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RESUMEN

La memoria inmunoldgica es el mecanismo empleado por el sistema inmune para
la generacion de inmunidad contra la reinfeccidon; la respuesta inmune celular
como la respuesta de anticuerpos participan de manera importante en el
establecimiento de inmunidad generando linfocitos T y anticuerpos protectores.
Ambos tipos de respuesta son inducidas a través de la respuesta inmune innata
gue funciona como primera linea de defensa. Dentro de los receptores de la
inmunidad innata, se han identificado a los receptores tipo Toll (TLR) los cuales
pueden reconocer componentes microbianos que participan mediando el proceso
inflamatorio inicial y contribuyen en el efecto adyuvante que ejercen un gran
namero de moléculas derivadas de microorganismos. La naturaleza adyuvante de
una molécula puede modificar la calidad y la duracion de la respuesta inmune
adaptativa, sin embargo, permanecen poco explorados los mecanismos
involucrados en la traduccion de la respuesta inmune innata en memoria

inmunoldgica y las caracteristicas de las moléculas que inducen estos fenémenos.

Para entender qué propiedades deben tener las moléculas para generar
anticuerpos de memoria en el presente estudio se empled un modelo experimental
de ratones transgénicos denominados ratones MD4 cuyo repertorio de anticuerpos
esta limitado al reconocimiento de lisozima de huevo de gallina (HEL). Ya que los
mecanismos moleculares de la generacién de anticuerpos de memoria hasta
ahora descritos se basan en la diversificacion del repertorio (hipermutaciéon

somética, cambio de isotipo) los ratones MD4 representan una herramienta Uutil



para observar la capacidad de diferentes antigenos para diversificar un repertorio

de restringido.

Los ratones MD4 fueron inmunizados con ovoalbumina (OVA) y no se observaron
titulos de anticuerpos especificos, sin embargo, al coinmunizar a éstos ratones
con OVA vy diversos PAMP ligandos de TLR observamos la generacion de
anticuerpos especificos en la respuesta primaria y que estos titulos se elevaron
después de la reinmunizacién. Estos datos muestran que la coinmunizacion de un
antigeno sin propiedades adyuvantes intrinsecas con un PAMP puede activar los
mecanismos de diversificacion del repertorio y probablemente de ésta manera la
generacion de anticuerpos de memoria. Con el fin de investigar si las moléculas
gue son reconocidas tanto como antigenos como PAMPs activan los mecanismos
de generacion de memoria, inmunizamos ratones MD4 con porinas de Salmonella
enterica serovar Typhi y con el virus del mosaico de la papaya (PapMV) que han
sido descritos como antigenos con capacidad de activar a células del sistema
inmune innato. Estos antigenos indujeron la produccién de altos titulos de
anticuerpos especificos en los ratones MD4 indicando que activaron de manera
eficiente los mecanismos de diversificacion del repertorio y por tanto de memoria
inmunoldgica. Con estos datos concluimos que las moléculas que sélo son
capaces de activar al sistema inmune adaptativo (antigenos) no son eficientes
para generar memoria, no obstante, los antigenos que son reconocidos también
por el sistema inmune innato son eficientes inductores de memoria, a estos
antigenos con capacidad adyuvante intrinseca los hemos denominado

“Pamptigens”.



ABSTRACT

Imunological memory is the mechanism used by the immune system to generate
immunity against reinfection. Cellular and antibody response significantly provides
immunity generating effector T lymphocytes and protective antibodies. Both types
of responses are induced by the innate immune response that serves as the first
line of defense. Within the receptors of the innate immunity, the Toll like receptors
(TLR) have been identified, these receptors can recognize microbial components
and mediate the initial inflammatory process, in addition, contribute to the adjuvant
effect on the antibody responses to molecules derived of microorganisms. The
adjuvant nature of a molecule can change the quality and the length of the
adaptive immune response, however, the mechanisms involved in the translation
of the innate immune response in immunological memory and the features of the

molecules that induce these phenomena remain unclear.

To understand the properties that molecules must have to generate memory
antibodies. We used an experimental model of transgenic mice called MD4 mice,
in these mice the antibody repertoire is limited to the recognition of hen egg
lysozyme (HEL). Because the molecular mechanisms involved in the generation of
antibody memory described so far are based on the diversification of the repertoire
of antibodies, MD4 mice represent a useful tool to observe the capability of

different antigens to diversify a restricted repertoire.



MD4 mice were immunized with ovoalbumin (OVA), a poorly immunogenic antigen
that haven’t been reported as an inductor of innate immune response, no specific
antibody titers were observed, however, the coinmunization of OVA and different
TLR ligands, induced the generation of primary OVA-specific antibody response.
After reimunization titers increased. These data shows that the coinmunization of
an antigen that do not have intrinsic adjuvant properties together with a PAMP can
activate the mechanisms of memory generation. In order to investigate if molecules
are recognized as both, as antigen and as PAMPSs, induce the generation of
memory. MD4 mice were immunized with porins from Salmonella enterica serovar
Typhi or papaya mosaic virus (PapMV). Both antigens have been described as
antigens that also activate innate immune system as PAMPs. These antigens
induced the production of high titers of specific antibodies in MD4 mice indicating
that the mechanisms of diversification of the repertoire and therefore
immunological memory were efficiently activated. With this data we concluded that
the molecules that are only capable to activate the adaptive immune system
(antigens) are not efficient to generate memory, in contrast, the antigens
recognized also by the innate immune system are efficient inducers of memory.
We propose that the term “Pamtigens” to antigens that have intrinsic adjuvant

properties.
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1.Introduccién

a. Sistemainmune innato

El sistema inmune innato es la primera linea de defensa contra patégenos y es
capaz de reconocer microorganismos a través de un limitado numero de
receptores codificados en linea germinal denominados receptores de
reconocimiento de patrones (PRR)[1]. Los PRR se encuentran tanto en forma
soluble, como anclados a la membrana externa de las células o en

compartimientos intracelulares|2;3].

Al conjunto de moléculas que son reconocidas por los PRR se les denomina
patrones moleculares asociados a dafio (DAMP)[4] y patrones moleculares
asociados a patégenos (PAMP)[5;6]. Los DAMP son moléculas propias que tienen
una funcion en la célula y generalmente se encuentran intracelularmente; cuando
éstas se liberan al exterior debido a dafio del tejido, éstas pueden ser reconocidas
por diversos PRR; algunos ejemplos de éstas son ATP, acido urico[7], HMGB1[4]
y componentes de la matriz extracelular como hialuronana y heparan sulfato[8].
Los PAMP son moléculas que provienen de mircroorganismos, se han identificado
diferentes PAMP, algunos ejemplos son el lipopolisacarido (LPS), los acidos
lipoteicoicos (LT), la peptidoglicana (PG) de bacterias Gram-positivas, las porinas
de bacterias Gram negativas[9] la lipoarabinomanana (LAM) de Mycobacterium, la
flagelina, las CpGs no metiladas, y el RNA de doble cadenal[5;10].

Los PAMP y DAMP al ser reconocidos por los PRR inducen mecanismos de

activacion en el interior de la célula y esta activacion tiene como consecuencia el



inicio de la respuesta inmune contra el patdgeno[5;6]. Dentro de los PRR hay un
grupo de receptores muy estudiado que son los TLR. Los TLR son una familia de
proteinas transmembranales, se conocen actualmente 11 miembros en humanos y
13 en ratones. Los TLR del 1 al 9 son conservados entre humanos y ratones
mientras que, TLR10 es funcional en humanos pero no en ratones y TLR11 es
funcional en raton pero no en humano. La porcidon citopldsmica de los TLR
muestran alta similitud a la de la familia del receptor de IL-1 y es llamado dominio
de Toll/receptor de IL-1[11].

Los TLR son capaces de reconocer a un gran numero de PAMP y DAMP. Esta
unién inicia una rapida transduccion de sefiales para la activacion de factores
nucleares como NF-kB para la produccién de citocinas proinflamatorias o IRF para
la produccion de interferones[3;11;12]. Los productos derivados de la sefalizacion
alertan al sistema inmune de la presencia de infeccion y también ayudan a iniciar
la respuesta inmune adaptativa a través de la activacion y maduracion de células
presentadoras de antigeno (en especial en células dendriticas[3]) actuando como
potenciadores o también llamados adyuvantes de la respuesta inmune adaptativa
ya que estas células son una conexion entre el sistema inmune innato y el sistema

iInmune adaptativo[13].

b. Sistemainmune adaptativo
El sistema inmune adaptativo se encuentra en los organismos cordados, monta
una respuesta tardia y el reconocimiento molecular estd mediado por los linfocitos

B y T a través de sus receptores. Los linfocitos B cuentan con la inmunoglobulina



de superficie como receptor para el reconocimiento del antigeno, conocido
también como BCR o mlg, mientras que los linfocitos T cuentan con el receptor
de linfocito T (TCR). El repertorio de estos receptores es muy amplio, debido a que
la generacion de éstos receptores es a partir de rearreglos génicos; de esta
manera el sistema inmune adaptativo puede reconocer a un gran numero de
antigenos[14].

La estimulacién de los linfocitos B genera la produccion de anticuerpos y la de los
linfocitos T genera la produccién de citocinas, moléculas de coestimulacion y
activacion de linfocitos T citotoxicos, de esta manera el sistema inmune adaptativo
es capaz de reconocer a los microorganismos patdégenos y actuar en contra de
éstos y sus productos[14-17].

Las respuestas inmunitarias adaptativas tanto humorales como celulares poseen
caracteristicas fundamentales que reflejan las propiedades de los linfocitos que

median las respuestas.

Especificidad

Los linfocitos son capaces de reconocer y eliminar de manera selectiva
microorganismos y moléculas extrafias. Esta especificidad permite reconocer
diferencias sutiles entre los antigenos. Los linfocitos T reconocen moléculas en el
contexto del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) con una
especificidad; los anticuerpos provenientes de una célula plasmatica pueden

distinguir entre dos moléculas proteinicas que difieren en solo un aminoéacido[14].



Diversidad

Cada linfocito expresa receptores de membrana que son capaces de distinguir
diferencias estructurales minimas entre los distintos antigenos. El niumero total de
especificidades de reconocimiento de un organismo se denomina repertorio. Se
calcula que puede haber 10 diferentes especificidades; ésta propiedad del
repertorio se denomina diversidad. La generacion de este repertorio esta dada por
procesos que se llevan a cabo en érganos linfoides primarios (se llevan a cabo en
la médula 6sea para la generacién de linfocitos B con BCR funcional o en el timo
para la generacion de linfocitos T con TCR funcional) y los procesos que estan
implicados son el rearreglo V(D)J o recombinacién somética y la edicion del

receptor[14].

Memoria

Ante la exposiciéon del sistema inmune a una molécula extrafia, hay un aumento en
la capacidad de respuesta ante un nuevo contacto con el antigeno. Los linfocitos B
generan inmunoglobulinas que se unen a los antigenos con una afinidad mayor
gue las células B que no han sido previamente estimuladas, debido a que se lleva
un proceso llamado hipermutacion somatica en donde hay mutaciones puntuales
en el DNA que codifica para la fraccion variable de las inmunoglobulinas y
repercute en la generacion de anticuerpos con ciertas variaciones en la secuencia

de aminoacidos con una mayor fuerza de union a su antigeno[14].



c. Generacion del repertorio de anticuerpos

El repertorio de anticuerpos se genera a partir de informacion que se tiene
almacenada en los genes que es rearreglada al azar, de ésta forma se generan un
gran namero de especificidades. La seleccion y proliferacion de las clonas que
reconocen por primera vez al antigeno mediante éstos receptores, son Utiles ante
una nueva exposicion del antigeno. Para originarse este amplio repertorio, células
hematopoyéticas pluripotenciales se diferencian en Progenitores Linfoides
Comunes (CLP), las cuales dan a lugar a precursores linfoides y posteriormente a
células pro-B, pre-B y linfocitos B [14;18;19], durante este proceso, los linfocitos B
generan BCR funcionales, la generacién de estos se debe a dos procesos
descritos llamados rearreglo V(D)J y edicidon del repertorio. Cuando ya se ha
generado este repertorio de anticuerpos, los linfocitos B salen de la médula 6sea
expresando inmunoglobulinas unidas a membrana con especificidad antigénica
Unica. Estas células B que aun no reconocen antigeno circulan en la sangre y en
la linfa y migran a los 6rganos linfoides secundarios, en especial al bazo y los
ganglios linfaticos. Cuando el antigeno es reconocido a través del BCR activa al
linfocito B, éste prolifera y algunas de las células que proliferaron se diferencian en
células plasmaticas que secretan anticuerpos y después en células B de memoria.
Dos tipos de cambios genéticos ocurren durante la diferenciacion. Primero se
llevan a cabo mutaciones que cambian las propiedades de unién por lo que los
linfocitos B llevan a cabo un proceso de maduracion de la afinidad y
posteriormente se llevan a cabo cambios en la fraccion constante que dan lugar al

cambio de isotipo [20;21].



Rearreglo V(D)J

El rearreglo V(D)J se lleva a cabo en las uniones entre secuencias de sefial de
recombinacion (SSR) y las secuencias de codificacion. Este proceso es catalizado
por enzimas que en conjunto se denominan recombinasa V(D)J. Las proteinas
RAG-1, RAG-2 y la enzima desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT) son los

principales productos génicos que se han descrito que lo componen.

En términos generales el rearreglo es iniciado por la recombinasa V(D)J
compuesta por las proteinas del gen activador de la recombinacién 1y 2 (RAG-1y
RAG-2). Juntas RAG-1 Y RAG-2 se unen a SSR que sitian a cada segmento
génico e introducen un corte de doble cadena entre SSR y la secuencia de DNA
que lo rodea. Los fragmentos de DNA terminales generados por el rompimiento
son asimétricos, con la codificacion terminal covalentemente sellada en forma de
una horquilla y la sefial terminal presente como un fragmento terminal romo 5
fosforilado. La primer etapa del rearreglo V(D)J es el punto en el cual se impone
la mayor parte, si no es que toda, la regulacion de la reaccion de

recombinacion[17;22-25].

El DNA fragmentado generado por el rompimiento producido por RAG puede ir
mediante diferentes rutas. El primero es la union V(D)J estandar, en la cual las
horquillas se abren y se unen entre si al azar para formar una unién codificante,
mientras las dos sefiales terminales se ligan heptamero a heptamero para
generar una union sefalizadora que codifica para la Ig. La unién es mediada por
los componentes de la ruta de reparacion de union final de DNA no homélogo

(NHEJs). Alternativamente, dos productos no estandar de la recombinacién V(D)J



pueden ser generados mediante la unidbn de segmentos terminales con
codificacion terminal. La regeneracion de la unién de una sefial con su marca de
codificacion original da lugar a una unién abierta y cerrada, mientras que la unién
de una sefial con la marca de codificacion de su comparfiero de reaccion genera
una union hibrida, produciendo diversos cambios en la secuencia final y de esta
forma en las proteinas a las que dan lugar dando lugar a un repertorio
diversificado al azar que tiende por ello a ser mas selectivo. Finalmente el
complejo RAG-1 y RAG-2 unido a las sefales terminales catalizan el ataque que
provoca el cambio de sitio de las sefiales terminales sobre un DNA blanco no
relacionado[17;23-26](Figura 1). Este proceso promueve la diversidad de las
especificidades que tienen las inmunoglobulinas en el reconocimiento de epitopos
ya que en linea germinal se encuentran codificados regiones con multiples exones
gue son unidos al azar por medio de diferentes procesos de recombinacién
provocando la generacién de anticuerpos con una mayor afinidad al antigeno pero

también anticuerpos con una afinidad menor[24;26].
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Figura 1. Esquema general de los rearreglos V(D)J para el ensamblaje de los

genes de receptor de antigeno

Edicion del receptor

La edicién del receptor es probablemente una adaptacién que es necesaria debido
a la probabilidad de autorreactividad del receptor. En los Linfocitos B, los genes
gue codifican para las dos cadenas del receptor de antigeno parece que son
especialistas en promover la generacion de diversas especificidades y la
regulacion de esas especificidades a través de una edicion eficiente. La edicion

del receptor es un proceso que altera los receptores del antigeno permitiendo que



se lleven a cabo rearreglos de los elementos del gen que codifican el receptor.
Este proceso es el mecanismo de tolerancia dominante para desarrollar linfocitos
B y ocurre en la etapa de maduracién de linfocitos B en médula ésea. Cuando
estos linfocitos B encuentran un antigeno propio que induce la sefalizacion
mediante el BCR su proceso de desarrollo es bloqueado y el rearreglo V(D)J
continda. Si su desarrollo contindia y con la recombinacion en el loci que codifica
para la cadena IgL y posiblemente el loci IgH entonces se llevan a cabo
modificaciones en los genes de la Ig y por lo tanto en la especificidad del BCR lo

cual provoca que las células no sean mas autoreactivas[27].

También hay estudios en donde se han descrito procesos de edicién del receptor
posteriores al reconocimiento antigénico. Se observaron que ratones con
repertorio limitado diversifican su especificidad antigénica generando anticuerpos
con reconocimiento a antigenos como virus de la estomatitis vesicular (VSV),

porinas de S. typhi, virus de la coriomeningitis linfocitica (LCMV)[25;28].

Estos mecanismos son importantes para generar un amplio repertorio de linfocitos

B con BCR funcionales.

d. Memoriainmunolégica
La memoria inmunolégica es la capacidad del sistema inmune para responder mas
rapida y eficazmente ante los agentes patdégenos con los que se ha encontrado

previamente y refleja la preexistencia de linfocitos antigeno-especificos.



Los linfocitos B de memoria generan al diferenciarse en células plasmaticas
inmunoglobulinas que se unen a los antigenos con una afinidad mayor que las

células B que no han sido previamente estimuladas.

Los anticuerpos de alta afinidad son los efectores de la rama humoral de la
respuesta inmune adaptativa. Estos son producto de la diferenciacién de los
linfocitos B, dirigida por los linfocitos T, en el proceso denominado reaccion de
centro germinal (GC). Los centros germinales, son estructuras que se forman en
los foliculos de los 6rganos linfoides secundarios, y es donde se lleva a cabo la
expansion clonal de los linfocitos B, la hipermutacion soméatica (SHM), el cambio
de isotipo de las inmunoglobulinas (CSR), la maduracién de la afinidad, apoptosis,
y la diferenciacion de las células plasméaticas y el compromiso de los linfocitos B a

células de memoria[29].

La formacion y el mantenimiento de los GC depende de las interacciones entre los
linfocitos B, linfocitos T y células dendriticas foliculares (FDC)[30-32]. Las FDC
participan en la proliferacion, seleccion y diferenciacién de los linfocitos B a través
de mecanismos dependientes e independientes de antigeno[33;34] mientras que
los linfocitos T activados inducen la diferenciacion de los linfocitos B de GC a

través de interacciones célula-célula tipo CD40/CD40L y a través de citocinas[35].

Cuando los anticuerpos son producidos durante la respuesta primaria, los
complejos inmunes (IC) son retenidos por largos lapsos en las FDC, debido a su
alta expresion de receptores Fc y receptores de complemento, siendo CR1 y CR2

los mas abundantes en los foliculos primarios[31;36].
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Las FDC proporcionan antigeno para su reconocimiento por el linfocito B, se cree
gue esta interaccién es crucial para el desarrollo de anticuerpos de alta afinidad y
gue han llevado a cabo cambio de isotipo, asi como para el establecimiento de la
respuesta de memoria mediada por linfocitos B[31;33;34;36;37]. Ademas del
aporte de antigeno, las FDC ofrecen numerosos estimulos no especificos durante
la reaccion de centro germinal que contribuyen a la 6ptima respuesta de B[38]. Las
FDC expresan moléculas de adhesion ICAM-1, VCAM-1, MadCAM-1, que proveen
a los linfocitos B de GC de sefales para prevenir la apoptosis y ayudan a la

seleccion de los linfocitos B durante la maduracion del BCR[39-42].

La expansion clonal de los linfocitos B activados (centroblastos), ocurre en el
contexto de las FDCJ[43]. Posteriormente, se da inicio al proceso de SHM[44]. Los
centroblastos se diferencian a centrocitos, dejando de proliferar y expresan una
nueva inmunoglobulina en su superficie. Histolégicamente pueden diferenciarse en

los GC dos zonas la clara y la obscura[45].

La zona obscura, esta conformada por centroblastos que proliferan y llevan a cabo
SHM y una pequefia poblaciéon de FDC [43]. La zona clara, esta conformada
principalmente por la red de FDC, centrocitos y linfocitos T. La diferenciacion de
células pre-plasméticas y de memoria comienza alrededor del segundo dia
después de que ha iniciado la SHM, este retraso garantiza la alta afinidad de las

inmunoglobulinas [46].

Otro componente importante en estos procesos son las quimiosinas pues se ha

observado que son centrales en el desarrollo, organizacién y mantenimiento de la
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arquitectura de los érganos linfoides secundarios, incluyendo la de los foliculos.
Para que el GC se desarrolle, es esencial que la estructura del foliculo esté
intacta. Particularmente, la quimiocina CXCL13 y su receptor CXCR5 son los
responsables de la organizacion del foliculo asi como de la migraciéon de las

células By T en los GC primarios [47;48].

En este sentido, la organizacion del GC esta regulada tanto por CXCL12 y su
receptor CXCR4 como por CXCL13 y su receptor CXCR5 [49]. Las quimiocinas,
ademas de ser importantes para el trafico y organizaciéon de los linfocitos B en el
GC, también lo son para reclutar a los linfocitos T. Los linfocitos T CD4* CXCR5"
migran a los foliculos y a los GC en respuesta a CXCL13 [50-52]. La presencia de
células T en el GC es importante para dar sefiales de diferenciacion de los

linfocitos B.

Se reconoce que CD28/B7 y CD40/CD40L son necesarios para la optima
activacion de linfocitos B y T CD4" en la formacion de los GC [53;54].
Recientemente, se ha demostrado que también ICOS, un homologo de CD28, es
importante para el desarrollo de GC y que su sefalizacion regula la diferenciacion

Th1/Th2[55:56].

Se ha reportado que algunas citocinas regulan la diferenciacion de los linfocitos B
en el GC. La IL-4 es producida por los linfocitos T y se asocia con la diferenciacion
de los linfocitos B [57]. Tanto IL-2 como IL-4 promueven in vitro la diferenciacion a
células B de memoria [58]. IL-6 que es secretada por FDC promueve la

proliferacion de linfocitos B[57]. La IL-10 se requiere para la diferenciacion a célula
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plasméatica[57;58]. CD40L promueve la proliferacién de linfocitos B, regula la
apoptosis mediada por Fas [59] y favorece la diferenciacién a células de memoria
[60]. Tanto las FDCs como los linfocitos T expresan FasL y en este modo

promueven la seleccion negativa a través de la apoptosis inducida por Fas [61].

Se considera que los complejos inmunes (IC) en las FDC juegan un papel
importante en la seleccion de linfocitos B con alta afinidad, debido a que las
células B que expresan receptores con alta afinidad tienen una mayor probabilidad
de reconocer los epitopos de los antigenos secuestrados por las FDC. Las células
B que son capaces de reconocer al antigeno se seleccionan, proliferan y se
diferencian a células plasmaticas productoras de anticuerpos de alta afinidad. Se
ha reportado que la maduracién de la afinidad se puede detectar en presencia de
FDC que han unido IC, observandose que existe minima o nula maduracion de la
afinidad en ausencia de FDC[62]. La maduracion de las células B es seguida por
la expresion de la enzima desaminasa inducida por activacién (AID), seguida del

cambio de isotipo de las inmunoglobulinas y la produccién de anticuerpos[62].

e. Mantenimiento de la respuesta de memoria
En cuanto al mantenimiento de la respuesta de memoria mediada por linfocitos B

se han postulado los siguientes mecanismos:

1. Generacion de linfocitos B con fenotipo de memoria [63;64].
2. Generacion de células plasmaticas productoras de anticuerpos de larga

vida[65-68]
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3. Mantenimiento de la respuesta de memoria a través de la formacién de
depdsitos de antigeno en células dendriticas foliculares, favoreciendo el
constante estimulo antigénico [69-73].

4. Mantenimiento de la respuesta de memoria a través de la infeccidon cronica
0 recurrente con el agente patdégeno [74;75].

Recientemente, se ha propuesto un quinto mecanismo de mantenimiento de la
respuesta de memoria de linfocitos B que sugiere que es mediado por activadores

policlonales, por ejemplo el agonista de TLR9 CpG [76].

Se ha descrito en modelos de infecciones virales e incluso después de la
administracion de antigenos inertes que las células plasmaticas pueden migrar
hacia la médula 6sea en donde mantienen su capacidad de produccion de
anticuerpos [77-83]. En contraste, se ha identificado que las células B de memoria
residen de manera preferente en bazo y ganglios y que también se encuentran

recirculando en sangre periférica [68;84].

En ausencia de linfocitos B de memoria, la transferencia de células plasméticas da
lugar a una prolongada y sostenida produccién de anticuerpos, lo que sugiere que
las células plasmaticas pueden producir anticuerpos por periodos prolongados en

ausencia de antigeno [68].

Se ha propuesto también que el mantenimiento de los titulos de anticuerpos en
suero requiere de la continua proliferacion y diferenciacion de los linfocitos B de

memoria a células plasmaticas productoras de anticuerpos [33;70;72;75;85].
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Sin embargo, no se ha definido si el mantenimiento de la respuesta de memoria se
debe a la participacion de sélo uno de estos mecanismos 0 Si es a consecuencia

de la cooperacion entre ellos.

f. Mecanismos de T y de B para generar memoria. Diversificacion del
repertorio de anticuerpos

Los linfocitos B que reconocen su antigeno se dirigen a los centros germinales en
donde pueden llevar a cabo diferentes procesos de diversificacion de los genes de
las inmunoglobulinas como son el cambio de isotipo e hipermutaciéon somatica. El
cambio de isotipo altera la region C de las cadenas pesadas de Ig, la parte que
lleva a cabo la parte efectora. En contraste la hipermutacion somatica induce
generalmente mutaciones puntuales en la region V de los genes de la cadena

pesada y ligera de la Ig [23].

Cambio de Isotipo

Este proceso esta limitado a linfocitos B activados y se inicia debido a la union al
antigeno especifico de estas células. Este proceso permite la expresion de
cadenas pesadas las cuales desencadenan nuevas funciones efectoras. El cambio
de isotipo ocurre en las areas de proliferacion de células B especializadas de los
tejidos linfoides secundarios que se encuentra en la zona clara de los centros
germinales. El cambio de isotipo aparentemente es regulado por la naturaleza de

los ligandos al BCR, el tipo de ayuda del Linfocito T y del entorno de citocinas
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[17;23;26;27]. Sin embargo, se ha descrito que este proceso también ocurre en

menor frecuencia ante antigenos timo independientes[86].

El proceso inicia cuando la enzima deaminasa inducida por activacion (AID)
provoca una lesion en dos regiones del gen de la Ig. El rompimiento de estas
regiones es mediado por las vias de urasil DNA glicosilasa (UNG) y factor
reparador de uniones mal hechas(MMR), después son ligadas por los
componentes de la ruta de reparacion de union final de DNA no homélogo
(NHEJs). Finalmente el resultado es que la region constante u, que es proximal a
la region V funcional, es reemplazada por una region a, y 6 € conservando intacta

la region V[17;23;26;87].

Hipermutacién Somética

No se ha podido describir molecularmente a detalle como es que se lleva a cabo el
mecanismo de hipermutacién somatica, sin embargo existe una idea de cémo los
linfocitos B utilizan factores especificos de tipo celular para iniciar un ataque en el
locus variable de Ig por lo que emplean rutas de reparacion y recombinacion
comunes para modificar la secuencia del DNA. La hipermutacion se lleva a cabo
en las regiones variables de los genes de las Ig en los linfocitos que han tenido
contacto primario con su antigeno, los linfocitos se dirigen a las zonas obscuras de

los centros germinales en donde se lleva a cabo este proceso.

Inicialmente se propuso que la funcién de AID es editando el RNA[87] cambiando

la cascada de sefalizacion original de generacion de proteinas del DNA original.
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Sin embargo, actualmente hay evidencia de que actia directamente desaminando

el DNA[23:88].

Las mutaciones inducidas por AID en la SHM son predominantemente puntuales
transicionales o transversionales. Las mutaciones transicionales ocurren
aproximadamente 2 veces mas que las de transversion y una alta proporcion de
las mutaciones se da en el sitio DGYW (donde D denota adenosina; G guanosina
o variar por timidina T; Y denota citidinao T, y W denota A o T) o su complemento
en reversa WRCH ( donde R denota A o G, y H denota T, C 0 A), que como se
habia mencionado se encuentran en la region variable mostrando que la SHM es
influenciada por la secuencia primaria del DNA. Las mutaciones estan confinadas
a una region de 1-2 kb en genes de la Ig. La frecuencia de mutaciones no es
constante a lo largo de la regiébn mutada y disminuye exponencialmente con una
distancia creciente desde el lugar de inicio de la transcripcion. El proceso inicia
cuando AID gue predominantemente se encuentra en el citoplasma entra al nucleo
por una sefial de localizacién, es fosforilada por la proteina cinasa dependiente de
AMP ciclico (PKA) y posteriormente ya fosforilada entra en contacto con la
proteina de replicacion A (RPA) la cual se ha relacionado que dirige a AID hacia la
region variable. AID inicia la desaminacion de nucle6tidos de citosina dando lugar
a uracilos y la DNA polimerasa incluira un nucleétido de adenina creando la

mutacion[23;26;27;88;89].
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g. Influencia de lainmunidad innata en la generacion de memoria (TLR en LB
yenLT)

Desde su descripcion se consider6 que los TLRs eran receptores que se
expresaban Unicamente en células del sistema inmune innato, pero recientemente
se ha observado que se encuentran tanto en éstas como en células del sistema
inmune adaptativo. En linfocitos B y T humanos se han reportado que expresan

TLR 1-6 8y 9 (LT) y 1-2, 4,6,8-10 (LB) [90]

Se ha observado que éstos receptores tienen funciones en las células del sistema
inmune innato y recientemente se ha estudiado cual es la funcion que éstas

pueden tener en células como linfocitos By T [11;90-93].

Se ha observado que en linfocitos T TLR2, TLR3, TLR5 y TLR9 actian como
receptores coestimuladores para ayudar a la proliferacion o produccion de
citocinas de los linfocitos T estimulados por el TCR, adicionalmente se ha
observado que TLR2, TLR5 y TLR8 modulan la actividad de supresion que ocurre

entre CD25+ CD4+ vy células T reguladoras[92].

En cuanto a los linfocitos B, se han realizado estudios en los cuales se ha
observado que los TLRs funcionan como adyuvantes en la generacion de
anticuerpos aunque estos conceptos se encuentran en debate actualmente, hay
otros estudios en donde se observa que contribuyen en el cambio de isotipo [94-
96] e incluso algunos mencionan que fungen como tercera sefial ademas del
antigeno y las sefales de los Linfocitos T CD4 en los linfocitos B para generar

anticuerpos[97]. A continuacion se describiran con orden cronologico brevemente

18



estos estudios con el fin de describir el papel que actualmente se cree que tienen

los TLR en los linfocitos B.

Desde el 2003 se ha descrito que mediante el estimulo de TLR9 se puede generar
un cambio de isotipo, en este estudio se habla acerca de que la unién de CpGs a
TLR9 en linfocitos B activa la sintesis de T-bet que es un factor de transcripcion en
linfocitos T y en este estudio se observa que induce el cambio de isotipo hacia
lgG2a y probablemente inhibe la produccién de IgG1 e IgE [96]. EI mecanismo no
esta bien descrito, pero se observa que mediante este ligando de TLR9 se genera
este cambio de isotipo. Ademas linfocitos B de memoria proliferan mediante la

unién de CpG a TLR9 sin el estimulo antigénico[94].

Adicionalmente a la cooperacion de T, la generacion de anticuerpos T-

dependientes requiere de la activacion de TLRs en células B[98].

En 2006 se hicieron estudios donde se afirma que el estimulo a través de los TLRs
es necesario como una tercera sefal para la activacion de linfocitos B
humanos[97]. En este estudio se observo que la estimulacién del BCR inicialmente
ayuda a que se lleve a cabo la division celular pero no es suficiente para promover
la supervivencia vy diferenciacion de éstos lo que conduce a que deje de llevarse
a cabo la proliferacion de linfocitos B; se requiere ademas de la cooperacion de

lifocitos Ty y de la sefial a través de TLR.

En otro estudio se observé que ratones deficientes en MyD88™ y TRIF", que son
componentes esenciales en la via de sefalizaciéon por TLR, la respuesta de

anticuerpos no se ve afectada con el uso de adyuvantes como el adyuvante
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completo e incompleto de Freund [98]. Estos hallazgos contradicen lo
anteriormente publicado por el grupo de trabajo de Metzhitov en Yale, USA y
actualmente existe la discusién acerca de las propiedades adyuvantes de los

TLR[99].

En otros estudios se observa sefializacion a través de TLR9 es determinante para
gue se lleve a cabo un cambio de isotipo a IgG2a, observacion que ya se habia

tenido desde el 2003.[94-96]

En estudios realizados en nuestro laboratorio utilizando ratones TLR2”, TLR4™,
MyD88™ y TRIF” que fueron inmunizados con porinas de S. typhi, se compard la
respuesta de anticuerpos especificos con ratones no deficientes del mismo fondo
genético y se observé una disminucion en la capacidad de generar anticuerpos
especificos hacia porinas en los ratones deficientes. Ratones TLR2”" mostraron
una disminucion de la produccion de anticuerpos anti-porinas de tipo IgG con una
alteracion particularmente pronunciada en el isotipos 1gG3. Sin embargo se
observa que la alteracién de la expresion de TLR4 influye en la respuesta de
anticuerpos de tipo IgM. [100]

Estos estudios, indican que el reconocimiento de los antigenos por los TLR
contribuye en la calidad y cantidad de la respuesta especifica de anticuerpos y
tienen importantes implicaciones en el estudio de las propiedades que debe tener
una molécula para su uso en vacunas en contra de patégenos; en especial de
virus y bacterias mediante las propiedades adyuvantes mediadas por PRRs como

los TLR.
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h. Modelos de estudio

Porinas
Las porinas son poros o canales proteicos no especificos[101] que forman parte
de la membrana externa de las bacterias Gram negativas. Estas proteinas pueden
ser atravesadas por pequefias moléculas hidrofilicas con limite de exclusién de

600 Da.

Las porinas se ensamblan como trimeros de subunidades idénticas de forma
cilindrica semejante a un barril, cada subunidad consiste de 16 hojas  plegadas
antiparalelas unidas por asas con algunas a hélices intercaladas. Cada mondémero
expone 8 asas cortas hacia el espacio periplasmico y ocho asas largas situadas
hacia el exterior de la membrana externa. La forma cilindrica que caracteriza a las
porinas se forma al cerrarse las estructuras 3 plegadas de forma pseudocilindrica,
mediante un enlace i6nico entre el extremo carboxilo de la hoja B-16 y el extremo

amino de la hoja B-1.

Se ha observado que la inmunizacién de ratones con las porinas de S. typhi,
induce la respuesta de anticuerpos con capacidad bactericida y de larga duracion
[102], es decir son antigenos capaces de ser reconocidos por el sistema inmune

adaptativo.

Mediante un ensayo en el cual se midié la union de porinas a diferentes TLRs se
ha observado que las porinas son capaces de sefializar por dos TLRs diferentes,
TLR2 y TLR4 y son capaces de activar a células de la respuesta inmune innata

(como macrofagos y células dendriticas)[103]. De esta forma, las porinas de S.
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typhi son reconocidas por el sistema inmune innato y por el sistema inmune
adaptativo, sin embargo no sabemos si estas caracteristicas puedan contribuir en
la generacion de anticuerpos de memoria; sin embargo, se han hecho hallazgos
experimentales en donde se observa como es que se lleva a cabo la
diversificacion del repertorio de anticuerpos. En los ratones T11 uMT [25] los
cuales tienen limitado su repertorio al reconocimiento de VSV-IND la inmunizacién
con porinas de S. typhi inducen la ampliacion del repertorio de anticuerpos a
través del uso de nuevas cadenas L[25]. Sin embargo, en ese estudio no se
demostro si la diversificacion del repertorio es debido a las propiedades antigeno-

PAMP de las porinas[25].

PapMV

En estudios recientes los virus vegetales han sido herramientas efectivas para la
expresion de antigenos de patégenos de interés en vacunacion. Estos virus no
son patdégenos para los mamiferos y ademas esté sistema tienen la caracteristica
de presentar al antigeno de interés en un contexto altamente organizado y
repetitivo, arreglo molecular que se reconoce como favorable para la induccién de
la respuesta de anticuerpos, lo que sugiere a su vez la induccion de los
mecanismos de la memoria inmunoldgica que posteriormente se reflejan en una

respuesta inmune de larga duracién[104].

El virus del mosaico de la papaya [PapMV], es un miembro de la familia de los

Potexvirus, es una particula con simetria helicoidal, tiene una forma de vara con
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una longitud de 500nm y un didmetro de 13nm. Las particulas virales estan
formadas por una cadena de (+) ssRNA de 6656 nucle6tidos y por 1400 copias de
una unica proteina[105;106]. La capacidad inmunogénica del PapMV ha sido
evaluada en ratones, observando una eficiente activacion de la respuesta inmune
innata y una respuesta de anticuerpos especificos de larga duracion, caracterizada
por la produccion y mantenimiento de altos titulos de anticuerpos con isotipo de
lgG, la secrecion de citocinas pro-inflamatorias, sobreexpresion de moléculas co-
estimuladoras de células dendriticas y macréfagos[106]. Se ha mezclado el
PapMV con la proteina de membrana externa C [OmpC] de S.typhi y se observa
gue incrementa la capacidad de proteccion contra la infeccion con S. typhi,
revelando las propiedades intrinsecas adyuvantes del PapMV en la induccién de la
inmunidad[107]. También se ha observado que al utilizar al virus del mosaico de la
papaya (PapMV) como plataforma para expresar el epitopo M2e del virus de la
influenza y generar la particula semejante a virus PapMV-CP-M2e es capaz de
inducir la produccion de anticuerpo anti- M2e, que pueden reconocer células
infectadas con el virus. Estos resultados presentan, por primera vez, el potencial
de proteinas recombinantes de virus vegetales para la expresién de antigenos de
patogenos, como modelo para el desarrollo de vacunas eficientes [108]. Se ha
descrito como innovadora y prometedora en el desarrollo de vacunas eficientes la
plataforma utilizando el virus del mosaico de la papaya (PapMV), para la expresion
de (HCV) E2 del virus de la hepatitis C como blanco de la respuesta inmune; por
ello en este estudio es una particula que resulta de interés, ya que nos sirve para

entender mediante que mecanismos es que se genera la diversificacion del
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repertorio de anticuerpos que puedan contribuir en la generacion de respuesta de

anticuerpos de memoria que se necesitan para la elaboracion de vacunas.

Ovoalbumina

Es una glicoproteina obtenida de huevo de pollo con un peso molecular de 45 kDa
por cadena, cada macromolécula consta de cuatro cadenas idénticas. OVA es
usada como un antigeno habitual en muchos estudios a pesar de ser pobremente
inmunogénica. La comparacion de los niveles de anticuerpos anti-OVA inducidos y
las subclases de IgG se usan como un indicador del tipo de respuesta Thl o
Th2[109]. Previamente se ha reportado que ratones BALB/c sensibilizados con
OVA inducen una respuesta Thl en los pulmones, pese a la considerable
produccion de IL-4 e IL5 en esplenocitos de BALB/c. Sin embargo, los
esplenocitos de ratones BALB/c siempre producen respuesta tipo Th2 sin tomar en
cuenta la dosis usada para la sensibilizacion[110]. No se ha reportado que la OVA

sea reconocida como PAMP por el sistema inmune.

Modelo experimental MD4

Un modelo experimental util debido a que posee el repertorio limitado al
reconocimiento de un solo antigeno es el de ratones MD4 ya que en estos ratones
mas del 90% la frecuencia de linfocitos B cuentan con inmunoglobulinas de alta
afinidad especificas para lisozima. Los ratones MD4 se generaron mediante la
microinyeccion de el hibridoma HyHEL10 que genera anticuerpos monoclonales

gue reconocen un epitopo especifico de la lisozima que fueron seleccionados
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como recurso de genes de inmunoglobulina con alta especificidad a la lisozima
cuya interaccion ha sido caracterizada [111]. Clonas que codifican para la cadena
pesada y ligera del HYHEL10 fueron usadas como fuente del gen transgénico de
las inmunoglobulinas construido. La region constante y1 de HyHEL10 fue
reemplazada por un segmento que contiene las regiones del locus p-& para
asegurar que la progresion de la expresion de IgM Unicamente lleva a la expresion
de la expresion solo conduce a IgM e IgD que es observada en la maduracion. Los
genes u y & fueron derivados de BALB/c que tienen alotipo IgH® Estas clonas
pueden distinguir a los anticuerpos que no son transgénicos de los endégenos con
cadenas pesadas que tienen alotipo IgH® [112] en los genes de cadena pesada de
ratones B10.BR [113] y por lo tanto a los anticuerpos que no son de origen

transgénico que pueden estar presentes en los ratones MD4 que son singénicos.

Esta cepa de ratones nacen en el bioterio de la Unidad de Medicina Experimental
(UNAM) para obtenerlos se hace la cruza de ratones con el transgen y ratones
gue no poseen el transgen B10.BR. Las crias resultantes se tipifican para saber
cuales de ellas poseen el transgen con reconocimiento a HEL y cuales no; de esta
manera se catalogan como MD4 o B10.BR respectivamente para su uso en los

experimentos llevados a cabo en la tesis.
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2. Planteamiento del problema

Algunos antigenos son eficientes de inducir memoria de anticuerpos de manera
eficiente mientras que otros como OVA no, por lo que es importante determinar las
caracteristicas del antigeno necesarias para la generacibn de memoria
inmunoldgica. Uno de los mecanismos moleculares involucrados en el
establecimiento de memoria humoral es la diversificacion del repertorio de
anticuerpos, por lo tanto se puede utilizar como una forma para determinar si un
antigeno dado es eficiente inductor de los mecanismos de memoria de

anticuerpos.

Hipotesis

Los antigenos que son reconocidos por el sistema inmune innato tienen
propiedades adyuvantes intrinsecas que les permiten la generaciéon eficiente de
diversificacion del repertorio y con ello memoria inmunoldgica; mientras que los
antigenos incapaces de inducir sefiales adyuvantes a través de los PRR del

sistema inmune innato son pobres inductores de memoria.
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4. Objetivo general
Determinar las caracteristicas del antigeno que le permiten inducir de

manera eficiente la diversificacion del repertorio de anticuerpos

Objetivos particulares
« Determinar si los antigenos modelo sin capacidad adyuvante intrinseca
descrita (como OVA) son capaces de inducir la diversificacion del repertorio

de anticuerpos en ratones MDA4.

» Determinar si la coinmunizacion de antigenos modelo como OVA con
ligandos de TLR (como adyuvantes), es capaz de inducir la diversificacion

del repertorio de anticuerpos anti-OVA en MD4

+ Determinar si las porinas de S. typhi y PapMV que son antigenos que
pueden ser reconocidos por PRR son capaces de inducir la diversificacion

del repertorio de anticuerpos en ratones MDA4.
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5. Materiales y métodos

Antigenos
e Ovoalbumina de huevo de gallina (OVA) grado VI de SIGMA (niumero de
catalogo A-2512, Lote: 91K7057).
e Porinas purificadas por el método de Nikaido a partir de S. typhi ATCC
9993. Producidas en la UIMIQ, lote:1252 y PV61106
e OmpC purificada por el método de Nikaido a partir de S. typhi STYC302.

Producida en la UIMIQ, lote: 1246.

e Virus del mosaico de la papaya (PapMV). Producido en la Unidad de
Investigacion en Infectologia del CHUL/CHUQ, de la Universidad de

Laval. Québec Canada.

Anticuerpos

e Anti IgM: Lote: 60103125 No0.61-6820 Marca: Zymed

e B220-PerCP Lote: 17497 Cat. 553093 Marca: Pharmigen

Adyuvantes

e Peptidoglicana S. aureus Cat. tirpgnsa Lot.2902 PGNSA Marca: Invivogen
e Poly I:.C 10.95mg/mL

e LPSE.coli0111:B4 Marca Sigma
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e Flagelina S. typhimurium Cat. tirlstfla Lot. 28-13 STFLA

e Loxoribine 3.4mg/mL

e DNA de E.coli Cat. tirlednaef Lot 2701-01.

Animales de laboratorio
o Especie: raton. Cepa: B10.BR Edad de los ratones: 6-12 semanas
o Especie: raton Cepa: MD4 Edad de los ratones: 6-12 semanas
Los ratones fueron reproducidos y mantenidos en microaisladores en el
Bioterio de la Unidad de Medicina Experimental de la Facultad de Medicina de
la UNAM. Los animales fueron tratados siguiendo los lineamientos
institucionales y las regulaciones nacionales sobre las buenas practicas del

manejo de animales.

Marcaje de lisozima con isotiocianato de fluoresceina

Se disolvieron 3mg de lisozima para que quede a una concentracién de 1mg/mL
en FITC labeling Buffer en un tubo eppendorff protegido de la luz. En un tubo
eppendorff se hizo una solucion FITC/DMSO vy se colocaron 60uL por cada mg de
lisozima que se quiera marcar. Se dej0 reposar 2h a temperatura ambiente en
agitacion y protegido de la luz . Se dializ6 a 4°C en agitacion y se cambia minimo
4 veces el buffer de didlisis en un lapso de 48 horas. Se observé cual es la
concentracion de la lisozima mediante la absorbancia a 280 y 492nm y se calculo

la concentracién con la siguiente formula.
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[A280 — (4492 = 0.35)]
1.4

Proteina (mg)/mlL) =

La concentracion se ajusto para su posterior uso a 1mg/mL, la concentracion final

del marcado en el tubo de muestra es de 10ug/mL.

Tipificaciéon de los ratones MD4

La tipificacion de los ratones MD4 se dividio en dos fases:

1) Tipificacion citométrica de los ratones como B10.BR o MD4

2) Tipificacion de ratones MD4 por ELISA

Tipificacion de ratones MD4 por el método citométrico

Se sangro al animal y se obtuvo 200uL de sangre en 1mL de buffer de citratos, la
sangre se centrifugé a 3000g durante 5 min. Se resuspendio el botén y se lavd 2
veces con PBS. Se resuspendio y coloc6é 1mL de buffer de lisis a cada vial, se
mezclé por inversién e incubd por 3 minutos. Se centrifugaron a 3000g por 5
minutos. Se deseché el sobrenadante. Se resuspendié y lavo 2 veces con PBS,
las células se tifieron con lisozima marcada con FITC tal que la concentracién final
fue de 10pug/mL y una dilucién 1:300 de anticuerpo anti-B220-PerCP incubandolos
por 30 minutos en tubos eppendorff a 4°C. A cada tubo eppendorff después de la
incubacion se le retird el sobrenadante y se le adicionan 350uL de PBS. Se
tuvieron controles para las tinciones; para observar la autofluorescencia, se le
colocaran 100 pyL de PBS, uno con lisozima-FITC y otro con B220-PerCP con las
células de los ratones a tipificar con el fin de tener controles positivos y negativos.
Se leyeron en el citdmetro en el cual se seleccioné el area de los linfocitos en la

region correspondiente de tamafio y granularidad, después se seleccionaron a las
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células B220-PerCP positivas y finalmente las células lisozima-FITC positivas;
cuando se observo que mas del 90% de los linfocitos B con FITC-HEL positivo, la

muestra se tomo como raton MD4 por tipificacion citométrica.

A. B.
256 256 R?
192 1927
<
< 1
! D 128
3 18 P
N
64—
64—
@ 0 \ \ \
0 \ \ \ 100 101 102 103 104
0 64 128 192 256 PerCP-Cy5-5-A
FSC-A
C. 0.10% HEL-FITC+ B10.BR D. 92.71% HEL-FITC+ MD4
72 406
54 R3 304 R3
367 203
187 101
O A‘AA_A._ . P . . 0 | ‘ S |
100 101 102 103 104 100 101 102 103 104
FITC-A FITC-A

Figura 2 Ejemplo de tipificacién de ratones MD4 por citometria. Se tom¢ el
area caracteristica por tamafo y granularidad de los linfocitos (A). De ésta area se
seleccionaron a los linfocito B mediante el marcador B220-PerCP (B). Se observé

el porcentale de linfocitos HEL-FITC
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Tipificacién de ratones MD4 por ELISA.

Se determind el titulo de anticuerpos por ELISA como ya es detallado en la
metodologia y si éste fue mayor a 7 se consideraron como ratobn MD4 por
tipificacion por ELISA.

Los ratones MD4 usados para los experimentos llevados a cabo en esta tesis, son
los ratones que resulten como MD4 en la tipificacion por citometria y por ELISA y

como B10.BR los ratones que resulten negativos para las dos pruebas.

Inmunizaciones

Grupos de ratones MD4 y B10.BR fueron inmunizados intraperitonealmente
(ip) con 10ug de OVA, porinas (OmpC, OmpF o ambas) y PapMV en ausencia o
presencia de adyuvante. Se utilizaron 10 pg de adyuvante en los casos que se
requirié. Los ratones control recibieron solucion salina isotonica. Muestras de
sangre se colectaron de la vena facial a los dias 4, 8 12, 21 y 30 como se indica
en las graficas. Las muestras individuales de suero se congelaron a -20°C hasta

su analisis.

Titulacion de anticuerpos por el método de ELISA.

Las placas para ELISA de 96 pozos se fijaron adicionando 5ug de lisozima o 1ug
de porinas o 0.1ug de PapMV o 10 pug de OVA por pozo en un volumen de 100uL
de buffer de carbonatos, se incubaron 1 hora a 37° C, después, se incubaron toda
la noche a 4 °C. Después del tiempo de incubacién se lavaron 2 veces con 300uL

de solucion de lavado.
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Posteriormente se bloquearon las placas adicionando a cada pozo 100uL de
solucion de bloqueo y se incubaron durante 1 hora a 37° C. Se lavaron las placas
4 veces con 300uL de solucion de lavado

Luego en una placa de dilucién se adicionaron 5uL de suero que se obtuvo a partir
de ratones en 195 L de solucion de bloqueo; a partir de esta solucion se hicieron
diluciones seriadas 1:2 hasta completar el rango de valores de concentracién
establecido, las respectivas diluciones se colocaron en la placa de ELISA ya
fijadas con el antigeno y bloqueadas; entonces se incubaron una hora a 37° C.
Después de la incubacion las placas se lavaron 4 veces con 300mL de solucién de
lavado y posteriormente se agregaron a cada pozo 100mL de solucién de bloqueo
con segundo anticuerpo se incub6 durante 1 horaa 37° C.

Al finalizar el tiempo de incubacion las placas se lavaron 4 veces con 300mL de
solucién de lavado, se adicionaron 100mL de solucién de revelado y se incubd
durante 10 min. en oscuridad. Para detener la reaccion se agreg6é a cada pozo
10mL de H2SO4 2 N y posteriormente se determindé la densidad Optica en el lector
de ELISA (Lector para placas de ELISA Dynex Technologies Modelo MRXII) a una

longitud de onda de 490nm.
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6. Resultados

La OVA no es capaz de inducir la diversificacion del repertorio de
anticuerpos en los ratones MD4.

Con el fin de establecer si un antigeno que no se ha identificado como PAMP es
capaz de inducir la diversificacién del repertorio en los ratones MD4, grupos de 5
ratones de 6 a 12 semanas MD4 vy ratones con el mismo fondo génico B10.BR
fueron inmunizados con OVA al dia 0 del experimento, al dia 15 los ratones fueron
reinmunizados con 10ug de OVA; se sangraron y del suero se analizaron los
titulos de anticuerpos de tipo IgM anti-OVA por medio de ELISA en los tiempos
indicados en las graficas (Figura 3). OVA no induce anticuerpos especificos
durante la respuesta primaria, ni secundaria en los ratones MD4. La OVA no
induce titulos de anticuerpos especificos en los ratones MD4 y en los ratones
B10.BR, que no tienen repertorio limitado, se observan titulos primarios cercanos

al basal (Figura 3).
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Figura 3. La inmunizacion con OVA no es capaz de diversificar el repertorio
de anticuerpos en ratones MD4. Grupos de 5 ratones MD4 y B10.BR de 6 a 12
semanas fueron inmunizados con OVA o SSI al dia 0 del experimento y
reinmunizados al dia 15. Se analizaron los titulos de anticuerpos IgM anti-OVA en
los sueros de los ratones por medio de ELISA en los tiempos indicados en las
graficas. OVA no induce anticuerpos especificos durante la respuesta primaria,
s6lo se observan titulos basales durante la respuesta secundaria en los ratones

B10.BR.
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La inmunizacion con OVA junto con ligandos de TLR puede diversificar el
repertorio de anticuerpos y generar titulos de anticuerpos especificos en
ratones MD4

Para establecer si un antigeno que no sea reconocido como PAMP es capaz de
inducir la diversificacion del repertorio en los ratones MD4 en conjunto con el
estimulo de una molécula PAMP, estos ratones fueron coinmunizados con OVA y
ligandos de TLR (peptidoglicana que es ligando de los dimeros formados por
TLR1y 2 6 TLR 2 y 6; Poly I:C ligando de TLRS3; LPS ligando de TLR4; flagelina
ligando de TLR5; loxoribine (TLR7) y DNA de E.coli, que tiene islas CpG ligando
de TLR9). La induccion de anticuerpos especificos para OVA se midid en los
sueros de los ratones (Figura 4). La OVA no induce titulos de anticuerpos
especificos en los ratones MD4, sin embargo, si se coinmuniza con un PAMP
ligando de TLR se observa que se lleva a cabo la diversificacion del repertorio de
anticuerpos; los titulos de anticuerpos anti-OVA en los ratones MD4 que son
significativamente diferentes cuando son inmunizados en conjunto con ligandos de
TLR a los de los controles con solucién salina y a otro grupo inmunizado con la
misma cantidad de OVA (Figura 4). En especial se observa que se generan titulos
altos cuando se inmuniza con OVA y el ligando de TLR2, 3, 4y 5 (Figura 4. A, C,
E,G), aunque la coinmunizacion con loxoribine y DNA de E. coli; ligandos de
TLR7 y TLR9 respectivamente, produce una generacion muy baja de anticuerpos
especificos y que no es estadisticamente diferente a la de los controles de

inmunizacion con OVA 'y SSI (Figura 4 |, K).
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Figura 4. La inmunizacién con OVA no es capaz de diversificar el repertorio
de anticuerpos, pero si esta es coinmunizada con ligandos de TLR2, 3,4 5y
7 se produce de manera eficiente la diversificacion del repertorio de
anticuerpos en los ratones MD4. Grupos de 5 ratones MD4 de 6 a 12 semanas
fueron inmunizados con OVA, OVA+ ligandos de TLR (PG, peptidoglicana ligando
del dimero formado por TLR1y 2 6 TLR2 y 6); Poly I:C, ligando de TLR3; LPS
ligando de TLR4, Flag, flagelina ligando de TLR5; Lox, loxoribine ligando de TLR7,
DNA de E. coli, ligando de TLR9) al dia 0 y fueron reinmunizados a dia 15. Se
analizaron los titulos de anticuerpos anti-OVA en los sueros de los ratones por
medio de la técnica de ELISA en los tiempos indicados en las graficas. OVA no
induce anticuerpos especificos durante la respuesta primaria, s6lo se observan
titulos basales durante la respuesta secundaria en los ratones B10.BR, la
coinmunizacion de OVA +ligando de TLR2, 3, 4, 5y 7 provoc6 que se generaran
de anticuerpos especificos anti OVA en ratones que tienen un repertorio limitado
gue no generaron anticuerpos especificos cuando Unicamente OVA fue

inmunizada.
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OmpC, OmpF y PapMV diversifican el repertorio de anticuerpos del ratén
MD4

El repertorio de anticuerpos en los ratones MD4 es oligoclonal la mayoria de los
anticuerpos son especificos al reconocimiento de epitopos conocidos de HEL
debido al transgen[112;114], lo cual nos permite la evaluacién de la diversificacion

del repertorio ante el reto antigénico.

La inmunizacion con las porina OmpC y OmpF que son las porinas mayoritarias de
S. typhi, asi como el virus del mosaico de la papaya PapMV a los cuales se les ha
observado propiedades adyuvantes intrinsecas, indujo la produccion de
anticuerpos IgM especificos en los ratones MD4 . Los ratones singénicos de la
cepa B10.BR son del mismo fondo genético que los ratones MD4 vy sirvieron de
control para estudiar la respuesta de anticuerpos inducidos por las porinas Ompc ,
OmpF y PapMV en un fondo no transgénico. Tanto los ratones B10.BR
inmunizados con OmpC, como los inmunizados con ambas porinas produjeron
anticuerpos especificos cuyos titulos fueron mas altos que los inducidos en los
ratones MD4, sin embargo, la cinética de produccion de los anticuerpos mostré un
patrén similar en ambos casos (Figura 5 A-D). Tanto en ratones MD4 como en los
B10.BR se observan titulos d anticuerpos IgM a partir del dia 4 postinmunizacion,
la respuesta se incrementa mostrando un pico en el dia 12 que se conservo hasta

el ultimo dia de observacion (dia 30).
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Sin embargo, la inmunizacion con OmpF como PapMV no genera una cinética

similar entre el MD4 y B10.BR de generacion de anticuerpos especificos.

Al inmunizar OmpF en el ratbn MD4; podemos observar que se generan
anticuerpos especificos pero en titulos menores que los que se observan en el
raton B10.BR y que cae el titulo de anticuerpos especificos para el reconocimiento
de la OmpF a dia 30 posterior a la inmunizacion, lo cual no se observa en el ratén

no transgénico (Figura 5 C,D).

En cuanto a la cinética de generacion de anticuerpos ante la inmunizacién con
PapMV, podemos observar que a dia 20 se observa en el ratbn MD4 mayores
titulos de anticuerpos especificos que se conservan hasta dia 30; sin embargo en
el grupo de ratones B10.BR se observa que los anticuerpos de tipo IgM que se

generan se abaten a dia 20. (Figura 5 E,F)
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Figura 5. La porinas OmpC, OmpF de S. typhi y PapMV inducen la
diversificacion del repertorio de anticuerpos especificos en ratones MDA4.
Grupos de 3 ratones MD4 o B10.Br fueron inmunizados con OmpC, PapMV o con
SSI como control al dia 0. Se tomaron muestras de sangre en los ratones los dias
indicados en la gréafica y los titulos de anticuerpos fueron determinados por medio
de ELISA en los sueros. Titulos de anticuerpos IgM anti-OmpC, OmpF, y PapMV
en ratones MD4 son estadisticamente diferentes que los del control negativo
inmunizados con SSI. Titulos de anticuerpos anti-OmpC, OmpF, y PapMV en
ratones B10.BR fueron determinados, éstos tienen el mismo fondo genético que

los ratones MD4 pero su repertorio no esta limitado.
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La coinmunizacion de OVA con PapMV pero no de OVA con OmpC diversifican el

repertorio de anticuerpos

Con el fin de saber si las propiedades PAMP de los antigenos OmpC y PapMV
podrian contribuir en la diversificacion del repertorio de anticuerpos de otro
antigeno al ser coinmunizadas con éste, se inmunizaron grupos de 5 ratones MD4
y B10.BR con 10ug de OVA y 10ug de OVA+10ug de OmpC 6 10ug de OVA+
10ug de PapMV al dia 0 y fueron reinmunizados a dia 15 con las mismas
concentraciones. Se analizaron los titulos de anticuerpos anti-OVA en los sueros
de los ratones por medio de la técnica de ELISA en los tiempos indicados en las
graficas. OVA no induce anticuerpos especificos durante la respuesta primaria,
sblo se observan titulos basales durante la respuesta secundaria en los ratones
B10.BR, la coinmunizacion de OVA + PapMV provocé que se generaran de
anticuerpos especificos anti-OVA en ratones que tienen un repertorio limitado que
no habian generado anticuerpos especificos cuando Unicamente OVA fue
inmunizada. No se observa el mismo efecto cuando los ratones son

coinmunizados con OVA+OmpC (Figura 6).
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Figura 6. La coinmunizacion de OVA con PapMV pero no de OVA con OmpC
provoca la generacion de anticuerpos especificos para el reconocimiento de
OVA. Ratones MD4 y B10.BR fueron coinmunizados con 10ug de OVA y 10ug de
OmpC 6 PapMV al dia 0 y fueron reinmunizados a dia 15. Se analizaron los
titulos de anticuerpos anti-OVA en los sueros de los ratones por medio de la
técnica de ELISA en los tiempos indicados en las graficas. OVA no induce
anticuerpos especificos durante la respuesta primaria, s6lo se observan titulos
basales durante la respuesta secundaria en los ratones B10.BR, la coinmunizacién
de OVA + PapMV indujo la generacion de anticuerpos especificos anti-OVA en
ratones que tienen un repertorio limitado que no habian generado anticuerpos
especificos cuando Unicamente OVA fue inmunizada. No se observa el mismo

efecto cuando los ratones son coinmunizados con OVA+OmpC.
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7. Discusion
El universo molecular que nos rodea es reconocido por el sistema inmune a través
de 2 grandes sistemas de receptores, los PRR del sistema inmune innato cuyos
ligandos reciben el nombre de PAMP[5], por otro lado los receptores del sistema
inmune adaptativo son el BCR a cuyos ligandos se les denominan antigenos y
finalmente el TCR que reconoce péptidos o algunos carbohidratos presentados en
el contexto de las moléculas del MHC[115]. Algunos lipidos son presentados en el
contexto de moléculas no clasicas a linfocitos NKT [116]. En su conjunto estos son
los sistemas generales de reconocimiento molecular descrito hasta ahora para el
sistema inmune, los ligandos de todos estos receptores son principalmente
biomoléculas de naturaleza proteinica, carbohidratos, lipidos y acidos nucleicos.
Estos ligandos son reconocidos por uno o varios receptores del sistema inmune
permitiendo asi la activacion celular y el inicio de la respuesta inmunoldgica. El
estudio de la respuesta inmune contra patégenos y el desarrollo de vacunas han
permitido identificar muchas de los mecanismos celulares y moleculares
involucrados en la activacion de la respuesta inmune y la generacion de inmunidad
(proteccidn) contra la infeccidn, asi se han podido definir las caracteristicas de las
moléculas que son responsables de la induccion de una respuesta inmune [117].
La distancia filogenético (exogenicidad), naturaleza quimica, complejidad
molecular, rigidez molecular, organizacion y repetitividad de la molécula han sido
identificados como parametros importantes de una molécula para la induccion de

la respuesta inmune (inmunogenicidad)[118]. Las moléculas que no cuentan con
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estas caracteristicas son poco inmunogénicas para gue estas moléculas induzcan
una respuesta inmune potente se les han mezclado con moléculas
inmunopotenciadoras a las que se les denominé adyuvantes. Los adyuvantes se
han usado principalmente para el desarrollo de vacunas y el objetivo ha sido la
induccién de una respuesta inmune adaptativa tanto humoral como celular que
sea potente y de larga duracién, es decir que genere memoria inmunolégica [16].
Con el descubrimiento de los TLRs se dilucidaron varios de los mecanismos
moleculares que son el fundamento del efecto adyuvante, poniendo también de
manifiesto la compleja e interdependiente relacion entre la respuesta inmune
innata y la adaptativa[119]. La contribucion de los TLRs en la induccion de la
respuesta inmune de anticuerpos se ha descrito como un mecanismo indirecto a
través de la activacion y maduracion de células dendriticas favoreciendo la
presentacion del antigeno y coestimulacion al los linfocitos T y por tanto
induciendo un ambiente de citocinas propicias para la correcta activacion del
linfocito B[117]. Sin embargo, el descubrimiento de TLRs en el linfocito B abrio el
debate sobre la contribucién de estos receptores en la biologia de estas células y
sobre la participacién de dos importantes sistemas de reconocimiento molecular
uno innato y otro adaptativo en una misma célula en la generacion de memoria
[16;94-96]. Los estudios sobre el reconocimiento molecular mediado por los TLRs
han permitido identificar moléculas que son capaces de sefalizar tanto por estos
receptores como a través del BCR, asi estas moléculas son reconocidas como
PAMPs por el sistema inmune innato y como antigenos por el linfocito B, para
estas moléculas proponemos el nombre de “Pamptigens”. Los pamptigens son en

general moléculas provenientes de microorganismos. Por otro lado, se han podido
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identificar moléculas que no sefalizan a través de TLRs o de otros de los
principales receptores de PAMPSs, estas moléculas son generalmente derivadas de
vertebrados como es el caso de la OVA, de la HEL, de moléculas sintéticas como
los haptenos NP y DNP. Los pamptigens son en general mas inmunogénicos que
los (solo) antigenos, lo que nos hace suponer que estas moléculas cuentan con
propiedades adyuvantes intrinsecas. Las porinas de S. typhi y el PapMV son
proteinas que se han caracterizado previamente como antigenos y como
PAMP[102;103], de esta forma constituyen un modelo valioso para estudiar la
contribucion de las sefiales de reconocimiento de la respuesta inmune innata en la
generacion de la diversidad de la respuesta de anticuerpos y en el establecimiento
de la memoria inmunolégica que va acoplada a este fendmeno a través del
almacenamiento del genotipo de estos nuevos anticuerpos antigeno-especifico
para su posterior utilizacion en una respuesta inmune secundaria. EI modelo
experimental utilizado fue el ratén transgénico MD4 cuyo transgen codifica para un
anticuerpo con especificidad para HEL. Mas del 90% de estos presentan el
fenotipo especifico contra HEL [112;114]. El conocer el receptor original permite
evaluar la diversificacion del repertorio sélo a través de la identificacion por ELISA
de anticuerpos con otra especificidad, estos mecanismos de diversificacion son los
mecanismos mediante los cuales se generan anticuerpos con una afinidad mayor
ante un nuevo contacto con ese antigeno, refiriendose asi a la activacion los
mecanismos de generacion de memoria. Los mecanismos de diversificacion del
repertorio en estos animales no han sido estudiados pero por analogia con lo
observado en los ratones T11l y QM[25;28] podemos esperar que la edicion de

receptor, hipermutacion somatica y el cambio de cadenas ligeras kapa o lambda
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sean los mecanismos involucrados. La OVA que es un antigeno sin propiedades
como PAMP descritas, no indujo titulos de anticuerpos especificos en los ratones
MD4 (Figura 3A), mientras que al coinmunizar OVA con adyuvantes como
peptidoglicana, Poly I:C, LPS, flagelina, loxoribine que son ligandos conocidos de
TLR 1, 2,6, 3, 4, 5, y 7, se observo la presencia de anticuerpos especificos anti-
OVA tanto en la respuesta primaria como en la secundaria (Figura 4). En estudios
anteriores, observamos que la coinmunizacion de OVA con porinas
(OmpC+OmpF) contribuye en la diversificacion del repertorio de anticuerpos,
generando anticuerpos de varios isotipos en ratones BALB/c indujo la formacién
de anticuerpos IgG2a e IgG2b que no induce la OVA cuando es inmunizada sin
adyuvante. Este efecto fue similar al inmunizar OVA con adyuvantes bien

caracterizados como el PAMP LPS y el adyuvante completo de Freund[120].

Las porinas (OmpC+OmpF, OmpC y OmpF) indujeron anticuerpos especificos en
los ratones MD4 con una cinética similar a la observada en los ratones B10.Br con
el mismo fondo genético pero sin el transgen (Figura 5 A-F), también podemos
observar que PapMV diversifica el repertorio de anticuerpos generando
anticuerpos pero la cinética no es similar con la observada en los ratones B10.BR.
Finalmente con el objetivo de ver si las propiedades PAMP de las porinas OmpC y
el PapMV podrian en coinmunizacion con OVA provocar que se generen
anticuerpos especificos anti-OVA se coinmunizaron ratones y observamos que
Unicamente los estimulos PAMP dados por PapMV son los que pueden provocar

la generacion de anticuerpos con el reconocimiento a OVA (Figura 6). Esto podria
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deberse a que los PRR que reconocen como PAMP a OmpC y PapMV son

diferentes, ya que la respuesta depende de la naturaleza del adyuvante.

Estos datos sugieren que las sefiales dadas por el estimulo de éstos PRRs son
importantes para la diversificacion del repertorio de anticuerpos especificos y con
ello de la activacion de los mecanismos de memoria. El mecanismo pudiera ser a
través de la generacion del efecto adyuvante en las células dendriticas mejorando
la presentacion del antigeno, la coestimulacion y el ambiente de citocinas
propicios para la activacion de la respuesta inmune adaptativa celular y de
anticuerpos. Otra posibilidad pudiera ser a través de la activacion directa de los

TLRs en los linfocitos B de los ratones inmunizados.

En su conjunto estos resultados muestran que las porinas y PapMV son pamtigens
gue contribuyen en la diversificacion del repertorio de anticuerpos probablemente
a través de la sefial mediada por PRR y por ello son eficientes inductores de

memoria.
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8. Conclusién

Las moléculas que sélo son capaces de activar al sistema inmune adaptativo

(antigenos) no son eficientes para generar memoria, no obstante, los antigenos

gue son reconocidos también por el sistema inmune innato son eficientes

inductores de diversificacion del repertorio de anticuerpos y de la generacién

de memoria inmunoldgica, a estos antigenos con capacidad adyuvante

intrinseca los hemos denominado “Pamptigens”.
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Anexo. Preparacion de soluciones

Solucién reguladora de fosfatos (PBS) pH 7.4

Pesar exactamente:

Cloruro de sodio 8.79

Fosfato monobasico de sodio  0.7¢g

Fosfato dibasico de sodio 2.7g

Disolver en 500mL de agua MilliQ, ajustar pH y llevar a volumen de1000mL con

agua MilliQ.

Solucién amortoguadora de Carbonatos (SAC) pH 9.5

Pesar exactamente:

Bicarbonato de sodio 7.0 g

Carbonato de sodio 2.8 g

Disolver en 500 ml de agua MilliQ, ajustar el pH y llevar a volumen de 1000 mL

con agua MilliQ.

Soluciéon amortiguadora de citratos (SAC) pH 5.6
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Pesar exactamente:
Acido citrico 4.1g
Citrato de sodio 29.0g

Disolver en 500 mL de agua MilliQ, ajustar pH y aforar con agua MilliQ a 1000mL

Solucion de lavado (agua Tween 0.1%)

A cada litro de agua destilada agregar 1 mL de Tween 20 y disolver.

Solucion de Bloqueo (PBS + leche 5%)

Pesar 5 g de leche descremada, agregar PBS suficiente para hacer un volumen de

100 mL.

Nota: Esta solucién debe ser utilizada el mismo dia en que es preparada.

Solucién de revelado.

Por cada 12 mL de SBC agregar 0.006g de OPD (SIGMA) y 10 uL de H,0; al

30% (SIGMA).

Nota: Esta solucion debe utilizarse inmediatamente después de haberse

preparado y debe mantenerse protegida de la luz.
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Solucion de H,SO4, 2.5 N

Medir 6.66 mL de &cido sulfarico (98% pureza, & 1.84) y transferir a un matraz
volumétrico de 100mL con 50 mL de agua destilada, dejar enfriar y llevar al aforo

con agua destilada.
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