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RESUMEN

La aminopeptidasa N (CD13) es una enzima multifuncional que tiene elevada expresion en células
de origen mieloide, tal es el caso de células dendriticas (DCs). Con base en la capacidad de CD13 para
llevar a cabo y modular procesos celulares tales como internalizacién de moléculas y particulas, y la
activacion de vias de sefializacion; en este proyecto se evalud el efecto de la estimulacién de CD13
sobre caracteristicas fenotipicas y funcionales que acompaiian el proceso de maduraciéon en DCs
derivadas de monocitos (moDCs). La estimulacién de CD13 mediante el anticuerpo monoclonal (mAb)
452, no modificé la expresion de marcadores de superficie, el perfil de citocinas secretadas ni la
capacidad de las moDCs para estimular linfocitos T CD4". Considerando la participacién de CD13 en
modulacién de funciones celulares, se evalué su capacidad para modular efectos inducidos por la
estimulaciéon de moDCs a través de la estimulacidon del receptor tipo Toll TLR4 empleando dos
concentraciones de lipopolisacarido (LPS)—o6ptima y subdptima—. Se encontré que, la estimulacién
concomitante de CDI13 con el mAb 452 y concentraciones subOptimas de LPS, inducen una
disminucién de la capacidad endocitica de las moDCs, comparada con la estimulacién con LPS solo.
Lo anterior indica que la estimulacién a través de CD13 no induce ni modula la maduraciéon de DCs,
sin embargo, es capaz de modular la capacidad endocitica de las células en presencia de LPS, ligando

de TLR4.



INTRODUCCION

L. CELULAS DENDRITICAS (DCs)

Entre los componentes celulares que forman parte del sistema inmunoldgico se encuentran las
células dendriticas (DCs), un grupo heterogéneo de leucocitos [1] esenciales para la induccién de
respuestas inmunoldgicas adaptativas y la regulacion de las mismas [2], al dirigir el tipo, la magnitud y
la especificidad de la respuesta [3]. Este tipo de células fueron primeramente descritas entre los
esplenocitos de ratén, como células con prolongaciones en su superficie y cuya principal funcién es la
presentacion antigénica para estimular eficientemente a linfocitos T. Entre el grupo de células
presentadoras de antigenos (APCs) profesionales, las DCs son las unicas capaces de activar

efectivamente a linfocitos T naive [4, 5].

Al igual que otros leucocitos, las DCs se diferencian a partir de precursores hematopoyéticos,
pudiendo originarse tanto de precursores comunes linfoides como de precursores mieloides comunes;
excepto las células de Langerhans (LCs) que se originan de precursores embrionarios durante la

gestacion [3, 6, 7].

L L SUBPOBLACIONES DE CELULAS DENDRITICAS

Diferentes subpoblaciones de DCs residen en distintos 6rganos del cuerpo, difieren en cuanto a la
expresion de marcadores de superficie, se especializan en funciones inmunoldgicas distintas y son
diferentes también en cuanto a su origen y en los factores de transcripcion que se activan durante su
desarrollo [6, 8]. Dada esta heterogeneidad, ha resultado complicado establecer una definicién de DCs.
Tan es asi, que a la fecha no existe una definicién molecular de lo que es una DC, pese a que la
mayoria de las subpoblaciones de DCs presentan una elevada expresion de CD11c y moléculas tipo 11
del complejo principal de histocompatibilidad (MHC-II). Mdas bien, las DCs se definen por su

capacidad para activar respuestas de células T y por la expresiéon de combinaciones de marcadores [9].

Las subpoblaciones de DCs se han caracterizado sobre todo en ratén. Una clasificacion de estas
células, las agrupa en convencionales (cDCs) —que provienen de un progenitor comuin de células

dendriticas, también se incluyen algunas derivadas de monocitos— y no convencionales (Fig. 1). A su



vez, las ¢cDCs han sido divididas en migratorias y linfoides. Las migratorias se encuentran el tejido
periférico (higado, rifién, tracto gastrointestinal, piel y pulmén) y luego de capturar antigeno, son
capaces de migrar a o6rganos linfoides para interactuar con linfocitos. Estas DCs migratorias, se
clasifican con base en la expresion de CD103, CD8a y CD11b [6, 10, 11]. El grupo de DCs migratorias
también incluye a las LCs, que se localizan en la epidermis y se caracterizan por mostrar una elevada

expresion de langerina (CD207) [3, 7, 11].

Células Dendriticas (DCs)

Mmurinas
1
1 ]
DCs Convencionales DCs
(Clasicas; cDCs) No convencionales
1 . ]
DC Migratorias | DCs Linfoides | DCs
(tejidos perifericos) | palsmocitoides
1 (pDCs)
| p.
DCs CDS§-
| DCs CD103- I | DCs CD103+ I DCs derivadas
de monocitos
DCs == (moDCs)
DCs CD103- DCs CD103+ CD8  CD4- N
CD207- L ool CD8* CD4
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Figura 1. Clasificacién de las subpoblaciones de DCs murinas. Las de DCs de ratén se clasifican en
dos grandes grupos: Convencionales o clésicas (cDCs) y no convencionales. Las cDCs se subclasifican en
migratorias y linfoides; las subpoblaciones comprendidas por estos grupos se distinguen por la expresion de
los marcadores que se indican, asi como por su localizacién anatémica sefialada dentro de corchetes. Las
DCs no convencionales incluyen células dendriticas plasmocitoides y células dendriticas que se originaron
a partir de monocitos (moDCs). (Modificado de la referencia [6]).



Por otro lado, las DCs linfoides, como lo sugiere su nombre, se localizan en 6rganos linfoides tales
como el bazo, el timo y nédulos linféiticos y se clasifican con base en la expresién de CD4 y CD8 [6].
Luego de su estimulacion, las DCs son capaces de llegar a las zonas de linfocitos T de dichos 6rganos,
tal es el caso de las DCs CD8 receptor 2 inhibidor de células dendriticas™ (DCIR2") que antes de ser

estimuladas, se ubican en la pulpa roja del bazo [12].

En el grupo de las DCs no convencionales, se incluyen las DCs plasmocitoides (pDCs) y las DCs

derivadas de monocitos (moDCs) [6].

Las pDCs se localizan en tejido linfoide, no linfoide y en sangre, y se caracterizan por la expresion
de la cadena a del receptor de interleucina 3 (CD123), del antigeno 2 de células dendriticas sanguineas
(BDCA-2/ CD303) y del antigeno 4 de células dendriticas sanguineas (BDCA-4/CD304/neurofilina).
Expresan altos niveles de los receptores tipo Toll (TLRs) 7 y 9, lo que las dota de elevada capacidad
para detectar 4cido ribonucleico (RNA) de cadena simple y 4cido desoxirribonucleico rico en los
nucledtidos citosina y guanina (DNA CpG); ademds poseen la capacidad de secretar grandes cantidades

de interferones (IFNs) de tipo I en respuesta a infecciones virales [11].

Como lo sugiere su nombre, las moDCs se originan a partir de monocitos y lo mismo que otras DCs,
tienen la capacidad para activar respuestas T CD4" antigeno especificas, asi como de efectuar
presentacién cruzada a células T CD8". Originalmente se consideré a los monocitos de sangre como
precursores de macréfagos (Mes) tisulares, sin embargo, experimentos recientes han respaldado la idea
de que no todos los Mes tisulares se originan de monocitos y que los monocitos al migrar a tejidos
pueden dar origen a DCs [13]. Tomando como base la existencia de un progenitor comuin de
granulocitos, M@s y DCs y teniendo como antecedente la obtencién de DCs a partir del cultivo de
precursores de DCs, tanto de médula 6sea como de sangre periférica, con el factor estimulante de
colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF), Sallusto y Lanzavecchia [14], obtuvieron DCs a
partir del cultivo de monocitos humanos con GM-CSF. Més tarde, Muller y colaboradores, rastrearon
monocitos (CD11b* F4/80") mediante la administracién subcutidnea de microperlas fluorescentes;
monocitos que luego de internalizar dichas perlas, migraron hasta las zonas de T en nddulos linfaticos y
que en estas zonas, tales células presentaban un fenotipo caracteristico de DCs: (MHC-I", MHC-II",
CD86hi, B220, CDllcdim) [15]. Posteriormente se observd que la obtenciéon de DCs a partir de
monocitos fagociticos de microperlas se veia afectada por la presencia de bacterias, lo que sugiere que
la obtenciéon de Mes o DCs a partir de monocitos, estd complejamente regulada y determinada por la
presencia de factores de crecimiento y de estimulos inflamatorios [16]. Recientemente se ha
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considerado que cDCs pudieran originarse a partir de monocitos incluso en condiciones no

inflamatorias [17].

Las DCs en humano presentan elevada expresion del antigeno leucocitario humano-DR (HLA-DR")
y son linaje negativas (Lin) (CD3", CD19/20" y CD56°), ademds de estas dos caracteristicas, se ha
considerado la expresion de otros marcadores para clasificar las DCs como mieloides o como pDCs

(Fig. 2).

Células
Dendriticas
Humanas (hDCs)

DCs Mieloides DCs Plasmocitoides
CD11* CD33* (pDCs)
CD11b* CD13+ CD123+*CD303*CD304+
DCs DCs intersticiales Células de
DCs CD1* CD141* CDI11ctCDI141% Langerhans (LCs)
CD36" CD207+

Figura 2. Clasificacion de las subpoblaciones de células dendriticas humanas (hDCs) con base en
la expresion de algunos marcadores. Las hDCs estan comprendidas en dos grande grupos: mieloides
(convencionales) y plasmocitoides. Las DCs mieloides comprenden subpoblaciones que se distinguen por
la expresion de algunos marcadores. Las plasmocitoides (pDCs) expresan de forma caracteristica CD123
CD303 CD304.

Las DCs mieloides, que corresponden a las llamadas cldsicas o convencionales en ratén, expresan
marcadores mieloides como CD11c, CD13, CD33 y CD11b, aunque carecen de CD14 y de CD16. Las
DCs mieloides de sangre periférica en humano, se han clasificado como CD1c" (BDCA-1) y CD141"
(BDCA-3) que se consideran homélogas de las CDI11b* y de las CD8/CD103" murinas,
respectivamente. Las DCs mieloides CD1417" se han localizado en la paracorteza de nédulos linfaticos,
amigdalas, bazo, médula 6sea, piel, pulmén e higado; estas células realizan presentacion cruzada a

linfocitos T CD8". La DCs mieloides CD1c" se localizan en sangre, tejido no linfoide como piel,
9



higado, intestino y pulmén y 6rganos linfoides como nédulos linfaticos y bazo. Otra subpoblacién de
DCs mieloides, dentro de las DCs CD11c", son las DCs CD14", en un principio denominadas DCs
intersticiales, su homologo en ratén corresponde a DCs CD11b" derivadas de monocitos que expresan
la molécula de adhesién especifica de células endoteliales (ESAM) y estas células s6lo han sido
identificadas en tejido y no en sangre periférica y, fenotipicamente, son similares a M@s: expresan
CD163, CDl11b, el receptor 1 de la quimiocinas con motivo C-X-X-X-C (CX3CR1), fibrinoligasa
(FXIIIa) y la molécula no-integrina de adhesion intercelular especifica de células dendriticas (DC-
SIGN/CD209), aunque tienen una muy elevada expresion de moléculas MHC-II y de CDllc. Se
localizan tanto en tejido no linfoide como en la paracorteza de tejido linfoide y resultan menos

eficientes en la estimulacién de linfocitos T naive en comparacién con las DCs CD1c¢" [3, 18].

Las pDCs en humanos carecen de la expresiéon de antigenos mieloides y se caracterizan por la
expresion de CD123, CD303 y CD304. Estas células dificilmente se localizan en tejido periférico sano
aunque son rdpidamente reclutadas a zonas de inflamacién. Se pueden encontrar en sangre y 6rganos

linfoides en las zonas de linfocitos T [18].

Las LCs fueron las primeras DCs de tejido en ser descritas. Las LCs son CD36", CD1", ATPasa* y
positivas para el receptor de la fraccién cristalizable de inmunoglobulinas de tipo E (FceR"), ademads de
expresar la lectina de tipo C langerina (CD207) y granulos de Birbeck —organélos citopldsmicos que
participan tanto en la endocitosis mediada por receptor, asi como en el procesamiento y presentacion
de antigenos [19]—. Estas células se localizan principalmente en la epidermis y en epitelio de
bronquios, cavidad oral y mucosa genital, aunque tienen la capacidad de diferenciarse en células

migratorias. Ademas, estas células son capaces de autorrenovarse.

A pesar de que se han identificado células con caracteristicas fenotipicas similares en sangre
periférica y en suspension de tejidos como piel, higado y pulmén, generalmente se emplea
nomenclatura distinta para DCs de tejido y de sangre. Asi, las DCs también pueden clasificarse por su
localizacién anatémica, la que a su vez se encuentra estrechamente relacionada con la funcién que
llevan a cabo (Fig. 3). La clasificacién funcional-anatémica distingue entre DCs migratorias, también

denominadas DCs de tejido o no linfoides y DCs residentes.
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Las DCs migratorias son capaces de migrar desde tejidos periféricos hacia nédulos linfatico luego
de haber adquirido antigeno, hasta 6rganos linfoides secundarios. En reposo, en el tejido se pueden

encontrar DCs CD1c¢” (BDCA-1%), CD141" (BDCA-3") y algunas pDCs.

Las DCs residentes se localizan en los tejidos linfoides y no provienen de DCs de tejido, entre ellas
se encuentran DCs mieloides CDIc*, DCs mieloides CDI141" y pDCs, ademds de algunas
subpoblaciones de DCs CD14" [18].

Algunos autores [3], incluyen DCs de sangre periférica y DCs inflamatorias en la clasificacion
funcional-anatémica. Entre las DCs de sangre periférica, que se consideran precursoras de DCs de
tejidos y de DCs de ganglios linfaticos, se encuentran pDCs, DCs CD1c" y DCs CD141" inmaduras
[3]. En humano, también se han encontrado DCs inflamatorias: DCs productoras de la sintasa inducible
de o6xido nitrico (iNOS) y TNF-a (Tip-DCs)—puesto que cualquier DC mieloide, luego de su
estimulacion, es capaz de expresar iNOS y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), el término Tip-
DCs hace referencia a un estado de activaciéon de DCs y no a un subtipo de DCs [20]— y en piel
inflamada se han encontrado pDCs y un tipo de DCs que presenta una glicosilacion caracteristica (6-

sulfoN-acetil lactosamina) en el ligando 1 de la glicoproteina selectina P, llamadas slan DCs [3].

DCs Residentes C[E)cl's A C[?EISI i DCs int_erdig‘i‘ta_r}_rcs DCs

- (n6dulos linfaticos) < CD1c" CD207+" CD14

s ZN 7N

g

-

> D

2 Cs DCs DCs -~

E Precursores mieloides mieloides plasmocitoides gg?_?f lt(o_-.s)

3 (sangre periférica) | cpic- CD141- (pDCs) #

$

=

> A\ "4 . 74
DCs Migl‘atoﬁas DCs DCs Células de DCs

e o e TR DCl + CDl_“- Lanm:rhans . ﬂ .

(tejidos periféricos) c (LCs) CD207* inflamatorias

(#) = No estan clasificados como DCs.

Figura 3. Clasificacion funcional-anatémica de hDCs. Monocitos (que no pertenecen al grupo de
DCs) y células mieloides y plasmocitoides de sangre periférica son considerados los precursores putativos
de las DCs residentes de nddulos linfaticos, asi como de las diferentes subpoblaciones de DC migratorias
localizadas en distintos tejidos periféricos, a su vez, éstas dltimas pueden llegar a nédulos linfaticos. Por su
parte, las células de Langerhans son capaces de autorrenovarse. (Modificado de la referencia [18]).
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Sin duda, el modelo animal mds empleado para la investigacién inmunoldgica es el murino;
especificamente en cuanto al estudio de DCs pocos estudios se han realizado con DCs humanas recién
aisladas de tejido [21] dada la dificultad para recuperar suficientes células. Por razones como ésta, la
clasificacion de DCs se basa sobre todo en los descubrimientos realizados en ratén. Por el momento, no
se han identificado contrapartes humanas para cada una de las subpoblaciones de DCs murinas
conocidas (Tabla 1), s6lo ha sido posible establecer homologia entre las pDCs y las LCs. Entre las
razones a las que este problema obedece se encuentran la diversificacion de ambas especies, hace
aproximadamente 80 millones de afos, a partir de lo cual cada especie evolucioné de forma
independiente. Otra situacion que dificulta la identificacién de subpoblaciones equivalentes en ratén y
humano es el hecho de que en el modelo murino, las principales fuentes para el estudio de DCs son el
bazo y los ganglios linfaticos, en tanto que en humano, las DCs se obtienen principalmente de piel y

sangre [3].

Tabla 1. Homologia entre células dendriticas humanas y murinas. Se muestra la correspondencia
entre diferentes subpoblaciones de DCs que hasta el momento se ha establecido entre humanos y ratones.
(Modificado de la referencia [18]).

Caracteristicas
Subpoblacion
Humano Raton
Principal CDIc* CD11b" (tejidos periféricos)
subpoblacion Dectina 1* (CLEC7A") CD4* CD11b" (linfoides)
Dectina 2" (CLEC6A™) ESAM*
Mieloides/ CD103" (tejidos periféricos)
Clasicas Especializadas en CD141" CD8" (linfoides)
presentacion CLEC9A" CLEC9A"
cruzada XCR1" XCR1"
CD207*
CD303" (CLEC4C+) B220*
Plasmocitoides CD304" (neurofilina™) Sielec H'
CD123* (IL-3RY) 1glec
CD14" CD11b" CD64" (tejidos periféricos)
CD209" (DC-SIGN™) CX3CR1*
Derivadas de monocitos Factor XIIA” CD14*
DCs inflamatorias moDC
CDIc* CD209" (DC-SIGN)
CD16 CD206"
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I 1L FUNCIONES DE LAS CELULAS DENDRITICAS

Dada su calidad de células APCs profesionales, las DCs se han considerado puente entre la
inmunidad innata y la inmunidad adaptativa. Las funciones inmunoldgicas que se han comprobado en

DCs, mismas en las que participan como APCs, son:

- Inicio de las respuestas de células T. Ademas de su elevada capacidad para estimular
linfocitos T, las DCs son las tnicas APCs capaces de estimular linfocitos T naive, por ello
resultan esenciales en la respuesta inmunoldgica hacia diversos patégenos. DCs localizadas en
mucosas se encargan de capturar antigenos de microorganismos y llevarlos consigo hasta los
nédulos linfaticos. Los linfocitos T naive, llegan desde la sangre hasta los nddulos linféticos,
donde se encuentran con las DCs que llegaron desde los tejidos periféricos acarreando
antigenos. Ademads de poseer la capacidad unica de estimular linfocitos T naive, son las células
con la mayor eficiencia para estimular linfocitos T de memoria [22, 23] La presentacion
antigénica a células T CD4", culmina con la polarizacién de las mismas a alguno de los tipos de
células T efectoras: células cooperadoras 1 (Thl), que participan en las respuestas contra
bacterias intracelulares; Th2, con importancia en la respuesta a infecciones parasitarias; Th17
con papel en la defensa contra hongos, bacterias extracelulares e incluso desarrollo de
autoinmunidad. La polarizacion de linfocitos T es multifactorial y se encuentra determinada por
la compleja interaccion entre APCs y linfocitos T, las moléculas coestimuladoras que median
dicha interaccion, citocinas predominantes en el microambiente, asi como por el tipo y cantidad
del antigeno presentado [24]. Por otro lado, antigenos presentados por DCs en moléculas MHC-
I a linfocitos T CD8" naive, culminan con la diferenciacién de éstos hacia linfocitos T
citotoxicos (CTLs) antigeno especificos, con participacién activa, principalmente, en
infecciones virales [25].

- Tolerancia central. Las DCs no sélo son de importancia en la defensa  contra
microorganismos; las DCs también participan en mantener la tolerancia inmunoldgica durante
la homeostasis. En el timo, el mecanismo mediante el cual las DCs participan en procesos de
tolerancia, es mediante la presentacion de antigenos propios para que se lleve a cabo la
selecciéon negativa de timocitos. Las DCs que residen en el timo, adquieren antigenos de las
células timicas epiteliales para presentarlos a los timocitos y poder eliminar los timocitos con
elevada afinidad por antigenos propios. Un mecanismo mds mediante el que las DCs

contribuyen a la tolerancia central es mediante la recirculaciéon de DCs periféricas al timo donde
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presentan antigenos propios y de esta manera, inducen la delecion clonal y la generacion de
linfocitos T reguladores (Treg) [22, 26].

- Tolerancia periférica. La participacién de las DCs en la tolerancia periférica puede llevarse a
cabo bajo dos vertientes: 1) DCs que han internalizado cuerpos apoptéticos en la periferia y que
no se encuentran maduras, son capaces de dirigirse a nddulos linfaticos donde pueden realizar
presentacion de antigenos propios. 2) Las DCs migran a sitios de inflamacién para activar
linfocitos Treg que suprimen a linfocitos T autorreactivos, evitando, de esta forma, respuestas

autoinmunes patogénicas [22, 27].

LILL PRESENTACION DE ANTIGENOS

La principal funcién de las DCs es la presentacion antigénica a linfocitos T (Fig. 4), capacidad que
no es constitutiva de DCs. Generalmente, la presentacion eficiente de antigenos requiere de
caracteristicas especiales en las DCs, de forma que para llevarse a cabo, es necesario que la célula sufra
cambios fenotipicos y funcionales que la hagan competente para llevar a cabo esta funcién. El proceso

durante el que llevan a cabo estos cambios, comtinmente se denomina maduracidn.

Senal 1 Senal 2 Senal 3
Linfocito T Linfocito T LinfocitoT_ (e

TC CDzi &I
A

@, Ag

Q NLQ
MH CDSO/J[E_U/] [Ea]
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Figura 4. Presentacién antigénica. La activacion de linfocitos mediante la presentacién antigénica
requiere de tres sefiales. La sefial 1 consta de la interaccion de péptidos derivados del antigeno (Ag)
procesado unidos a moléculas del MHC, con el receptor TCR del linfocito. La sefial 2 estd dada por la
interaccién de moléculas en la superficie de ambas células: el CD28 del linfocito entrega sefiales de
activacion al interactuar con CD80 y CD86 presentes en DCs; estas mismas moléculas pueden entregar
sefializacion negativa si interactian con la molécula CTLA-4. La sefial 3 corresponde a citocinas que son
percibidas por receptores para las mismas expresadas por el linfocito. (Modificado de la referencia [28]).
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Ampliamente extendido se encuentra el concepto de que las DCs pueden encontrarse en dos estados
funcionales: maduro e inmaduro, siendo este ultimo en el que las DCs son capaces de iniciar respuestas
inmunes, es decir, de estimular linfocitos T, resultando en la proliferacién clonal de los mismos y en el
inicio de respuestas inmunoldgicas adaptativas. El estado funcional maduro de una DCs, correlaciona
con algunos cambios fenotipicos (maduracién fenotipica) como el incremento en la expresion de
moléculas coestimuladoras, moléculas del MHC y CD40; sin embargo, recientemente se ha encontrado
que no todas las DCs fenotipicamente maduras, promueven la inmunidad de células T, algunas, mas
bien, participan en la induccién de tolerancia. En la actualidad, el término “madura” para referirse a
una DC no estd homologado y puede tener diferentes acepciones dependiendo del grupo de

investigacion que lo utilice.

Comunmente, se propone que luego de entrar en contacto con un estimulo de maduracion, las DCs
localizadas en tejido periférico capturan y procesan antigenos provenientes de dicho estimulo, al mismo
tiempo migran a 6rganos linfoides secundarios mientras disminuyen su capacidad para internalizar

antigeno, y se tornan mads eficientes para estimular a linfocitos T [5].

Las DCs son capaces de internalizar antigenos propios y ajenos mediante diversos mecanismos:
macropinocitosis, endocitosis mediada por receptor—mediante la participacion de lectinas tipo de C
como el receptor de manosa (MR/CD206), DEC-205 (CD205) o receptores para la fracciéon

cristalizable de inmunoglobulinas (FcRs)— o mediante fagocitosis [5, 29].

De manera comun, la disminucion de la endocitosis en DCs, se reconoce como caracteristica de la
maduracion de dichas células, pues se considera que al internalizar antigeno, las DCs se estimulan de
tal forma que disminuyen su capacidad de realizar internalizacion subsecuente. La disminucién en esta
funcién evita que se monten respuestas inmunoldgicas contra antigenos propios luego de que se han
internalizado antigenos patogénicos y se han desencadenado cambios que favorecen la activacién de
linfocitos; sin embargo, no todos los procesos de internalizacién disminuyen en la misma medida ni
con la misma cinética en respuesta a la internalizacién antigénica. Procesos como la fagocitosis, en
efecto, disminuyen luego de la activacion de DCs; otros como la macropinocitosis, también
disminuyen, aunque, inmediatamente después de que la DC es estimulada mediante sefales
inflamatorias, la capacidad macropinocitica se incrementa y es posteriormente, cuando disminuye.
Otros procesos de internalizaciéon como la endocitosis mediada por receptores tales como los receptores
para la fraccidn cristalizable de inmunoglobulinas de tipo G (FcyRs) y DEC-205, contintdan llevandose
a cabo de manera eficiente, aun cuando la DC ha recibido alguna sefial de estimulacion [29]. Y aunque
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el concepto mas extendido es que todos los procesos de internalizacién disminuyan una vez que la DC
ha sido activada, las DCs maduras siguen siendo capaces de internalizar antigenos a través de procesos

como la endocitosis [5, 29].

Ademads de la disminucién en su capacidad de internalizacién antigénica, otros de los cambios
fenotipicos que se inducen en las DCs luego de la captura de antigeno, son la modificacién en la
capacidad de adherencia y la reorganizacién del citoesqueleto con la finalidad de incrementar la

capacidad migratoria de la célula.

Para que se lleve a cabo la migracidn, se requiere de la accién coordinada de quimiocinas, por lo que
una vez capturado el antigeno, las DCs disminuyen la expresion o desensibilizan receptores para
quimiocinas como la quimiocina 20 con motivo C-C (CCL20/MIP-3a), CCL3 y CCLS5 al tiempo que
aumenta la expresion de receptores para otras quimiocinas, tal es el caso del receptor 7 para
quimiocinas con motivo C-C (CCR7), ademds de que se tornan mds sensibles a quimiocinas como
MIP-38 (ELC, Exodus 3), CCL19, CCL21 y Ila quimiocina de tejido linfoide secundario
(SLC/quimiocina con 6 cisteinas 6Ckine/Exodus 2), que, dada su elevada expresion en vasos linféticos,
permite que las DCs viajen a través de ellos hasta llegar a nédulos linféticos. Una vez en los nédulos
linfaticos, las DCs se dirigen especificamente a la paracorteza, esto gracias a la presencia de MIP-38 y

6Ckine secretadas en esta zona [30, 31].

Una vez estimuladas, las DCs, también son capaces de secretar quimiocinas cuyo blanco son otros
tipos celulares. In vitro se ha identificado que las primeras quimiocinas producidas por DCs que han
reconocido estimulos de maduracién son la quimiocina 1 con motivo C-X-C (CXCL1), CXCL2,
CXCL3 y CXCLS (IL-8), las tres primeras actuando sobre células asesinas naturales (NKs) y la dltima
en neutrofilos. Luego de aproximadamente cuatro horas de haberse estimulado, las DCs secretan
CXCL9, CXCL10, CXCLI11, CCL3, CCL4 y CCLS5 que reclutan células T de memoria y monocitos.
En tiempos més tardios, se secretan CXCL3, CXCL19, CCL21 y CCL22, que tienen efecto sobre
linfocitos B y T cooperadores foliculares, linfocitos T naive y Treg, respectivamente  [32]. Sin
embargo, no todas las DCs localizadas en Organos linfoides secundarios se encuentran en estado
maduro, algunas de las DCs localizadas en estos sitios se encuentran en estado de reposo y provienen

directamente de precursores de médula ésea, no de DCs de 6rganos periféricos [5].

Al tiempo que las DCs migran hacia los nddulos linfaticos, van realizando el procesamiento del

antigeno. Antes de capturar antigeno, las DCs acumulan moléculas del MHC-II formando complejos
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con la cadena Ii en compartimentos intracelulares denominados compartimentos ricos en MHC- II
(MIICs). Al capturar el antigeno, éste se dirige hacia los MIICs, donde moléculas HLA-DM
promueven la remocion de la cadena invariante asociada a MHC-II, para que péptidos derivados del
antigeno internalizado queden cargados en las moléculas MHC-II. Al internalizar antigenos, la sintesis
de MHC-II y traslocacién de ésta en complejos con el antigeno a la superficie celular, se incrementa y
se estabiliza, de tal forma que los antigenos permanecen expuestos en la superficie celular varios dias,
disponibles para interactuar con los receptores de los linfocitos T (TCRs) y estimular linfocitos T CD4"
[30, 31]; la interaccién entre moléculas del MHC-péptido con TCR, constituyen la primera sefial de
activacion para el linfocito y por si sola es insuficiente para activar a los linfocitos. La estimulacién de
linfocitos T CD8" ocurre cuando les son presentados antigenos que son cargados en moléculas MHC-I
mediante procesamiento enddgeno o exdgeno. Moléculas distintas a las codificadas en el MHC,
también participan en presentacion de antigenos, aunque no necesariamente proteicos, tal es el caso de
las moléculas pertenecientes a la familia de CDI1, que participan en la activacién de linfocitos T,

durante la presentacion de antigenos lipidicos [30, 33].

La excepcional capacidad de las DCs para estimular linfocitos T no depende tnicamente de la
elevada expresion y estabilidad de complejos MHC-antigeno en la superficie celular. La interaccién
especifica de los TCRs de los linfocitos con los complejos MHC-antigeno y la asociacion de las
moléculas sefializadoras del complejo CD3 y cadenas ( es tan s6lo la primera sefial de interaccion
entre los linfocitos y las DCs, su estabilidad estd mediada por diversas moléculas de adhesién, como las
integrinas 1 y B2 o por miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas CD2, CD50, CD54, y
CD58. Las moléculas encargadas de mantener la activacion de las células T (segunda sefial), a través de
sefiales de supervivencia y proliferacion, son las moléculas coestimuladoras, entre ellas se encuentran
miembros de la familia de proteinas B7 (CD80 y CD86) que se unen a CD28 en las células T. El
ligando del coestimulador inducible de células T (ICOSL/CD275) también actiia como coestimuladora
al unirse al coestimulador inducible de células T (ICOS/CD278) en la superficie de los linfocitos T.
Otras moléculas coestimuladoras pertenecen a la superfamilia TNF como el ligando de CD137, CD252
y CD70 que se unen a receptores de proteinas de la superfamila TNF como CD137, CD134 y CD27;
generalmente, la expresion de estas ultimas moléculas se induce luego de la estimulacién de TCR y de
CD28. Sin embargo, la segunda sefial no siempre es dada por moléculas coestimuladoras, las DCs
pueden expresar moléculas denominadas coinhibidoras cuya consecuencia al interactuar con linfocitos

T, es inhibir la activacién de éstos. Los linfocitos T expresan receptores de coinhibicién como los

17



miembros de la familia de CD28: como el antigeno 4 de linfocitos T citotéxicos (CTLA-4/CD152) y la
proteina 1 de muerte celular programada (PD-1/CD279). La expresion de ambas moléculas se induce
s6lo después de la estimulacion de la célula mediante antigeno. Mientras que CTLA-4 es capaz de
unirse a CD80 y CD86, PD-1 se une a sus ligandos PD-L1 (CD274) y a PD-L2 (CD273). La relevancia
fisiolégica de la sefializacién desencadenada por el estimulo de estas moléculas reside en la prevencion

de autoinmunidades, asi como de la respuesta inmunoldgica desregulada ante infecciones [30, 33, 34].

Finalmente, existe una tercera sefial que determina el destino de los linfocitos T estimulados por una
DC. Esta sefial estd constituida por factores solubles (citocinas, factores estromales, etcétera) que
dirigen la polarizacion de los linfocitos. El reconocimiento del antigeno, junto con la coestimulacion y
la estimulacion a través de mediadores solubles, conducen a la polarizaciéon (hacia Thl, Th2, Thl7,
Treg), a la estimulacién de CTLs y a la expansion clonal de linfocitos, asi como a su diferenciacién en

células T efectoras y en células T de memoria [5, 35].

De manera general, las moléculas que proporcionan la primera y la segunda sefial de activacion para
los linfocitos T, aumentan su expresion en la superficie de DCs que han sido estimuladas mediante el
reconocimiento de antigenos, es por ello que se ha vuelto comin utilizarlas como indicadores de
maduracion, pasando por alto el hecho de que una alta expresion de estas moléculas no necesariamente
correlaciona con la capacidad de DCs para iniciar respuestas inmunoldgicas por linfocitos T. DCs
estimuladas y con elevada expresion de estas moléculas pueden inducir tolerancia inmunolégica. Esta
situacion representa uno de los motivos por los que el término “madura” ha adoptado diferentes
significados en el contexto de las DCs. Un significado mas adecuado del término “madura” para
denominar a una DC seria el que corresponde al sindnimo de inmunogénica. Las DCs inmunogénicas
son aquellas capaces de activar linfocitos T CD4", de inducir respuesta en CTLs y de dirigir la
diferenciacion o polarizacién de linfocitos Th (en general) y que éstos resulten funcionales y no sélo
son capaces de inducir su proliferacidn; estrictamente, s6lo una DC que sea capaz de llevar a cabo estas

funciones, podria ser denominada madura o inmunogénica [34].

Histéricamente y de manera no muy adecuada, el término “inmaduras” se ha empleado para referirse
tanto a DCs en reposo —células que son ignoradas por linfocitos—, como a DCs que inducen
tolerancia; a estas ultimas, también se les ha llamado “DCs semimaduras” o “DCs maduras

tolerogénicas”. Actualmente se sabe que existe la posibilidad de que DCs participen en procesos
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tolerogénicos sin la necesidad de reconocer estimulos externos; sin embargo, en muchos casos, la
capacidad de inducir tolerancia por DCs se consigue como consecuencia del reconocimiento de
estimulos especificos. S6lo en este ultimo caso, seria aceptable denominar a tales células “maduras
tolerogénicas”. En tanto que el término “tolerogénicas” resulta adecuado para referirse a ambos grupos
de células. Considerando lo anterior, el vocablo “inmadura” podria emplearse mds acertadamente para
hacer referencia a las DC es reposo, aunque se ha demostrado que la presentacién de antigenos por LCs
en estado basal, no necesariamente resulta en inactivacion de linfocitos T; en algunos casos puede

resultar en induccién de respuestas inmunoldgicas [S].

Por otro lado, el término “maduras” se ha usado para aludir tanto a DCs inmunogénicas (también
llamadas DCs activadas) [34], asi como a DC tolerogénicas, empledndose con mayor frecuencia y

amplitud para denominar a las primeras (Fig. 5).

DC en reposo

- 4 .
y -H\ 4 I \
® @ @©
< ,/’f i - \-._/
Linfocito T naive Linfocito T LinfC_)CiFO T
apoptético anérgico

DC estimulada

t'/o\" ﬂ\% >
— Péptido-molécula MHC
Linfocito T naive Coestimulacion

meomtos T
no polarizados

DC inmunoszenica
_ 3k @®
1/6; | ™ > _4/’ A \\./'

\-.

Linfocito T naive Péptido-molécula MHC .
/ \\

Coestimulacion
Citocinas

meocnos T
efectores

Figura 5. Resultado fisiologico de la estimulacion de linfocitos T naive con DCs en diferentes
estados funcionales. La estimulacion de linfocitos T naive por una DC en reposo no es productiva, por lo
que el linfocito muere por apoptosis o entra en anergia. DCs estimuladas que interactdan con linfocitos T
naive a través de la primera y segunda sefal, inducen la expansién clonal de linfocitos, pero no la
polarizaciéon de éstos. Solo la interaccién de DCs con linfocitos T naive a través de las tres sefiales de
activacion, los conducen a linfocitos efectores. (Modificado de la referencia [34]).
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En ocasiones, s6lo tomando en cuenta caracteristicas fenotipicas como expresion de moléculas de
superficie o produccion de citocinas [36] se ha considerado que las DCs se encuentran en estado
maduro, empleando esta definicién como equivalente a DC inmunogénicas. Las DCs estimuladas con
mediadores inflamatorios suelen denominarse “maduras” [37] —aunque actualmente se sabe que la
unica forma de llevar una DC a estado maduro es mediante su estimulacién con patrones moleculares
asociados a patégenos (PAMPs) [34]—, “semimaduras” o “parcialmente maduras” [38]; de forma maés

acertada se les llama “parcialmente activadas™ [34].

En este trabajo, en adelante, para hacer referencia a una “DC madura (mDC)” o “DC
inmunogénica”, se utilizard el primero de estos términos. En tanto que al emplear el término
“estimulacién”, que se empleard como sinénimo de “activaciéon” de DCs, se hard con la intencién de
sefalar que las DCs han reconocido un estimulo, sin hacer distincion entre el efecto funcional que
tienen sobre las células, es decir, sin importar si dicho estimulo las torna inmunogénicas, tolerogénicas

o parcialmente activadas.

Dada la heterogeneidad de las DCs, asi como las diferencias entre los modelos in vivo e in vitro,
puede esperarse que no todas las subpoblaciones de DCs in vivo, se comporten de la misma forma
después de haber sido estimuladas y que, no necesariamente, luego de la estimulacion de las DCs se

presenten todos los fendmenos bioldgicos antes mencionados o que se presenten de la misma forma [5].

L. IIL. ACTIVACION DE CELULAS DENDRITICAS

El reconocimiento de estimulos en el microambiente, que se realiza a través de la interaccion de
ligandos con receptores de DCs, es necesario para que las DCs lleven a cabo sus funciones
inmunoldgicas. En ausencia de un estimulo externo, las DCs se encuentran en un estado no estimulado
como células en reposo. Como ya se menciond, en respuesta a algunos estimulos, las DC sufren

cambios fenotipicos y funcionales mediante los cuales se tornan APCs eficientes.

Las DCs son capaces de responder a dos tipos de senales: 1) Senales exdgenas, constituidas por
PAMPs, que son directamente reconocidas por las DCs y 2) sefiales endégenas, que son compuestos

del propio hospedero, tales como citocinas y patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs), que
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pueden producirse por las propias DCs o por otros tipos celulares en condiciones de estrés; el
reconocimiento de tales sefales enddgenas, finalmente conduce a una activacién indirecta o
estimulacién “trans” (Fig. 6). Y aunque muchos estimulos inducen cambios fenotipicos asociados con
la maduracién de las moDCs no todos generan los mismos cambios funcionales, ni las tornan
inmunogénicas; mas bien, el reconocimiento directo de PAMPs por DCs, es la accion fundamental para
que se pueda efectuar una respuesta inmunoldgica mediante células T, mientras que la estimulacién
indirecta de las DCs, ocasionada por el reconocimiento de mediadores inflamatorios s6lo amplifica la

respuesta a PAMPs.
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Figura 6. Estimulos involucrados en la activacion de DCs. Estimulos externos provenientes de patégenos
pueden activar directamente a DCs a través de inducir sefializacién por PRRs. Estos mismos estimulos activan
otras células de la inmunidad innata y a su vez, estas células producen estimulos endégenos (mediadores
inflamatorios) que pueden activas a las DCs de manera trans a través de distintos receptores. Una DC activada
puede interactuar con linfocitos, amplificando la sefial inmunoldgica. A su vez, los linfocitos retroalimentan a
DCs mediante contacto por moléculas de superficie o solubles. (Modificado de la referencia [32]).
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El tipo de respuesta que resulte de la activacion de las DCs, depende de la naturaleza y de la
intensidad de la sefal que perciban las células, asi como de su duracién y, esto a su vez, estd
determinado por el tipo de receptores que se activen en la DC durante el reconocimiento. Es importante
destacar que, diversas subpoblaciones de DCs poseen diferente repertorio de receptores en su superficie

[1,33,39-41].

Durante la activacion de DCs se ha reportado la participacion de a) receptores de reconocimiento de
patégenos (PRRs), b) receptores para citocinas, ¢) moléculas de la familia del receptor de TNF, d) FcRs

y e) receptores para seiales endégenas de dafio (Fig. 6).

a) Las estructuras conservadas entre diversos microorganismos, denominados PAMPs, son
reconocidos por PRRs. La combinacién de patrones que posee cada microorganismo es
distinta, de forma que distintos microorganismos poseen la capacidad de estimular
diferentes PRRs en las DCs. Los PRRs se han clasificado dentro de tres grandes familias de

moléculas:

1) TLRs. En DCs humanas, de sangre periférica, se ha identificado la expresién de
TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLRS, TLR6, TLR7, TLR8 y TLR10; en las pDCs se ha
demostrado la expresion de TLR1, TLR6, TLR7, TLR9 y TLR10; mientras que las
LCs expresan TLR1, TLR2, TLR3, TLR6, y TLR10

2) Los receptores tipo lectina de tipo C (CLRs). Las DCs expresan una diversa gama de
CLRs que reconocen residuos carbohidratados presentes en glicoproteinas y estdn
involucrados principalmente en captura e internalizacion de antigenos. La
estimulaciéon de DCs en reposo, tanto in vitro como in vivo, llevada a cabo
exclusivamente a través de CLRs permite el desarrollo de tolerancia inmunoldgica.
De forma anéloga a los TLRs, distintas subpoblaciones de DCs expresan diferentes
CLRs, asi por ejemplo, se ha detectado la expresion de BDCA-2 en pDCs, de CD207
en LCs y de DC-SIGN en DCs intersticiales.

3) Receptores tipo dominio de oligomerizacién de unién a nucleétidos (NLRs). Estos
receptores que pueden detectar PAMPs (como fragmentos de peptidoglicano o RNA
exogeno) y DAMPs (como &cido urico) y que pueden dar lugar al ensamblaje del

inflamasoma se expresan en DCs, ejemplo de ello son NOD-1 y NOD-2 cuya
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estimulaciéon  concomitante con TLR4 resulta sinérgica en moDCs. Otras
subpoblaciones de DCs como LCs, expresan otros NLRs como el receptor 1 que
contiene los dominios NACHT, LRR y pirina (NALP1), e incluso, una isoforma de
NALP3 se ha identificado como especifica para DCs [32, 39, 42-44].

b) Las DCs estdan dotadas de receptores para citocinas como TNF-a, IL-1B e IFNs de tipo I
,que se secretan como respuesta a patdgenos; sin embargo la sefalizacion que se produce
luego de la activacion de éstos, aunque necesaria para montar respuestas inmunoldgicas,
sOlo es capaz de amplificar la sefal que se produce por la estimulacién de PRRs. La sola
estimulacion de DCs a través de citocinas pro-inflamatorias ha demostrado ser insuficiente
para obtener DCs inmunogénicas. In vitro, han sido observadas algunas caracteristicas
fenotipicas que se modifican con la activacion de DCs en respuesta a la estimulacién con
estos mediadores inflamatorios, tales como el incremento en la expresiéon de marcadores.
Sin embargo, también se ha demostrado que dichos mediadores son necesarios para
determinar el tipo de respuesta que se obtenga tras la activacion de PRRs y tienen
influencia sobre el potencial inmunogénico de las DCs, amplificando la activacién de estas
células [34]. Si bien es cierto que la activacién de DCs ex vivo a través del uso exclusivo de
un coctel de citocinas ha resultado en incremento en la expresion de moléculas relacionadas
con la presentacion de antigeno (CD80, CD83, CD86 y HLA-DR), disminucién de la
capacidad endocitica, produccién de IL-12 y activacion de linfocitos en reacciones mixtas
leucocitarias (MLRs); in vivo no se han obtenido DCs inmunogénicas capaces de iniciar
respuestas de células T CD4" al estimularlas exclusivamente con citocinas [32, 34, 36, 39,

40, 42].

¢) Cuando interactian una DC y un linfocito T, no s6lo la DC activa al linfocito, sino que los
linfocitos T, a través de moléculas de la familia del receptor TNF, como el ligando de
CD40 (CD40L), el ligando de Fas (FasL) o el ligando de OX40 (OX40L) que interactian,
respectivamente, con CD40, Fas (CD95) u Ox40 (CD134) expresados en las DCs son

capaces de activas a estas ultimas [32, 39, 42].

d) En DCs murinas, se ha identificado la expresion de FcyRI (CD64), FcyRIII (CD16) y de
FcyRII (CD32), mientras que en moDCs se han podido detectar FcyRII (CD32) y los

receptores para la fraccion cristalizable de inmunoglobulinas de tipo A (FcaR/CD89); las
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LCs expresan FcyRI and FceRI (CD23). Y aunque la sola estimulacién de los FcRs es
insuficiente para que la DC se torne inmunogénica, se sabe que la sefializacion que se inicia
al estimular FcRs resulta en la modulacion de funciones de las DCs. La internalizacién de
complejos inmunes a través de estos receptores e incluso, el s6lo entrecruzamiento de los
FcRs activadores, que poseen el motivo de activacién de inmunorreceptores basado en
tirosina (ITAM), ademds de permitir el procesamiento y presentacion antigénica, activa
vias de sefializacion en las que participan cinasas de tirosina como las de la familia de las
proteinas no receptores con actividad de tirosina cinasa (Src) o la tirosina cinasa de bazo
(Syk). Esto resulta en un incremento en la expresion de marcadores de maduracion, asi
como en la presentacion antigénica a linfocitos [45-48]. Van Egmon y colaboradores
identificaron la existencia de sinergismo, dependiente de la sefializacién a través del motivo
ITAM y la proteina codificada en el gen de respuesta primaria de diferenciacién mieloide
(MyD88), en la produccion de citocinas proinflamatorias al estimular moDCs con
Escherichia coli opsonizada con inmunoglobulinas de tipo G (IgG), respecto a la

estimulacion de DCs con la bacteria sin opsonizar [49].

Como ya se ha mencionado, las DCs, no sélo son capaces de responder a estimulos
externos, también reconocen sefiales endogenas que se liberan en condiciones de estrés,
durante infecciones virales o durante algunos tipos de muerte celular. Estas sefiales de
dafio, actiian como adyuvantes, estimulando las respuestas inmunoldgicas primarias. Siendo
de origen endogeno, estas sefiales pueden llegar actuar como iniciadores del rechazo de
trasplantes, durante la regresion espontdnea de tumores e incluso, desencadenar
autoinmunidades. En ocasiones, las sefiales de dafio semejan PAMPs, de forma que pueden
ser reconocidas por PRRs, esto se ha encontrado para moléculas como productos de
degradacion del hialuronato, fibronectina A, fibrinégeno, proteinas de choque térmico
(HSP) y B-defensinas; sin embargo, no todas las sefiales de dafio son similares a PAMPs.
Moléculas como bradiquininas, a través de receptores de bradiquininas y nucleétidos como
ATP a través de su reconocimiento por receptores purinérgicos, participan en el
establecimiento de repuestas tipo Thl al permitir la produccién de IL-12 en DCs [1].
Matzinger y colaboradores demostraron que la internalizacion de restos necroticos, pero no
apoptéticos por DCs, induce activacion tanto fenotipica como funcional en estas células

[50]. El efecto de células necréticas sobre DCs, se ha atribuido a moléculas como
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HSP90B1, HSP90 y HSC70 y, aunque CD91 ha sido identificado como receptor para estas
proteinas, se desconoce si estd involucrado en la activacion de DCs por células necroéticas

[32, 39, 42].

Como se senal6 previamente, algunas de estas seflales conducen solo a la activacién parcial de las
DCs, resultando en células que no son inmunogénicas. Las DCs estimuladas unicamente a través de
mediadores proinflamatorios incrementan la expresion de marcadores como CD86, CD40 y CCR7, sin
embargo, no producen suficientes cantidades de citocinas proinflamatorias, lo que finalmente, repercute
en su capacidad para inducir diferenciaciéon de células T CD4" naive. Las DCs asi estimuladas,
provocan la expansion de linfocitos T CD4", pero éstos son incapaces de producir IL-4 o IFN-y e
incapaces de colaborar con células B. Un escenario similar se ha observado durante la estimulacion de
linfocitos T CD8"; al estimular éstos con DCs activadas directamente a través de ligandos de TLRs, se
obtiene proliferacién y supervivencia de linfocitos T CD8" naive, asi como la diferenciacién de los
mismos a CTLs; en tanto que los que los linfocitos T CD8" naive estimulados con DCs activadas en
forma trans (a través de mediadores inflamatorios producidos por otras células) ocasionando la
proliferacién, pero no la supervivencia ni la diferenciacién hacia CTLs de los linfocitos T CD8" naive

[34, 51].

I. III. I. VIAS DE SENALIZACION IMPLICADAS EN LA ACTIVACION DE CELULAS
DENDRITICAS

La estimulacién de receptores en DCs desencadena eventos de sefializacion especificos que modulan
funciones celulares como la producciéon de citocinas, la internalizacién de antigenos, la ruta
intracelular del procesamiento antigénico o la produccién de especies oxidativas, de forma tal que se
permita el desarrollo de la respuesta inmunoldgica. Asimismo, la coestimulacién de diferentes
receptores resulta en procesos celulares sinérgicos o inhibidores que determinardn la respuesta

inmunolégica a montar [52-54].

Diversos estimulos captados por DCs resultan en la activacion de diversas vias de sefializacion (Fig.
7). Las principales vias involucradas en la activacién de DCs son la del factor nuclear potenciador de

las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-kB) y las de las proteinas cinasas activadas
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por mitégenos (MAPKs). Igualmente, y aunque estudiadas en menor grado, vias como las de la cinasa
Janus y de transductores de sefales y activadores de la transcripciéon (Jak/STAT) también tienen

participacién en la activacion de las DCs [39, 55, 56].
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Figura 7. Vias de sefalizacion activadas en DCs. Diferentes estimulos extracelulares activan vias de
sefializacion diversas (NF-kB, MAPKSs y Jak/STAT). La interaccién entre las moléculas que sefializan en

estas vias puede resultar en efectos antagdnicos o sinérgicos sobre las funciones celulares. (Modificado de
la referencia [55]).

La activacion de la via del NF-xB, en DCs, puede conseguirse al estimular PRRs mediante sus
diferentes ligandos. Finalmente, esta sefializacién culmina en el incremento de la expresion de
moléculas como CD80, CD83, CD86 y CCR7 en la superficie de las DCs y también permite la

remodelacion en el citoesqueleto de actina.

Watts y colaboradores observaron que en células dendriticas derivadas de precursores de médula
6sea (BMDCs), la sefalizacion a través de TLR4 puede realizarse en forma dependiente o

independiente de MyD88. En el caso de la sefializacién a través de MyD88, se recluta la molécula
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adaptadora de MyD88 (MAL) y el factor 6 asociado al receptor del factor de necrosis tumoral
(TRAF®6), con la posterior participacion de miembros de la familia de la cinasa asociada al receptor de
IL-1 (JRAK). La estimulacion con lipopolisacdrido (LPS) también puede activar otros factores como el
factor de transcripcion reagulatorio 3 (IRF3) y otras vias como la de la cinasa N-terminal de c-Jun
(JNK), aunque esta activacién es mucho menor en comparacion con la activacién inducida sobre otras
cinasas de la familia de las MAPKSs [57, 58]. En cuanto a otros TLRs, la sefializacién iniciada por el
estimulo de TLR2 y TLRY, es completamente dependiente de MyD88; contrariamente, la sefializaciéon
por TLR3, al igual que en otros tipos celulares, no depende de dicha molécula adaptadora, sino mas
bien la sefalizacion se lleva a cabo con la participacién del adaptador que contiene el dominio
homodlogo a Toll/IL-1R e induce IFN-B (TRIF). Para definir la necesidad de la presencia de MyD88, se
han realizado experimentos en DCs deficientes de MyD88; al estimular éstas a través del TLR4, son
capaces de incrementar la expresién de CD40, CD80 y CD86, asi como de estimular linfocitos T CD4™,
gracias a que la sefializacién por TLR4 puede realizarse de forma independiente de MyD88. Esto que
sugiere que MyD88 no es imprescindible en todos los cambios que acompafian la maduracién, sin
embargo, aunque algunas caracteristicas permanecen inalteradas en DCs carentes de esta proteina
adaptadora, procesos como la produccién de citocinas, se ve afectados por su ausencia [58-62].
Alternativamente, la via de NF-kB puede activarse a partir de la estimulacion de otros PRRs como los

RLRs RIG y MDAS [62].

Grupos de trabajo como el de Rescigno y el de Khwaja demostraron que el tratamiento de DCs
inmaduras con LPS activa diferentes vias de sefializacion. El efecto del LPS en la expresion de MHC-II
y CD86 en la superficie de DCs es regulado por la via de NF-xB, en tanto que la expresion de
moléculas como CD80, CD83 y también de CD86, depende de la activacion de la isoforma o de
p38MAPK, lo que ulteriormente, conduce a la activacion del factor de transcripcién activador 2 (ATF-
2) y del elemento de unién en respuesta al AMP ciclico (CREB). La isoforma o de p38MAPK también
tiene participacion en la activacion de DCs cuando éstas se estimulan usando DNA CpG. Por otro lado,
independientemente de la traslocacion de NF-«kB al nicleo, la supervivencia de DCs estimuladas con
LPS, depende tanto de la activacién de las cinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERK),
especificamente, mediante su fosforilacién por la cinasa de la cinasa de proteinas activadas por

mitégeno (MAPKK), como de la fosforilacion de la fosfoinositol 3-cinasa (PI3K) [57, 63].
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CLRs como dectina 1, sefializan a través de su motivo tipo ITAM, lo que posibilita el reclutamiento
de Syk, lo que conduce al posterior reclutamiento de la proteina 9 que contiene el dominio de
reclutamiento de caspasa (CARDY), que junto con la proteina 1 de traslocacion del linfoma de tejido
linfoide asociado a mucosa (MALT1) y la proteina del linfoma de células B/linfoma 10 (BCL10)

activan a NF-xB, lo que conduce a la produccion de citocinas como IL-10, TNF-a e IL-12.

En el caso de DC-SIGN, a pesar de no poseer motivos ITAM ni motivos de inhibicién de
inmunorreceptores basado en tirosina (ITIM), se ha observado que su estimulacién conduce a la
activacion de la cinasa de serina/treonina (Raf-1), con la posterior activaciéon de ERK e incluso, se ha
evidenciado que puede llevar a la activacion de proteinas codificadas por la familia de genes

homodlogos a Ras (Rho-GTPasas) [54].

La activaciéon de DCs a través de CD40 requiere del reclutamiento de CD40, de TRAF2/3 y de
cinasas de la familia Src hacia dominios ricos en colesterol de balsas lipidicas de la membrana celular,
de esta forma se permite la activacion de p38MAPK a través de TRAF2/3, mientras que Src cinasas

como Lyn, activan a ERK.

Interferones, tanto de tipo I como de tipo II, llevan a la activacion de STAT-1 e IRF-1, y puesto que
la sefializacion inducida por IFN es dependiente del tipo celular y del tiempo en el que la célula sea
estimulada, en células en reposo, interferones de tipo I conducen a la fosforilacion de STAT y de STAT

4 en DCs activadas [55].

El TNF-o también activa de manera importante componentes de las vias del NF-kB, de las ERKSs, de
JNK y de la p38MAPK. Ionéforos de calcio estimulan DCs mediante la activacion de calmodulina y
calcineurina, lo que finalmente lleva a la activacién de NF-xB. Por otra parte, la estimulacién de FcRs
en DC conlleva a la fosforilaciéon de Syk y ERK, siendo Syk indispensable en la activacion de DCs

mediante complejos inmunes [39].
A pesar de que la estimulaciéon de uno solo de los receptores expresados en DCs, es capaz de

provocar cambios fenotipicos y funcionales en las DCs, se necesita de la cooperacion entre multiples

receptores a fin de desarrollar una respuesta inmunoldgica efectiva, ya que la consecuencia funcional
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de cada via de sefalizacion es estimulo especifica, teniendo la posibilidad de actuar como regulador

positivo o negativo de otras vias [52, 64].

Lanzavecchia y colaboradores se encuentran entre los pioneros del estudio de los efectos de la
coestimulaciéon de TLRs en DCs. Ellos mostraron que, en comparacion la estimulaciéon independiente
de distintos TLRs, la estimulacion tanto de TLR3 como de TLR4 en simultaneidad con la estimulacion
de TLRS, favorece el incremento en la secrecion de IL-12 e 1L-23 y en la expresion del ligando de
Notch, Delta-4. Esto tiene como consecuencia un aumento en la capacidad de DCs para polarizar
linfocitos hacia el tipo Thl y en la duracién de dicha capacidad [65]. De forma similar, la
coestimulacién de otras combinaciones de TLRs, como TLR3 ya sea con TLR5, o con TLR2/6,
ocasiona un aumento en la produccién de citocinas proinflamatorias, especialmente de IL-12 en
moDCs [66]. Incluso se ha determinado que en ocasiones, es suficiente emplear concentraciones
subdptimas de ligandos de multiples TLRs para observar respuestas celulares que no son perceptibles
cuando se realiza la estimulacion de cada uno de esos receptores en forma aislada; ejemplo de ello es la
estimulacion simultdnea de TLR3 y TLLR7 con concentraciones subdptimas de sus respectivos ligandos,
lo cual induce la produccién de niveles suficientemente elevados de IL-12 e IL-27 por moDCS, lo que
permite que se generen respuestas efectivas de tipo Thl [52]. Mecanismos como los anteriores,
también potencian las respuestas de linfocitos T CD8", lo que se ve reflejado en un incremento en su
proliferacidn, en la produccién de citocinas y en su capacidad para aventajar la supresion inducida por

Treg.

Los efectos sinérgicos resultantes de la coestimulacion de diversos TLRs, no se limitan a la
produccion de citocinas; por estudios in vivo, se sabe que la expresion de marcadores de superficie
también puede modularse positivamente en respuesta a la estimulacion sincrénica de algunos TLRs.
Entre los marcadores cuya expresion se ve favorecida se encuentran CD40 en respuesta a la
coestimulacion de las combinaciones TLR4 y TLR7/8, TLR2 y TLR3, TLR3 y TLRY, TLR3 y TLR4,
TLR3 y TLR7/8; OX40L que se incrementa en respuesta a la coestimulaciéon de TLR4 y TLR7/8,
TLR2 y TLR3 o de TLR3 y TLR7/8 y CD86 por estimulacién de TLR2 y TLR3 o de TLR3 y TLR7/8
[67].

De manera contrastante, otros trabajos han evidenciado que la coestimulacion de distintos TLRs

puede resultar antagénica, de forma tal, que el efecto de la estimulacion de alguno de estos TLRs, se ve
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atenuado por la estimulacién de otro de ellos. Ejemplo de lo anterior se observa durante la estimulacion
de TLR2, que modula negativamente la produccién de citocinas generadas por la estimulacion de
TLR4 y de TLR7/8, a pesar de tener efecto nulo sobre las citocinas producidas mediante la
estimulacién de TLRS. Un ejemplo especifico de ello es la sintesis de IL-12p35 y de CXCL10 que se
obtiene de la estimulacién de TLR3 o de TLR4 y que se ve interrumpida cuando ademads de cualquiera

de estos dos TLRs, se estimula TLR2 [52, 68].

Las consecuencias funcionales derivadas de la estimulacién simultdnea de diferentes tipos de PRRs
también han sido estudiadas, principalmente, las que resultan de la estimulacién concomitante de TLRs

y CLRs.

En moDCs, la estimulacion sincronizada de TLR3 con dectina-1, incrementa la expresiéon de CCR7
respecto a la mera estimulacion de TLR3, ademads se incrementa la produccion de IL-10, IL-23 e IL-12
En moDCs, se observd que si bien la estimulacion independiente de dectina-1 y de TLR7/8 no induce
produccion de IL-12, la estimulacion simultidnea de ambos receptores, ademds de inducir IL-12,
incrementa la expresion de IL-23 y de IL-10, que, aunque en menores niveles, ya logra inducirse con la

sola estimulacion de dectina-1 [52, 69].

DC-SIGN es capaz de regular positivamente la produccion de IL-10 que se induce a partir de la
estimulacién de TLRs en DCs. Disminucion en la produccién de citocinas proinflamatorias se presenta
al estimular CLRs como DCIR que ejercen su efecto sobre IL-12 y TNF-o inducidos por la

estimulacion de TLRS.

Miembros de la familia de los NLRs también pueden actuar de forma sinérgica con la estimulacion
por TLRs. La estimulacion de NOD1 o de NOD?2 incrementa la induccién de IL-12p70 mediada por la
estimulacion de TLR3, TLR4 o de TLR9. Estos dos receptores NOD también presentan sinergismo
sobre los efectos de la estimulacion de TLR4 en DCs, obteniéndose linfocitos T con una produccién

elevada de IFN-y cuando éstos son activados con DCs estimuladas por ambos receptores [52].

Incluso, la estimulacién de otros receptores que no pertenecen a la familia de PRRs pueden modular

las respuestas que parten de la estimulacion de estos ultimos.
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La internalizacién de restos apoptéticos opsonizados con iC3b, a través de CD11b/CD18 (antigeno 1
de macréfagos/Mac-1 o receptor 3 del complemento (CR3)), dos horas previas a la estimulacion de

CDA40 o de TLR4 en moDCs inhiben el incremento en la expresiéon de HLA-DR y de CD86 [70].

La produccién de citocinas que se obtiene de la estimulacién de pDCs con complejos inmunes que
contienen DNA de pacientes con lupus eritematoso sistémico, se debe a la interaccion entre las vias de

sefalizacion que parten de la estimulacion de FcyRlIla (CD32) y de TLRY [71].

En el caso de moDCs, la coestimulacion FcyRIla y de TLR2, resulta en el incremento de la
secrecion de las citocinas IL-1P e IL-23 en un moderado aumento de IL-10 y de IL-6; asi como en un
pronunciado incremento en la secrecion de TNF-a. Esta ultima citocina también se ve altamente

incrementada cuando los TLRs que se estimulan junto con FcyRIla son TLR4, TLR3 o TLR7/8 [72].

Dunnen y colaboradores identificaron que en moDCs, la estimulaciéon de FcyRlIla favorece las
respuestas inmunoldgica tipo Th17 al aumentar la produccién de IL-1p e IL-23 que se induce por la
estimulacién de TLR2, TLR4 o de TLRS. Especificamente, la estimulacién de FcyRlIla, incrementa la
transcripcion de IL-1P y activa a la caspasa 1 que es la responsable del corte hacia la forma activa de la
pro-IL-1pB. Finalmente, el cultivo de DCs con linfocitos T CD4", provoca un incremento en la

produccion de IL-17 por linfocitos cuando las DCs son activadas a través de ambos receptores [73].

Mis alla de la coestimulacion de PRRs, se ha recurrido a la estimulacién simultdnea de receptores
que no pertenecen a esta familia. En un intento por recrear el microambiente proinflamatorio en el que
se produce la activacion de DCs en condiciones inflamatorias fisiolégicas, se han empleado mezclas de
citocinas para estimular DCs, lo que induce la activacion de multiples vias de sefalizacién y cuyo
efecto, no necesariamente es igual a la suma de las vias activadas por cada una de estas citocinas en
forma independiente, debido a los efectos sinérgicos o antagénicos que se generan entre ellas. Es por
ello que uno de los cocteles de maduraciéon mayormente utilizados, incluso en la clinica durante terapia
antitumoral, es el que consta de IL-1pB, IL-6, TNF-a, y prostaglandina E, (PGE,), citocinas que pueden
obtenerse mediante la estimulacién con LPS [55]. El uso de este coctel a partir de la activacién de vias
de sefializaciéon como las de MAPK , Jak/STAT vy la del factor nuclear potenciador de las cadenas
ligeras kappa de las células B activadas (NFkB) provoca un aumento en la expresion de los marcadores

CD83, CD86, moléculas MHC-I y MHC-II, CCR7 y de la molécula 1 de adhesion intracelular (ICAM-
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1), e induce proliferacion en linfocitos T estimulados con estas DCs [37, 74]. Es importante destacar
que aunque Enk y colaboradores observaron que la estimulacion de linfocitos con DCs activadas a
través de este coctel de citocinas, resultaba en linfocitos capaces de secretar IFN-y [37]. A la fecha se
sabe que es indispensable la estimulacion de DCs a través de TLRs para obtener una activacién
completa de DCs y a su vez esto desencadene polarizacion de células T naive, por ello, Reis y
colaboradores sugieren que algunos de los efectos inmunogénicos obtenidos de estos estimulos podrian
deberse a contaminacién durante los experimentos con PAMPs [34] Y, si bien, este coctel induce la
activacion de la via de NFxB por la via alternativa, que se desencadena por el reconocimiento de TNF-
o, se ha observado que esta activacién resulta insuficiente para que se desarrollen respuestas
inmunoldgicas efectivas debido a la limitada produccién de IL-12 y a la limitada capacidad de las DCs
estimuladas de esta manera para estimular repetitivamente linfocitos T CD8" [75]. Un inconveniente
mads se presenta con el uso de la PGE,, pues aunque favorece la migracién y retenciéon de DCs en los
nédulos linfaticos, induce la indolamina-2,3-desoxigenasa (IDO), asi como el incremento en la
produccién de IL-10, afecta la produccion de CCL19, impidiendo la atraccién de linfocitos T naive,
ademds favorece la disminucién en la producciéon de IL-12. Las caracteristicas antes mencionadas

favorecen respuestas tolerogénicas [55, 76].

IL. AMINOPEPTIDASA N (CD13)

Entre las moléculas de superficie que expresan las DCs, con excepcion de las pDCs [77], se
encuentra la aminopeptidasa N (alanil aminopeptidasa/CD13/EC.3.4.11.2), que es una glicoproteina
dimérica de membrana, conformada por 963 aminodcidos y con un peso aproximado de 160 kDa.
Pertenece a la familia M1 de las metalopeptidasas y su actividad catalitica, dependiente de zinc,
consiste en remover, mediante hidrélisis, aminodcidos, preferentemente de naturaleza neutra, del
extremo N-terminal de algunos péptidos, con prioridad por residuos de alanina, fenilalanina y leucina
[78, 79]. Cada monémero consta de siete dominios estructurales: un domino citoplasmico
correspondiente a la parte N terminal de la proteina que comprende tan sélo siete residuos, un dominio
embebido en la membrana celular, otro rico en residuos de serina/treonina y el resto designados como
dominios I, II, I y IV. En el dominio II se localizan tanto el sitio de unién a zinc (distinguido por el
motivo consenso 388HEXXHX18E411 caracteristico de metalopeptidasas), como el sitio catalitico de la
enzima (que presenta el motivo **GXMEN™®) (Fig. 8). Ademds de la forma anclada a membrana, se

conoce una forma soluble de CD13 [78-81].
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Figura 8. Representacion estructural de CD13. A. La estructura primaria (cadena de aminodcidos)
de CD13 se muestra como una barra de colores. Cada color representa un dominio distinto de la proteina:
en azul se muestra el dominio I, en verde el II, en magenta el IIl y en amarillo el dominio IV; en gris esta
representado el dominio enriquecido en residuos de serina y treonina, en negro el domino transmembranal
y en blanco la pequefia porcién citoplasmatica. Los nimeros sefialan los aminoécidos correspondientes a
los limites entre cada dominio. B. La estructura terciaria (dimero) de CD13 se muestra en un modelo de
listones. La flecha roja sefiala una esfera amarilla, que representa un ion de zinc en el sitio activo. Con el
modelo de barras y esferas (en gris y rojo), se muestran algunas N-glicosilaciones. (Modificado de la
referencia [80]).

En vista de que sus funciones no se limitan a la escisién de aminodcidos, CD13 ha sido clasificada
como una proteina multifuncional, siendo algunas de sus funciones dependientes, y otras

independientes de su actividad enzimatica [78].
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La aminopeptidasa N se encuentra conservada en gran nimero de especies y en humanos se

encuentra expresada no s6lo en células hematopoyéticas de origen mieloide, también en etapas

tempranas durante la diferenciacion de linfocitos B y T o en sus estados activados [82, 83], asi como en

células epiteliales de los tibulos proximales renales, de los bordes en cepillo de la mucosa intestinal y

de los canaliculos biliares, en sistema nervioso central, en osteoclastos, fibroblastos y en células

endoteliales activadas [82].

Algunas de las funciones de CDI13, cuya ejecuciéon depende la participacion de su actividad

enzimatica, se enlistan abajo:

Regulacién del tiempo de vida media y actividad de péptidos. Entre los sustratos sobre los que

CD13 puede ejercer su actividad enzimadtica, se encuentran algunas encefalinas que al ser
hidrolizadas en el extremo N terminal, disminuyen su tiempo de vida media. De igual forma,
CD13 puede hidrolizar proteinas de matriz extracelular como la entactina y la coldgena tipo IV.
Otro de sus sustratos es la angiotensina III, a partir de cuya hidrdlisis por CD13, se obtiene
angiotensina IV, lo que repercute sobre la presion arterial. In vitro se ha confirmado la actividad
de CDI3 sobre glutatiéon, somatostatina y péptidos derivados del receptor de trombina.
Asimismo, se sugiere que CD13, podria estar participando en la escision de aminodcidos de
citocinas como IL-1a e IL-1PB, aunque por su gran tamafio y por la capacidad limitada de CD13
para actuar enzimdticamente solamente sobre péptidos pequefios, CD13 podria valerse de
proteinas auxiliares, como CXCLI11, para llevar a cabo la remocién de aminoicidos en estas
citocinas

Invasividad tumoral. Se ha encontrado que la expresion de CD13 correlaciona directamente con

la capacidad invasiva de algunas células tumorales.

Proliferacion. La actividad enzimética de CD13 favorece la proliferacion de lineas celulares de
leucemia y carcinoma, ademads de inducir resistencia a la apoptosis [78].

Quimiotaxis. Pacientes con sarcoidosis presentan una elevada expresion de CD13 en Meos
alveolares y por estudios in vitro pudo determinarse que CDI13, a través de su actividad
enzimdtica, resulta quimiotéctica para linfocitos tanto CD4" como CD8", teniendo mayor impacto
sobre los primeros [84]. De forma similar, en pacientes con artritis reumatoide la expresion, lo
mismo que la actividad de CD13 se encuentra elevada en fibroblastos sinoviales y correlaciona

con la cuenta de linfocitos en dicho fluido [85].
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- Motilidad celular. El tratamiento de las células de la linea de cincer de pulmén CLI1-5, con

anticuerpos monoclonales (mAbs) anti-CD13, indujo una disminucién en la capacidad migratoria
de estas células; en tanto que en células CL1-0, que no poseen alta capacidad invasiva y que no
expresan CDI13, la expresion estable de una mutante sin actividad enzimética de CDI13,
incrementd su capacidad migratoria [86]. Similares resultados en cuanto a la inhibicién de la
migracion usando mAbs anti-CD13 se han obtenido en otras lineas celulares provenientes de
fribrosarcoma y carcinoma de colon.

- Angiogénesis. CD13 promueve la angiogénesis mediante la degradacién de proteinas de matriz
extracelular y la generacién y modulacion de la actividad de péptidos angiogénicos y factores de

crecimiento [78].

Entre las funciones que puede llevar a cabo CD13, sin que esté involucrada su actividad enzimatica,

se encuentran las siguientes:

- Receptor viral. En humanos, CD13 funge como receptor del coronavirus 229 E (HCoV-229E), de
lo cual es responsable la region comprendida entre los aminodcidos 288 y 295. También se ha
visto implicada en infecciones por citomegalovirus.

- Internalizacién de colesterol. Inhibidores de la absorcién intestinal del colesterol ejercen su efecto

a través de su unién a CD13. Posiblemente, CD13 participen en este proceso en asociacién con
FcyRs [78].

- Adhesién. Menrad y colaboradores observaron que en células de melanoma WM1158, CD13 se
concentraba en los puntos de contacto célula-célula y que se encontraba asociada a
componentes de matriz extracelular [87]. Por otra parte, a partir del estudio de la expresion de
CD13 en linfocitos, se evidenci6 la induccién de la expresion de la aminopeptidasa N como
consecuencia del contacto de linfocitos con células CD13* como células epiteliales y
monocitos/Meos [81]. Ortega y colaboradores, sefialaron que el uso del mAb anti-CD13 452 en
la linea monocitica U937, induce agregaciéon homotipica de éstas células, esto sin que la
actividad enzimética de CD13 se encuentre involucrada en tal efecto [88]. En este mismo grupo
de trabajo, encontré que para que se pueda llevar a cabo dicha agregacion, es necesaria la
disociacion entre galectina-3 y CD13, misma que se presenta de manera constitutiva en células
U937 [89]. CDI3 también se ha visto involucrada en adhesion heterotipica; la adhesién entre
monocitos y células endoteliales se obtuvo mediante el tratamiento de células U937 con HCoV-

220E que, al igual que anticuerpos anti-CD13, permite el entrecruzamiento de la
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aminopeptidasa, induciendo sefalizacion y posteriormente, polimerizacion de actina [90]. Mds
recientemente Shapiro y colaboradores evidenciaron que la adhesiéon durante el trifico de
monocitos en condiciones inflamatorias puede llevarse a cabo gracias a la fosforilacion de la
tirosina 6 (Tyr") citopldsmica de CD13, dependiente de Src; esto permite la posterior activacién
de la cinasa de adhesion focal (FAK) y ERK, lo que culmina en la remodelacién del
citoesqueleto. Lo anterior permitié corroborar que CD13 se activa en procesos inflamatorios,

haciendo posible el trafico celular al sitio de inflamacién [91].

La participacion fisiolégica de CD13 no se limita a las funciones antes mencionadas. En forma
vasta, CD13 se encuentra involucrada en procesos inmunoldgicos, algunos de los cuales se mencionan

brevemente a continuacion.

En 1996, Tokuda y Levi reportaron que monocitos, células fagociticas, expresan una gran cantidad
de CD13 [92], hecho que ya sugeria la participacién de CD13 en procesos fagociticos. Mas tarde,
Ortega y colaboradores evidenciaron el papel de CD13 en procesos fagociticos tanto en cultivos
primarios de monocitos y M@s como en la linea celular U937. En este trabajo, se determiné que CD13
es capaz de modular positivamente la fagocitosis llevada a cabo por FcyRI y se observd la
redistribuciéon de CD13 hacia la copa fagocitica y su posterior internalizacién hacia el fagosoma.
Demostraron también que las particulas fagociticas que interactiian de manera especifica y simultdnea a
través de CD13 y de FcyR, son internalizados de forma mads eficiente respecto a las particulas que
interactian exclusivamente a través de FcyRI y que la estimulacién de ambas moléculas a la vez,
resulta en un aumento en la cantidad y el tiempo de fosforilacion de Syk [93]. Recientemente, el mismo
grupo de trabajo, confirmé que CD13 actiia como receptor fagocitico primario en monocitos, MDMs y
en la linea monocitica THP-1; la actividad enzimatica de CD13 no es necesaria para la ejecucion de
esta funcion, mientras que la activacion de PI3K, si lo es; también durante la fagocitosis se identificé la
activacion de Syk, aunque no fue indispensable para el proceso [94]. Aunado a esto, se identific6 que el
entrecruzamiento de CD13, ocasiona produccion de especies reactivas de oxigeno, proceso con caracter

microbicida que suele desencadenarse luego de la fagocitosis en neutréfilos y Mos [94, 95].

El papel de CD13, también se ha estudiado en otros procesos de internalizacion en otras especies.
En la linea murina J774, se observdé que CD13 colocaliza con el MR y se internaliza junto con éste
durante la internalizacién de albimina, proceso para el que no se requiere de su actividad enzimética

[96]. En cerdos, la aminopeptidasa N, pudo identificarse como receptor endocitico de Escherichia coli
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enterotoxigénica mediante su interaccién con la fimbria F4 a través de residuos de carbohidratos

presentes en el dcido sidlico de dicha fimbria, asi como a través de anticuerpos anti-CD13 [97].

Por otro lado, la expresion de CDI13 se ha visto modulada por algunas citocinas. En distintos
microambientes in vitro, caracterizados por la presencia de ciertas citocinas, como en el caso de
monocitos humanos cultivados en presencia de IL-4 [98] o en el de células murinas tipo M¢ de la linea
celular J774 expuestas a IFN-vy, se ha podido identificar la regulacién positiva de la expresion de CD13.
También en células J774, se evidenci6 que la dexametasona induce la regulacién a la baja de la

expresion de CD13 [96].

La inhibicién de la actividad enzimética de CD13 ha demostrado tener efectos inmunomodulatorios.
Por ejemplo, en células mononucleares (PBMCs) y linfocitos T humanos estimulados, la inhibicién de
la actividad enzimética de CD13, anula la produccién de IL-1B y de IL-2 e induce la produccién del

factor de crecimiento transformante beta 1 (TGF-B1) [83].

En el caso de linfocitos Treg de pacientes con cancer pulmonar de células no pequeiias, el
tratamiento de estas células con el mAb anti-CD13 9E4, provocé que los linfocitos tuvieran una menor
capacidad para producir TGF-B e IL-10 y ademds, mostraron una menor expresiéon de factor de
crecimiento transformante beta anclado a membrana (mTGF-f), lo mismo que de PD-1, teniendo como
consecuencia la anulacién de la funcién supresora de células Treg [99]. La inhibicion ex vivo de la
actividad enzimdtica de CD13 en Treg increment6 los niveles de mRNA tanto de TGF-f, asi como de
Foxp3; estas células al ser transferidas a ratones que presentaban colitis inducida mediante el modelo

de dextrano sulfato de sodio, disminuyeron la severidad de la colitis [100].

Riemman y colaboradores se encuentran entre los primeros grupos de trabajo en estudiar la
sefalizacion que desencadena la estimulacion de CD13 mediante el uso de anticuerpos anti-CD13. La
estimulacion de células de las lineas U937 y Mono-Mac-6, asi como de monocitos de fluido
pericardial, usando diversos anticuerpos anti-CD13, indujo flujo de [Ca®*]. De manera peculiar, un
anticuerpo que no interfiere con la actividad enzimatica de CD13, necesité de un anticuerpo secundario
para ejercer este efecto; no asi los anticuerpos que afectan la actividad enzimadtica de CDI13,
demostrando que no es necesario que se lleve a cabo el entrecruzamiento de CD13 para observar
algunos de sus efectos. Para que este proceso pueda llevarse a cabo, es necesario que se fosforilen las
MAPKSs ERK1/2, INK y p38. De manera importante, pudo determinarse que uno de los efectos de esta

seflalizacion es el incremento en los niveles del mRNA de IL-8 [101].
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IL L CD13 Y CELULAS DENDRITICAS

Hasta el momento, poco se sabe acerca de las funciones que llevan a cabo las DCs en las que podria

tener participacion relevante CD13 (Tabla 2).

Gluckman y colaboradores [102] plantearon la posible participacion de CD13 en el desarrollo de
Mgs y DCs derivados de precursores CD34" de sangre de cordén umbilical, cultivando los precursores
en presencia del ligando de la tirosina cinasa 3 tipo FMS (Flt-3L), del factor de células troncales (SCF),
de GM-CSF y de TNF-a. Cultivando por separado, las células con elevada expresion de CD13 que no
estaban comprometidas hacia ningtin precursor (CD13" Lin) de las células con baja expresion de
CD13 que tampoco estaban comprometidas hacia algin linaje (CD13" Lin’), en presencia de los
mismos factores de crecimiento, las células CD13" Lin no se expandieron, a diferencia de las cD13M
Lin". La expansion de estas dltimas se vio afectada cuando se inhibi6 la actividad de aminopeptidasa de
CD13, pero también cuando las células se cultivaron en presencia de un anticuerpo anti-CD13 que no

incide sobre la actividad enzimatica.

Continuando en el ambito del desarrollo de las DCs, inhibidores de la actividad enzimatica de
CD13, afectan la viabilidad y capacidad de monocitos cultivados con GM-CSF e IL-4 para dar origen a
moDCs [103].

Mas recientemente, se desarrollaron ratones deficientes de CD13 (CD13'/ 7). Estos ratones presentan
un desarrollo normal, con un ligero incremento en el nimero de linfocitos T presentes en el timo.
Empleando células provenientes de estos ratones CD13”, se realizaron estudios in vitro en los que no
se encontr6 diferencia en la fagocitosis por DCs CD13" y DCs CD13", demostrando de esta manera
que no se requiere de la presencia de CD13 para que se lleve a cabo fagocitosis a través de FcyR [104],

aunque se ha mostrado que es capaz de modular la fagocitosis a través de estos receptores.

Para evidenciar el papel modulador de CD13, se llevé a cabo el entrecruzamiento de CD13 en
moDCs mediante el anticuerpo anti-CD13 452 y un anticuerpo secundario, sin que este
entrecruzamiento estuviera mediado por la particula a fagocitar; esto resulté en un incremento en la
capacidad de internalizacién de dicha particula; ademads, de forma similar a como se ha visto en otras
células, las moDCs son capaces de fagocitar a través de CD13 sin que se requiera de la participaciéon

adicional de otro receptor fagocitico [105].
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CD13 también se encuentra implicada en la activaciéon de linfocitos. El cocultivo de moDCs —
pretratadas con el mAb anti-CD13 7H5— con linfocitos T autélogos en presencia de CD3 soluble,
afect6 la capacidad de las moDCs para inducir proliferacién de los linfocitos tanto CD4" como CD8",
teniendo un efecto mas pronunciado sobre linfocitos T naive. A partir de estos resultados se sugirié que
uno de los mecanismo a través de los cuales CD13 participa en la activacion de linfocitos por DCs, es
mediante la generacion de péptidos activos (solubles o expresados en la membrana celular) que

permiten el inicio de la transduccién de senales en moDCs [106].

De manera destacable, CD13 tiene impacto sobre la presentacion antigénica, principal funcién de las
DCs. La presentacion antigénica cruzada, llevada a cabo por BMDCs también se ve influenciada por
CD13. En DCs murinas, se ha identificado una mayor expresién de CD13 en la subpoblacién CD8",
subpoblacién con participacién relevante en la presentacion cruzada de antigenos tumorales y virales,
lo mismo que en su contraparte humana de moDCs (CD141°CD11c"). Ademads, ratones CD13” llevan
a cabo presentacién cruzada con mayor eficiencia que ratones wild type (WT). Estos hallazgos
sugieren que CD13 regula en forma negativa la presentacion antigénica cruzada llevada a cabo por DCs

mediante la modulacién negativa de ciertos mecanismos de internalizacién [107].

Otro de los mecanismos mediante los que CD13 se encuentra involucrada en la presentacion
antigénica es a través de su capacidad para hidrolizar péptidos potencialmente antigénicos —cargados
[108] o no [109] en las moléculas MHC-II— a través de la escision de algunos residuos presentes en el
extremo N terminal de tales péptidos. CD13 expresado en la superficie de moDCs, es capaz de
degradar péptidos, disminuyendo de esta forma su capacidad de unién a moléculas MHC-II, por lo que
no son presentados a linfocitos [109]. No necesariamente el procesamiento de péptidos por CD13
presente en la membrana de APCs, resulta en la disminucion de la presentacion, pues tal como sefialan
Stryhn y colaboradores [108], la modificaciéon de péptidos ya cargados en moléculas MHC-II puede
contribuir al incremento en el reconocimiento del antigeno durante la presentacion, asi como a la

sensibilidad y especificidad de respuestas mediadas por linfocitos Th.
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Tabla 2. Evidencia experimental de la participacion de CD13 en funciones de DCs.

Aporte Modelo Referencia

Expresiéon de CD13 correlaciona con capacidad de precursores | DCs derivadas de precursores [02]
para proliferar y comprometerse a precursores de Mes y DCs. humanos CD34"
Inhibicién de actividad enzimdtica de CD13 en monocitos,

moDCs humanas [103]
interfiere con su diferenciacién a DCs.
CD13 actiia como receptor fagocitico en moDCs y modula la

moDCs humanas [105]
fagocitosis mediada por otros receptores.
CDI13 soluble en cocultivos de moDCs-linfocitos, afecta

. moDCs humanas [106]
proliferacion de linfocitos T CD4+y T CD8".
DCs involucradas en presentacion cruzada (CD8" en ratén y .
N . DCs CD8" de bazo
moDCs CD141"CD11c” en humano) tienen elevada expresion de
(ratones WT)
CD13. [107]
y moDCs humanas
Ratones CD13™ son menos eficientes realizando presentacién .
BMDCS (ratones CD13™)

cruzada.
CD13 de moDCs, mediante su actividad enzimatica, modifica

moDCs humanas [109]

péptidos, afectando su presentacion hacia linfocitos T.

40




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

CD13 es una enzima multifuncional que se encuentra altamente expresada en células de origen
mieloide, esto incluye a DCs [81]. Poco se sabe sobre la participacion de CD13 en las funciones

realizadas por estas células.

Por el momento, se sabe que CD13 participa en numerosos procesos celulares tales como adhesion,
migracion, regulacion de la actividad de moléculas bioactivas [78] y, de manera destacable, se sabe que
CD13 participa en procesos de internalizacion: modula positivamente la fagocitosis a través de FcyRs
[93] y de otros receptores como dectina-1 [105], se sugiere que tenga participacion en procesos de
endocitosis mediada por receptor [96], en cerdos funge como uno de los receptores para Escherichia
coli enterotoxigénica [97], mientras que en humano y en otros mamiferos funciona como receptor para
coronavirus [78]. Recientemente, se caracteriz0 a CD13 como un receptor fagocitico [94] y se
determiné que su estimulacién en la membrana celular desencadena procesos de sefializacion [91, 94,

101].

Al tener capacidad para actuar como receptor en procesos de internalizacién, CD13 podria actuar de
manera similar a otros receptores de la inmunidad innata, como las lectinas de tipo C, cuya funcién no
se limita a la internalizacién de material hacia la célula, sino que modulan procesos que se presentan
durante la maduracién de DCs, sobre todo la produccién de citocinas y la expresion de moléculas de

superficie [52, 110].
El objetivo de este trabajo es evaluar si la estimulacién a través del entrecruzamiento de CDI13

modula procesos asociados a la maduracién de DCs, aportando evidencia que permita continuar con la

caracterizacion de CD13 en su papel como molécula moduladora de las funciones de células mieloides.
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HIPOTESIS

La estimulacion de células dendriticas a través del entrecruzamiento de CD13 modulara

positivamente la maduracion de las mismas.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar si la estimulacién de CD13 en células dendriticas derivadas de monocitos humanos

modula positivamente la maduracién inducida por el lipopolisacarido (LPS).

OBJETIVOS PARTICULARES

I)  Determinar la capacidad de CD13 para modular la expresion membranal de marcadores de

maduracién (CD80, CD83, CD86 y HLA-DR) inducida por LPS en células dendriticas.

II)  Determinar la capacidad de CD13 de modular la secrecion de citocinas provocada por LPS.

IlI) Determinar el efecto del entrecruzamiento de CD13 sobre la capacidad endocitica de células

dendriticas estimuladas por LPS.

IV) Determinar el efecto del entrecruzamiento de CD13 en células dendriticas estimuladas con

LPS para inducir la proliferacién de linfocitos T CD4".
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MATERIALES Y METODOS

1. CELULAS

Las células empleadas para llevar a cabo los experimentos, fueron células dendriticas derivadas de

monocitos humanos (moDCs).

1.1. OBTENCION DE CELULAS DENDRITICAS DERIVADAS DE MONOCITOS HUMANOS
(moDCs)

1.1.1. OBTENCION DE MONOCITOS HUMANOS

Los monocitos a parir de los cuales se obtuvieron las moDCs se aislaron de concentrados
leucocitarios de donadores sanos de sexo masculino obtenidos en el Banco de Sangre del Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubirdn”. Los concentrados leucocitarios se
centrifugaron en tubos de polipropileno (Biofil) a 1000 g durante 20 minutos a 10 °C, sin freno ni
aceleracion (Eppendorf centrifuge 5810R). Luego de la centrifugacion, se conservaron 15 mL de suero
sanguineo autélogo y el resto del suero se desechd. El suero conservado se inactivé incubandose
durante 30 minutos a 56 °C, después de lo cual se centrifugd a 4400 g durante 20 minutos a 4 °C
(Sorvall Legend March), desechando el botdn celular. La superficie de las placas de cultivo (Costar) a
utilizar se cubrié con suero autélogo inactivado y se incubaron durante 45 minutos a 37 °C en una

atmosfera himeda con 5 % de CO,.

Después de retirado el suero autdlogo, el paquete celular del concentrado leucocitario se diluyé 1:2
con solucién salina amortiguada por fosfatos (PBS) estéril atemperada a 18-20 °C. Dos volimenes de
la suspensién celular, ya diluida, se colocaron cuidadosamente sobre un volumen de Lymphoprep
(Axis-Shield) en un tubo de polipropileno, evitando la perturbacién de la fase formada por el polimero.
Colocadas ambas fases, los tubos, se sometieron a centrifugacion durante 30 minutos a 1000 g a
temperatura de 20 °C sin freno ni aceleracién. Con ayuda de una pipeta, se retiré y deseché el 80 % de
suero-PBS (capa superior). El anillo celular, correspondiente a las células mononucleares, se

transfirieron a un tubo de polipropileno, donde se adicioné PBS a 4 °C hasta obtener un volumen final
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de 50 mL. La suspension celular se centrifugé a 400 g durante 10 minutos a 4 °C. Se deseché el
sobrenadante por decantacion y se descompactdé completamente el botén celular. Se realizaron dos
lavados adicionales con 40 mL de PBS a 4 °C. Descompactado el botén celular, los eritrocitos
presentes se lisaron con 2 mL de solucién para lisis durante 3 minutos a 4 °C. Transcurrido este tiempo
el volumen se completé a 50 mL con PBS a 4 °C y se centrifugé a 400 g durante 5 minutos a 4 °C. Se

realizaron dos lavados adicionales con 40 mL de PBS.

Las células mononucleares se resuspendieron en 40 mL de RPMI-1640 (Roswell Park Memorial
Institute. Gibco) complementado, libre de suero fetal bovino (SFB). Se tomé una alicuota de la
suspensién para realizar conteo celular en una camara de Neubauer (Propper). Se tomaron 90 x 10°
células mononucleares y los monocitos se obtuvieron por seleccién positiva mediante el uso de un
anticuerpo anti-CD14 acoplado a perlas magnéticas (MACS Miltenyi Biotec) de acuerdo a las
instrucciones del proveedor. De forma breve, los PBMCs se incubaron con las perlas anti-CD14, se
lavaron con solucién de lavados para separacion (autoMACS Rinsing Solution) complementada con 5
% de SFB y se hicieron pasar por un columna con perlas magnéticas (LS Column. MACS. Miltenyi
Biotec) sometida a un campo magnético (MACS MultiStand. MidiMACS Separator, Miltenyi Biotec)
para retener las células CD14". Se retir6 el campo magnético y las células CD14" se recuperaron de la
columna mediante su elucién con solucién de lavados. Las células CD14" se centrifugaron y se
resuspendieron en medio RPMI-1640 al 10 % de SFB. Obtenidos los monocitos de cada donador se
sembraron en una caja para cultivo celular de 24 pozos (400 000 células por pozo en un volumen de 1

mL de RPMI-1640 al 10 % de SFB).
La pureza de los monocitos obtenidos, se evalué a través de la expresion de CD14 (anti-CD14
marcado con con isotiocianato de fluoresceina (FITC). Beckman Coulter), usando citometria de

enfoque acustico (Attune Acoustic Focusing Cytometer. Life Technologies).

1.1.2. DIFERENCIACION DE MONOCITOS A CELULAS DENDRITICAS

Para diferenciar los monocitos a moDCs, inmediatamente después de terminado el aislamiento, se
adicionaron interleucina 4 recombinante (IL-4, PeproTech) a una concentracién final de 10000 U/mL y
factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos recombinante (GM-CSF, PeproTech) para

obtener una concentracién final de 1000 U/mL. Las células se mantuvieron en cultivo a 37 °C en
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atmoésfera himeda al 5 % de CO2. El dia tres después del aislamiento, se reemplazaron 500 uL de
medio, con RPMI-1640 fresco complementado al 10 % de SFB con IL-4 (1000 U/mL) y GM-CSF
(1000 U/mL) en cada pozo. Al quinto dia después del aislamiento se realizé una tincion de superficie
para confirmar la diferenciacién hacia moDCs (Apartado 2. INMUNOFENOTIPIFICACION DE
moDCs). Como control negativo del proceso de diferenciacién a moDCs, monocitos recién aislados se
cultivaron sin citocinas en medio complementado con 10 % de SFB por 5 dias; en este caso se

obtuvieron MDMs.

1.2. ESTIMULACION DE moDCs

Las moDCs se estimularon con el mAb anti-CD13 452 y con LPS, ligando de TLR4.

1.2.1. ESTIMULACION CON LIPOPOLISACARIDO (LPS)

Obtenidas las moDCs (dia quinto después del aislamiento), se adiciond, como estimulo de
maduracién LPS (Escherichia coli 0111:B4. Sigma-Aldrich) a dos concentraciones diferentes. Una
subdoptima: 0.05 ng/mL y una Optima: 5 pg/mL. Las células permanecieron en contacto con este
estimulo durante 48 horas, después de lo cual se colect6 el sobrenadante para determinar la produccién
de citocinas y las células se emplearon para determinar el nivel de expresion de marcadores de

maduracién, asi como la capacidad endocitica y de estimulacién de linfocitos T CD4".

1.2.2. ESTIMULACION A TRAVES DE CD13

Obtenidas las moDCs a partir de monocitos y antes de adicionar el LPS, las células se incubaron
durante 30 minutos a 4 °C con el anticuerpo monoclonal (mAb) anti-CD13, clona 452 (estéril), a dos
concentraciones distintas (1 o 10 pg por cada 1x10° células, equivalentes a 0.125 pg/mL y 1.25 pg/mL,
respectivamente). Transcurrido el tiempo de incubacién, para promover el entrecruzamiento de CD13,
se adicion6 un anticuerpo secundario (IgG de conejo anti-IgG cadenas ligera y pesada (H+L) murina

(Zymed)) (estéril), a una concentracién de 1 ug para 1x10° células (0.125 pg/mL). Como control
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negativo del entrecruzamiento, se empleé una IgGl murina (Abcam) con especificidad de unién

desconocida, de la misma subclase que el anticuerpo 452; a esta condiciéon también se le adiciond el

mismo anticuerpo secundario y a la misma concentracién que a las células tratadas con el anticuerpo

452.

Para algunas células, el entrecruzamiento de CDI13 se realiz6 en presencia de dos diferentes

concentraciones de LPS (punto 1.2.1.). Como control positivo de maduracion, las células se

estimularon solamente con 5 pg/mL de LPS. Los diferentes estimulos a los que se sometieron las

c€lulas de un mismo donador, se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Tratamientos para la estimulacion de moDCs. Después de haber obtenido moDCs, se
sometieron a los siguientes tratamientos durante 48 horas, luego de lo cual se evaluaron caracteristicas

fenotipicas y funcionales relacionadas con su maduracidn.

i Estimulos

LPS mAb 452 | Anti-IgG murina (H+L) | Isotipo IgG1
moDCs - - - -
moDCs - - 0.125 pg/mL 0.125 pg/mL
moDCs - - 0.125 pg/mL 1.25 pg/mL
moDCs - 0.125 pg/mL 0.125 pg/mL -
moDCs - 1.25 pg/mL 0.125 pg/mL -
moDCs | 0.05 ng/mL - - -
moDCs | 0.05 ng/mL - 0.125 pg/mL 0.125 pg/mL
moDCs | 0.05 ng/mL - 0.125 pg/mL 1.25 pg/mL
moDCs | 0.05 ng/mL | 0.125 pg/mL 0.125 pg/mL -
moDCs | 0.05 ng/mL | 1.25 pg/mL 0.125 pg/mL -
moDCs | 5 pg/mL - - -
moDCs | 5 pg/mL - 0.125 pg/mL 0.125 pg/mL
moDCs 5 pg/mL - 0.125 pg/mL 1.25 pg/mL
moDCs | 5pug/mL | 0.125 pg/mL 0.125 pg/mL -
moDCs 5 pg/mL 1.25 pg/mL 0.125 pg/mL -

Una vez adicionados los estimulos, las células permanecieron en cultivo a 37 °C, en contacto con los

estimulos durante 48 horas. Después de este tiempo, se colectd el sobrenadante para determinar la
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concentracion de algunas citocinas presentes y las células se emplearon para determinar el nivel de
expresion de marcadores de maduracion, la capacidad endocitica y de estimulacion de linfocitos T

CD4" por las células.

2. INMUNOFENOTIPIFICACION DE moDCs

Luego del cultivo con IL-4 y GM-CSF, la diferenciacién de los monocitos a moDCs se evalud
mediante la expresion de CDla y CDI14, mientras que después de CD13 y de TLR4, se evalu6 la
expresion de CD83, CD80, CD86 y de HLA-DR como indicadores de la estimulacién de las moDCs.

2.1. EVALUACION DE LA EXPRESION DE MARCADORES DE SUPERFICIE

Luego de la obtenciéon de moDCs y de la estimulacién de éstas a través de CDI13 y/o LPS, la
expresion de los marcadores de superficie de moDCs: CD83, CD80, CD86, HLA-DR y/o de CD13, asi
como la de los marcadores de monocitos y Mes CD14 y de células dendriticas CDla, se determind
mediante andlisis citométrico. Para ello se resuspendieron 1x10° células en 50 pL de solucién
amortiguadora de lavados para citometria. Se adicionaron los anticuerpos: 1.5 pL de anti-CD83
humano marcado con FITC (eBioscience), 7.5 puL de anti-HLA-DR marcado con ficoeritrina (PE)
(Beckman Coulter), 0.5 uL de anti-CD86 humano marcado con violeta brillante 421 (brilliant violet
421) (BD Pharmingen), 0.5 pL de anti-CD80 humano marcado con aloficocianina (APhC) (BD
Pharmingen), 5 pL de anti-CD1a PE (BD Pharmingen), 1 pLL de anti-CD14 FITC (Beckman Coulter) o
1 ug de mAb 452.

Las células se incubaron a 4 °C durante 30 minutos protegiéndose de la luz. Concluida la
incubacion, a las células se les adicionaron 100 pL. de solucién amortiguadora de lavados para
citometria y se centrifugaron a 4 °C durante 5 minutos a 453 g, posteriormente se lavaron dos veces con
200 pL de solucién amortiguadora de lavados para citometria, centrifugando a 453 g durante 5 minutos
a 4 °C. Se desechd el sobrenadante y las células se resuspendieron en 90 pL de solucién de fijacion

para citometria.
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La inmunotinciéon de CD13 se realiz6 indirectamente. Luego de lavar el exceso de mAb 452, las
células se incubaron en 50 pL de solucién de lavados para citometria con 0.16 pLL de IgG de cabra anti-
IgG de ratén (anticuerpo secundario) marcado con FITC (Zymed), durante 30 minutos a 4 °C. Se
adicionaron 100 pL de solucién de lavados para citometria y se realizd una centrifugacién a 453 g
durante 5 minutos a 4 °C. Se realizaron dos lavados mds, cada uno con 200 puL de solucién de lavados
para citometria. Se retir6 el sobrenadante y las células se resuspendieron en 90 puL. de solucién de

fijacion para citometria.

La fluorescencia de las c€lulas se determiné mediante un citometro de enfoque acustico (Attune
Acoustic Focusing Cytometer. Life Technologies). Se capturaron 10 000 eventos de cada condicién y
se evalud la expresion de los marcadores celulares con base en la intensidad media de fluorescencia

(IMF) utilizando el programa Attune Citometric Software (Life Technologies).

3. EVALUACION FUNCIONAL DE moDCs

3.1. EVALUACION DE LA PRODUCCION DE CITOCINAS

Transcurridas las 48 horas de incubacién con el LPS y/o con el mAb 452, se colect6 el sobrenadante
del cultivo celular para determinar la concentracién de IL-1pB, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 y TNF-a por
ensayo de perlas citométricamente ordenadas por intensidad de fluorescencia para determinar
concentracion de citocinas (CBA BD Biosciences) siguiendo las instrucciones del proveedor. El ensayo
permite realizar la determinacion de la concentracion de citocinas presentes en cada muestra gracias a
que perlas con diferente intensidad de fluorescencia, detectadas por un canal en el citémetro de flujo, se
encuentran acopladas a Abs que reconocen las citocinas de interés, es decir, las perlas acopladas a anti-
IL-8 tienen la mayor intensidad de fluorescencia, seguida de la fluorescencia de perlas conjugadas con
IL-1B, asi en orden decreciente fluorescencia: anti-IL-6, anti-IL-10, anti-TNF y anti-IL-12. Un segundo
grupo de perlas conjugadas con anticuerpos que reconocen las mismas citocinas, pero marcadas con un
fluorocromo detectable en un canal distinto se emplea para formar un “sdandwich” con la citocina de
interés, de tal forma que la fluorescencia debida a este segundo grupo de perlas se incrementa cuando

existe una mayor concentracion de la citocina de interés en la muestra. Finalmente, para determinar la
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concentracion de cada citocina, la fluorescencia del segundo canal, se interpola en una curva de
fluorescencias correspondientes a una curva estandar realizada con concentraciones conocidas de cada

una de las citocinas a determinar.

De manera breve, la forma en la que se realiz6 el ensayo fue la siguiente: se prepararon curvas
estandar para cada citocina (0 — 5000 pg/mL). El sobrenadante de cada uno de los tratamientos, asi
como las muestras de la curva estdndar, se incubaron, protegiendo de la luz, durante 3 horas con las
perlas conjugadas con anticuerpos que reconocen cada una de las citocinas a determinar. Las muestras
se lavaron e inmediatamente después analiz6 la intensidad de la fluorescencia de cada una mediante
citometria de flujo (BD FACSCalibur. BD Biosciences) utilizando el programa CellQuest (BD

Biosciences). El anélisis de los resultados se realiz6 con el programa FlowJo 7.6 (Tree Star).

3.2. ENSAYOS DE ENDOCITOSIS DE DEXTRANO

Luego de incubar durante 48 horas las DCs con el estimulo de maduracion y/o el mAb 452, las
células se emplearon para realizar ensayos de endocitosis de dextrano conjugado con FITC de la

siguiente forma:

2.5 x 10° células de cada una de las diferentes condiciones de estimulo previo, se lavaron con PBS
centrifugando a 300 g durante 5 minutos a 4 °C. Se desechd el sobrenadante y las células se
resuspendieron en 200 pl. de dextrano-FITC (peso molecular promedio 40 000 Da) (Sigma-Aldrich) 1
mg/mL en RPMI 1640 complementado y al 10% de SFB.

Las células de cada una de las condiciones de estimulacién se dividieron en dos partes, una parte se
incub6 en un tubo a 4 °C y otro a 37 °C durante 60 minutos protegiendo de la luz. Transcurrida la
incubacién se adicionaron 100 mL de PBS frio y se lavé centrifugando a 300 g durante 5 minutos a
4 °C. Se realizaron dos lavados més con 200 uLL de PBS frio centrifugando a 300 g durante 5 minutos a

4 °C.

Las células de cada tubo se fijaron con 90 pL de solucién de fijacion para citometria. Para apagar la

fluorescencia externa correspondiente a dextrano-FITC no internalizado, se realizé una dilucién 1:1
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(v:v) de la suspension de las células fijadas con azul tripdn (Sigma-Aldrich) (1 mg/mL en buffer de
citratos pH = 4.5) y la fluorescencia de las células se determin6 capturando 10 000 eventos de la region
de interés por citometria de enfoque actstico (Attune Acoustic Focusing Cytometer. Life

Technologies).

3.3. ENSAYOS DE PROLIFERACION DE LINFOCITOS T CD4*

3.3.1. TINCION DE CELULAS MONONUCLEARES (PBMCs) CD14 CON
CARBOXIFLUORESCEINA SUCCINIMIDIL ESTER (CFSE)

Las células que no se retuvieron en la columna sometida al campo magnético durante el aislamiento
de monocitos (punto 1.1.1.) se colectaron en un tubo de polipropileno estéril nuevo, se centrifugaron a
300 g durante 5 minutos a 20 °C, se resuspendieron en 10 mL de PBS 5 % de SFB a 4 °C y se
volvieron a centrifugar. Se determiné el nimero total de células contando en una cdmara de Neubauer y
hasta 50 x 10° células, se resuspendieron en 1 mL de PBS 5 % de SFB, se adicion6 la
carboxifluoresceina succinimidil éster (CFSE) para que ésta quedara a una concentracion de 5 uM en la
suspension de células CD14 . Inmediatamente después las células se cubrieron de la luz y la suspension
se agitd vigorosamente. Las células con CFSE se incubaron durante 5 minutos a temperatura ambiente.
Para lavar el exceso de CSFE, se adicionaron 10 mL de PBS 5 % de SFB a temperatura ambiente y las
células se centrifugaron a 300 g durante 5 minutos a 20 °C. Se realizaron dos lavados mas de la misma
forma. Las células se resuspendieron en RPMI complementado al 10 % de SFB llevandolas a una
concentracién de 1 x 10° células /mL. Se sembraron 100 000 células en pozos de una placa de 96 pozos
(NUNClone). La tincién con CFSE se corroboré con un microscopio de epifluorescencia (Axioskop.

Zeiss).

3.3.2. REACCION LEUCOCITARIA MIXTA (MLR)

Luego de estimular durante 48 horas las moDCs de cada donador, usando el mAb 452 en presencia o
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no de LPS, se contaron y tomaron 33 333 células de cada condicidn para sembrarse en pozos donde se
tenian sembradas 100 000 PBMCs CD14" alogénicas, tefiiddas con CFSE, de tal forma que quedaran en
cocultivo, 33 3333 moDCs (células estimuladoras) : 100 000 PBMCs CD14" (células respondedoras)
(razén 1:3), en un volumen final de 200 uL/pozo. Como control negativo de activacioén se cultivaron
PBMCs CD14 en ausencia de moDCs. Los cocultivos se incubaron a 37 °C en una atmésfera himeda

con 5 % de CO, durante 3 dias.

3.3.3. INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA ANTI-CD4

Transcurridos los tres dias de cocultivo, las células de cada condicién se cosecharon, se
centrifugaron y se lavaron con soluciéon de lavados para citometria, posteriormente, se incubaron,
protegidas de la luz, en 50 pL de la misma solucidén, en presencia de 0.5 pL del Ab anti-CD4 conjugado
con APhC (Abcam) a 4 °C durante 30 minutos. Se adicionaron 100 pL de solucién amortiguadora de
lavados para citometria y se centrifugaron a 4 °C durante 5 minutos a 453 g, posteriormente se lavaron
dos veces con 200 pL de solucién amortiguadora de lavados para citometria, centrifugando a 453 g
durante 5 minutos a 4 °C. Finalmente, las células se resuspendieron en 90 pL de solucién de fijacion
para citometria y se capturd la fluorescencia de 8 000 eventos CD4" en un citémetro de enfoque
acustico. La proliferacion de las células CD4", se evalué mediante el indice de proliferacién, definido
como la suma de las células en cada una de las divisiones dividido entre el nimero tedricamente

calculado de células parentales, utilizando el programa FlowJo 7.6 (Tree Star).

4. ANALISIS ESTADISTICO

Para evaluar la diferencia estadistica entre la expresion de marcadores en la superficie de moDCs y
de MDMs se utilizé una prueba t de Student. El resto de los experimentos, se analiz6 estadisticamente
mediante una prueba de anélisis de varianza (ANOV A) para medidas repetidas, seguida de una prueba
post hoc usando el método de Tukey. En cada prueba se consider6 significancia estadistica para valores
con p < 0.05. El andlisis estadistico se realizé con el programa GraphPad Prism versién 5.00 para

Windows, GraphPad Software, San Diego California.
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RESULTADOS

OBTENCION DE MONOCITOS Y SUBSECUENTE DIFERENCIACION A moDCs

Por provenir de un tejido humano de, relativamente, ficil acceso [111], ademads de la velocidad y las
cantidades superiores de células que se obtienen, en comparacién con otras fuentes de DCs [112], el
uso de moDCs se ha extendido considerablemente tanto en la investigaciéon como en el drea clinica.
Todos los experimentos realizados en el presente trabajo de investigacion se llevaron a cabo en moDCs
humanos, por lo que fue primordial obtener monocitos con elevada pureza. Dichos monocitos se
obtuvieron a partir de concentrados leucocitarios de donadores sanos mediante gradiente de densidad y
seleccidn positiva a través de la expresion de CD14. Para determinar el grado de pureza de las células
obtenidas al finalizar el aislamiento, se determind la expresiéon de CD14 por inmunofluorescencia
directa. CD14 es una molécula que por su elevado nivel de expresion, se emplea como marcador de
monocitos y Mes [113]. Para cada uno de los aislamientos realizados, el porcentaje de células CD14",
fue superior al 88 % (Fig. 9A). Analizando la pureza correspondiente a monocitos de 10 donadores
distintos, en promedio, 94.23 + 2.94 % células provenientes de cada aislamiento, resultaron positivas

para CD14 (Fig. 9B).

Habiendo obtenido monocitos suficientemente puros, se procedié a la obtenciéon de moDCs,
cultivando a los monocitos durante 5 dias en presencia de IL-4 y GM-CSF, citocinas que impiden la
diferenciacion de los mismos hacia Mes y favorecen la proliferacion y desarrollo de las células hacia
DC, respectivamente [111]. Para corroborar la obtencién de moDCs, dado que no hay una combinacién
especifica de la expresion de marcadores que defina a las DCs, se evalud la expresion, tanto de CD14
como de CDla en las células obtenidas, pues de manera caracteristica, durante la obtenciéon de DCs
humanas in vitro, disminuye la expresiéon de CD14 y aumenta la de CD1a [112], aunque ésta dltima, no
lo hace homogéneamente. La disminucidn en la expresion de CD14 se observd en mds del 90 % (Fig.
10A) de las moDCs que se obtuvieron y a pesar de que s6lo un porcentaje cercano al 30 % (Fig. 10B)
de las células resultaron positivas para la expresion de CD1a, laIMF de las moDCs correspondiente a la
expresion de cada una de las moléculas es significativamente distinta de la de Mes, esto en 10
donadores distintos (Figs. 10C y 10D). Puesto que no existe una combinacion de marcadores que
defina a DCs, las células obtenidas del tratamiento de monocitos con citocinas, se consideraron
dendriticas con base en la disminucién en la expresion de CD14, asi como el aumento en la expresion

de CDl1a y la induccién en la expresion de CD83 en respuesta a LPS (abordada a detalle mas adelante).
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Figura 9. Porcentaje de células CD14" obtenidas luego del aislamiento a partir de concentrados
leucocitarios. Se aislaron monocitos a partir de concentrados leucocitarios de donadores sanos de sexo
masculino, mediante gradiente de densidad y seleccion positiva con anticuerpos anti-CD14 acoplados a
perlas magnéticas. Terminado el aislamiento, las células obtenidas se marcaron con un anticuerpo anti-
CD14-FITC y, mediante citofluorometria, se determiné el porcentaje de células CD14" (correspondiente a
monocitos). A. Histograma representativo de la expresién de CD14 en células recién aisladas (linea café
continua), provenientes de un donador; la linea punteada corresponde a la fluorescencia de células sin tefiir
y el porcentaje (95.4 %) corresponde a las células positivas para la expresion de CD14. B. Se muestra el
porcentaje de células CD14" obtenidas luego del aislamiento de células correspondiente a 10 donadores
distintos (circunferencias cafés). La linea continua representa el promedio del porcentaje de células CD14"

obtenidas (94.23 %) y las lineas punteadas corresponden a la desviacién estdndar entre los porcentajes de
estos donadores.

53



= 218%

94.8 %

26.2 %

0.70 %

Numero de eventos
Numero de eventos

I
10 10‘!1 1Ug 106

cD14 CD1a

CD14 CDla

1.59 sk

=
n
]
*
*

101 <000MI0E0

=
=]
]

0.5

%

IMF respecto a MDMs
IMF respecto a moDCs

?
;

0.0 T

@Q@“’

< [
6‘00 @Q > ¢°Q

G

Figura 10. Discriminacién fenotipica entre células dendriticas derivadas de monocitos (moDCs) y
macrofagos derivados de monocitos (MDMs) autélogos. A. y B. Histogramas representativos de la
expresion de CD14 (A) y CD1a (B) en moDCs (lineas verdes continuas) obtenidas del cultivo de monocitos
humanos en presencia de IL-4 (1000 U/mL) y de GM-CSF (1000 U/mL) durante 5 dias, asi como en
MDMs (lineas azules punteadas) obtenidos del cultivo de monocitos autélogos en ausencia de citocinas.
Los porcentajes superiores corresponden a moDCs positivas y los inferiores a MDMs positivos para la
expresion del marcador correspondiente. C. y D. Intensidad media de fluorescencia (IMF) correspondiente
a la expresién de CD14 (C) relativa a la expresion de esta molécula en MDMs (rombos azules) y a la
expresion de CDla (D) relativa a la expresion de esta molécula en moDCs (circunferencias verdes)
correspondiente a 10 donadores distintos. Las barras horizontales corresponden al promedio de las IMFs
normalizadas y las barras de error indican la desviacién estdndar. ** = p < 0.01.
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LA ESTIMULACION DE_CD13 EN moDCS NO MODIFICA LA EXPRESION DE
MARCADORES DE SUPERFICIE QUE INDUCE EL. TRATAMIENTO CON LPS

La maduracién en moDCs, que se presenta luego del reconocimiento de algiin estimulo especifico,
frecuentemente se ve reflejada en cambios fenotipicos y funcionales en la célula. Entre los cambios que
se presentan durante la maduracién estan: el incremento en la expresion de marcadores de superficie
relacionados con el proceso de presentacion antigénica [30], incremento en la migracién dirigida por
las quimiocinas CCL19 y CCL21 [30, 114], asi como modificacion en el perfil de la secrecion de
citocinas [30]. Por lo tanto, para estudiar la capacidad de CD13 para modular la maduracion, se

evaluaron algunos de estos cambios en moDCs estimuladas a través de esta molécula.

Ya que la maduracién de moDCs se obtiene mediante su estimulacién a través de TLRs [34], se
utilizé LPS —ligando de un complejo de reconocimiento y sefializacion del que forma parte TLR4—
para inducir la maduracién de las células. Las moDCs se cultivaron en presencia de dos
concentraciones distintas de LPS (0.05 ng/mL o 5 pg/mL) durante 48 horas, siendo la menor de ellas
subdptima a fin de poder evidenciar modulacién positiva en caso de haberla. Estas concentraciones, asi

como el tiempo de incubacion se determinaron en trabajos previos del laboratorio [115].

Por otro lado, se realizé la estimulacién de CD13 en moDCs, recurriendo a una estrategia que, hasta
el momento es ampliamente usada a falta de la plena identificacion de ligandos naturales para CD13.
La técnica empleada, consiste en llevar a cabo el entrecruzamiento de CD13 mediante el empleo de
mAbs anti-CD13 [78, 101]. Asi, para estudiar el efecto del entrecruzamiento de CD13 sobre cada una
de las caracteristicas fenotipicas y funcionales evaluadas durante este trabajo, las moDCs se incubaron
a 4 °C con el mAb anti-CD13 452, cuyo efecto sobre la actividad enzimatica, es sélo la disminucién
parcial de la misma [88, 94]. Posteriormente y de manera simultdnea a la adicién de LPS, se agregé un
anticuerpo secundario que reconociera al mAb 452. Considerando que las DCs expresan FcRs [47] y
que los anticuerpos empleados para la estimulacion de las DCs pudieran ser reconocidos a través de
éstos y los efectos observados no ser especificos de la estimulacién de CD13, como control, en vez de
emplear el mAb 452, algunas DCs fueron incubadas a 4 °C con una IgG1 murina, de igual subclase que
el mAb 452, aunque de especificidad desconocida y posteriormente, con el mismo anticuerpo
secundario y las mismas concentraciones de LPS que las células estimuladas con el mAb 452. Ademas,
para determinar si la estimulacién de las moDCs exclusivamente a través de CD13, podia inducir

cambios fenotipicos o funcionales sobre las moDCs y no sélo las modulaba, tanto la estimulacién con
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el mAb anti-CD13 452 como con la realizada con el anticuerpo control de isotipo, se realizaron en

ausencia de LPS.

De manera similar a lo reportado en la linea celular U937 [88], luego de 48 horas de incubacion las
moDCs estimuladas con el mAb 452, presentaron agregacion homotipica, siendo més grandes los
agregados celulares en las células estimuladas con la mayor cantidad del mAb. Esta agregacion, se
presentd incluso en células estimuladas con LPS y no se observé en células que no recibieron
tratamiento con el mAb (Fig. 11A). También en las células tratadas con el mAb 452, se pudo observar
que algunas células, sobre todo las que no se encontraban formando agregados, se encontraban
mayormente adheridas a la caja de cultivo (células fusiformes) en comparacion con las que no fueron
sometidas a la incubacién con el mAb (Figs. 1A y 11B). En cuanto a las células estimuladas con LPS,
las que se estimularon con 0.05 ng/mL, eran morfolégicamente muy similares a las que no se
estimularon con LPS, tanto las que tenian el mAb 452, como las que no. Sin embargo, en aquellas que
se estimularon con 5 ug/mL de LPS, se pudo observar la presencia de dendritas (Fig. 11B), resultando
mads evidentes en el caso de las células sin el anticuerpo 452. Las células estimuladas con mAb 452
también presentaban dendritas, sin embargo, como se encontraban ya fuera en agregados o adheridas al

fondo de la caja de cultivo, se dificultd su observacion.

Para determinar si el entrecruzamiento de CD13 ejercia algin efecto sobre los cambios fenotipicos
causados por la estimulacién con LPS, luego de la incubacién durante 48 horas con los estimulos
descritos, se evalué la expresion de marcadores de superficie, cuya expresion en moDCs suele
incrementarse tras la estimulaciéon con LPS [116-118]. La expresion de CD80, CD83 y CD86, como
podia esperarse, aumentd6 en moDCs estimuladas solamente con LPS para cualquiera de las
concentraciones empleadas (Fig. 12A), aunque s6lo la mayor de ellas provocé un incremento
estadisticamente significativo en la expresion de estos marcadores (Fig. 12B). Sin embargo, la
estimulacién de CD13 en moDCs no afecté dicha expresion, ni en presencia de cualquiera de las dos
concentraciones de LPS, ni en ausencia de LPS (Figs. 12A y 12B). La expresién de HLA-DR, aunque
se incrementd en células tratadas con la mayor de las concentraciones de LPS, no se vio modificada de
manera significativa con ninguno de los estimulos empleados (Figs. 12A y 12B). Tampoco la IgGl

control modificé la expresion de marcadores, en ninguna condiciéon (ANEXOS Fig. 17).
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Figura 11. Fotografias representativas de moDCs estimuladas a través de CD13. Objetivos 10x
(A) y 100x (B). moDCs se estimularon a través de CD13 al incubarse 30 minutos a 4 °C con el mAb anti-
CD13 452. Como control se usé una IgGl, en vez del mAb 452 (no mostrado). Posteriormente, para
favorecer el entrecruzamiento de CD13, a las células se les adicion6 un anticuerpo de conejo anti-IgG
murina, capaz de reconocer el mAb 452, al tiempo que se agregd LPS (0.05 ng/mL o 5 pg/mL) donde asi
se indica. Adicionados estos estimulos, las células se cultivaron durante 48 horas a 37 °C en atmoésfera
hidmeda con 5 % de CO,.
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Figura 12. La estimulacion de CD13 en moDCs no modifica la expresion de marcadores de
superficie. La expresion de CD80, CD83, CD86 y de HLA-DR en la superficie de moDCs, se analizd
luego de que las células fueran estimuladas con el mAb 452 (0.125 pg/mL o 1.25 pg/mL) y un anticuerpo
secundario (0.125 pg/mL), en presencia o ausencia de un estimulo de maduracién (LPS 0.05 ng/mL o 5
pg/mL) durante 48 horas. A. Histogramas representativos de la expresion de cada una de las moléculas
evaluadas, en moDCs de un donador. B. Intensidad media de fluorescencia (IMF) correspondiente a la
expresién de marcadores de superficie en moDCs, relativa a la IMF de moDCs que permanecieron sin
estimular. Las barras horizontales corresponden al valor promedio de la IMF de moDCs de 6 donadores
distintos (graficados con diferentes simbolos en cada tratamiento) y las barras de error indican la desviacion
estdndar. * = p <0.05; ** = p <0.01; *** = p < 0.001, respecto a moDCs sin estimulacién.
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LA ESTIMULACION DE moDCS CON LPS INCREMENTA LA EXPRESION DE CD13

Mientras se realizaba la inmunofenotipificacion de moDCs estimuladas a través de CDI13, se
encontrd que la estimulacién de las células con cualquiera de las dos concentraciones de LPS inducia
un incremento en la expresion de CD13; por ello, decidié emplearse una tercera concentracién de LPS
para estimular a las moDCS—1 pg/mL— y posteriormente determinar el efecto de tal estimulacién

sobre la expresion de CD13.
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Figura 13. LPS incrementa la expresiéon de CD13 en moDCs. moDCs se incubaron durante 48 horas con
diferentes concentraciones de LPS al término de lo cual se evalud la expresién membranal de CD13 mediante
citofluorometria. A. Histograma representativo de la expresién de CD13 en moDCs no estimuladas (linea verde),
moDCs estimuladas con LPS —0.05 ng/mL (linea anaranjada), 1 pg/mL (linea rosa) o 5 pg/mL (linea roja)— y
MDMs (linea azul) autélogos. B. Intensidad media de fluorescencia (IMF) correspondiente a la expresién de
CD13 relativa a la IMF de moDCs que permanecieron sin estimular. Las barras horizontales indican el valor
promedio de las IMF correspondientes a las células obtenidas de 10 donadores distintos; las barras de error
sefialan la desviacién estdndar. * = p <0.05; ** = p < 0.01, respecto a moDCs no estimuladas.

En moDCs estimuladas con cada una de las tres distintas concentraciones de LPS, se evalud la
expresion de CD13 por citofluorometria, asi como en moDCs no estimuladas y en MDMs autélogos

(Fig. 13A). De esta manera, se pudo observar que la estimulaciéon con LPS provoca un aumento
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significativo en la expresion membranal de CD13 (Fig. 13B). En el caso de los MDMs, la expresion de

CD13 fue muy variable para cada donador.

LA ESTIMULACION DE CD13 EN moDCs NO MODULA LA SECRECION DE CITOCINAS
INDUCIDA POR LA ESTIMULACION CON LPS

Una de las respuestas de las DCs a la estimulacién con LPS, es la produccién de citocinas proinflamatorias
[116-118], de modo que también se evalué el efecto del entrecruzamiento de CD13 sobre esta
respuesta. En este punto, se observé un incremento significativo, respecto a moDCs sin estimular, en la
produccién de las citocinas proinflamatorias TNF, IL-12p70, IL-1pB, IL-8 e IL-6, s6lo en las células
estimuladas con la cantidad mds alta de LPS; sin embargo, la secrecion de estas citocinas no se vio
afectada con el entrecruzamiento de CD13, ni solo, ni en presencia de LPS. La citocina antiinflamatoria
IL-10, no se modific6 de manera estadisticamente significativa bajo ninguno de los estimulos
empleados (Fig. 14). Esto indica que la estimulacién a través de CD13 no modula la produccién de
citocinas inflamatorias en moDCs. Por otro lado, tal como se esperaba, la IgG1 control, tampoco afect

la produccion de las citocinas (ANEXOS Fig. 18).
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Figura 14. El entrecruzamiento de CD13 en moDCs no modula la secreciéon de citocinas. El
sobrenadante de moDCs estimuladas con el mAb 452 (0.125 pug/mL o 1.25 pg/mL) y un anticuerpo
secundario (0.125 pg/mL), en presencia o ausencia de LPS 0.05 ng/mL o 5 pg/mL durante 48 horas se
analiz6 por perlas para determinar concentraciéon de citocinas mediante citometria de flujo. Se muestra la
concentracién de diferentes citocinas (TNF, IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10 e IL-12p70) encontradas en los
sobrenadantes de moDCs provenientes de 4 donadores distintos calculadas por interpolacién en una curva
estindar. El promedio de las cuatro concentraciones determinadas se muestra en forma de barras
horizontales, las barras de error corresponden a la desviacion estdndar. * =p <0.05; ** =p <0.01; *** =p
<0.001 respecto a moDCs sin estimular.
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LA ESTIMULACION SIMULTANEA DE CD13 Y TLR4 DISMINUYE LA CAPACIDAD
ENDOCITICA DE moDCs

En multiples ocasiones, se ha reportado la disminucién en la capacidad de DCs para internalizar
dextrano luego de su estimulacién con LPS [119, 120] y puesto que se ha identificado la participaciéon
de CDI13 en eventos de internalizacion celular [93, 94, 105], se consider6 importante determinar el
efecto del entrecruzamiento de CD13 sobre la capacidad de las moDCs para llevar a cabo procesos de
endocitosis. Para ello, las moDCs previamente estimuladas, se pusieron en contacto con una solucién

de dextrano marcado con FITC, de tal forma que se permitiera la endocitosis de dextrano.

De conformidad con lo reportado en la literatura [119, 120], en comparaciéon con las moDCs no
estimuladas, el tratamiento con LPS, propicié un decremento en la endocitosis de dextrano, aunque
s6lo la concentraciéon més alta de LPS ocasion6 que tal decremento fuera estadisticamente significativo
(Figs. 15A y 15B). Las moDCs a las que se les entrecruz6 CD13 empleando cualquiera de las dos
concentraciones del mAb 452, en presencia de LPS, exhibieron una capacidad disminuida para llevar a
cabo la internalizacién de dextrano y aunque este descenso resulta bastante evidente (Fig. 15A), s6lo en
el caso de las moDCs que se estimularon con la concentraciéon mas elevada del mAb 452 en
simultaneidad con la menor cantidad de LPS, mostraron capacidad endocitica significativamente menor
en comparaciéon con las moDCs sin estimular (Fig. 15B). El tratamiento con la IgG1 control, no

modificé la capacidad endocitica de las moDCs (ANEXOS. Fig. 19).
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Figura 15. La estimulacion de CD13 en presencia de bajas concentraciones de LPS disminuye la
endocitosis de dextrano en moDCs. La capacidad endocitica de moDCs, previo tratamiento de éstas con
el mAb 452 (0.125 pg/mL o 1.25 pg/mL), un anticuerpo secundario (0.125 ng/mL) en ausencia o presencia
de LPS 0.05 ng/mL o 5 ug/mL, se evalu6 mediante la internalizacién de dextrano-FITC por
citofluorometria. A. Histogramas representativos correspondientes a un experimento de internalizacién de
dextrano a 37 °C realizado con células de un mismo donador. Las lineas grises corresponden a moDCs que
no se estimularon durante las 48 horas previas al ensayo de endocitosis y que se incubaron a 4 °C en
presencia del dextrano-FITC para evitar la internalizaciéon del mismo; los porcentajes a la derecha de cada
histograma, corresponden a las células que internalizaron dextrano (Dextrano-FITC"). B. Porcentaje de
moDCs que internalizaron dextrano-FITC obtenidas de 8 donadores distintos y estimuladas con el mAb
452 y/o LPS. Las circunferencias grises corresponden a los porcentajes de moDCs dextrano-FITC™ que no
se estimularon previamente y que se mantuvieron a 4 °C mientras permanecieron en contacto con el
dextrano marcado. El promedio de moDCs dextrano-FITC" de ocho experimentos se sefiala con barras
horizontales, mientras que la desviacién estdndar se indica con las barras de error. ** = p < 0.01; *** =p <
0.001 respecto a moDCs sin estimulo.
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LA ESTIMULACION DE CD13 NO AFECTA LA CAPACIDAD DE moDCs PARA
ESTIMULAR LINFOCITOS T CD4"

Finalmente, para determinar la influencia del entrecruzamiento de CD13 sobre la capacidad de
moDCs para estimular linfocitos T, se MLRs, utilizando como células estimuladoras moDCs
previamente tratadas con el mAb 452 en presencia o ausencia de LPS. En estos ensayos, tal como se
esperaba, se observé que la proliferacion de linfocitos T CD4*, evaluada mediante el indice de
proliferacién —aumento del nimero de células durante el transcurso del ensayo [121, 122]— de las
células CD4" de la poblacién respondedora, fue mayor cuando las células estimuladoras habian sido
cultivadas por 48 horas en presencia de LPS (Fig. 16A) en comparacion a cuando se emplearon moDCs
sin tratamiento previo para estimular a los linfocitos. Sin embargo, solamente con la concentracién de 5
pg/mL de LPS para estimular moDCs, consiguié que la proliferacion de linfocitos fuera
significativamente mayor (Fig. 16B). En cuanto al entrecruzamiento de CD13 en la superficie de
células estimuladoras, no modificé significativamente, el potencial de éstas para inducir proliferacién
alogénica de linfocitos T CD4" (Fig. 16B). Igualmente, la capacidad de inducir proliferacién

permaneci6 inalterada al adicionar la IgG1 control a las moDCs (ANEXOS. Fig. 20).
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Figura 16. moDCs estimuladas con LPS o sin estimular no modifican su capacidad para activar
células T CD4" luego de su estimulacién a través de CD13. moDCs estimuladas por 48 horas con el
mAb 452 (0.125 pg/mL o 1.25 pg/mL), un anticuerpo secundario (0.125 pg/mL) y/o LPS 0.05 ng/mL o 5
pg/mL, se utilizaron como células activadoras en MLRs. La proliferacién de células T CD4" presentes en
las células respondedoras se analizé mediante la dilucién del colorante carboxifluoresceina succinimidil
éster (CFSE). A. Histogramas representativos de la proliferacion de linfocitos T CD4" estimulados por 3
dias con moDCs cultivadas durante 48 horas previas con los estimulos indicados en la parte superior y en el
eje vertical izquierdo de los histogramas. Como control negativo de la proliferacion, se cultivaron células
sin moDCs alogénicas (histograma superior izquierdo). Los valores en la parte inferior de cada histograma,
corresponde al indice de proliferacién. B. Indices de proliferacién de linfocitos T CD4" estimulados con
moDCs tratadas con los estimulos que se indican. Resultados de 7 experimentos independientes. Los
rombos grises corresponden a los indices de proliferacion de células que se cultivaron en ausencia de
moDCs. Las barras horizontales indican el valor promedio del indice de proliferacion y las barras de error
corresponden a la desviacion estdndar. * = p < 0.05; ** = p < 0.01; *** = p < 0.001 respecto a linfocitos T
CD4" cultivados con moDCs, éstas sin estimular.
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DISCUSION

CD13 ha sido estudiada en el contexto de diferentes funciones celulares en las que participa [78, 84,
93, 101, 104, 105]. Si bien no se ha identificado ninguna funcién celular para la que la presencia o
actividad enzimatica de CD13 sean estrictamente necesarias [104, 107], la estimulacidn, falta de esta
molécula o el bloqueo de su actividad enzimdtica, conducen a modificaciones en la eficiencia para
llevar a cabo diferentes funciones [78], algunas de ellas con plena relevancia inmunolégica [83, 93, 94,
96, 97, 105]. En el ambito inmunolégico, CD13 se expresa en altos niveles en células mieloides [81].
Concretamente para DCs, el estudio de CD13 se ha limitado a su importancia en el desarrollo de estas
células [102], funciones como fagocitosis [105] e hidrélisis de péptidos potencialmente inmunogénicos
[109]. Hasta la fecha, no se habia puesto atencién en la participacion de CD13 durante el proceso de
maduracion de las DCs. En este trabajo se evalud la posible participacion de CD13 como modulador de

la maduracion de DCs, con base en su capacidad de modular otros procesos celulares.

Con el desarrollo de la obtencién in vitro de DCs a partir de monocitos humanos de sangre periférica
[111], se pudieron conseguir suficientes DCs para realizar investigacion experimental; por €eso mismo,
las DCs empleadas en este trabajo fueron moDCs obtenidas a partir de monocitos cultivados con IL-4 y
GM-CSF. Tomando en cuenta que la maduracién de DCs, se consigue mediante la estimulacion de las
mismas a través de estimulo percibidos por TLRs [34], para llevar a cabo la maduracién de las moDCs
se empled LPS, estimulo representativo de maduraciéon en DCs, que induce sefalizacién a través de
TLR4 [58], atn en ausencia de CD14 de membrana [123, 124]. Esta sefalizacion continia con la

participacion de vias como las de MAPKs y JNK y culmina con la activacion de NFkB [58].

Las vias de sefalizacion involucradas en la maduraciéon de DC interactian entre si cuando multiples
receptores son estimulados a un tiempo en la superficie de la DC. Esto resulta en modulacion de la
maduracion, viéndose reflejado en modificacion de la expresion de marcadores de superficie, del tipo y
cantidad de citocinas secretadas y modificacion de la capacidad de migracion de las DCs; finalmente,
esto resulta en la mayor o menor capacidad de las DCs para estimular linfocitos, favoreciendo o

inhibiendo algun tipo de respuesta inmunoldgica.

La coestimulaciéon de TLRs junto con otros receptores de superficie resulta en la modulacién de
cambios celulares que ocurren durante la maduracion. Lectinas de tipo C, a través de la activacion de
vias de sefalizacion de las MAPKSs (con participacion de ERK1/2, AKT, Lyn y Syk) han mostrado

capacidad para modular efectos del LPS sobre DCs [52, 125].
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Considerando que CD13 es capaz de participar en eventos de internalizacién celular [94, 105], asi
como de inducir sefializacion a través de la Tyr6 [91] con la subsecuente activacion de ERK1/2, JNK,
p38MAPK, PI3K, Src y Syk [91, 94, 101], eventos que se consiguen durante la estimulacién a través de
lectinas de tipo C y que han mostrado efecto modulador en la maduracion; se sugirié que CD13 fuera

participe de la modulacién de la maduracion de DCs.

Ligandos naturales de CD13, diferentes de virus, no se han identificado; sin embargo, algunas
evidencias colocan a galectina 3 como un buen candidato a ser ligando de CD13. Galectina 3 es una
lectina de tipo C que se libera por células activadas en condiciones de inflamacién, pudiendo actuar
como DAMP y como PRR y dada su capacidad para oligomerizarse [126], al ser reconocida por
receptores de la superficie celular, podria inducir el entrecruzamiento de los mismos. Por ello, para
inducir estimulacién a través de CD13 se empleé un anticuerpo anti-CD13, cuya unién resulta en
sefalizacion [78]. Se empleé ademads, un anticuerpo secundario para favorecer el entrecruzamiento de
CD13, simulando la consecuencia que podria tener la unién de un ligando natural. Ademads se sabe que
algunos de los efectos obtenidos mediante el uso de anticuerpos anti-CD13 se obtienen sélo cuando se

usa un anticuerpo secundario para entrecruzar [101].

Para evaluar el efecto de la estimulaciéon de CD13 sobre la maduracion de DCs, una vez realizada la
coestimulacion de TLR4 y de CD13, se evaluaron caracteristicas y procesos que se modifican con la
estimulacion de moDCs con LPS. Luego de la estimulaciéon con LPS, las DCs, incrementan la
expresion de las moléculas de superficie CD40, CD80, CD86, CD83 y MHC-II, asi como de las
citocinas proinflamatorias IL-12, IL-6, IL-8, TNF-a e interferones de tipo I [124] y disminuyen la
expresion de MR y la endocitosis a través de éste, lo mismo que la macropinocitosis [127]. En general,
estos cambios en las DCs les confieren elevada capacidad para estimular y polarizar linfocitos [30]. Las
caracteristicas que se evaluaron, fueron la morfologia de las células (Fig. 11), la expresion de
marcadores de superficie (Fig. 12), la secrecién de citocinas (Fig. 14), la capacidad para endocitar
dextrano (Fig. 15) y la capacidad de inducir proliferacion de linfocitos T CD4" (Fig. 16). La mera
estimulacion de CD13 en moDCs no provocd que ninguna de estas caracteristicas se modificara, lo que
lo descarta como receptor capaz de inducir maduracién en moDCs, sin embargo como el objetivo de
este trabajo fue determinar su papel como modulador de la maduracién, se evaluaron las consecuencias

de la estimulacion de CD13 sobre la maduracién inducida por LPS.

En vista de que los efectos que se inducen por LPS en DCs, son dosis dependientes [124], en el
presente trabajo, se emplearon dos concentraciones distintas de esta endotoxina para activar a las
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moDCs: una de ellas subdptima (0.05 ng/mL) —emulando condiciones fisioldgicas, donde es maés
probable encontrar bajas concentraciones de ligandos bacterianos [128]—que permitiera detectar
modulacién positiva en las funciones evaluadas y una optima (5 pg/mL), que a la vez que sirvié como
control positivo para comprobar la capacidad de las moDCs para activarse, podria permitir la

identificacion de modulacién negativa de la maduracién por CD13.

La estimulacion de moDCs mediante LPS, como cabria esperar, provocé cambios en la morfologia
de las células, siendo mas prolongadas las dendritas de las células estimuladas con esta molécula (Fig.
11), incrementd la expresion de marcadores de superficie (CD80, CD83, CD86 y HLA-DR) (Fig. 12),
indujo la secrecion de citocinas proinflamatorias (IL-1f, IL-6, IL-8, IL-12 y TNF) (Fig. 14), disminuyd
la endocitosis (Fig. 15) e increment6 su capacidad para inducir proliferacién de linfocitos T CD4" (Fig.
16). Estos efectos s6lo fueron estadisticamente significativos en las células activadas con 5 pg/mL de

LPS (excepto para la expresion de MHC-II y la produccién de IL-10).

Otro cambio inducido por LPS, en cuanto a la expresion de moléculas de superficie se refiere, fue el
incremento significativo en la expresion de CD13 en moDCs (Fig. 13). Este efecto sobre la expresion
de CDI13 ya habia sido reportado previamente en monocitos humanos [129] y mucho més
recientemente se reporté en M@s murinos derivados de médula 6sea [130]. Estos reportes proponen a
CD13 como un modulador de la respuesta inflamatoria, por mecanismos independientes de su actividad
enzimdtica. Por otro lado, grupos de trabajo que han correlacionado la expresién y actividad
enzimdtica de CD13 con la presencia de linfocitos en ambientes inflamatorios como articulaciones de
pacientes con artritis y lavados bronqueoalveolares de pacientes con sarcoidosis, sugieren que CD13
tiene un papel proinflamatorio en estas condiciones [84, 85], es decir que, ain no se esclarece si CD13

tiene funciones proinflamatorias o inmunomoduladoras.

De manera semejante a lo encontrado en este trabajo, en células de la linea J774 se observd
incremento en la expresion de CD13, acompafiado del aumento en la expresion de MHC-II y CD86,
aunque en el caso de células J774, luego de la estimulacion con IFNy [96]. En el presente trabajo, estos
tres marcadores se incrementaron luego del tratamiento de moDCs con LPS, aunque en el caso de
HLA-DR, dicho incremento no fue significativo. Esto sugiere que la regulacion de la expresion estos
marcadores se ve afectada por los mismos estimulos y no descarta la participacion de CDI13 en la

presentacion antigénica.
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La relacion entre CD13 y la modulacién en la expresiéon de marcadores de superficie causada por la
estimulacién con LPS, s6lo habia sido estudiada en ratones CD13” sin que se encontrara diferencia
significativa en la expresion de moléculas MHC-1, MHC-II, CD86, CD80 ni CD40 en BMDCs CD13"
en comparacion con BMDCs WT [107] En el presente trabajo, no se encontré que el entrecruzamiento
de CDI13 modificara la expresion de HLA-DR CD80, CD86—moléculas involucradas en la
presentacion de antigenos (sefiales 1 y 2 para la activacion de linfocitos [30])— ni de CD83 —
molécula involucrada en la activacion de linfocitos, de la que ain se desconoce el mecanismo de
accion[131,132]—que se vio incrementada por el empleo de LPS (Fig. 12). En otras palabras, la
estimulacion de CD13 no modula expresion estos marcadores en moDCs. Considerando que no todas
las caracteristicas y funciones celulares, se regulan de la misma forma, a pesar de no haber observado
efecto sobre la expresion de marcadores, ain podria esperarse que CDI13 tuviera efecto modulador
sobre algunos otros procesos de las moDCs. Por ello, se continué estudiando la participacién de CD13

en otras funciones celulares.

Tomando en cuenta que la estimulaciéon con LPS induce secrecion de citocinas proinflamatorias en
DCs [124] y teniendo en cuenta que la estimulacién de CD13 en monocitos conduce al incremento en
el mRNA de IL-8 [101], se opt6 evaluar el efecto del entrecruzamiento de CD13 en la produccion de
citocinas. Con excepcién de la IL-10, el resto de las citocinas analizadas (IL-1p, IL-6, IL-8, IL-12 y
TNF) se vieron incrementadas por la estimulacién con LPS. Sin embargo, la estimulacién de CD13 no
indujo cambios en la secrecion de estas citocinas (Fig. 14), a pesar de que vias de sefializacion que se
han demostrado activadas tras la estimulacién de CD13 [91, 94, 101, 130] como MAPKSs, PI3K, estan
involucradas en la produccién de citocinas por DCs [125, 133] y de que la estimulacién de TLR4 en
conjunto con la estimulacién de otros receptores que activan MAPKs, PI3K y STAT resulta en
incremento de la secrecion de citocinas [52]. Lo anterior puede deberse a que la estimulacién de
diferentes receptores, a pesar de tener sefializacion por algunas vias en comun no tienen los mismos

efectos funcionales en las células.

Las citocinas que se vieron incrementadas de manera significativa con la presencia de 5 pg/mL de
LPS, estan involucradas en procesos inflamatorios. Se sabe que la IL-1 se encuentra involucrada en la
activacion primaria de linfocitos T naive y la proliferacion de éstos; ademds puede inducir activacién y
migracion de DCs y en nddulos linfaticos favorece la agregacion de linfocitos y DCs [134]. En tanto

que la IL-6 actia como factor de crecimiento y diferenciacion de células B, mientras que en linfocitos
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T funge como molécula coestimuladora accesoria [124]; ademas, junto con TGFp e IL-23 permite el

desarrollo de respuestas tipo Th17 [135].

De manera notable, la citocina mas abundante en los sobrenadantes de las moDCs evaluadas en este
trabajo, fue la IL-8, tanto en condiciones basales como en las moDCs que se estimularon. La IL-8 es
una molécula miembro de la familia de las quimiocinas a (quimiocinas CXCL), que induce migracién
de neutréfilos [134]. A diferencia de lo reportado por Riemann [101], en el presente trabajo no se
encontrd que la estimulacién de CD13 mediante un mAb, incrementara los niveles de 1L-8, esta
diferencia posiblemente se debe a que el grupo de Riemann, identificé solamente mRNA de IL-8 y no
se descartan modificaciones post transcripcionales que interfieran con la presencia de la proteina. Otra
diferencia radica en las células y el anticuerpo utilizados para llevar a cabo la estimulaciéon de CD13;
mientas ellos utilizaron el mAb WMIS5 (que interfiere con la actividad enzimética de CD13) en la linea
celular U937, mientras que para desarrollar el presente trabajo, de estimul6 CD13 con el mAb 452 (que

sOlo ligeramente disminuye la actividad enzimatica de CD13) en moDC:s.

El TNF secretado por DCs es capaz de actuar de manera autdcrina, incrementando los niveles de
expresion de moléculas MHC y coestimuladoras, lo cual resulta en una mayor capacidad de activacién

de linfocitos T [136], ademads de incrementar el tiempo de vida util de las DCs [137].

Es importante mencionar que, aunque el tratamiento con LPS a una concentraciéon de 5 pg/mL
provoco un incremento significativo en la secrecion de IL-12p70 (forma bioactiva), la concentracion de
esta citocina fue la menor de las citocinas evaluadas. Punnonen y colaboradores encontraron que
moDCs con baja expresion de CDla luego de su obtencién a partir de monocitos, al estimularse con
LPS producian bajas cantidades de IL-12 y eran incapaces de dirigir linfocitos T naive hacia efectores
Thl [138]. De forma similar, las moDCs obtenidas durante el desarrollo del presente trabajo, no
muestran una elevada expresion de CD1a (Fig. 10), sin embargo, con los experimentos realizados al
momento, no puede especularse sobre la suficiencia de estos niveles de IL-12 para inducir polarizacién

de linfocitos T naive.

Aunque DCs maduras son capaces de continuar realizando endocitosis mediada por algunos
receptores como lectinas [29], la endocitosis mediada por MR disminuye en moDCs luego del
tratamiento de éstas con LPS [127], ademds de que CDI3 se ha visto implicado en procesos de
internalizacién celular [78, 94, 105]. Se consideré importante evaluar la participacion de CD13 en la

endocitosis de dextrano; este polisacarido que puede internalizarse tanto por macropinocitosis asi como

72



a través de endocitosis mediada por el MR [127]. El tratamiento con LPS, provocé una disminucién en
la endocitosis de este polisacdrido, aunque este efecto sélo fue significativo cuando la estimulacién de

las células se realiz6 con la mayor cantidad de LPS.

De forma importante, se encontré que en entrecruzamiento de CD13 provocé una notable tendencia
a la baja de la capacidad de moDCs para realizar endocitosis. Aunque la concentracién subdptima de
LPS no provocé una disminucién estadisticamente significativa en la endocitosis de dextrano, el
entrecruzamiento de CD13 con la concentracion mayor del mAb 452, en presencia de esta
concentracion subdptima de LPS, provoco que la disminucién en la capacidad endocitica de las células
fuera estadisticamente significativa respecto a la capacidad endocitica de moDCs sin estimular. Lo
anterior consolida la importancia de CD13 como modulador de procesos celulares de internalizacion,
los resultados aqui mostrados sugieren que de manera importante en casos de endocitosis mediada por
receptor. Previamente se habia demostrado la colocalizacién membranal de CD13 y MR y su posterior

cointernalizacidn es respuesta ligandos de MR en la linea celular J774 [96].

El objetivo de la maduracion en las DCs es adquirir las caracteristicas que les permitan llevar acabo
su principal funcién que consiste en la presentacion de antigenos y de esta manera interactuar con
linfocitos, para activarlos o inducir su diferenciacion hacia Th1l, Th2 o Th17, segin se requiera; por lo
que durante el desarrollo de este trabajo, se considerd importante determinar si la capacidad de moDCs

para inducir proliferacién en linfocitos T CD4", se veia modificada por el entrecruzamiento de CD13.

Durante las MLRs, las DCs son las principales responsables de la estimulacién alogénica, debido
tanto a la expresion de moléculas MHC, como a los niveles de moléculas coestimuladoras en su
superficie; aunque no se descarta que algunas quimiocinas también contribuyan, de forma que el
reconocimiento por parte de linfocitos T de péptidos en MHC alogénicos, resulta en respuestas
proliferativas durante las MLRs [139]. En el presente trabajo, se evalud si la estimulacion a través de
CDI13 modifica la capacidad de moDCs para inducir activacién en linfocitos T CD4*. No se encontr6
que dicha capacidad se modificara durante la estimulacion de CD13. Aunque como se esperaban las
moDCs estimuladas con LPS mostraron mayor capacidad para inducir proliferacion en linfocitos T
CD4" alogénicos; efecto que fue significativamente mayor s6lo en moDCs estimuladas con 5 pg/mL

de LPS.
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Los resultados aqui presentados sobre la proliferacion alogénica inducida por moDCs, correlacionan
con la expresion de marcadores en estas células, asi como con el perfil de secrecion de citocinas, en

cuyos casos, también el incremento sélo fue significativo cuando se empleé LPS a 5 pg/mL.

Todo lo anterior muestra que la estimulacion de CDI13, llevada a cabo a través de su
entrecruzamiento con el mAb 452 y un anticuerpo secundario, no es suficiente para modular la
maduracion de moDCs inducida por uno de los ligandos de TLR4 (el LPS). Sin embargo, estos
resultados también sugieren que CDI13 participa como modulador de procesos celulares especificos,
como la internalizacién de moléculas; en este caso se encontré que la estimulacién a través de CD13
puede disminuir la capacidad endocitica de dextrano en moDCs en presencia de niveles muy bajos de

LPS.
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RESUMEN DE LOS HALLAZGOS REALIZADOS

* La expresion de CD13 en moDCs se incrementa al estimular dichas células con LPS, lo anterior
sugiere que CD13 podria participar como modulador de alguno o varios de los procesos celulares

que se desencadenan al inducir maduracién de moDCs a través TLR4.

* El entrecruzamiento de CD13 con el anticuerpo monoclonal 452, no cambia la expresion de los
marcadores de superficie analizados, asi como tampoco la secreciéon de citocinas durante la
estimulacion de las moDCs con LPS. Estas dos caracteristicas son indicativos de la madurez de la
DC y al no verse modificadas por la activacién de CD13, concluimos que CD13 no participa de

la maduracidn a este nivel.

* El entrecruzamiento de CD13 con el anticuerpo monoclonal 452 en moDCs, no modifica la
proliferacién de linfocitos T CD4" alogénicos al ser estimulados con estas células, indicando que

CD13 no es necesaria para la activacion eficaz de estos linfocitos.
* La estimulacién simultdnea de CD13 y de TLR4 disminuye la endocitosis en moDCs, lo que

indica disminucioén en la capacidad de las células para capturar antigenos; por ello se sugiere que

CD13 pudiera estar participando en la optimizacién del procesamiento y presentacion antigénica.

CONCLUSION

* La estimulacion de CD13 no modifica la maduracion de moDCs a nivel de expresion de
marcadores de superficie ni a nivel de produccion de citocinas, no obstante, modula
procesos especificos como la endocitosis. Lo anterior sugiere que CD13 pudiera tener un

papel relevante en procesos de internalizacion celular durante la maduracion de las DCs.
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PERSPECTIVAS

Con el fin de obtener mayor informacién respecto al efecto del entrecruzamiento de CD13 en el
modelo utilizado durante esta investigacion, se sugiere evaluar la produccion de otras citocinas (IL-23,
IL-27, IL-35) por moDCs estimuladas a través de CD13, ya que pudieran estarse modulando citocinas

implicadas en el desarrollo de respuestas diferentes a respuestas inflamatorias tipo Th1.

Como ya se ha descrito, CD13 estd implicada en procesos de motilidad celular y quimiotaxis [78,
85], de forma que también se propone evaluar el efecto del entrecruzamiento de CD13 en moDCs,
luego de la estimulacion de éstas con LPS, sobre la capacidad de migracion en respuesta a quimiocinas
como CCL19 y CCL21, pues en el caso de algunas lineas celulares, el tratamiento de ellas con
anticuerpos anti-CD13 ha disminuido su capacidad de migracioén [78]. Otro posible escenario para la
participacion de CD13 en la modulacién de la migracién celular, podria ser la modulacién de la
expresion de receptores de quimiocinas como CCR7, de forma similar a lo que se ha observado durante
la coestimulacién de TLRs y otros receptores que inducen activacion de las vias de las MAPKs [110],

vias que se activan con la estimulacién de CD13 [93, 94, 101].

Se sugiere evaluar los efectos del entrecruzamiento de CD13 sobre la capacidad de moDCs para
estimular linfocitos T CD8", y en el caso de los linfocitos T CD4", evaluar el perfil efector de los

mismos.

En vista de que el tunico proceso que se vio modificado por el entrecruzamiento de CD13 en moDCs
fue la endocitosis de dextrano, se propone que se estudien los mecanismos a través de los cudles CD13
estd modulando dicho proceso. Al respecto se sugiere que busquen las vias de sefializacion implicadas
en el proceso de endocitosis. Como moléculas candidatas participes en dicha sefializacion se sugieren
MAPKSs como p38. La propuesta del estudio de las vias de sefializacion en las que participa esta
molécula se hace con base en que la p38MAPK participa en la sefializaciéon desencadenada al estimular
DCs con LPS (lo que resulta en la disminucion de la internalizacion de dextrano) [140] y en que es una
de las moléculas que sefializa luego de que es estimulada CD13 [91]. Es importante que el estudio de la
sefalizacion se realice sin dejar de lado la posible contribucion de la actividad enzimética de CD13 en

este proceso.

Puesto que el sinergismo o antagonismo de los efectos de la coestimulacion de diversos receptores

de superficie, dependen del tipo de receptores involucrados [52], no se descarta que CD13 pudiera estar
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modulando los efectos de la sefializacion iniciada por otros receptores. Por ejemplo, se ha visto que en
moDCs, la lectina 2 de tipo C asociada a células dendriticas (DCAL-2) —capaz de inducir senalizacién
a través de MAPKs—, al ser estimulada mediante anticuerpos anti-DCAL-2, modula la produccién de
citocinas y la expresion de CCR7, pero lo hace de manera distinta dependiendo del receptor con el que
se estimule simultdineamente (TLR4, dectina-1 o CD40) [110]. Debido a lo anterior, se propone realizar
un estudio sobre los efectos del entrecruzamiento de CD13 con la estimulacién simultdnea de otros

receptores, principalmente TLRs y CLRs, expresados en la superficie de moDCs.
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ANEXOS

ANEXO A.

EFECTOS DE LA ADICION DE
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Figura 17. Uso de IgG control no afecta la expresion de marcadores de superficie. La expresion de
CD80, CD83, CD86 y de HLA-DR en la superficie de moDCs, se analiz6 luego de que las células fueran
estimuladas con la IgG1 murina control (0.125 pg/mL o 1.25 ug/mL) y un anticuerpo secundario (0.125
pg/mL), en presencia o ausencia de un estimulo de maduracién (LPS 0.05 ng/mL o 5 pg/mL) durante 48
horas. Se muestra la intensidad media de fluorescencia (IMF) correspondiente a la expresion de marcadores
de superficie en moDCs. Las barras horizontales sefialan el valor promedio de la IMF de moDCs de 6
donadores distintos (graficados con diferentes simbolos en cada tratamiento) y las barras de error indican la
desviacion estdndar. * = p <0.05; ** = p < 0.01; *** = p <0.001, respecto a moDCs sin estimulacion.
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Figura 18. IgG control no afecta la secrecién de citocinas. Se colectd el sobrenadante de moDCs
estimuladas con una IgG utilizada como control (0.125 pg/mL o 1.25 pg/mL) y un anticuerpo secundario
(0.125 pg/mL), con o sin LPS 0.05 ng/mL o 5 pg/mL durante 48 horas. El sobrenadante se analizé con
perlas para determinar la concentracién de citocinas mediante citometria de flujo. Se muestra la
concentracién de diferentes citocinas (TNF, IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10 e IL-12) encontradas en los
sobrenadantes de moDCs pertenecientes a 4 donadores distintos. El promedio de las cuatro concentraciones
se seflala con barras horizontales, las barras de error indican la desviacion estdndar. * =p <0.05; ** =p <
0.01; *** = p < 0.001 respecto a moDCs sin estimular.
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Figura 19. IgG murina control no afecta la endocitosis de dextrano en moDCs. moDCs, previo
tratamiento de con una IgG murina no especifica (0.125 pg/mL o 1.25 pg/mL), un anticuerpo secundario
(0.125 pg/mL) en presencia de LPS 0.05 ng/mL o 5 pg/mL, o ausencia de éste, se estudiaron en el contexto
de capacidad endocitica, misma que se evalué por la internalizacién de dextrano-FITC. Se muestra el
porcentaje de moDCs dextrano-FITC* de 8 donadores. Como control negativo del proceso de
internalizacion, se usaron moDCs sin estimular, que se mantuvieron a 4 °C durante el ensayo de
endocitosis. El porcentaje promedio de moDCS dextrano-FITC" se muestra con barras horizontales,
mientras que la desviacion estdndar se indica con las barras de error* = p < 0.05; ** = p < 0.01 respecto a
moDCs sin estimulo.
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Figura 20. IgG control no interfiere con capacidad para activar células T CD4". moDCs
estimuladas durante 48 horas con la IgG murina control (0.125 pg/mL o 1.25 pg/mL), un anticuerpo
secundario (0.125 pg/mL) en ausencia o presencia de LPS 0.05 ng/mL o 5 pug/mL, se emplearon para
activar células T CD4". Se muestran los indices de proliferacion de linfocitos T CD4" estimulados con
moDCs tratadas con tratamientos sefialados. Se muestran los indices de proliferacion correspondientes a 7
experimentos. Los rombos grises corresponden a la proliferacion de células que se cultivaron sin moDCs.
Las barras horizontales indican el valor promedio del indice de proliferacién y las barras de error la
desviacion estdndar. * = p < 0.05; ** = p < 0.01; *** = p < 0.001 respecto a linfocitos T CD4" cultivados
con moDCs sin previa estimulacion.
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ANEXO B.
SOLUCIONES EMPLEADAS

Medio de cultivo RPMI 1640 complementado al 10% de SFB
- RPMI 1640 (Gibco), 1 sobre para preparar 1 L. de medio
- NaHCO; (Baker), 2.2 g
- HEPES (Sigma) 25 mM, 5.9575 g

- B-mercaptoetanol (dilucién en agua ultrapura, 1:100), 7.8 uL
Ajustar el pH entre 7.2 y 7.4 y llevar a un volumen final de 1 L con agua ultrapura (Easypure
UF). Esterilizar filtrando a través de membrana de 0.22 pum de didmetro de poro. Conservar al

menos 3 dias a temperatura ambiente antes de complementar.

Para complementar:
- RPMI 1640 (Gibco) reconstituido como se indic6 anteriormente, 500 mL.
- Penicilina (Sigma), 50 000 U
- Estreptomicina (Sigma), 5 mg
- Glutamina 0.2 M, 5 mL
- Aminodcidos no esenciales 100x (Gibco), 5 mL
- Piruvato de sodio 100x (Gibco), 5 mL
- SFB (Gibco), 50 mL

Mezclar y conservar a 4 °C protegiendo de la luz.

PBS
- NaH,PO4°H,0 (Baker), 0.13 mM
- Na,HPO, (Baker), 0.387 mM
- NaCl (Baker), 8 uM
Disolver las sales en agua ultrapura, ajustar el pH a 7.5 con NaOH vy filtrar a través de

membrana de 0.22 um de didmetro de poro.
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Solucién para lisis eritrocitaria
- NH,C1 3 mM, 5 mL.
- NaHCO; 100 mM, 2 mL
- EDTA 0.5 mM, 1 mL

- Agua ultrapura, 2 mL
Justo antes de realizar la lisis, mezclar el agua y cada una de las soluciones que deberdn estar

estériles y preparadas con agua ultrapura.

Solucién amortiguadora de lavados para citofluorometria
- PBS, 100 mL
- SFB, 5 mL.
- Azida de sodio (Sigma), 0.1 g

Disolver la azida de sodio en el PBS, agregar el SBF y filtrar a través de membrana de 0.45 pm

de didmetro de poro. Conservar a 4 °C.

Solucidn de fijacidn para citofluorometria

- PBS, 100 mL

- Paraformaldehido, 1 g

Calentar el PBS a una temperatura maxima de 45 °C. Disolver el paraformaldehido, de
requerirse, emplear NaOH para disolver. Llevar a temperatura ambiente y ajustar el pH a 7.5 con
HCI. Filtrar a través de membrana de 0.45 pm de didmetro de poro y conservar a 4 °C

protegiendo de la luz.

PBS 5 % de SFB
- PBS estéril, 475 mL
- SFB estéril, 25 mL

Mezclar y mantener en esterilidad.
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