoclonales anti-CD40 murino (1C10}.

A la par a los ensayos de presentacion de antigeno se evalud la expresion de las

moléculas del MHC 1I en los Ly estimulados a través de CD40 mediante citometria de flujo.
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MATERIAL Y METODOS
* Reactivos y Anticuerpos

La LG utilizada fue obtenida de Sigma Chemical, el medio de cultivo fue RPMI-
1640 (GIBCO) suplementado con piruvato de sodio, glutamina, 2-mercaptoetano,
aminoacidos esenciales, suero fetal bovino, gentamicina, anfotericina y ciproxina.

Los anticuerpos monoclonales IC10 (IgGy, anti-CD40 murino)™, In-1 (IgGx anti 1)
H116-32 (IgGx anti H-2A o) ®, fueron obtenidos de los hibridomas del mismo nombre.
Los anticuerpos monoclonales anti-B7.1-ficoeritrina (PE), anti B7.2-PE, anti-CD23-PercP,
anti-TCR-PE fueron cortesia de Pharmingen. El anticuerpo anti-CD40L murino (MR-1)
fueron cortesia del Dr. Randolph Noelle.

Los anticuerpos monoclonales anti-lg murino marcado con isotiocianato de
fluoresceina (FiTC) o con PE, estreptavidina-FITC y anti-lg rata-FITC fueron comprados a
Boeheringer Manheim.

La proteina de fusién CD40-Fc y1 humano fue cortesia del Dr. David Gray y el péptido 48-
62 de 1a LG cortesia del Dr. Dario Vignali.

E) bromuro de 3-(4,5 dimetil tiazol-2 il)-2,5 defeniltetrazolio (MTT), la ionomicina y
ester de forbol (PMA) fueron comprados a Sigma y la *H-timidina a Amhersham.

Las inmunofluorescencias fueron analizadas en un citémetro de flujo (FACs SORT) de

Becton Dickinson.
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* Lineas celulares

Como CPA .se .utilizaron los hibridomas murinos LK-352 y LK-LG-KDEL
(H-2¥%"*™_El primero es derivado de la fusion somética de una sublinea de A20 (derivada
de ratones Balb/e, H-2%) con esplenocitos de ratones B10.BR (H-2* ). LK-LG-KDEL se
originé a partir de la transfeccién de LK-35.2 con el plasmido que contiene el cDNA de LG
que en su extremo 5 (carboxilo terminal} tiene los nucledtidos que codifican para el
tetrapéptido KDEL (lys-asp-glu-leu) que es una sefial de retencién en el reticulo
endoplasmico.

Como hibridoma de T se utilizaron las lineas C10% y ES07", que reconocen un epitopo
dentro de las secuencias de LG 46-61 y A 1-80 respectivamente.

La linea celular L929, fibroblasto de raton C3H/An fue transfectada con el cDNA
pMEi8S que lleva consigo el inserto con los pares de bases del 1-13410 del gen que
codifica el ligando de CD40 (linea 1.929-GP39), a la par se transfecté con el vector vacio
(linea L929-V).

Las células dependientes de IL-2 fueron las CTLL-2, las cuales son Ly citotoxicos. Todas
estas lineas se mantuvieron en cultivo en RPMI suplementado a 37 ° C en atmésfera de 5%

CO1 y 90 % de humedad en botellas de cultivo de 200,125 y 75 cm” .

*Purificacion de anticuerpos
Los anticuerpos anti-CD40, anti-Ti y anti-MHC H fueron purificados en sepharosa

proteina G y proteina A. Una vez purificados fueron dializados contra solucién salina de
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fosfatos y esterilizados mediante radiacion (10,000 Rads). Su concentracién se determind

por espectrofotometria a 280 nm y su funcionalidad mediante citometria de flujo .

* Inmunofluorescencia

Para el anilisis de las diferentes moléculas de superficie, se incubaron a 4°C 1x10°
células con 100 pL de una solucién de inmunoglobutinas humanas (15mg/mL) durante 30
minutos. Se centrifugd a 2000 rpm y el botdn se resuspendio en 100pL de PBS-SFB1%-
.05% de azida de sodio (solucion de lavado) con 10ug del anticuerpo dirigido contra la
molécula de interés, se incubd 30 minutos a 4°C, se lavo el botdn celular con 400uL. de la
solucion de lavado y esto se repitic 3 veces. En ¢l caso de una tincion directa el primer
anticuerpo fue marcado con un fluorocromo (FITC o PE) en una tincidn indirecta el boton
celular se resuspendié en el segundo reactivo marcado con el fluorocromo (anti-Ig raton-
FITC, anti-lg rata-FITC o estreptavidina-FITC), se incubé durante 30 minutos a 4°C y
posteriormente se realizaron los [avados como previamente se mencioné.

Una vez terminada la tincidn el botén celular se resuspendié en una solucién de PBS-

yoduro de propidio y se analizaron las muestras en un citometro de flujo.

* Activacion de los Ly

Los Ly fueron activados con ionomicina y ester de forbol (PMA), Se cultivaron
250 000 célutas/mL en presencia de ionomicina (0.5 pug/mL) y PMA (5ng/mL). Después de
6 y 24 horas de cultivo, se desprendicron las células con solucion salina de fosfatos (PBS) de

la placa de cultivo y se centrifugaron a 1500 rpm durante 10 minutos. Posteriormente se
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realizd una inmunoflurescencia indirecta para evaluar la expresion de CD40L en superficie.
La tincidn se reveld con anti-1g raton-FITC. Las muestras se analizaron mediante citdmetria

de flujo en un citémetro de flujo Facsort (Becton-Dickinson).

* Determinacion de moléculas MHC I en Lg estimulados via CD40

Los Ly fueron estimulados en presencia del CD40L o de anticuerpos anti-CD40. En
{a estimulacion con CD40L se utilizaron los fibroblastos L929-Gp39. Se realizd un cocultivo
de CPA (125,000 células /mL} con L929-Gp39 (80,000) durante 24, 48 0 72 horas a 37° C .
Transcurrido este tiempo se desprendieron las células con PBS y se analizaron por
citometria de flujo. Los anticuerpos utilizados fueron anti-MHC II-biotinilados y como
revelador estreptavidina-FITC. Para la estimulacion con anticuerpos anti-CD40. Se
cultivaron 250,000 células/mL en presencia de 10ng/mL de anti-CD40 o anti-li como
anticuerpo irrelevante en las mismas condiciones. Transcurrido este periodo se determino la
expresion de las moléculas MHC I en la superficie de las células por inmunoflurescencia

directa con anticuerpos anti MHC-II marcados con FITC.

*Ensayo de presentacion de Antigeno

Estos ensayos consistieron en poner en contacto la CPA con los diferentes
hibridomas de Ly en placas de 96 pozos. Para esto se cosecharon las CPA y los hibridomas
de Ly. El botdn celular se resuspendio en RPMI-1640 suplementado y se contarcn las

células en una camara de Neubauer.



Para poder contar exclusivamente las células vivas se utilizo el colorante azul de tripano el
cual tifie las células muertas (dilucién 1:10). Se colocaron las CPA (numero variable) y
50,000 hibridomas de Ly por pozo (la mezcla quedo en un volumén final de 200pL) y se
incubaron a 37 °C durante 24 h. Cuando la CPA fue LK-35.2 se afiadieron 20 pL. de LG
(100x) a una concentracioni0 veces mayor que Ja desada,

Para evaluar el efecto de la estimulacion via CD40 en estos ensayos, se cocultivaron
3000 células 1L929-Gp39 o L929-V con la mezcla de CPA e hibridomas de T, manteniendo
¢l volumén final de 200 pL pozo. Cuando el estimulo fue mediante anticuerpo se afiadieron

estos a una concentracion de 10 pg/ml.

*Determinacion de la produccion de I1-2

La eficacia de la presentacion de antigeno se evalud por medio de la cuantificacion
de TL-2, ésta es liberada por el Ly al activarse por la interaccion de su TCR con las
moléculas del MHC 11 con el péptido unido.

Para medir la cantidad de IL-2 secretada se utilizan las células dependientes de la
misma CTLL-2, por lo tanto su actividad metabolica sera proporcional a la cantidad de IL-2
y esta a su vez sera proporcional al grado de activacion del Ly durante el ensayo de
presentacion de antigeno. La actividad metabélica de las células CTLL2 se evalud de dos
formas alternas: incorporacion de *H-timidina o reduccion del MTT (ambos métodos

comparables entre si)*.
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aj Incorporacion de timidina

Para realizar esta técnica se recolectaron 100 pL del sobrenandante de las placas de
cultivo en donde se realiz6 el ensayo de presentacion de antigeno.
Las CTLL-2 se cosecharon, se resuspendieron en PBS y se lavaron tres veces con la misma
solucion. Después del Gltimo lavado se resuspendieron en RPMI-1640 suplementado y se
contaron las células en la camara de Neubauer utilizando azul tripano. Después de esto se
colocaron 10,000 células por cada 100pL de sobrenadante ajustando el velumén final a
200uL, los cuales se incubaron 20 h a 37 °C. Despues de esto se afadieron 20uL de *H-
timidina (1 nCi) y se incubd 10 horas bajo las mismas condiciones.
Posteriormente se midieron las cuentas por minuto (¢.p.m) en un contador de centelleo. Los

resultaron se expresaron como indices de activacion (1.A) en que:

1A =c.p.m muestra - c.p.m del control de reactivo
c.p.m del control de células

b} Reduccion de MTT

Este método se basa en una reaccion de oxido-reducciéon. El MTT (bromuro de 3-
(4,5 dimetil tiazol-2 i1)-2,5 defeniltetrazolic es un compuesto cuya estructura forma un
anilto. Cuando este anillo se rompe forma un compuesto colorido denominado formazan. El
MTT se utiliza para medir la actividad de la enzima succinato-deshidrogenasa, la cual rompe
el anilto dando origen al formazan, cristales azules, los cuales al disolverse tiene un pico de
absorcion a 570nm. La cantidad de formazin generado es propercional a la actividad

metabolica de las células presentes. De este modo se puede medir la actividad metabdlica
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mediante un método colorimetrico; sdlo las células cultivadas en presencia de 1L-2
permenaceran vivas y, por lo tanto, tendran actividad metabélica..

Para desarrollar este método se recolectaron 50 uL. del sobrenadante en donde se
realizd el ensayo de presentacidon de antigeno, A este sobrenadante se le afadieron 20,000
células CTLL-2 (previamente lavadas y contadas) en un volumén de 50 pL, siendo el
volumén final de 100 pl.. Posteriormente se incubd la placa 24 h a 37°C. Una vez
transcurrido este tiempo se afiadieron 20 pL de una solucién de MTT {5Smg/mL) y se incubd
5 horas bajo las mismas condiciones. Para detener la reaccion se afiadieron 100uL de una

+

solucion de SDS 10% con HCI 0.01N. Se dejo reposar toda la noche y se midié la

absorbancia (Abs.) a 570 nm. Los resultados se expresaron en indices de activacién (1. A)
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RESULTADOS
Caracterizacién del fenotipo de Ias lingas celulares
A) CPA (Lg)

Debido a que las CPA son parte importante de nuestro modelo fue indispensable
caracterizar algunas de sus moléculas en su superficie, en especial CD40 y otras moléculas
que fueran desreguladas al estimular a través de CD40 o que estuvieran involucradas con la
presentacion de antigenos.

Las moléculas que seleccionamos por su importancia en la presentacion de antigenos fueron
CD40, MHC 11 1A%, CD23, B7.1yB7.2.

Para evaluar la expresion de estas moléculas en la superficie de Lp se realizaron
inmunofluorescencias directas (MHCIU-FITC, B7.1-PE, B7.2-PE y CD23-Percp) e
indirectas (anti-CD40 revelado con anti-lg rata-FITC) y se analizaron las muestras por
citometria de flujo (Figural).

El anilisis reveld la presencia de estas moléculas en la superficie de Ly, indicando
que éstas expresan en forma constitutiva las moléculas coestimulatorias B7.1 y B7.2, CD23,
MHC II IA* y CD40. La expresion constitutiva de B7.1 y B7.2 indica que los Ly tienen
marcadores de activacion, ademis la expresion de CD40 hace a estas células susceptibles al

estimulo via esta molécula.
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Figura 1 Expresién de MHC i1, CD40, B2.1, B7.2 y CD23 en CPA. Se analizd la expresion de
A) CD40, B) moléculas MHC 1II, C) B7.2, D) B7.1 y E} CD23 en CPAs en reposo. S6lo en el caso de la
expresion de CD40 se reveld la tincin con anticuerpos anti-rata-FITC, las otras tinciones fueron directas.
Las muestras se analizaron en el citdémetro de flujo. I: irrelevante  E: expresion de la molécula de interés
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B) Hibridomas de T

En estas células resultd de interés analizar la expresion de las moléculas que
estuvieran relacionadas con la interaccién con el MHC II-péptido asi como la expresién de
CD40L. Asi, las moléculas analizadas fueron CD4, CD40, TCR y CD40L. Para el analisis se
cosecharon 1 x 10° células que fueron tefiidas con anticuerpos anti-TCR-FITC, anti-CD4 -
FITC y anti CD40L. Este ultimo fue revelado con anti-Ig ratén-FITC. Las muestras se
resuspendieron PBS-yodure de propidio y se analizaron en el citometro de flujo (figura 2).

Los resultados muestran la expresién espontinea de CD4, TCR pero no asi de CD40
y su ligando.Como esta dltima molécula se expresa en Ly activados se decidié determinar su
expresion bajo condiciones de activacion. La activacion se realizd con ionomicina y ester de
forbol (PMA). Para esto se cultivaron 250,000 células y se activaron con 0.5 pg/ml de
ionomicina + 5 ng/mL de PMA y se determino la presencia de CD40L 2 las 6 v 24 h de
estimulacion (figura 2). El resultado muestra que bajo estas condiciones el CD40L se
detecta hasta 24 horas después del estimulo. Por lo tanto, los hibridomas aqui utilizados no

expresan CD40L en condiciones basales, pero son capaces de hacerlo al ser activados.
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Figura 2 Expresién de CD4, TCR, CD40L en hibridomas de T (ES07). Expresion de CD4,
TCR, CD40, CD40L sin estimulo, expresién de CD40L en Ly activados a 1as 6 y 24 horas post-activacion.
La activacién se realizé con 0.5pg/mL de ionomicina+ 5 ng PMA | las tinciones s¢ realizaron en el tiempo
indicado. A:Lr activados con ionomicina-PMA, S.A: Ly sin activar
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Estimulacién de L.; con CD40L
Expresion de CD40L en L929- Gp39

La linea celular L929-Gp39 fue subclonada para asegurar una expresion uniforme de
la molécula. La expresion de CD40L fue determinada mediante inmunoflurescencia indirecta
revelada con anti-Ig raton-FITC y analizada por citémetria de flujo.

En la figura 3 se observa la expresion de CD40L en una clona L929-Gp39 que fue utilizada

en este estudio .
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Figura 3 Expresion de CD40L en L909-Gp39 y L909-Y . Se cosccharon 1x 10° células las cuales
se incubaron 30 minutos en hielo con una solucién de inmunoglobulinas humanas. Pesteriormente se incubd
con anti-CD40L murine y se revel6 con anti -Ig ratén-FITC. L : L929 wransfeciada con el vector vacio,
Gp39 :L929 wransfectado ¢ CD40L muring,
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La estimulacion de los Lg con CD40L auntenta su capacidad presentadora de antigenos
enddgenos y exdgenos por moléculas del MHC 11

Debido a que en nuestro ensayo la molécula CD40 se expresa unicamente y en forma
constitutiva en Lp y que su ligando solo se expresa en los hibridomas de Lt activados es
posible estimular Lp via CD40 en un ensayo de presentacién de antigeno y determinar su
efecto en éste.

Para evaluar el efecto de la interaccion de CD40 con su ligando en la capacidad
presentadora de aniigenos de La se efectuaron ensayos de presentacién de antigenos en
presencia de L929-Gp39 y L929-V. Estos ensayos se realizaron variando el nimero de Ly
desde 0 hasta_ 100,000. El nimero de hibridomas de Ly y fibroblastos (L929-Gp39 y L929-
V) se mantuvo constante a 50,000 y 3000 cels/pozo respectivamente, cifras que se habian
determinado previamente como éptimas. La concentracion de LG exdgena fue de 3ug/mL
para el hibridoma en estudio que es una concentracién suboptima..

El ensayo de presentacién de antigenos se realizd como se describe en materiales y
métodos. La técnica utilizada para revelar la actividad metabolica de las CTLL-2 fue el de
reduccion de MTT.

Los resultados obtenidos (figuras 4 y 5) indican que la interaccién de CD40 con su
ligando aumenta la presentacion de LG enddgena y exdgena. Es interesante mencionar que
existe una mayor influencia de L929-Gp39 en la presentacion de la LG endégena (figura 5)

que en la forma exdgena (figura 4).
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Figura 4 Efecto de la interaccién de CD40 con su ligando en la presentacitn de LG exégena

Se realizd un EP.A. con un nimero variable de LK-35.2 y un nimero constante de E907 y fibroblastos

(L929-Gp39 y L929-V) ; 50,000 y 3000 respectivamente. La concentracion de LG fue de 3ug/mL. Se incubd

24 horas y posteriormente se recolectaron los sobrenadantes. La actividad metabdlica de las CTLL-2 se

analizo por reduccion de MTT. La absorbancia se determind a 570 nm. L A. Indice de activacién, Abs
minima 0.126, Abs mixima 0.17. L1}bsde reactivos 0.10,
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Figura 5 Efecto de la interaccién de CD40 con su ligando en 1a presentacién de LG endbgena

Se realizd un E.P.A. con un nimero variable de LK-LG-KDEL y un mimero constante de E907 y
fibroblastos (L929-Gp39 y L929-V) ; 50,000 y 3000 respectivamente, Se incub6 24 horas y posieriormente
se recolectaron los sobrenadante. La actividad metabdlica de las CTLL-2 se analizd por reduccion de MTT.
La absorbancia se determing a 570 nm. 1.A. Indice de activacién, Abs minima 0.130, Abs mixima 0.3,

Abs de reactivos 0.10.
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Las células transfectadas con CDADL no aumentan la expresidn de moléculas del MHC 11

Como previamente se menciond en los antecedentes, uno de los efectos de la
estimulacion del Lp via CD40 es un aumento en la expresion de las moléculas del MHC I1.
Siendo estas moléculas importantes en la presentacion de antigenos era necesario determinar
si el aumento en la presentacion de antigeno observada no era una consecuencia directa de
una mayor expresion de las moléculas del MHC 11 en superficie. Para abordar este punto se

'
realizd una cinética de la expresion de éstas moléculas en Ly estimulados con CD40L.

El experimento consistié en un cocultivo de 125,000 CPA + 80,000 1.929-Gp39. El
cultivo se mantuvo durante 24, 48 y 72 horas. Transcurrido este tiempo se determino la
expresion de las moléculas del MHC II por medio de inmunoflurescencia indirecta (revelado
con estreptoavidina -FITC). Las muestras fueron analizadas en un citdmetro de flujo.

Los resultados obtenidos (figura 6) indicaron que fa expresion de las moléculas
MHC II en superficie no es afectada por la interaccion de CD40 con CD40L expresado en

1929, por lo que el aumento en la presentacién de antigenos no es debida a una mayor

expresion de las moléculas del MHC 11
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Figura 6 Expresion de motéculas MHC 11 en La estimulados con CD4OL Se cocultivaron 125,000 CPAs +
0,000 L909-CDMOL durante 24 (A)48 (B} y 72 horas {C). Posterionmente sc determiné la expresién de moléculas
MHC 11 en superficie. Se incubaren las céiulas con anticuerpos anti MHC I-biatinilado y se reveld con estreplovidina-
FITC. Las muestras se resuspendicron en PBS-yoduro de propidio y se analizaron en ¢l citdmetro de Nujo. E.B:
expresion basal de moléculas MHC 11, CIM40L: expresion de moléculas MHC T en Lp estimulados con CD40L, 12 uncidn

con un enticuerpo irretevante
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Debido a que los fibroblastos L929-Gp39 eran altamente inestables, la expresion de
CD40L variaba considerablemente lo cual hacia dificil la realizacién y reproducibilidad de
los experimentos, por lo que se decidio continuar con los experimentos estimulando los Ly

mediante anticuerpos anti-CD40 murino (IC10).

Estimulacién de Ly con anticuerpo anti-CD40

La estimulacion de Lg con anti-CD40 induce sefiales de activacion

Antes de efectuar los ensayos de presentacion de antigenos con L estimulados con
anti-CD40 fue preciso determinar si esta interaccion generaba alguna sefial de activacion,
Para esto se cultivaron 250,000 cél/mL en presencia de 10pg/mL de anticuerpo anti-CD40 o
anti-li como irrelevante. Como contrel de positivo se utilizd el lipopolisacarido (LPS} a una
concentracion de 50ng/mL. A continuacion se evaluo la expresion de CD23 a 12, 24, 48 y
72 horas. La tincion fue realizada con anticuerpos anti-CD23-PE y se analizd por citometria
de flujo.

Los resultados (Figura 7) muestran que la expresion de CD23 se eleva ligeramente a
las 24 horas siendo més evidente a las 48 y 72 horas. Esto nos indica que el anticuerpo anti-

CD40 aporta sefiales a) Lg.
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Expresion de CD23 en finfocitos B estimulados con anticuerpos anti-CD40

8 12h
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Figura 7 Expresion de CD23 en Lp activados con anti-CD40 . Se evalud la expresion de CD23
como indice de aclivacién en Ly estimulados con anti-CD40 o anti-li como control negativo (10pg/mL).,
como control positivo se utilizé el LPS (50 pg/ml). Las muesiras fueron teflidas con anti-CD23-PE y
analizadas en el citometro de flujo. In I:Lp estimulades con anticuerpos anti-li como control,anti-CD40: Ly
estimulados con anticuerpos anti-CD40 y LPS: Lg estimulados con LPS
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La estimulacion de Lg con anti-CD40 aumenta sutilmente la presentacion de antigenos
exdgenos por moléculas MHC 11

Para evaluar el efecto de la estimulacion de Ls con anticuerpos anti-CD40 en la
presentacién de antigenos se realizaron ensayos de presentacion de antigeno con 25,000
CPA (LK-35.2), 50,000 hibridomas de Lt (C10 o E907) y 10ug/mL de anti-CD40 o anti-li
como irrelevante. La concentracion de LG fue variable. La actividad metabdlica de las
CTLL-2 fue revelada mediante la reduccién de MTT (C10) o incorporacién de *H-timidina
(E907).

Los resultados obtenidos para el hibridoma C10 (figura 8) muestran que el estimulo
con el anticuerpo anti-CD40 mejora ligeramente la eficiencia de presentacién de antigeno a
una concentracion de 0.3 pug/mL de LG, la cual es la concentracién minima de LG alaque
responde el hibridoma. A concentraciones mayores de ésta no se observa efecto.

Con el hibridoma E907 (figura 9) e! efecto se observa a 10 pg/ml la cual coincide
con |2 minima concentracion de antigeno a la que responde el hibridoma, por arriba de esta
concentracion no se observa efecto alguno.

Estos resultados indican que el estimulo con anti-CD40 aumenta [a presentacion de

LG exogena pero solo a bajas dosis de antigeno. Es decir, en condiciones suboptimas.
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Figura 8 Aumento sutil en la presentacién de antigenos exégenos por la estimulacién de Ly con
anticuerpos anti-CD40. Se realizd el EP.A con 25000 c€lulas LK-35.2 + 50,000 hibridomas de T CI10. La
concentracién de LG varié entre 0-10 pg/ml. Se estimulo con anticuerpos anti-CD40 (10pg/mL) &
irrelevante (Iy ($0pg/mL) . El ensayo fuc revelado por reduccién def MTT. La absorbancia (Abs.) se
midieron a 570 nm . Abs.minima 0.104, Abs. mAxima 0.804, Abs. C, reactivos 103, Abs C.Cel. 0.139
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Figura 9 Aumento sutil en la presentacién de antigenos exégenos por la cstimulacion de L con
anticuerpos anti-CD40. Se reatizé el E.P.A con 25000 células LK-35.2 + 50,000 hibridomas de T ES07. La
concentracién de LG vario entre 0-100 pg/mL. Se estimulo con anticuerpos anti-CD40 (10pug/mL) y con un
anticuerpo irrclevante (1) {10pg/mL). El ensayo se reveld por incorperacion de ‘H-timidina. LA Indice de
aclivacion.. c.p.m. del C.reactivos =140, c.p.m C.células = 225, ¢.p.m. max.= 72218, c.p.m. min.= 430
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Aumento sutil en la presentacion del péptido 48-62 de LG por el estimulo con
anticuerpos anti-CD40.

Una vez determinada que la estimulacion de Ly con anticuerpos anti-CD40 mejora la
capacidad presentadora de ésta, se decidid determinar si esto era consecuencia del
procesamiento det antigeno. i

Para determinar este punto se realizd ensayos de presentacion de antigeno con’
LK-35.2, C10, anticuerpos anti-CD40 e irrelevante (10pg/mL) variando la concentracién del
péptido 48-62 de LG el cual no requiere procesamiento para su presentacion. El
experimento se evalud mediante incorporacién de *H-timidina.

Los resultados se muestran en la figura 10. En ésta se aprecia que el anticuerpo anti-
CD40 mejora ligeramente la presentacion del péptido a una concemra.cic'm 0.1uM mientras
que a concentraciones mayores no se observa ningin efecto lo que rectifica que el efecto

solo se presenta a bajas dosis de antigeno.Esto nos sugiere que la mejora en la presentacion

de LG exogena no es debida a un aumento en ef procesamiento del antigeno.
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Figura 10 Aumento en la presentacién del péptido 48-62 de LG por el estimulo de CD40. Se realizd un
EPA con LK-352 (25,000 cel/mL), C10 (50,000 ceV/ml) y anticuerpos anti-CD40 y anlicuerpos
imelevante (I) (10pg/mL). La concentracién del péptido de LG fue variable. El ensayo fue revelado por
incorporacién de *H-timidina. S.E sin estimule. cp.m. Creactivos= 140, c.p.m C. células= 280, c.p.m
max=111009, c.p.m min.= 379.

La estimulacidn de Ly con anti-CD40 aumenta la presentacion de antigenos endigenos
por moléculas MHC H

Aunque la funcién de las moléculas det MHC 11 es presentar péptidos derivados de
proteinas exdgenas, la mayoria de los péptidos unidos corresponden a proteinas enddgenas,
ademas en estudios previos se han demostrado que existen diferencias en el procesamiento
de formas endégenas y exdgenas de un mismo antigeno. Debido a esto se decidio evaluar el
efecto de la estimulacion de Lg a través de CD40 en la presentacion de antigenos
endogenos. Para esto se realizaron ensayos de presentacion de antigeno con nimero variable

de LK-LG-KDEL, 50,000 hibridomas de Ly (E907 y C10). La concentracién de los
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anticuerpos (anti-CD40 o anti-li ) fue de 10ug/ml.. Los experimentos fueron revelados por
reduccion del MTT.

Los resultados para el hibridoma C10 (Figura 11) muestran que la estimulacion via
CD40 permite detectar una respuesta con sélo 97 Ly mientras aumenta la presentacion a
partir de 195 hasta 3120 Lp. Desplies de este rango no se aprecia efecto alguno de la
estimulacion con anti-CD40.
Por otro lado, para E907 (figura 12) no se detecta una respuesta en condiciones basales,
mientras que el estimulo con anti-CD40 se detecta una respuesta en los Lr.

Estos resultados sugiereﬁ que para la presentacion de LG enddgena el estimulo de
los Ly via CD40 permite la deteccion de una respuesta previamente no observable y
magnificar otra ya presente en condiciones subdptimas de Lg. En condiciones dptimas de Ly
el estimulo no induce efectos observables. Esto es similar a lo observado para LG exogena
pero el efecto es considerablemente mayor. Por lo tanto los resultados sugieren que para la
LG enddgena, el estimulo con anti-CD40 favorece la presentacion de antigenos por
mecanismos adicionales a los que ocurren con LG exogena. El resultado obtenido con E907
indica que aiin en el caso que la concentracién inicial de los complejos MHC 11-péptidos es
indectetable por €l método utilizado, se obtiene una respuesta cuantificable al estimular a

través de CD40.
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Figura 11 Aumento en la presentacién de LG endégena por el estimulo con anticuerpos anti-
CD40. EI E.P.A se realizd con un nimero variable de LK-LG-KDEL y 50,000 €10, La concentracién de los
anticuerpos fue de [0pg/mL. El experimento fue revelade por reduccion del MTT. S.E: sin estimulo.
Absorbancias (Abs.) a 570 nm; Abs.min. 0.125, Abs. max. 0.847, Abs.C.reactivos 0.106, Abs.C.células
0,130
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Figura 12 Aumento ¢n la presentacién de LG endbgena con anticuerpos anti-CD40. E] EP.A se
realizd con un nimero variable de LK-LG-LDEL y 50,000 E907. La concentracién de los anticuerpos fue de
[0pg/mL. El experimento fue revelado por reduccion del MTT. S.E :sin estimulo. Absorbancias {Abs.) a 570
nm; Abs.min 0.113, Abs. max. 0.3, Abs.C.reactivos 0.106, Abs.C.células 0.130
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La preteina CD40-Fc bloquea el efecto inducido por anticuerpos anti-CD48 en la
presentacion de LG endogenn.

Para corraborar que el aumento en la presentacion de LG fuera atribuida a la
activacion de Lp con anticuerpos anti-CD40 se bloqueo esta interaccion mediante fa proteina
de fusién CD40-Fc, la cual se une a los anticuerpos anti-CD40 y, por lo tanto, bloquea sus
efectos.

Para esto se realiz6 un ensayo de competencia en donde se mantuve constante la
concentracion del anticuerpo y la proteina de fusion (10pg/mL), variando solo ef nimero de
Lg (LK-LG-KDEL), el hibridoma de Ly utilizado fue E907.

Los resultados indican (figura 13) que a la menor cantidad de Ly el bloqueo es total,
efecto que se va haciendo parcial a medida que se aumenta el nimero de éstas.

Esto confirma que efectivamente el efecto en la presentacion de antigenos es

mediado por la estimulacion via CD40.
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Bloqueo del efecto de la estimulacion
de CD40 por CD40-Fc
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Figura 13 Bloguco del cfecto del anticuerpo anti-CD40 por CD40-Fe. E.P.A, LK-LG-KDEL
(mimero variable), E907 (50,000 cel/pozo). Concentracion de los a anticuerpos (ami-CDA0 o irrelevante
anti-li} y Ja proteina de fusién CD40-Fc 10pg/mL. El ensayo fue revelado por incorporacién de *H-timidina.
S.E sin estimulo. c.p.m C. reactivos=140, ¢.p.m C.células= 280, ¢.p.m max.= 22571, ¢c.p.min. =247

El qumento en ln presentacion de LG no es debido a un aumento en la expresion de

moléculas MHC I

Como previamente se menciond, uno de los efectos al estimular L via CD40 es el
aumento en la expresion de las moléculas MHC L. Para evaluar el papel de estas moléculas
en el aumento de la capacidad presentadora de los Ly, se estimularon 250,000 Lg con
anticuerpo anti-CD40 o anti-Ii (10pg/mL) y se evalud la expresion de las moléculas del
MHC 11 a las 12, 24, 48 y 72 horas. Como control de activacidn se utilizo el lipopolisacarido
(LPS 50ug/mL). Para el anilisis de esta molécula se realizd inmunoflurescencia directa
(anticuerpos anti-MHC 11-FITC), las muestras fiteren analizadas en i citdometro de flujo a

los respectivos tiempos mencionados.
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l.os datos obtenidos (figura 14) indican que 12 horas despies del estimulo con el
anticuerpo anti-CD40 no se aprecian modificaciones en la expresion de las moléculas
analizadz;s, a las 24 horas la expresién de las moléculas del MHC II permanece sin cambio,
mientras que a las 48 horas se observa un ligero desplazamiento en la expresion de ias
moléculas MHC 11, que es mds evidente a las 72 horas.

Debide a que no existe cambio en la expresion de las moléculas MHC II durante el
tiempo en el que se realiza los ensayos de presentacion de antigeno (24 horas) podemos
deducir que el aumento en la2 presentacion de antigenos aqui descrito no es atribuido a una

mayor expresién de las moléculas del MHC 11
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Expresion de las moléculas del MHC 11 en
linfocitos B estimulados a través de CD40
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Figura 14 Expresion de MHC I1 CPAs activadas con anticucrpos anti-CD40 o anti li
(10pg/mL). Se aclivaron 250,000 CPAs con anticuerpos (anti-CD40 o irrelcvante (anti 1i))  10pg/ml.
Como control de activacion s utilizd lipopolisacarido (LPS) 50pg/mL. Las tinciones se realizaron a los
respectivos tiempas con anticuerpos anti-MHC H-FITC,. Las muesiras se analizaron por citometria de flujo.

1C10 anti-CD40, In anti-li. LPS.



DISCUSION

Este trabajo se realizd con la finalidad de establecer un modelo que permitiera
evaluar el efecto dé la estimulacion de linfocitos B a través de CD40 en la presentacion de
dos formas diferentes (endogena y exdgena) de una misma proteina. Para esto se utilizo
como modelo la lisozima de gallina. Como células presentadoras de antigeno se utilizaron
dos lineas de linfocitos B: una transfectada con la hisozima de gallina con sefial de retencion
en reticulo (LK-LG-KDEL) y otra a la que se administro en forma exdgena la proteina
(LK35.2). El estudio consistio, por una parte, en ensayos de presentacion de antigeno con
los linfocitos B estimulados con células portadoras de CD40L o anticuerpo monoclonal anti-
CD40 ¢ hibridomas de Ly con diferente sensibilidad a la lisozima de gallina (C10 y E907).
Ademas, se analizd la expresion de las moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad clase 1 (MHC Ii) en linfocitos B estimulados de la misma manera.

Los resultados obtenidos indican: 1) el estimulo de linfocitos B a través de CD40
aumenta la presentacion de antigenos endogenos y exdgenos, siendo mas notable con los
primeros, 2) El aumento en la presentacion de antigenos exdgenos no depende de un mejor
procesamiento, 3) la estimulacion de linfocitos B con anticuerpos a través de CD40 aumenta
la presentacion de antigenos endogenos de manera més notable sugiriendo la participacién
de mecanismos adicionales a los involucrados para antigenos exdgenos.

Estudios realizados con linfocitos B estimulados con CD40L expresado células de
insecto (S9) y con diferentes concentraciones de antigeno (citocromo ¢) sugirieron que éste
estimulo era capaz de aumentar de manera importante la presentacidon de antigenos

exagenos'?. En nuestro estudio obtuvimos resultados similares. Es decir, el estimulo de



linfocitos B con CD40L mejord ta presentacion de antigenos exogenos y endégenos, siendo
mayor el efecto en la presentacién de los ultimos, lo cual podria sugerir la presencia de
mecanismos de accién adicionales dependiendo de la forma del antigeno (endégeno o
exdgeno). El anilisis de la expresion de las moléculas del MHC II en linfocitos B
estimulados de la misma manera demostrd que éstas no aumentan, descartando el aumento .
de éstas como causa principal del incremento en [a presentacion de antigenos originada por
CDA40L.

Otros estudios estimulando linfocitos B de sangre periférica con anticuerpos anti-
CD40 unidos a receptores de Fc en fibroblastos transfectados con estos, sugieren que estd
éstimulacién mejora la capacidad presentadora de antigenos de los linfocitos B"",
proponiendo como principal mecanismo efector €l aumento de la expresion de moléculas
coestimuladoras como B7.1 y B7.2. Resultados similares se han obtenido estimulando los
tinfocitos B de bazo y linea celular con anticuerpos anti-CD40 en forma soluble 42 <ol que
en este caso €l efecto fue atribuible al aumento en el procesamiento del antigeno.

En nuesiro trabajo encontramos que la estimulacion de linfocitos B a través de CD40
resulta en un aumento muy sutil en la presentacion de antigenos exogenos, la cual sélo se
aprecia a concentraciones bajas de antigeno. La participacion del procesamientc en el
aumento de la presentacion de antigenos exogenos se evalué en ensayos de presentacion de
antigeno con el péptido de lisozima de gallina 48-62 , el cual no requiere ser procesado para
su presentacion. Los resultados obtenidos muestran un ligero aumento en la presentacion del
péptido 48-62 de la lisozima de gallina (a concentraciones bajas de este) en [os linfocitos B

estimulados a través de CD40. Este resultado sugiere muy fuertemente que el aumento en la
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presentacion de antigenos exdgenos no es debida a un mayor procesamiento del antigeno lo
que difiere con estudios anteriores.

Una explicacion de las diferencias encontradas en este estudio y reportes anteriores
pudiera ser la metodologia. Mientras que ‘en este trabajo el anticuerpo anti-CD40, €l péptido
de lisozima de gallina y el cocultivo de linfocito B- linfocito T se afladieron simultineamente,
en otros estudios se estimulo primero al linfocito B con el anticuerpo anti-CD40 durante
tiempos variables, se fijaron las células con glutaraldehido y posteriormente se afiadio el
péptido y los linfocitos T*. Podria ser que el proceso de fijacion no solo detiene el
procesamiento sino también afecta la eficacia de presentacion del antigeno al alterar las
interacciones de superficie. Ademas, los antigenos utilizados son diferentes por lo que sus
requerimientos para ser procesados y presentados pueden variar.

El hecho de que el aumento de la presentacién de antigenos exdgenos solo se
presente a dosis bajas de antigeno podriz explicarse considerando que a esas
concentraciones el nimero de complejos MHC 11-péptido en superficie fueran insuficientes
para lograr una maxima respuesta del linfocito T, bajo estas condiciones, el estimulo a través
de CD40 puede mejorar la capacidad presentadora del linfocite B logrando aumentar la
respuesta del linfocito T. Mientras que concentraciones altas de antigeno promueven la
formacién de un mayor namero de complejos MHC Il-péptidos alcanzando la maxima
capacidad presentadora del linfocito B, por lo que el estimulo a través de CD40 ya no
genera ningiin cambio en ef linfocito B optimizado. No obstante, no se puede descartar la
posibilidad de que el hibridoma de linfocito T alcance su méaxima capacidad de respuesta,y

por lo tanto, no perciba una mayor presentacion del antigeno.
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El efecto de la estimulacion de linfocitos B con anticuerpos anti-CD40 en la
presentacion de antigenos enddgenos fue diferente. En estos, el estimulo a través de CD40
fue suficiente para detectar una respuesta con hibridomas de linfocitos T poco sensibles, que
no respondian a la presentacion de antigenos por linfocitos B sin estimular. En el caso de
hibridomas muy sensibles, como C10, se observd que el efecto de la estimulacion con el
anticuerpo anti-CD40 se perdia cuando se aumentaba el nimero de células presentadoras de
antigeno (linfocitos B), lo cual fue similar a lo ocurrido en la presentacion de antigenos
exogenocs a concentréciones altas de estos.

Estudios realizados respecto a la eficiencia de presentacion de péptidos endogenos o
exégenos de una misma proteina han sugerido que la eficiencia de presentacion y el patrén
de péptidos generados dependen en gran medida de la forma de la proteina (endogena o
exdgena) y en particular de la localizacion intracelular de fa misma. Estos estudios sugieren
fuertermente diferentes vias de procesamiento para antigenos endogenos y exogenos de una
misma proteina'®.

Con base en lo anterior sugerimos que el principal mecanismo por el que se aumenta
la presentacion de antigenos endégenos es através de su procesamiento. Esto se propone
debido a que logramos detectar una respuesta en linfocitos T, la cual es indetectable (por
estos métodos) en condiciones basales. No obstante, debemos considerar la participacion de
mecanismos adicionales que actian para los antigenos exdgenos, la cual es aditiva al
procesamiento.

El aumento en la presentacion de antigenos en linfocitos B estimulados con

anticuerpos anti-CD40 puede deberse a multiples factores que mejoran su capacidad como
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célula presentadora de antigenos. Entre ellos: una mayor expresion de moléculas MHC 11,
moléculas coestimuladoras (B7) y de moléculas de adhesion como LFA-1, LFA-3, ICAM-1.

Para evaluar la participacién de las mol.éculas del MHC II, se analizd la expresion de
éstas en la superficie de linfocitos B estimulados con ar-tticuerpos anti-CD40. Los resultados
obtenidos indican que estas moléculas no se aumentan durante las primeras 24 horas post-
estimulacion (tiempo durante el que se desarrolla el ensayo de presentacidn de antigenos).
Sin embargo, a pesar de no detectarse un aumento en la expresién de las moléculas del
MHC 1I, no puede descartarse por completo su participacién, ya que pudiera ser que el
estimulo con anticuerpos anti-CD40 aumente la formacion de complejos MHC I1-péptido o
la vida media de estos en [a superficie, [o cual no se estudio en esta investigacion.

Es importante mencionar que en el caso de la estimulacidn de linfocitos B con
anticuerpos anti-CD40 se avmentd la expresion de moléculas MHC II a partir de Jas 48
horas post-estimulo, mientras que con CD40L no se aumenté en ningin tiempo la expresian
de estas. Esto concuerda con estudios anteriores que sugieren que el efecto de fa
estimulacion de linfocitos B a través de CD40 depende del tipo de estimulo (anticuerpos,
ligando, etc) lo cual influira en el grado de entrecruzamiento del receptor y por consiguiente
en los efectos generados.

Estudios posteriores realizados para evaluar la participacion de B7 en el aumento de
la presentacion de antigenos en linfocitos B estimulados a través de CD40, sugieren que la
expresion de las moléculas B7 no se aumentan hasta despies de 24 horas de estimulacion
con anticuerpos anti-CD40, lo que concuerda con los resultados obtenidos en otros estudios

" Debido a que los ensayos de presentacion de antigeno tienen una duracién de 24 horas
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no consideramos que estas moléculas intervengan de manera crucial en el efecto observado,
sin embargo, no se puede descartar de manera concluyente su participacion.

Es importante mencionar que los estudios en los que se ha atribuido un papel
importante a B7.1 y B7.2 se han realizado con linfocitos B de sangre periférica, que no
expresan en forma constitutiva B7, se pre-estimulan con anticuerpos anti-CD40 durante 48
horas y posteriormente se pusiero en contacto con los Lt. Mientras que en los experimentos
realizados aqui los linfocitos B utilizados expresan en forma constitutiva B7.1 y B7.2 y la
estimufacién de CD40 se realizo durante las 24 horas que duro el ensayo de presentacion de
antigeno.

La participacién de moléculas de adhesion no fue evaluada por lo que no podemos
descartar su posible intervencion en el aumento de la presentacion de antigenos en linfocitos
B estimulados con anticuerpos anti-CD40.

Estos resultados demuesiran que la estimulacion de linfocitos B a través de CD40
aumenta su eficiencia en la presentacion de antigenos. Sin embargo, existen diferencias en el
efecto de esta estimulacion en la presentacién de antigenos endogenos y exdgenos, lo que
sugire la participacion de mecanismos de accion adiccionales, inherentes a la forma del
antigeno enddgena o exdgena). Esto concuerda con estudios realizados por este grupe en
donde formas diferentes de lisozima de gallina generan diferente patrén de péptidos
dependiendo de su localizacién intracelular. Esto nos sugiere que el efecto de la estimulacién
de linfocitos B a través de CD40 podria depender de la localizacion intracelular de la

proteina.



CONCLUSION

El modelo disefiado en este trabajo experimental permitid evaluar el efecto de la
estimulacidn de linfocitos B a través de CD40 en la presentacién de antigenos por moléculas
MHC 1I. Los resultados generales sefialan que esta estimulacién mejora la capacidad
presentadora de antigenos del linfocito B. Sin embargo, se presentaron diferencias en el
efecto de la estimulacion de linfocitos B a través de CD40 en la presentacién de antigenos
endogenos y exdgenos. Por un lado se aumentd sutilmente a concentraciones bajas del
antigeno, la presentacion de antigenos exdgenos, mientras que para antigenos endogenos se
logré detectar una respuesta que en condiciones basales no se percibia, ademas de un
aumento en una respuesta ya detectable. El efecto observado para los primeros es
aparentemente independiente de su procesamiento, mientras que en ninguno de los dos casos
el efecto fue atribuido a un aumento en fa expresion de las moléculas del MHC {1. Esto nos
permite proponer que los mecanismos por los cuales la estimulacion de linfocitos B a través
de CD40 aumenta la presentacion de antigenos pudieran ser aditivos dependiendo de la

forma del antigeno (enddgena o exdgena).
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