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I.RESUMEN

CD13 es una proteina transmembranal tipo Il, con actividad de exopetidasa, y que
también ha sido caracterizada como receptor de membrana. Esta ultima funcién lo ha
relacionado en procesos bioldgicos como la adhesion celular y la fagocitosis. La
caracterizacion de la participacion de CD13 en la adhesion celular y la fagocitosis se ha
realizado con anticuerpos monoclonales (mAbs) debido a que se desconoce el ligando
natural que active estos procesos. El entrecruzamiento de CD13 con el mAb452 induce la
agregacion celular y la fagocitosis de particulas. Estos datos se han reproducido con otros
mAbs, como el WM15 y el MY7. En cambio el entrecruzamiento de CD13 con los mAbC y
mMADE inhibe la adhesion celular mediada por CD13. El efecto de los mAbC y mAbE en la
fagocitosis mediada por CD13 no ha sido explorado previamente. Debido a que la adhesién
celular y la fagocitosis comparten vias de sefializacién, y a que los mAbC y mAbE ejercen un
efecto inhibidor en la adhesién celular, es posible que el entrecruzamiento de CD13 con
estos mAb no induzca la fagocitosis de particulas, como si ha sido observado con el mAb452.
Por lo anterior, en el presente trabajo se evalud el papel de los mAbC y mAbE en la
fagocitosis mediada por CD13. Se encontré que el entrecruzamiento de CD13 con
fragmentos Fab de los mAbC y mAbE induce la fagocitosis de particulas. Esto se traduce en
la activacién de la cinasa Syk y en la produccion de especies reactivas de oxigeno, ambos
eventos relacionados con la fagocitosis. Por otro lado, se demostré que el entrecruzamiento
de CD13 con los mAbC y mAbE, al igual que con el mAb452, induce la activacién de CR3. En
conjunto estos datos sugieren que el mecanismo principal de activacion de CD13 como
receptor fagocitico mediado a través de los anticuerpos mAbC y mAbE es su agregacion en
la membrana; y este mecanismo podria estar relacionado con otras vias de sefalizacién

mediadas por CD13, como la activacion de CR3.
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1. INTRODUCCION

1.1. Fagocitosis

La fagocitosis es el mecanismo celular que consiste en el reconocimiento e ingestion
de particulas grandes, con didametros mayores a 0.5 um. Este proceso es definido por ser
mediado por un receptor, ser dependiente del rearreglo del citoesqueleto de actina e
independiente de clatrina. Entre las particulas que pueden ser fagocitadas, se encuentran
células muertas o apoptdticas, microorganismos y particulas inertes [1-4].

La fagocitosis es un mecanismo empleado por una gran variedad de organismos,
desde amibas hasta vertebrados. En organismos unicelulares, este mecanismo es empleado
principalmente con fines nutrimentales, mientras que en organismos multicelulares, la
fagocitosis es critica en procesos como el desarrollo embrionario, la homeostasis tisular y la
inmunidad [5, 6]. En organismos pluricelulares, la fagocitosis es un distintivo de células
especializadas pertenecientes al sistema inmunoldgico, incluyendo a monocitos,
macroéfagos, células dendriticas y neutrdfilos. Debido a su alta capacidad fagocitica, estas
células son colectivamente nombradas como “fagocitos profesionales” [7]. Los fagocitos
profesionales constituyen la primera linea de defensa desplegada por el organismo cuando
se enfrenta con microorganismos. Ademas de esto, los fagocitos profesionales participan
en la remodelacién y/o reparacion tisular [8]. En circunstancias especiales [9], otros tipos
celulares como los fibroblastos o las células epiteliales, también son capaces de llevar a cabo
la fagocitosis, aunque con una menor capacidad, por lo que son denominados como
“fagocitos no profesionales” [7]. La distincion primordial entre fagocitos profesionales y no
profesionales, radica en la expresion de una gran variedad de receptores fagociticos

expresados Unicamente por los fagocitos profesionales [6, 7].

1.1.1. Receptores Fagociticos

Las células fagociticas tienen la capacidad de reconocer una gran diversidad de
ligandos, gracias a la expresidn correspondiente de receptores con especificidades distintas.
Algunos de estos receptores soélo participan en la unidon de la particula a la célula,

incrementando la eficacia de su internalizacidn, pero sin ser capaces de inducirla por si solos



[10, 11]. Los receptores fagociticos primarios son aquellos que ademas de reconocer a la
particula, pueden desencadenar las vias de sefializacién para la internalizacidon de ésta [2,
3]. La manera mas aceptada para categorizar a un receptor como fagocitico, recae en su
expresion ectdpica: un receptor puede ser considerado como fagocitico si es capaz de
inducir la ingestidon de particulas al ser expresado en algun tipo celular no fagocitico [5].

Los receptores fagociticos son estructuralmente diversos e incluyen una gama de
familias de receptores, como la superfamilia de las inmunoglobulinas (como los receptores
FcyR, que incluye a los FcyRl, lla, llc y llla), integrinas (por ejemplo CR3, CR4, asB:1 y LFA-1),
receptores “scavenger” (tales como SR-1, CD36 y MARCO), lectinas tipo C (como Dectina-1,
DC-SIGN y el receptor de manosa), moléculas de adhesidon (por ejemplo CEACAM) y
glicoproteinas (como CD44) [10, 12].

Segun el origen de la particula, los receptores fagociticos pueden ser clasificados en
dos grandes grupos: aquellos que median la fagocitosis de cuerpos extrafios, como
microorganismos patogénicos, y otros que internalizan cuerpos enddgenos, como células
apoptéticas [12]. El reconocimiento de cuerpos extranos por receptores fagociticos puede
ocurrir directa o indirectamente. La unidn indirecta involucra moléculas intermediarias
enddgenas, llamadas opsoninas, que son depositadas en los cuerpos extrafos, y que
median la asociacion de la particula con los receptores fagociticos. Dentro de las opsoninas
mas estudiadas se encuentran las inmunoglobulinas y un fragmento del componente 3 del
complemento (iC3b), las cuales son reconocidas por los receptores fagociticos Fcy (FcyR) y
del complemento 3y 4 (CR3, CR4), respectivamente [13]. En contraste, la interaccion directa
involucra el reconocimiento de estructuras en la superficie de la particula, como los
“patrones moleculares asociados a patégenos” (PAMPs, por sus siglas en inglés), por
receptores fagociticos. Los receptores que reconocen PAMPs se conocen como “receptores
de reconocimiento de patrones (PRRs, por sus siglas en inglés)” [11, 13-15]. En la Tabla 1 se
muestran algunos receptores fagociticos y sus ligandos conocidos.

Los receptores de cuerpos enddgenos, reconocen marcadores de superficie en

células apoptodticas, que las distinguen de células sanas. El marcador mas caracteristico de



células apoptaticas es la fosfatidilserina. [12]. En la Tabla 1 se muestran distintos receptores

para cuerpos apoptdticos, asi como sus respectivos ligandos.

Tabla 1. Receptores fagociticos humanos y sus lig

os (Adaptado de Flannaga

RECEPTORES

LIGANDOS

1.RECEPTORES DE CUERPOS EXTRANOS

RECEPTORES DE RECONOCIMIENTO DE PATRONES DE PATOGENOS (PRRs)

Dectina-1 (CLEC7A)

B1,3-glucano

Receptor de manosa (CD206)

manano

BAIll

Lipopolisacéridos

Receptores scavenger

Receptor scavenger A (CD204)

Lipopolisacarido, acido lipoteicoico

CD36

Eritrocitos infectados con Plasmodium falciparum

MARCO

Bacterias gram positivas y gram negativas

RECEPTORES DE OPSONINAS

Receptores Fc

FcyRI (CD64)

1gG1 = 1gG3 > IgG4

FcyRlla (CD32a)

18G3 2 IgG1 = IgG2

FcyRlic (CD32c) 1gG

FcyRllla (CD16a) 18G

FcaRI (CD89) IgA1, IgA2

FceRI IgE
Integrinas

CR3 (aMB2, CD11b/CD18, Mac-1) iC3b

CR4 (aVB2, CD11c/CD18, gp150/95) iC3b

a5p1

Fibronectina, vitronectina

CR1 (CD45)

Lectina de unién a manano, C1q, C4b, C3b

2.RECEPTORES DE CUERPOS APOPTOTICOS

Receptores para fosfatidilserina

TIM-1 Fosfatidilserina

TIM-4 Fosfatidilserina

BAI1 Fosfatidilserina

Stabilin-2 Fosfatidilserina

CD300f Fosfatidilserina

Integrinas

aVp3 MFG-E8, Del-l, vitronectina, vWF, PECAM-1, tenascina, BSP, osteopontina,
trombospondina, LAP-TGFB, fibrindgeno

aVp5 MFG-E8, Del-l, vitronectina, osteopontina, BSP

Receptores scavenger

CD36

Lipidos oxidados (fosfatidilserina, fosfatidilcolina)

SCARF-1

Fosfatidilserina opsonizada con Clq

Receptor scavenger A (CD204)

Lipopolisacérico, acido lipoteicoico

Receptores TAM

Gasb, proteina S

LRP1 (CD91)

Clq, calreticulina




1.1.2. Transduccion de senales en la fagocitosis

Las vias de sefalizacion desencadenadas para la fagocitosis son particulares para
cada receptor. Ademas, durante un proceso fagocitico en condiciones fisioldgicas,
diferentes receptores pueden ser activados simultaneamente, y esto dar como resultado
una respuesta fagocitica compleja. A razon de las diferencias en los procesos fagociticos
mediados por los distintos receptores, la “fagocitosis” es un término amplio que hace
referencia a un conjunto de fendmenos fenotipicamente relacionados, pero
molecularmente distintos [15, 16].

Para fines didacticos, la fagocitosis puede ser dividida en cuatro etapas (Figura 1A):
1) el reconocimiento y union de la particula a la célula fagocitica; 2) el reclutamiento de los
receptores en la membrana y sefializacién temprana; 3) la extension de la membrana
alrededor de la particula y, 4) el sellado de la membrana que envuelve a la particula, al

juntarse y fusionarse los pseudépodos membranales.[5, 17].

1.1.2a. Reconocimiento y union de la particula a la célula fagocitica

El inicio de la fagocitosis es dependiente de la unién y agrupamiento de multiples
receptores fagociticos interaccionando con sus respectivos ligandos, lo que permite
incrementar la avidez de la uniéon y la inmovilizacidén de la particula.[18, 19]. La unién de
multiples receptores es facilitada por la naturaleza dinamica del citoesqueleto de los
fagocitos. Estas células constantemente extienden proyecciones de membrana
dependientes de actina para monitorear a sus alrededores, de modo que la unién de la
particula a la célula es un proceso activo [12, 20].

A pesar de la extensa gama de condiciones en las que los ligandos pueden ser
expuestos a los receptores, todos los blancos fagociticos tienen una propiedad en comun:
presentan a la célula fagocitica un arreglo multivalente de ligandos. Aparentemente, la
mayoria de los receptores fagociticos requieren Unicamente de su agrupacién en el plano
de la membrana para ser activados, tal es el caso de los FcyRs o Dectina-1. Otros receptores
requieren ademas de cambios conformacionales para ser activados, como el CR3 [5, 21]. La

activacion de los receptores fagociticos permite el inicio de la transduccién de sefiales para



la fagocitosis y otras respuestas, como si se desencadenarda o no una respuesta pro-

inflamatoria o anti-inflamatoria [18, 19].

1.1.2b. Eventos tempranos de sefializacion

Existen puntos convergentes en las vias de sefializacion fagociticas desencadenadas
por los diferentes receptores fagociticos, y todas culminan en la activacion de moléculas
que coordinan el rearreglo del citoesqueleto de actina y la remodelacién de la membrana
celular para poder internalizar a la particula.

La via de sefalizacion fagocitica mejor caracterizada es la activada por los FcyRs
activadores (FcyRI, FcyRIla y IIC; y FeyRIlla), y es empleada como base para el estudio de las
vias de sefializacidn fagociticas de otros receptores. La sefializacidén a través de los FcyRs
activadores de la fagocitosis, inicia cuando éstos se agrupan lateramente, lo que ocasiona
la fosforilacién de sus dominios ITAM (motivos de activacion basados en tirosina, por sus
siglas en inglés) por cinasas de tirosinas itinerantes de la familia Src, como Lyn, HcK y/o Fgr.
Este proceso es replicado numerosas veces segin la membrana va envolviendo a la
particula[12]. Se ha postulado que la agregacion de las cadenas con ITAMs activa la sefial
porque incrementa la concentracidén local de moléculas de sefializacién[22]. Los ITAMs
fosforilados sirven de punto de anclaje y activacion de la cinasa Syk. La cinasa Syk activada
fosforila una variedad de sustratos intracelulares para la activacién de funciones efectoras,
como la activacion transcripcional, el rearreglo del citoesqueleto y la liberacién de
mediadores inflamatorios (Figural.1B). Syk es esencial para la fagocitosis mediada por los
FcyRs, ya que macrofagos de ratones syk-/- no pueden completar la fagocitosis mediada por
estos receptores, quedando arrestada en la formacién de la copa fagocitica, evidenciando
ademas que existen eventos de sefializacion tempranos independientes de Syk [12, 23].

La activacion de la cinasa Syk también ha sido evidenciada durante la fagocitosis
mediada por otros receptores, como Dectina-1 y CEACAM3, poseedores de motivos tipo
ITAM[18, 24, 25], y en la fagocitosis mediada por CR3 y CD44. A pesar de que la activaciéon
de Dectina-1 activa a Syk en procesos fagociticos, se ha demostrado en algunos tipos
celulares, en los que se ha inhibido a Syk o que son deficientes de ella, que esta cinasa no

es esencial para la fagocitosis, pero si para otras respuestas como la produccién de especies



reactivas de oxigenos (ROS) [18, 26]. El papel de Syk en la fagocitosis mediada por CR3 es
controversial. Inicialmente se asumiod que la fagocitosis mediada por CR3 era independiente
de Syk por carecer de motivos ITAMs, ademas de se observo que la fagocitosis mediada por
CR3 no es afectada en macréfagos syk-/-. Sin embargo, un estudio mas reciente demuestra
que Syk es fosforilada durante el proceso fagocitico y que el bloqueo de la expresion de Syk
por activacion del gen o por expresién de un alelo negativo, inhibe la internalizacion de
particulas. El mecanismo de activacion de Syk por receptores carentes de ITAMs tampoco
es claro, por lo que se sugiere que proteinas adaptadoras como DAP-12 podrian participar

en su activaciéon[27].

1.1.2c.Polimerizacion de actina y formacién del fagosoma

Todas las formas de fagocitosis tienen en comun que la F-actina es reclutada debajo
de la superficie de las particulas unidas a la célula en estructuras tridimensionales que
permiten la extension de la membrana para envolver a la particula que se va a fagocitar.
Esta estructura es denominada como copa fagocitica [13, 17, 20, 28, 29].

Las cinasa Syk activada fosforila a otras proteinas celulares que participan en la
sefnalizacidn, incluyendo moléculas adaptadoras como LAT, lo que lleva a la formacion de
complejos de sefalizacion en la membrana, facilitdndose la activacion de enzimas
involucradas en las vias de sefalizacion como la PI3K, PLCy, y otras[15].

La proteina transmembranal LAT se une a Syk y es fosforilada por ella. La
fosforilacion de LAT induce el reclutamiento de proteinas adicionales como Grb2, Gab2 vy
Grkll. Estas proteinas parecen ser criticas para la sefializacidon, ya que en macréfagos
deficientes de Gab2 o el silenciamiento de Crkll con RNAi se inhibe la fagocitosis [15, 30].

La senalizacion de Syk es requerida también para la eficiente fosforilacién de PI3K.
[3, 31]. PI3K, es reclutada para formar complejos con Syk y Gab2. Su reclutamiento es
seguido de la fosforilacidn y su consecuente activacién. Esta enzima genera a su vez PI-3,4,5-
trifosfato (PIP3) a partir de fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2). Durante la fagocitosis a
través de los FcyRs, la acumulacion de PIP3 dirige la adicion de membrana para proveer de
la necesaria para la extensidn de seuddpodos [18, 32]. Asimismo, el PI3P se acumula en la

copa fagocitica y es requerido para la maduracién del fagosoma [32].



La PLCy actua sobre fosfolipidos de inositol de la membrana, dando lugar a la
generacion de diacilglicerol (DAG) y de inositol 1,4,5 trifosfato (IPs3). El IP3 tiene receptores
en el reticulo endopldsmico, y su unién causa la liberacién de iones Ca%*, que actiian como
segundos mensajeros. El aumento de la concentracion de Ca?* en el citosol, aunado a la
producciéon de DAG, da lugar a la activacion de miembros de la familia de las proteinas
cinasas C 6 PKC, con la resultante fosforilacién de una serie de substratos que participan en
la respuesta celular[24].

Las proteinas cinasas C (PKC) son una familia de cinasas de serina/treonina que son
activadas por diacilglicerol (DAG), fosfatidilserina (PS) y en el caso de algunas isoformas, por
iones Ca?*. La inhibicion farmacolégica de PKC con estaurosporina o calfostina C resulta en
una disminucién de la fagocitosis mediada por los FcyRs, aunque no es claro el papel de
cada isoforma en el proceso. Se ha sugerido que las isoformas clasicas de PKC participan en
el estallido respiratorio inducido por FcyRs, pues al depletar la célula de Ca2+, este proceso
se inhibe pero no la fagocitosis [30].

La cinasa ERK también se ha involucrado en la sefializacién a través de los FcyR. Esta
cinasa pertenece a la familia de las cinasas de serina/treonina citosdlicas activadas por
mitogenos o MAP cinasas (MAPK). La activacion de la via de ERK media la comunicacion
entre el receptor y la via de Ras, a través de la formacion de complejos multiméricos entre
proteinas adaptadoras y factores de intercambio de nucledtidos de guanina. En la activacion
mediada por FcyRs se ha observado el ensamblaje de la proteina adaptadora Grb2 y la
proteina intercambiadora de GTP: SOS. El complejo Grb2/SOS conduce a la activaciéon de
proteinas G de bajo peso molecular como Ras, Rac y Rho. (36, 37). Entre los sustratos
conocidos de ERK incluyen proteinas asociadas a citoesqueleto como la cinasa de la cadena
ligera de la miosina (MLCK).

Aun cuando la cascada de sefializacion precisa que liga a los receptores fagociticos
activados con la polimerizacidon de actina no esta totalmente entendida, es claro que la
familia de las Rho-GTPasas controla el rearreglo del citoesqueleto de actina durante la
internalizacion [15]. Los FcyRs reclutan y activan a Cdc42, Racly Rac2 [16, 18].Las evidencias

hasta ahora demuestran que, a través de la activacidn de distintas proteinas, Cdc42 puede



regular la extension de los seuddpodos y que Racl participa en el cierre del fagosoma [31].
Durante la fagocitosis mediada por CR3, la acumulacion de F-actina y la internalizacién de
la particula dependen de RhoA, y parecen ser dependientes de Racl y Rac2, e
independiente de Cdc42[12, 33].

Como es el caso para los FcyRs, la fagocitosis mediada por Dectina-1 también
involucra cinasas de la familia Src, asi como PI3K, PKC, Cdc42 y Racl. A pesar de que la
activacion de Dectina-1 en procesos fagociticos activa a Syk, PI3K y Rac, se ha demostrado
en algunos tipos celulares en que se ha inhibido Syk o en células deficientes de Syk, que esta
cinasa no es esencial para la fagocitosis, aunque si para otras respuestas inducidas por
Dectina-1, como la produccion de especies reactivas de oxigeno[18].

Durante la fagocitosis mediada por los FcyRs, el complejo nucleador Arp2/3 soporta
la polimerizacién de actina. Arp2/3 promueve la formacion de filamentos de actina
ramificados al nuclear la polimerizacion del lado de un filamento existente. Arp 2/3 puede
ser activado por factores promotores de nucleacién: las proteinas del sindrome Wiskott-
Aldrich (WASP)/ N-WASP y las proteinas de la familia Scar/WAVE, las cuales son efectores
corriente debajo de Cdc42 y Rac, respectivamente. WASP es estimulado por la accidn
combinada de Cdc42 activa y PIP2. La formacidn de estos complejos es importante para el
desarrollo de la copa fagocitica [34]. Los filamentos de actina requeridos durante la
fagocitosis son polimeros dinamicos formados por la asociacién continua de mondmeros de
actina en un extremo y disociacién en el otro, y su formacidn precisa de la actividad de

nucleadores.
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Figural.l. Vias de sefalizacion en la fagocitosis. La via de sefializacidn es particular para cada receptor fagocitico. A) Para
fines didacticos la fagocitosis puede ser dividida en cuatro pasos generales. a. Reconocimiento y unién de la particula
fagocitable. Extensiones de la membrana permiten explorar el ambiente en busca de particulas. b. La unién de la particula
a la célula permite la agregacion de los receptores fagociticos, dando inicio a la sefializacion intracelular temprana. c.Las
vias de sefalizacién convergen en la estimulacién de la polimerizacidn de activa alrededor de la particula para envolverla.
d. Después de envolver a la particula, se estimula la despolimerizacion de actina alrededor de la particula para permitir el
sellado de la vesicula y dar origen al fagosoma. Adaptado de Spencer A. Freeman, Sergio Grinstein (2014) Phagocytosis:
receptors, signal integration, and the cytoskeleton. Immunological Reviews. 262: 193-215. B) La agregacion de los
receptores inicia la activacion de cinasas de tirosina, incluyendo a cinasas de la familia Src y a Syk. Este paso es mediado en
los FcyRs por el motivo ITAM; en Dectina-1, por el motivo tipo-ITAM; o enCR3 a través de moléculas adaptadoras. Esto es
seguido del reclutamiento de proteinas adaptadoras que permiten la activacién enzimas modificadoras de lipidos, como
PLC y PI3K; y de factores intercambiadores de nucleétidos de guanina (GEFs) como Vav. Estas ultimas moléculas a su vez
activan a proteinas de la familia RhoGTPasas (Cdc42, Racl, Rac2, RhoA), las cuales activan el complejo de nucleacién de
actina Arp2/3 complejos nucleadores de actina, lo cual dirige la polimerizacidn de actina para la extensidn de pseudépodos
alrededor de la particula.



1.1.2d. Formacion del fagosoma

El ensamblaje de actina en el sitio de unién de la particula es inducido segundos
después de la ligacion de los FcyRs, iniciando la formacion de la copa fagocitica que rodea
la particula y que se desensambla segun va siendo formado el fagosoma. El desensamble
de la copa fagocitica requiere de la desaparicidon de PIP2, el cual es mediado por PLCy y
estimulado por PI3K. La secuencia de pasos, union del ligando, entrecruzamiento del
receptores y fosforilacién de tirosinas en el ITAM, es repetida muchas veces tanto como
pseuddpodos crecen alrededor de la superficie de la particula a fagocitar. Los pseuddpodos
rodean a la particula en una forma de “zipper” hasta que eventualmente se encuentran y
se fusionan encerrando a la particula, dando origen a un nuevo organelo celular: el

fagosoma[13, 35].

1.1.3. Maduracidn del fagosoma: el fagosoma como organelo microbicida

El fagosoma recién formado es incapaz de llevar a cabo su tarea basica: degradar su
contenido. Esta propiedad la adquiere a través de un complejo proceso de maduracién. En
un inicio, el fagosoma se fusiona secuencialmente con endosomas tempranos, endosomas
tardios y finalmente con lisosomas, formando asi fagosomas tempranos, fagosomas tardios
y fagolisosomas, respectivamente [5, 13, 36]. Mientras ocurre esta transformacioén, los
fagosomas se vuelven organelos acidos, adquieren propiedades oxidativas y se enriquecen
en hidrolasas. [13]. El fagosoma maduro es el organelo final microbicida y degradativo, que
puede digerir proteinas, lipidos y carbohidratos [12].

El tipo de respuesta final de la célula fagocitica varia segln la naturaleza de la
particula fagocitada y el receptor fagocitico a través del cual se llevd a cabo el proceso. Por
ejemplo, la fagocitosis de un patdégeno puede llevar a su degradacién preservando
determinantes antigénicos que pueden ser presentados a linfocitos, y a la induccién de
respuestas inflamatorias. Contrariamente, cargos en el fagosoma derivados de cuerpos
apoptoticos son rapidamente degradados en una forma inmunolégicamente silenciosa[12,

13, 36]. Asimismo, la fagocitosis a través de los FcyRs dirige a la produccién de lipidos pro-
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inflamatorios (como el acido araquidodnico) e intermediarios de especies reactivas de
oxigeno, mientras que la fagocitosis a través de CR3 no lo hace [16].

En cuanto a la fagocitosis de patdgenos, los fagocitos inician una via para inducir la
muerte de ellos, en parte dirigiéndolos a lisosomas que son ricos en enzimas hidroliticas, y
también orquestando la produccion de especies reactivas de oxigeno en el lumen del

fagosoma [13].

1.1.3a. Acidificacion del fagosoma

La fusion con los lisosomas, convierte a los fagosomas en un organelo
competentemente microbicida. Bioquimicamente, su interior es distinguido por un
enriguecimiento de hidrolasas de la familia de las catepsinas, una pronunciada acidez en su
lumen (pH 4-5-5), y la ausencia de PIP3, M6PR y LBPA. La acidificacién del fagolisosoma es
generada por V-ATPasas. Esta acidificacidn que por si misma contribuye a la degradacion de
su blanco y restringe el crecimiento de microorganismos, es también requerida para la
activacién de las hidrolasas lisosomales (como las catepsinas D y L), que funcionan
Optimamente a pH bajo. Este proceso ocurre dentro de la mayoria de los tipos celulares,
incluyendo “los fagocitos no profesionales” como los fibroblastos, pero no asi en células
dendriticas inmaduras, las cuales parecen mantener activamente un pH alcalino dentro de

sus fagosomas [4, 12].

1.1.3b. Produccion de especies reactivas de oxigeno

La funcién primaria de la produccion de ROS por fagocitos es matar a
microorganismos. La produccién de especies reactivas de oxigeno en los fagolisosomas en
llevada a cabo por la isoforma NOX2 de la oxidasa de NADPH [37]. NOX2 es un complejo
proteico constituido por proteinas integrales de membrana (gp91 phox y p22Phox) y
proteinas solubles que existen como un complejo citosdlico (p67phox, p47phox,
p40phox)[38]; que se ensambla en respuesta a sefiales proinflamatorias para mediar la
produccién del anién superéxido (O73) al transferir electrones de NADPH a oxigeno
molecular[2]. La activaciéon de NOX2 es altamente regulada, y es disparada por la union de

particulas, bacterias, hongos o mediadores inflamatorios solubles a receptores especificos
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en la superficie de células fagociticas. [15, 31, 37].El O producido por NOX2 es por si solo
una especie citotéxica, pero también puede ser reducido para formar especies mas
reactivas. Las ROS derivadas de la accion de NOX2 representan una potente faceta
microbicida de la respuesta antimicrobiana del macréfago, dado que sus componentes
oxidan letalmente a carbohidratos, lipidos y acidos nucleicos de los microorganismos[12,
37].

No todos los fagocitos montan una misma respuesta oxidativa dependiente de
NOX2. Por ejemplo, la respuesta montada en los macrofagos varia dependiendo de su
estado de activacién. Macrofagos que son polarizados a M2 tienen una menor capacidad
para producir ROS a través de la activacion de la NOX2 debido a una menor expresién de
gp90phox, mientras que macréfagos polarizados a M1, presentan una mayor produccién
de ROS[39]. En este sentido y parecido a la acidificacidn, los ROS fagosomales y NOX2 son

componentes integrales que modulan la fisiologia de fagosomas proinflamatorios [40].
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1.2. CD13

La Aminopeptidasa N o CD13 (EC 3.4.11.2) es una exopeptidasa, perteneciente a la
familia M1 de las zinc-metaloproteinasas denominadas gluzincinas [41]. Esta enzima ha sido
descrita como una proteina multifuncional y muchas de las actividades bioldgicas en las que
participa son independientes de su actividad como proteasa[42, 43]. Recientemente,
nuestro grupo describié a CD13 como un receptor fagocitico primario, pero la via de
sefializacidn ha sido poco caracterizada y otros aspectos implicados durante la fagocitosis
aun no han sido precisados, como el mecanismo de activacién de CD13 como receptor

fagocitico y su ligando natural en este proceso.

1.2.1. Expresion tisular

La localizacion tisular de esta proteasa es amplia. CD13 puede ser encontrada en el
epitelio renal, intestinal y tiroideo, en el sistema nervioso, células tipo fibroblasto, higado y
canaliculos biliares, placenta, pulmoén y en el musculo esquelético; asi como en células
endoteliales en procesos angiogénicos [44, 45]. También es expresado en células madre vy,
de interés para este proyecto, en células del sistema inmune del linaje mielomonocitico
(monocitos, macrofagos y células dendriticas). Debido a que células Ty B evolucionan a un
estadio CD13 negativo tras haber madurado, CD13 ha sido empleada como un marcador
mielomonocitico [46].

También una forma soluble de CD13 (sCD13) puede ser detectada en el suero. La
presencia de sCD13 también ha sido reportada en la bilis, el fluido seminal humano, el fluido

broncoalveolar y en el fluido sinovial[47].

1.2.2. Sintesis y localizacion subcelular

CD13 es sintetizado como mondmero en el reticulo endopldsmico y su
homodimerizacion no covalente ocurre antes de que sea transportado fuera del reticulo
endoplasmico, previamente a su glicosilacion en el Golgi [48]. La localizacidn subcelular de
CD13 se subyace, al ser una proteina transmembranal, a compartimentos de la via
secretoria, a la membrana citoplasmatica, endosomas y fagosomas tempranos. En la

membrana plasmatica, CD13 ha sido localizado en balsas lipidicas en monocitos,
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sinoviocitos y enterocitos [49]. Asimismo, no es sintetizada como zimoégeno, por lo que no

requiere de procesamiento proteolitico para ser activa como enzima [50, 51].

1.2.3. Estructura

CD13 es una proteina transmembranal tipo Il, constituida por 967 aminoacidos. Esta
altamente glicosilada y tiene un peso molecular aproximado de 160kDa, sus residuos de
carbohidratos constituyen alrededor del 40% del peso molecular. Su porcidn citosédlica esta
constituida por apenas 8 aminodcidos. La porcidon transmembranal probablemente consta
de una hélice alfa, con una longitud de 32 aa[52]. En la porcion extracelular se pueden
identificar 4 dominios estructurales (I-1V), y un tallo rico en Ser/Thr, que une al dominio |
con la region transmembranal (Figura 1.2A). El dominio Il posee el plegamiento tipo
termolisina y contiene a los motivos caracteristicos de las metaloproteinasas M1,
3BHEXXHX1sE* !y 392GXMENS3°®, presentes en el sitio de unidn a zinc y en el sitio catalitico,
respectivamente. CD13 se expresa en la superficie celular como un homodimero, y la
interfaz dimérica es mediada por interacciones no covalentes entre residuos del extremo C-
terminal, pertenecientes Unicamente al dominio IV de cada monémero(Figura 1.2B) [53].

Recientemente la estructura cristalografica de CD13 de humano fue determinada.
Tras el alineamiento estructural con la aminopeptidasa ERAP1, que posee caracteristicas
estructurales similares a las de CD13, fue posible identificar que CD13 puede adquirir una
conformacion abierta o cerrada. La conversidn de una conformacion a otra depende del
movimiento de un asa flexible de ocho residuos (3*'YGGGSFSF8%8) del dominio IV. El
movimiento de esta asa depende a su vez de la unidn de sustratos o inhibidores de CD13 a
su sitio catalitico (Figural.2C). En el andlisis de distintos complejos de CD13 con moléculas
unidas a ella, se identifico que esta asa puede asumir diferentes conformaciones
particulares, dependiendo de la molécula unida al sitio catalitico. Esto evidencia que la
unién de algunos sustratos o ligandos puede estabilizar a CD13 en su conformacién abierta
o cerrada [53].

Debido a que CD13 es una proteina transmembranal, el arreglo dimérico dado en el
lado extracelular lleva a una estructura tipo arco en ese lado de la membrana. Esta

arquitectura es de particular importancia dada la sugestién de que cada monémero puede
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asumir la conformacién abierta o cerrada, y el paso de conformacion cerrada a abierta
conduce a un cambio grande, de 54 a 102 A, en la distancia entre los extremos amino de
cada mondmero unido a la membrana. La conversién de un dimero abierto/abierto a uno
cerrado/cerrado por lo tanto lleva a un cambio conformacional grande, que podria ser la
base de los eventos de transduccion de sefial a los que CD3 ha sido asociado(Figural.2E,F

yG) [53].

1.2.4. Implicaciones funcionales de CD13

La inhibicion de la actividad enzimatica de CD13, ya sea con inhibidores
farmacoldgicos o anticuerpos monoclonales (mAbs), evidencié su capacidad de participar
en multiples procesos bioldgicos independientemente de su actividad como proteasa. Asi
que, tras la union de un ligando, CD13 puede funcionar como una enzima, como un receptor
y/o como una molécula de sefializacion [42].

CD13 regula la actividad de numerosos péptidos al procesarlos enzimaticamente por
su extremo N-terminal. Por ejemplo encefalinas, angiotensinas, tufsinas, citocinas vy
guimiocinas y proteinas de matriz extracelular. Dependiendo de la localizacién tisular de
CD13 vy los sustratos enzimaticos que ahi se encuentren, CD13 como enzima ha sido
relacionado en la diferenciacién y la motilidad celular, entre otros procesos. Algunos
fendmenos complejos en los que participa CD13, como la angiogénesis, la invasién tumoral
y la quimiotaxis, pueden ser el resultado de la combinacidon de sus tres funciones. En
cambio, en otros procesos como la union y endocitosis de particulas virales, la fagocitosis y
la adhesion celular, CD13 puede fungir como receptor y molécula de senalizacion[42]. A
continuacion, se exponen algunos procesos en lo que participa CD13, particularmente como

receptor y molécula de sefializacion.
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Figural.2. Estructura del dimero de CD13. A) Organizacion lineal de los dominios de CD13 de humano. En blanco se muestra
el dominio citoplasmatico, en negro el segmento transmembranal, en gris el tallo rico en Ser/Thr. Los dominios
extracelulares I-IV se muestran en azul, verde, rosa y amarillo, respectivamente. El nimero debajo de la estructura indica
el sitio de inicio de cada dominio. B) Diagrama de listones del dimero de CD13, se muestra su probable orientacion respecto
a la membrana plasmatica, con los dominios coloreados como en A). C) y D) Vista de libro abierto de la superficie de CD13
seccionada transversalmente. C) Estructura cerrada de cada mondémero de CD13 con la cavidad interna catalitica de CD13,
el asa movible se muestra en rojo, en complejo con el péptido AnglV coloreado en amarillo, unido al sitio catalitico. D)
Representacion de la estructura abierta de cada mondmero, con el sitio catalitico expuesto a solventes. E) y F)
Representacion de la superficie de CD13 visto desde la membrana, con cada mondmero modelado en la estructura E)
cerrada y F) abierta. G) Superposicién de la conformacién cerrada (verde, E) y abierta (azul, F). El extremo N-terminal que
conecta a la regién transmembranal de cada mondmero esta coloreado en negro. E), F) y G) Los valores numéricos hacen
referencia a la distancia entre los extremos N-terminal de cada mondémero. (Wong, A.H., Zhou,D., Rini, J.M.(2012) The X-
ray crystal structure of human aminopeptidase N reveals a novel dimer and the basis for peptide processing. The Journal
of Biological Chemistry 287, 36804-13).
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1.2.4a. Receptor viral

Ha sido reportado que CD13 media la endocitosis de virus, proteinas, péptidos y
anticuerpos en distintos tipos celulares. Han sido descritas dos formas de endocitosis
mediadas por CD13, una caveola-dependiente y la otra clatrina-dependiente[42, 54, 55].

Una de las funciones mejor conocidas de CD13 es su rol como receptor viral es varias
especies. En el humano, CD13 es un receptor para coranovirus humano 229E (HCoV-229E).
La adicidn de particulas virales del HCoV-229E en células de humano de origen monocitico
induce la agregacién de CD13 en la membrana celular, formacién de fibras de actina
longitudinales y conlleva a la internalizacion del complejo CD13- HCoV-229E.
Importantemente, resultados similares fueron obtenidos con el empleo de anticuerpos
anti-CD13 [54].

Otro trabajo ha implicado a CD13 en la infeccién viral por el citomegalovirus humano
(hCMV)[56]. En este trabajo se comprobd que todas las células que son susceptibles a la
infeccion de hCMV in vitro expresan CD13 y que la infeccidon se bloquea tras el tratamiento
con anticuerpos anti-CD13. La unién del hCMV a monocitos, induce el aumento de Ca?*
intracelular que resulta en la inhibicién de la diferenciacién de monocito a macrofago. Este
mismo efecto puede serinducido con el tratamiento de los monocitos con anticuerpos anti-
CD13. Este conjunto de datos expone a CD13 como una molécula receptora en la membrana
celular y capaz de inducir senalizacion celular, y que el uso de anticuerpos puede reflejar las

consecuencias funcionales de la unién de un ligando polivalente natural.

1.2.4b. Adhesion celular

CD13 es capaz de mediar la adhesidn celular homotipica y heterotipica, tanto in vitro
como in vivo. De una manera general, en el conjunto de trabajos que describen a CD13
como molécula de adhesidn, se ha requerido del entrecruzamiento de CD13 para observar
su participacién en la adhesion celular, ya sea inducido con particulas virales o con
anticuerpos monoclonales (mAbs), lo cual sugiere que CD13 participa en la adhesién celular

contribuyendo con sefiales bioquimicas que regulan este fenémeno.
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En un trabajo pionero de nuestro laboratorio se demostro que el entrecruzamiento
de CD13 con el mAb452 en células U937 y monocitos humanos aislados de sangre periférica,
induce la agregacion homotipica (AH); de una manera dosis y tiempo dependiente, es decir
la agregacidon de células del mismo tipo; a diferencia de la agregacion heterotipica que
involucra la interaccion de diferentes tipos celulares. En este estudio, se emplearon otros
mAbs anti-CD13: el mAb WM15, el mAb MY7 y el mAb WMA4.7; los dos primeros inhibidores
de la actividad enzimatica. Interesantemente, los mAb WM15 y MY7 también fueron
capaces de inducir agregacion homotipica a través de CD13, mientras que el
entrecruzamiento de CD13 con el mAb WMA4.7 no indujo agregacion a ninguna
concentracion. Debido a que los mAbs inductores de la AH (452, WM15 y MY7) se unen a
un sitio cercano al de unién de Zn, y a que el anticuerpo WM4.7 se une a otro sitio, se sugirio
que la capacidad de inducir agregacion celular de los tres mAbs inductores, depende de su
union a un sitio particular, cercano al sitio catalitico de CD13. En este trabajo también se
demostrd que la AH mediada por CD13 depende de la activacién de cinasas de la familia Src
y MAPK; PI3K y PKC, pues su inhibicién farmacoldgica abate la AH. Asimismo, se observd
que durante la AH, CD13 se redistribuye a las zonas de contacto entre célula y célula,
sugiriendo que CD13 tiene una participacidn activa en este proceso. Aunado a esto, las
proteinas Grb2 y Sos coinmunoprecipitan con CD13 de lisados de células U937 en estado
basal o agregadas, y debido a que Grb2 es una proteina adaptadora involucrada corriente
arriba en la via de sefializacion de Erk1/2 y MAPK, se sugiere que esta podria ser la via para
la activacion de ellas por medio de CD13[57].

Se ha demostrado también que CD13 participa en el proceso de adhesién
heterotipica. Al entrecruzar a CD13 con mAbs (452, Y2Ky WM15) en células U937 y ponerlas
con contacto con monocapas de células endoteliales, se observa una mayor adhesién de las
células monociticas en comparacion con células que no tuvieron entrecruzamiento de
CD13.Al igual que la AH, es necesario el entrecruzamiento de CD13 para observar su
participacion en la adhesion heterotipica. La agregacion heterotipica también requiere de

la sefializacidn de cinasas de tirosina y rearreglos del citoesqueleto de actina[57, 58].
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En una caracterizacion mas profunda de las vias de sefializacion desencadenadas en
la agregacion celular mediada por CD13, se demostréo que la adhesién de células
monociticas a células endoteliales depende de la fosforilacion de Tyr6, localizada en Ia
porcion citoplasmatica de CD13. Con el empleo del inhibidor farmacolégico de las cinasas
de la familia Src, se identifico la participacién de estas cinasas en la fosforilacién de CD13.
También se confirmd la activacién de otras cinasas, como FAK y ERK, en la sefializacidon
corriente debajo de la fosforilacion de CD13.La sustitucion de la Tyr6 de CD13 por una
fenilalanina, resulta en la inhibicion de la adhesién de monocitos a células endoteliales in
vitro, lo que valida a CD13 como una molécula capaz de mediar la transduccion de sefiales.
Ademas, experimentos realizados in vivo sugieren que la fosforilacion de la Tyr6 de CD13 es
un evento crucial durante la adhesién y/o trafico de células monociticas a sitios de
inflamacién. Interesantemente, con la expresion de moléculas de CD13 quiméricas en
células monociticas murinas, se demostré CD13 media la agregacion celular homo- vy
heterotipica a través de interacciones homofilicas, es decir de la interaccién de una
molécula de CD13 de una célula con otra en la otra célula[59].

Durante el estudio de los mecanismo por los que CD13 median la agregacion celular,
en nuestro grupo de investigacion se han producido dos mAbs anti-CD13, el mAb Cy el mAb
E. Laimportancia de los mAbC y mAbE se remarca por poseer efectos funcionales diferentes
a las observadas sobre la agregacion homotipica y heterotipica con los anticuerpos
activadores de la agregacion celular (mAb452, WM15 y MY7). En un apartado mas adelante,
se describen los efectos del entrecruzamiento de CD13 con estos anticuerpos y algunas

caracteristicas de ellos.

1.2.4c. Modulador fagocitico

CD13 es capaz de modular positivamente la sefializacion en la fagocitosis mediada
por los FcyRs y otros receptores fagociticos de la inmunidad innata. Durante la fagocitosis
de particulas opsonizadas con IgG en células de humano de origen monicitico, se observd
que CD13 se redistribuye a las zonas de interaccién célula-particula, y que CD13 era
internalizado en el fagosoma. También se observé que tras la agregacién de los Fcy Rs, CD13

colocalizaba parcialmente con estos receptores; y al agregar a CD13, el FcyRI se redistribuye

19



a la misma zona de la membrana. La redistribucién de CD13 junto con los FcyRs (FcyRl y
FcyRIl) simultaneamente fue reportado por otro grupo, en el que muestran que CD13 co-
localiza a la misma zona de la membrana con esos receptores fagociticos después de ser
agregados [60]. El papel funcional de la colocalizacién de CD13 con los FcyR, se comprobd
tras el entrecruzamiento de CD13 en células expuestas a particulas fagocitables por los
FcyRI, y observar un aumento en la fagocitosis de las particulas (220%) en comparacién con
células en las que no fue entrecruzado CD13. Al evaluar la activaciéon de Syk, se encontrd
que el entrecruzamiento simultaneo de CD13 y FcyRI, aumentaba el nivel y tiempo de
fosforilacion de Syk, comparado con la fosforilacién de Syk inducida sélo por la agregacién
de los FcyRI[61].

En otro trabajo de nuestro equipo, se demostrd que la agregacion de CD13 con el
mAb452 en macrofagos y células dendriticas derivados de monocitos de sangre periférica,
modula positivamente la fagocitosis de particulas de zimozan y E. coli inactivadas por calor,
sugiriendo que CD13 también puede modular positivamente la fagocitosis mediada por
receptores de la inmunidad innata. En este conjunto de proyectos, se observd la fagocitosis
de particulas dirigidas selectivamente a CD13, lo que sugiri6 que CD13 podria ser
propiamente un receptor fagocitico, y no sélo modular la senalizacion intracelular

desencadenada por otros receptores [62].

1.2.4d. CD13 es un receptor fagocitico

Recientemente, nuestro grupo de trabajo examiné si CD13 puede funcionar como
un receptor fagocitico primario. Los resultados obtenidos indicaron que CD13 es un
receptor fagocitico competente, capaz de mediar la fagocitosis de particulas grandes (2-4
um de didmetro), y las vias de sefializacién desencadenadas en este proceso involucran a
Syk y PI3K[63].

El primer acercamiento para determinar la capacidad fagocitica de CD13, fue dirigir
particulas fagocitables selectivamente hacia CD13 en células de humano de origen
monocitico y se observd una fagocitosis significativa de estas particulas, en comparacion
con las células recubiertas con otro anticuerpo control o sin tratamiento. La internalizacion

también se ratificé por microscopia confocal, comprobando que las vesiculas contienen
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particulas grandes, cuya internalizacidn requiere del rearreglo del citoesqueleto de actina.
Este hecho fue ratificado con el empleo de citocalasina-D (inhibidor de la polimerizacion de
actina) disminuyéd significativamente la fagocitosis de las particulas.

Debido a que las vias de sefializacién de algunos receptores fagociticos canénicos
requieren de la activacion de Syk y PI3K, se evalud si la fagocitosis a través de CD13 requiere
de la activacion de estas moléculas. Por citometria de flujo se determind que la fagocitosis
mediada por CD13 involucra la activacion de Syk, encontrando que su pico de fosforilacion
ocurre a los 45 segundos. Sin embargo, tras el empleo de BAY 61-3606, se observé que la
fagocitosis mediada por CD13 se redujo apenas un 35%, mientras que la fagocitosis mediada
por el receptor FcyRl se inhibié totalmente a la misma concentracion de BAY 61-3606. Estos
datos sugieren que la activacion de Syk contribuye a la fagocitosis mediada por CD13, pero
no es esencial. En la evaluacion de la participacion de PI3K en la fagocitosis medida por
CD13, se determind el efecto de su inhibicidn en la fagocitosis mediada por CD13 y por los
FcyRI en células de origen monicitico. Al igual que la fagocitosis mediada por los FcyRl, la
fagocitosis a través de CD13 fue inhibida significativamente. Esto sugiere que PI3K también
es requerida en la fagocitosis mediada por CD13.

La expresion ectépica de CD13 en células no fagociticas, las células epiteliales
HEK293, posibilitd que estas células fueran capaces de internalizar particulas a través de
CD13. Este experimento permitié descartar la contribucién de los FcyRl y de otros
receptores fagociticos importantes en la fagocitosis mediada por CD13 observada en las
células monociticas. En conjunto, todos estos resultados proveen evidencia robusta de que

CD13 es un receptor fagocitico primario.

1.3. mAbC y mAbE

El ligando natural de CD13 que induce la agregacién celular mediada por CD13 aun
no ha sido descubierto, por lo que es estudio de la participacion de CD13 en este fendmeno
ha sido hecho con mAbs anti CD13. Con la finalidad de identificar moléculas involucradas

en la interaccién célula-célula en la AH inducida por el entrecruzamiento de CD13 con el
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mAb452, en nuestro laboratorio se produjeron anticuerpos monoclonales capaces de
inhibir la agregacion inducida por el entrecruzamiento de CD13 (Claudia Garay et al, datos
no publicados). El ensayo de seleccién de los anticuerpos inhibidores consistié en incubar a
los monocitos de la linea U937 en presencia del sobrenadante de los hibridomas, y
posteriormente agregar el mAb452 y determinar si se inducia o no agregacion celular. Los
sobrenadantes de los hibridomas C y E mostraron ser capaces de inhibir la agregacién
celular inducida por el entrecruzamiento de CD13, por lo que los hibridomas productores
de estos anticuerpos fueron clonados, obteniendo asi a los anticuerpos mAbC y mAbE. Con
el empleo de un kit comercial fue determinada la subclase de los anticuerpos: el mAbC
pertenece a la subclase IgG1, mientras que el mAbE, a la subclase I1gG2b. Con el empleo de
la técnica de western blot de inmunoprecipitados de células U937 con el mAbC o mADbE, y
posteriormente también de espectrometria de masas, se determind que la molécula
reconocida por los mAbs Cy E, es también CD13.

Mediante ensayos de competencia por unién a células U937, se determind que los
mADbC y mAbE no se unen al mismo sitio de union que el mAb452, descartando que el efecto
de inhibicién de la agregacién inducida por el mAb452 se debiera a que estos anticuerpos
se unieran al mismo sitio de union del mAb452. En cambio, se observo que los mAbCy mAbE
inhiben entre si mismos su unidn a CD13, lo que sugiere que se unen al mismo sitio o a sitios
muy cercanos, o que la union del otro ejerce un efecto estérico que imposibilita la union del
otro.

En el estudio del efecto de los mAbC y mAbE sobre la agregacién inducida por el
mAb452, se identificd que la previa incubacion de las células U-937 con cada uno de estos
anticuerpos fue capaz de inhibir la agregacién homotipica observada (Figura 1.3B).
Sorpresivamente, también se observé que el mAbC o el mAbE, son capaces de inducir la
desagregacién de células U-937 previamente agregadas con el mAb452 (Figura 1.3C).

Otra caracteristica que diferencia al mAb452 del mAbC o mADE, es el efecto de la
union de estos ultimos sobre la actividad enzimatica. Se observé que los mAbC y mAbE son
capaces de inhibir significativamente la actividad enzimatica de CD13; mientras que a las

mismas concentraciones, el mAb 452 no lo hace. Debido a las particularidades de los mAbC
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y mADbE, éstos representan una util herramienta de estudio de la funciones de CD13, ya que
a pesar de que existe una gran variedad de anticuerpos anti CD13, ninguno de ellos ha sido

reportado como inhibidor de la agregacion mediada por CD13.

A)

IgG + 452 mADbC + 452 mADE + 452
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Figura 1.1 Inhibicién de la agregacion homotipica mediada por CD13, con los mAbC y mAbE. Células U-937 en placas
de 96 pozos fueron incubadas por 1h a 37°C con las dosis indicadas de los mAbC y mAbE o IgG control. A) Imagenes
representativas de la agregacién homotipica (AH) con el siguiente tratamiento: las células fueron incubadas con los
anticuerpos indicados, posteriormente el anti-CD13 mAb452 fue agregado a una concentracion de 1pg/mL por 2h
adicionales. B) Los datos son presentados como indices de agregacion (IA)=[numero de células detectadas por el
software como colonias azules en cada imagen (células agregadas/nimero total de células detectadasx100]. C)
Desagregacion de células U-937 inducida por los mAbC y mAbE, para ellos monocitos fueron incubados por 2h con el
mAb452 para inducir su agregacion, luego las células fueron incubadas con los mMAbCy mAbE o IgG a 37°Cy se determind
el porcentaje de agregacion a diferentes tiempo de incubacién. Porcentaje de agregacién fue determinado bajo
microscopia de luz como el nimero de células en agregados/numero total de célulasx100 (Claudia Garay et al, datos no
publicados).
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2. JUSTIFICACION

La adhesiéon celular y la fagocitosis son procesos celulares que requieren del
rearreglo del citoesqueleto de actina, por lo que muchos receptores fagociticos han sido
reportados también como moléculas de adhesidn y viceversa. Las vias de sefializacidon que
las subyacen han sido ampliamente estudiadas y muestran ser complejas. Sin embargo
algunos principios basicos resaltan: ambos procesos requieren de la activacion de
receptores de membrana, cuya activacion sefializa para la activacion del rearreglo del
citoesqueleto de actina a través de la familia de los Rho-GTPasas[20, 34, 64].

CD13 es una molécula transmembranal tipo Il, con actividad exopeptidasa, que ha
sido ampliamente descrita como molécula de adhesidén[57, 61, 65, 66] y recientemente
como receptor fagocitico[63]. La caracterizacidn de CD13 como molécula de adhesidn, ha
evidenciado que CD13 es capaz de mediar la activacion de distintas moléculas, como la
familia de la Src cinasas, las MAPK, PI3K, y PKC[57, 61, 65, 66]. Importantemente, estas
moléculas también son activadas en las vias de sefializaciéon fagociticas de otros
receptores[12]. La caracterizacion de CD13 en la adhesién celular y la fagocitosis se ha
realizado con mAbs anti CD13 porque se desconoce el ligando natural que active la adhesién
celular y la fagocitosis mediadas por CD13. El entrecruzamiento de CD13 con el mAb452
induce la adhesion celular y la fagocitosis de particulas en células de origen monocitico[63];
mientras que los mAbC y mAbE inhiben la adhesién celular. Existen otras diferencias entre
el mAb42 respecto a los mAbC y mAbE, como el sitio de unién a CD13 y que estos ultimos
inhiben en mayor grado la actividad enzimatica de CD13 (Claudia Garay y colaboradores,
datos no publicados). El efecto inhibidor de los mAbC y mAbE en la adhesién celular puede
deberse a que el entrecruzamiento de CD13 con estos mAbs no induce la activacion de la
sefializacion de mediada por CD13, y que esto dependa a su vez del sitio de unién a CD13,
pues ha sido determinado que la union de determinados sustratos a CD13 puede estabilizar
a CD13 en una conformacidon abierta o cerrada; y el cambio de estos estadios
conformacionales ha sido propuesto como la base de la asociacién de CD13a la transduccion

de senales [53].
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El efecto del entrecruzamiento de CD13 con los mAbC y mAbE en la fagocitosis
mediada por CD13 no ha sido estudiado anteriormente. Debido a que la adhesion celulary
la fagocitosis comparten vias de seializacidn, y a que los mAbC y mAbE ejercen un efecto
inhibidor en la adhesidén celular, es posible que el entrecruzamiento de CD13 con estos mAb
no induzca la fagocitosis de particulas, como si ha sido observado con el mAb452.El estudio
del efecto de los mAbC y mAbE en la fagocitosis mediada por CD13 es importante porque
puede proporcionar informacién sobre el mecanismo de activacion de CD13 como receptor

fagocitico.
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3. HIPOTESIS

El entrecruzamiento de CD13 con los fragmentos Fab de los anticuerpos
monoclonales C y E empleando particulas fagocitables, no induce la fagocitosis de estas

particulas en células de origen monocitico.

4. OBIJETIVOS

4.1. Objetivo general

e Determinar si el entrecruzamiento de CD13 con los fragmentos FabC o FabE empleando
una particula fagocitable induce su fagocitosis en células THP-1 y hMDM (macréfagos

de humano derivados monocitos de sangre periférica).

4.2. Objetivos particulares

e Determinar comparativamente el porcentaje de fagocitosis e indice fagocitico

empleando los fragmentos Fab452, FabC y FabeE, en las células THP-1 y hMDM.

e Determinar si el entrecruzamiento de CD13 con los Fab452, FabC o FabE empleando una

particula fagocitable, induce la fosforilacion de Syk en las células THP-1 y hMDM.

e Determinar si el entrecruzamiento de CD13 con los Fab452, FabC o FabE empleando una
particula fagocitable induce la produccién de especies reactivas de oxigeno, en hMDM,

no polarizados y polarizados al estadio M1.

e Determinar si el entrecruzamiento de CD13 con los Fab452, FabC o FabE con un

anticuerpo secundario soluble induce la activaciéon de CR3 en hMDM.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Obtencidn de fragmentos Fab de los mAb452, mAbC y mAbE

5.1.1. Purificacion de los mAbs 452, Cy E.

La hibridomas 452, C y E fueron mantenidos en crecimiento en medio de cultivo
RPMI-1640 (GIBCO) suplementado con 2mM de glutamina, aminoacidos esenciales(GIBCO
11140-050), piruvato de sodio (GIBCO 11360-070), 100 Ul/ ml de penicilina, 100 pg/ml de
estreptomicina, 10mM de bicarbonato de sodio y 3% de suero bovino fetal, en una
incubadora himeda a 37°C en atmodsfera de 5% de CO,, manteniendo una confluencia entre
el 60-90%. El sobrenadante recolectado fue sometido a centrifugacién, a 4500 rpm por 10
min y se ajustd su pH con buffer de Tris 2M, pH=8; y se mantuvo en refrigeracion hasta la
purificacion de los anticuerpos.

La purificacion de los mAbs 452, Cy E de los sobrenadantes obtenidos se realizd a
través de columnas de afinidad. La purificacion del mAbE se realizé en columnas de proteina
A de Staphylococcus aureus unida covalentemente a perlas de agarosa (Invitrogen 15918-
014), la cual muestra una mayor afinidad por la porcién Fc de anticuerpos del isotipo 1gG2b.
La purificacion de los mAbs 452 y C, se llevé a cabo con la proteina G-agarosa (Invitrogen,
15920-010), ya que la proteina G muestra una mayor afinidad por la porcién Fc de
anticuerpos del isotipo 1gG1. Posteriormente, el anticuerpo fue eluido de las columnas con
buffer de glicina pH 2.8, los eluidos recolectados fueron restablecidos a un pH entre 7-8 por

adicién de buffer Tris 2M., y fueron mantenidos en refrigeracion hasta su fraccionamiento.

5.1.2. Fraccionamiento de los mAbs 452, Cy E

El fraccionamiento enzimatico de los mAbs 452 y C, se llevd a cabo empleando a la
enzima ficina inmovilizada en agarosa (Thermo Scientific 44881), mientras que el
fraccionamiento del mAb E se realizé con la enzima papaina(Sigma Aldrich). La eleccién de
estas enzimas se realizo en base al isotipo de cada mAb. Los mAbs fueron concentrados por

centrifugacién en filtros de poro de 10kDa, en ciclos de 15 min a 4000 g a temperatura
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ambiente y a la par, se concentraron en buffer de digestion para el fraccionamiento (para
los mAbs 452 y C en buffer de Tris 50mM, EDTA 20mM; y para el mAb E, buffer de fosfato
de sodio 20mM, 10 mM EDTA; pH 7.0). Posteriormente, se cuantificd su concentracion
empleando un espectrofotémetro a una longitud de onda de 280nm.

Los protocolos de activacion de las enzimas se realizaron como lo indica el
proveedor. La enzima ficina se empled a una concentracién de 0.16 U/mg de anticuerpo,
mientras que la papaina se usé a una concentracion de 20mg de Ab/ ml de suspension de
papaina. Los mAbs fueron expuestos a la enzima correspondiente, en presencia de 1 mM
de cisteina para la digestidn con ficina y 20 mM de cisteina para la digestidn con papaina.
La reaccidn se realizd por 6 hrs, en incubacién en bafio con agua a 37°C, con agitaciéon
constante.

La reaccién con papaina fue finalizada por adicion de buffer Tris-HCI 10mM, pH7.5y
centrifugacidén, mientras que la digestidn con ficina por centrifugacion a 1000g, por 10 min.
Posteriormente, los fragmentos obtenidos fueron lavados con buffer Tris 10mM mediante
centrifugacién en conos de filtros con poro de corte de 10kDa, en ciclos de 15 min a 4000g
a temperatura ambiente, hasta obtener una concentracion aproximada de 1.5mg/mL. Los

fragmentos fueron almacenados a 4°C hasta su purificacién.

5.1.3. Purificacion de los fragmentos Fab 452, Cy E

Los fragmentos Fab de los anticuerpos fueron purificados empleando columnas de
afinidad, para retener los fragmentos Fc en ellas. Para los Fab E, se empled una columna de
proteina A, mientras que para los Fab452 y FabC, se emplearon columnas de proteina G.

El procedimiento fue el siguiente: se hizo pasar por la columna el volumen no
saturante para la columna, recolectando esta solucidon. Se afiadio buffer de lavados, con la
finalidad de recuperar los fragmentos Fab no unidos a la columna, pero que aun se
encontraran dentro de ella. Se cuantificé la concentracidén de proteina en las fracciones
recuperadas por espectrofotometria a una longitud de onda de 280 nm, y fueron
almacenados en refrigeracion a 4°C, hasta su uso. Las columnas fueron eluidas con buffer
de glicina 200mM, pH 2.8, para posibilitar la purificacion de mas fracciones de fragmentos

Fab.
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La pureza de los fragmentos Fabs se verificd en geles de SDS-poliacrilamida al 10%,
en condiciones no reductoras y reductoras. Los geles fueron tefiidos con solucion de azul

Coomasie por 25 min y destenidos, para poder visualizar las bandas de proteina en el gel.

5.2. Células
5.2.1. Linea celular THP-1

La linea celular THP-1 (ATCC, Manassas, VA, EUA) fue cultivada en medio de cultivo
RPMI-1640, suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) inactivado por calor, 1ImM
de piruvato de sodio, 0.1mM de aminodcidos no esenciales, 0.1mM de L-glutamina,
100U/mL de penicilinay 100ug/mL de estreptomicina (todos estos reactivos de GIBCO, Gran
Island, NY,EUA). Los cultivos fueron mantenidos en una incubadora con atmodsfera himeda

a 5% de CO2y37°C.

5.2.2. Macréfagos derivados de monocitos humanos (hMDM)

Paquetes leucocitarios de donadores sanos fueron obtenidos del Banco de Sangre
del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran, con previa
autorizacion del Comité de Bioética institucional para su uso en experimentos. Los
macréfagos derivados de monocitos (hMDM) fueron obtenidos a partir de células
mononucleares de sangre periférica humana. Para ello, se aislaron las células
mononucleares de los paquetes leucocitarios de donadores sanos por gradiente de
densidad utilizando una solucién de Ficoll-Paque (GE Heathcare Bio-Science, Uppsala,
Sweden). Las células mononucleares se lavaron cuatro veces con PBS a pH7.4 y fueron
cultivadas en RPMI-1640 con 10% de suero autélogo inactivado por calor, mas los
suplementos estandar, por 30 min a 37°C para permitir la adhesion de los monocitos a la
caja de cultivo. Posteriormente, las células no adherentes fueron eliminadas por lavados, y
las células adherentes fueron cultivadas por siete dias en RPMI-1640 con 10% SFB mas
suplementos estandar, en una atmdsfera himeda a 37°C con 5% de CO..

Para los ensayos de fagocitosis, la determinaciéon de la fosforilacién de Syk vy

activacion de CD11b, los hMDM fueron empleados tras siete dias de incubacién como se
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describid arriba. Los macréfagos fueron despegados de la caja de cultivo delicadamente por

pipeteo, luego fueron lavados y empleados en los experimentos.

En cuanto a los ensayos de determinacion de la produccién de ROS, los hMDM
fueron cultivados por siete dias después de su aislamiento. Posteriormente, fueron lavados
e incubados por 48 hrs en medio RPMI-1640 completo en presencia o ausencia de 30 ng/mL
de IFNy, para obtener macréfagos polarizados al estadio M1 o mantenerlos en MO,
respectivamente. Al término del tiempo de la incubacion, los hMDM M1 y MO fueron

despegados gentilmente por pipeteo, lavados y empleados para los experimentos.

5.3. Preparacidon de particulas fagocitables

Como particula fagocitable empleamos eritrocitos de carnero modificados para
unirse a las células a través de un receptor en particular. Los eritrocitos fueron incubados
en solucion Alserver por una semana a 4°C. Posteriormente fueron tefiidos o no con CFSE
(Molecular Probes, C1157). Para tefiirlos, 1.2x10%ritrocitos/mL fueron incubados con 10
mM de CFSE por 20 min a 37°C, después fueron incubados por 25 min mas con 25% de SFB
a 37°C. Luego fueron lavados con PBS-BSA al 0.1%. Posteriormente, los eritrocitos marcados
con CFSE o sin tefiir, fueron incubados con 250 pg/mL de sulfo-NHS-biotina (Thermo
Scientific, EZ-link Sulfo NHS-biotin 21217) por 20 minutos a 4°C en agitacion suave. En
seguida, los eritrocitos fueron lavados, e incubados con 35ug/mL de estreptavidina
(Calbiochem) por 20 min a 4°C. Nuevamente, los eritrocitos fueron lavados y después se
incubaron con fragmentos F(ab)’2 biotinilados de IgG de cabra anti-lg de ratén por 45min a
4°C. Los eritrocitos fueron lavados y se dejaron a una concentracion de 1x10° celulas/mL
para emplearlos en los distintos protocolos. Estos eritrocitos los denominamos como EBS-

Fabs (Figura 5.1).
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Figura 5.1. Construccion de las particulas fagocitables. Eritrocitos de carnero fueron tefidos con A) CFSE , o
no B); y después fueron recubiertos secuencialmente con biotina, estreptavidina, y finalmente con F(ab)'2 de
anticuerpos de cabra anti-raton. Estas particulas las denominamos EBS-Fab.

5.4 Preparacion de células fagociticas y citometria de flujo

Con la finalidad de realizar los diferentes ensayos experimentales o para analizar la
expresion de moléculas en la superficie de la membrana, células THP-1 o hMDM fueron
recubiertos con los diferentes fragmentos Fabs anti CD13 (Fab452, FabC o FabE ) o anti FcyRI
(Fab32.2). Para ello, 1x108 de células fagociticas, THP-1 o hMDM, fueron incubadas con 2,
0.2 6 0.02 pg de fragmentos Fab452, FabC o FabE; o con 4ug de los fragmentos Fab del
mAb32.2 o sin tratamiento, en 250uL de medio RPM1-1640 con 10% SFB, por 30 min a 4°C.
Las células fueron lavadas, y se mantuvieron en medio RPMI con 10% SFB para su uso en
los diferentes ensayos experimentales.

Por otro lado, para determinar por citometria de flujo la expresién de CD13 o FcyRl,
o verificar la adecuada unién de los distintos fragmentos Fab a las células, una muestra de
estas células fue tratada con un anticuerpo secundario. Para estos fines, 1x10° de células
fueron incubadas en 200uL de PBS-SFB 0.1% con una dilucion 1:300 del anticuerpo
secundario IgG de cabra anti-lgG de ratén conjugado con FITC por 30min a 4°C. Las células
se lavaron y se analizaron por citometria de flujo. Se determind la intensidad media de

fluorescencia, y ésta fue normalizada respecto a las células sin anticuerpo primario.
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5.5. Ensayos de fagocitosis selectiva

Debido a que dirigimos a la particula fagocitable hacia un receptor en particular, en

este caso CD13 o FcyRI, denominamos estos ensayos como “fagocitosis selectiva” (Figura

5.2). La interaccidn entre la particula fagocitable y el receptor fagocitico es a través del

reconocimiento de los fragmentos Fab de ratdn unidos a los receptores, por los fragmentos

F(ab)2 de cabra anti ratdn unidos al eritrocito. Para este fin, células fagociticas, THP-1 o

hMDM previamente recubiertas con distintas concentraciones de fragmentos Fab452,

FabC, FabE o Fab32.2 (apartado 5.4) fueron incubadas con los EBS-Fabs en una relacién 1:20

de células fagociticas y particulas fagocitables, respectivamente. Cada muestra fue dividida

en dos partes, una de ellas fue incubada a 37°C por 45 min para los hMDM o por 105 min

para las células THP-1, mientras que las muestras paralelas fueron incubadas a 4°C como

A)

/

2

fagocitica

Célula

” CD13 o FcyRI

s
"l AU 5

Particulas
fagocitables

/ Andlisis por
citometria de
v

. . flujo
| - -
- Fab anti-CD13 o anti-FcyRI )g( EBS-Fab

"O0®

FSA-A (1076)

Figura 5.2. Representacion esquematica de los ensayos de fagocitosis
selectiva. A) Las células fagociticas, THP-1 o hMDM, fueron recubiertas con
diferentes concentraciones de los diferentes fragmentos Fab anti CD13
(Fab452, FabC o FabE), o anti-FcyRl y fueron expuestas a EBS-Fab. De este
modo, la interaccién entre el receptor fagocitico y la particulas fagocitable
seria mediada por el reconocimiento de los fragmentos Fab unidos al
receptor fagocitico (CD13 o FcyRl) por los fragmentos F(ab)'2 unidos al
eritrocito. Las células THP-1 fueron incubadas por 105 min a 37°C, y los
hMDM por 45 min. Muestras paralelas fueron incubadas a 4°C como control
negativo de fagocitosis. Al término de la incubacion, los eritrocitos no
fagocitados fueron lisados por choque osmético. Finalmente, las células
fueron analizadas por citometria de flujo. C) En las muestras analizadas por
citometria de flujo se determind el porcentaje de células CFSE+, que
corresponden a las células que internalizaron al menos un EBS-Fab, y la
intensidad media de fluorescencia de esta poblacion.
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control. Al término de la incubacién, los eritrocitos no internalizados fueron lisados por
choque hipotdnico (Figura 5.2A). La fagocitosis se cuantificd por citometria de flujo (Attune
Acoustic Focusing Cytometer, Applied Biosystems, Foster City, USA), en presencia de azul
tripano al 0.02% en buffer de citratos para apagar la fluorescencia extracelular y poder
diferenciar entre la fluorescencia de las particulas fagocitadas de aquella de eritrocitos o
fluorescencia extracelulares. Para el analisis de los datos, determinamos el porcentaje de
células CFSE positivas, que representan las células que internalizaron al menos un eritrocito;
y el indice fagocitico (IF), el cual lo determinamos como el producto del porcentaje de
fagocitosis por la intensidad media de fluorescencia (las células que mads fagocitaron, mas
fluorescentes son), el IF fue normalizado respecto a la muestra de células sin recubrimiento

(Figura 5.2B).

5.6. Deteccidn de la de Syk por entrecruzamiento de CD13 con particula fagocitica

Células THP-1 o hMDM fueron mantenidas por 4hr en medio RPMI con 0.5% de SFB
a 37°Cy en atmdsfera hiumeda al 5% de CO2, con la finalidad de disminuir la influencia del
SFB en las vias de senalizacidon. Después, las células, THP-1 o hMDM previamente
recubiertas con fragmentos Fab anti CD13 (Fab452, FabC o Fab E); o con fragmentos anti-
FcyRI (Fab32.2) o sin recubrimiento fueron incubadas con EBS-Fab a una relacién 1:20 de
célula fagocitica: particula fagocitable, por 20 min a 4°C. Posteriormente, las células fueron
incubadas a 37°C en bafio de agua por distintos periodos (0, 20s, 40s, 1min, 3min y 5min)
en medio completo. Inmediatamente, las células fueron fijadas con PBS-PFA a una
concentracién final de PFA de 1.5% (previamente temperado a 37°C), por 10min a
temperatura ambiente. Después se procedié a permeabilizar a las células, para ello fueron
resuspendidas en metanol absoluto con agitacién fuerte e incubadas a -20°C por 45min.
Después fueron incubadas por 10min con PBS-BSA al 1%, a temperatura ambiente.
Posteriormente, las células se incubaron con un anticuerpo anti-pSyk acoplado a PE (BD
Biosciences, clona pY348) por 45 min a temperatura ambiente. Finalmente, las células se
lavaron y se analizaron por citometria de flujo, empleando el equipo FACSCalibur (BD
Biosciences, San Diego, CA). El analisis de los resultados obtenidos se realizé empelando la

mediana de fluorescencia, normalizandola a la muestra del tiempo 0 de cada cinética. El uso
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de la mediana en lugar de intensidad media de fluorescencia es Util en estos protocolos para
reducir los efectos de los valores atipicos, debido a que los cambios observados en la
deteccion de la fosforilacion de Syk por este método son discretos.

5.7. Cuantificacion de especies reactivas de oxigeno asociada a la fagocitosis mediada
por CD13

La produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) se determiné empleando una
forma modificada de fluoresceina, la Carboxy-H2DFFDA (Molecular Probes, C13293). Este
reactivo es una forma acetilada y quimicamente reducida de fluoresceina; y es usada como
un indicador de especies reactivas de oxigenos dentro de las células. Esta molécula es
convertida a una forma verde fluorescente cuando los grupos acetatos son removidos por
las esterasas intracelulares y por la oxidacion que ocurre dentro de las células debida a las
ROS.

Para la realizacion de estos protocolos, hMDM MO y hMDM M1 fueron recubiertos
con 2ug de los disintos Fab anti CD13 o con 4ug de Fab32.2 como se explica en el apartado
5.4. Posteriormente, fueron resuspendidas en 1mL/millén de células, en buffer de solucion
salina de Hank (HBSS, por su sigla en inglés) a una concentracién de 20uM de Carboxy-
H2DFFDA, y fueron incubadas por 30min a 37°C. Luego, las células fueron centrifugadas y
resuspendidas en 1mL de HBSS por cada millon de células. Posteriormente, se incubaron
dos muestras por cada condicion de 2X10° células, una de ellas en presencia de particulas
fagocitables, a 37°C por 30min. Como control negativo se colocaron dos tubos de células sin
recubrimiento con y sin eritrocitos, y como control positivo una muestra mas de células sin
recubrimiento con E.coli inactivadas por calor. Al término de la incubacion, todas las
muestras fueron colocadas en duplicados de 1x10°células en placas negras de fondo claro
de 96 pozos, y se determind la fluorescencia de las células debida a la oxidacion de la
carboxi- H2DFFDA por la presencia de ROS. Las muestras fueron excitadas a una longitud de
onda de 490nm, y la emisidn se determind a 520 nm. Las células fueron mantenidas 1h mas
en incubacién a 37°Cy se volvidé a determinar su fluorescencia por el mismo método. Para
el analisis de los datos, se determind la media la diferencia de las dos lecturas (delta de

fluorescencia) de los duplicados de cada muestra. El valor de cada delta de fluorescencia de
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las muestras con particula fagocitable fue normalizado a la respectiva muestra sin particula;
mientras que el valor de la media de la delta de la muestra de células incubadas con E.coli
fue normalizado respecto a la muestra de células sin recubrimiento de fragmentos Fab y sin
eritrocitos.

5.8. Activacion de CD11b inducida por el entrecruzamiento de CD13 con los fragmentos
Fab452, FabC o FabE

hMDM fueron recubiertos con los fragmentos anti-CD13, (anti-FcyRl), o e mAb IV.3
(anti FcyRll), o sin anticuerpo primario, como se indica en el apartado 5.4. Posteriormente,
las células se lavaron y se incubaron con fragmentos F(ab)'2 de 1gG de ratén por 30min a
4°C. A una muestra sin anticuerpo primario tampoco se agregd anticuerpo secundario.
Seguidamente, las células fueron incubadas por 10 min a 37°C (tiempo de estimulacion). La
reaccion se detuvo fijando a las células con PBS-PFA a 1.5%, por 10 min a temperatura
ambiente. Posteriormente, las células se lavaron y se incubaron por 45min a 4°C con el
anticuerpo CBRM1/5 acoplado a PE, el cual reconoce a la conformacién activada de la
integrina. Después, las células se lavaron y se analizaron por citometria de flujo en el equipo
FACSCalibur (BD Biosciences, San Diego, CA). El analisis de los resultados se realizé
normalizando la media de fluorescencia de las muestras experimentales y controles a la

muestra NoFab vy sin anticuerpo secundario.
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6. RESULTADOS

6.1 Generacion de fragmentos Fab a partir de los anticuerpos 452, C y E, especificos para
CD13.

Debido a que la expresidon de receptores Fcy es ineludible en las células que
empleamos en nuestro modelo de estudio, y que como ligandos de CD13 contamos con
anticuerpos, en todo los experimentos de este trabajo se usaron fragmentos Fab de los
anticuerpos monoclonales (mAb) murinos 452, C y E, para evitar la influencia que los
receptores Fcy pudieran tener a través de su posible interaccion con la porcion Fc de los
anticuerpos anti-CD13.

Para la obtencién de los anticuerpos, recuperamos el sobrenadante de los
hibridomas 452, C y E, purificamos los anticuerpos a través de columnas de afinidad de
proteinas A- y G- agarosay realizamos la digestion enzimatica de los anticuerpos. La eleccion
de la enzima se hizo de acuerdo al isotipo de inmunoglobulina de cada mAb anti-CD13. La
fragmentacion de los mAb 452 y C, que son del isotipo 1gG1, se realizd con ficina; mientras
que para la fragmentacidon del mAbE, que es del isotipo 1gG2b, empleamos papaina. En la
fragmentacion de anticuerpos con estas enzimas, se obtienen dos fragmentos idénticos que
contienen las regiones de unién al antigeno, Fab (por su siglas de inglés), ademds del
fragmento cristalizable del anticuerpo (Fc).

Después de la fragmentacion, se realizé la purificacién de los fragmentos Fab por
columnas de afinidad de proteinas A y G-agarosa, para retener en ellas la porcion Fc de la
digestion del anticuerpo, asi como el anticuerpo que no hubiera sido digerido. La pureza se
verificd en geles de SDS-poliacrilamida, bajo condiciones reductoras y no reductoras. El
analisis de las muestras en los geles de SDS-poliacrilamida nos permitio definir la obtencion
de fracciones puras de Fab de los tres anticuerpos anti-CD13. En la Figura 6.1A se muestra
el corrimiento en geles de poliacrilamida en condiciones no reductoras, de las fracciones
purificadas tras el fraccionamiento del mAb452. En la Figura 6.1B se muestran las mismas
muestras pero en condiciones reductoras. En los carriles 4-7 de la Figura 6.1A,

correspondientes a fracciones purificadas de Fabs, se observan bandas de peso aproximado
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de 50 kDa en condiciones no reductoras, que corresponden al peso molecular de los Fab o
Fc, cuyo peso se descompone en una banda de 25 kDa aproximadamente en condiciones
reductoras, como se muestra en la Figura 6.1B. Este hecho confirma que las bandas que
observamos corresponden a los Fab, las cuales estan constituidos por una cadena ligera de
la inmunoglobulina y una porcién de la cadena pesada, cada una de un peso molecular de
25kDa, unidas por un puente disulfuro, que se disocia al ser expuesto a condiciones
reductoras. Resultados similares fueron encontrados después de la fragmentacién de los
mAb Cvy E. En la Figura 6.2, se observan muestras de la purificacion de los FabC y FabE. En
la Figura 6.2A se muestra el corrimiento en geles de poliacrilamida, de fracciones de la
purificacion de los fragmentos Fab de los mAbs Cy E en condiciones no reductoras, mientras
que en la Figura 6.2B, las mismas pero en condiciones reductoras. En los carriles 4-7 se
corrieron muestras de la purificacién de los FabC, y en los carriles 11-14, fracciones de la
purificacion de los FabE. En ambos casos es posible observar una serie de bandas de peso
aproximado de 50 kDa, y que tras ser expuestas a condiciones reductoras (Figura 6.2B),
estas bandas se descomponen en una, de un peso aproximado de 25kDa, lo que confirma
que las bandas observadas son Fab y no fragmentos Fc. Después de fragmentar los distintos
anticuerpos anti-CD13 y corroborar su pureza, los utilizamos en los distintos ensayos de

este proyecto.
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Figura 6.1. Verificacion de la pureza de Fabs 452. Electroforesis en geles de SDS-
poliacrilamida al 10%, en A) condiciones no reductoras y B) reductoras. Carril 1. Marcador
de peso molecular. Carril 2. mAb 452 entero. Carril 3. mAb 452 fragmentado sin pasar por
columna de afinidad. Carril es 4-6. Fracciones de Fab452 purificadas por columna de
afinidad
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Figura 6.2. Verificacion de la pureza de Fabs C y E. Electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida al 10%, en
A) condiciones no reductoras y B) reductoras. Carril 1. Marcador de peso molecular. Carril 2. mAb C entero.
Carril 3. mAb C fragmentado sin pasar por columna de afinidad. Carriles 4-6. Fracciones de FabC purificadas
por columna de afinidad. Carril 7. Elucién de columna de afinidad de mAb C fragmentado. Carril 8. mAb E
entero. Carril 9. mAb E fragmentado sin pasar por columna de afinidad. Carriles 11-14. Fracciones de FabE
purificadas por columna de afinidad. Carril 15. Elucién de columna de afinidad mAb E fragmentado.
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6.2. Los fragmentos FabC y FabE son capaces de inducir fagocitosis mediada por CD13 en
células THP-1.

Primeramente evaluamos si los fragmentos FabC y FabkE, al igual que los Fab452,
poseen la capacidad de inducir fagocitosis mediada por CD13 en la linea celular monocitica
THP-1. Debido a que la expresion de receptores fagociticos en la membrana celular de estas
células es diversa, hicimos uso de una metodologia que permite dirigir a la particula a
fagocitar hacia un receptor en especifico, denominada por esta razéon “fagocitosis
selectiva”.

Para ello, eritrocitos de carnero tefiidos con CFSE (Carboxyfluorescein succinimidyl
ester), fueron recubiertos consecutivamente con biotina, estreptavidina y finalmente con
fragmentos F(ab)’2 biotinilados de anticuerpos de cabra anti-Ig de ratén (F(ab)'2CaR). A
estos eritrocitos les denominamos EBS-Fab. Por otro lado, las células fagociticas fueron
recubiertas con fragmentos Fab de raton especificos para el receptor de interés. De esta
forma, los F(ab)’2CaR unidos al eritrocito son capaces de entrecruzar al receptor blanco en
la superficie de la célula fagocitica, mediante el reconocimiento de los fragmentos Fab de
ratdn que se han unido previamente al el receptor blanco para el que son especificos. En
los ensayos de fagocitosis, las células fueron incubadas con distintas concentraciones (2ug,
0.2ug y 0.02ug de Fab/250uL de medio/ millén de células) de fragmentos Fab anti-CD13
(Fab452, FabC o FabE); o con fragmentos de Fab anti-FcyRI (Fab 32.2, 4ug/250uL/millén de
células); o sin fragmentos (denominado No Fab). La evaluaciéon de la fagocitosis se realizo
por citometria de flujo utilizando azul de tripano para apagar la fluorescencia externa. Los
parametros de evaluacion que se determinaron fueron el porcentaje de células que
fagocitaron, es decir las células CFSE positivas (células que hubieran internalizado al menos
un eritrocito, Figura 6.3C).

En la Figura 6.3A se muestran las medias del porcentaje de internalizacion obtenidas
con los distintos Fab anti-CD13 a las diferentes concentraciones del anticuerpo empleadas.
Como control positivo del experimento, se evalud la fagocitosis selectiva a través del
receptor FcyRl (media 65.28 %) empleando fragmentos Fab32.2 y como control negativo se

evalud la fagocitosis basal de la muestra NoFab. Encontramos que, a las concentraciones de
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2y 0.2ug de Fab, los tres Fab anti-CD13 indujeron la internalizacién de los EBS-Fabs, y esta
tuvo una diferencia estadisticamente significativa respecto al control negativo (No Fab,
media 5.28%). La media de los porcentajes obtenidos a la concentracion de 2ug fue de
30.45% para el Fab452, 24.81% para el FabC, y 23.21 % para el FabE; mientras que para la
concentracion de 0.2ug, la media de porcentaje fue de 27.95%, 20.41% y 19.22% para los
Fab452, FabC y FabE, respectivamente. A la concentracién de 0.02pg, la media del
porcentaje de internalizacidn fue del 17.97% para el Fab452, y del 17.75% y 15.2% para los
FabC y FabE, respectivamente. Al realizar la comparacion de este ultimo grupo de
porcentajes con el de la muestra control, no encontramos diferencias estadisticamente
significativas. Los porcentajes obtenidos con los FabC y FabE a la concentracion de 2ug
(24.81 % y 23.21 %, respectivamente) y a 0.2ug (20.41% y 19.22%, respectivamente), son
inferiores a los porcentajes obtenidos con el Fab452 (30.45% a 2ug, y de 27.95% a 0.2ug);
sin embargo, cuando realizamos la comparacidn entre estos porcentajes no se encontraron
diferencias significativas. En la Figura 6.3C se muestran graficas de punto representativas
de estos experimentos.

Otro parametro de evaluacién de la fagocitosis fue el indice fagocitico (IF), el cual lo
determinamos como el producto del porcentaje de fagocitosis por la intensidad media de
fluorescencia. Después normalizamos los valores obtenidos respecto a la muestra NoFab.
Como control positivo evaluamos la media del IF relativo de la fagocitosis a través de los
FcyRI, cuyo valor fue 79.8. Las medias obtenidas del IF normalizado para las muestras
recubiertas con 2, 0.2 y 0.2ug del Fab452 fueron 19.85, 16.97 y 13.64, respectivamente;
para las muestras recubiertas con 2, 0.2 y 0.2ug del FabC, fueron 13.07, 9.26 y 9.34.
Mientras que para las muestras recubiertas con 0.2 y 0.2ug del FabE, las medias de IF
fagocitico fueron 11.91, 11.59 y 6.22, respectivamente. La comparacion entre las medias
del IF de las muestras recubiertas con Fab452, FabC o FabE, a las tres cantidades de Fab
empleadas, no evidencio alguna diferencia significativa. Sin embargo, la comparacion de las
medias del IF relativo de las distintas muestras respecto a la NoFab, evidencid una diferencia
significativa Unicamente para las muestras Fab452 2ug, FabC 2ug, FabE 2 pg, Fab452 0,2 ug,
Fab452 0.02 pg y FabC 0.02 ug (Figura 6.3B).
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Figura 6.3. Los Fab452, FabC y FabE son capaces de mediar la fagocitosis en células THP-1. Células THP-1 fueron
incubadas con diferentes concentraciones, 2ug, 0.2ug y 0.02ug de Fab452, FabC 6 FabE; 4pg de Fab32.2 o sin fragmentos
(No Fab) por 30 min a 4°C, se lavaron y se incubaron con los EBS-Fabs por 105mis a 37°C y muestras paralelas como
control, a 4°C. Los EBS-Fabs no internalizados fueron lisados por choque hipotdnico. Las muestras fueron analizadas por
citometria de flujo en presencia de azul tripano para apagar la fluorescencia extracelular. A) Promedio de células CFSE
positivas de 5 experimentos independientes. B) Promedio del indice fagocitico relativo a la muestra NoFab a 37°C, de
cinco experimentos independientes. C) Gréficas de punto representativas de un experimento a 37°C. ANOVA de un via,
seguida de prueba de Tukey. ***p<0.0001, **p<0.005, *p<0.05.
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Debido a que utilizamos varias concentraciones de Fabs con diferencias logaritmicas
para recubrir a las células fagociticas y dado que la interaccion de la particula fagocitica con
la célula esta dada por la unidn de dichos Fabs a los receptores de interés, nos dimos a la
tarea de evaluar por citometria de flujo el recubrimiento de las células por los Fabs a las
concentraciones utilizadas. Para este fin, analizamos la intensidad media de fluorescencia
de células recubiertas con diferentes concentraciones (2, 0.2 y 0.02ug de Fab/250uL
medio/millén de células) de los Fab anti-CD13 (Fab452, FabC o FabE), tefiidas con un
anticuerpo secundario de cabra anti-raton acoplado a FITC (Figura 6.3A). Al comparar los
diferentes tratamientos de concentracidon y tipo de Fab respeto a la muestra sin
recubrimiento (NoFab), encontramos una diferencia significativa de la unién de los Fab452,
FabCy FabE a las concentraciones de 2 y 0.2ug respecto a la muestra NoFab. Mientras que
la diferencia en la IMF de las muestras recubiertas con 0.02ug de Fab452, FabC o FabE; a
pesar de ser mayor a la observada en las muestras NoFab, no es significativa. Por otro lado,
al comparar la unién de los FabC y FabE respecto a la del Fab452, encontramos que no hay
diferencias significativas en las tres concentraciones de fragmentos Fab empleadas. Es
decir, que medida de esta manera, los tres fragmentos anti-CD13 se unen de una forma
cuantitativa similar a CD13. Finalmente, al comparar la unién de los fragmentos Fab anti-
CD13 entre las diferentes concentraciones, encontramos que la unién de los Fab anti-CD13
a la concentracion de 2ug es estadisticamente significativa respecto a las muestras
recubiertas con 0.2ug 6 0.02ug. Asimismo, la comparacién de la unién de los Fab a la
concentracion de 0.2ug es significativamente diferente a la unién de los Fab a la
concentracion de 0.02pg. En la Figura 6.3B se muestra un conjunto de histogramas

representativos de la unién de los distintos Fabs a las células THP-1.
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Figura 6.3. Union de los Fab452, FabC y FabE a diferentes concentraciones a células THP-1. Una muestra de las células
que fueron recubiertas para los ensayos fagociticos con 2, 0.2 o 0.02ug de Fab452, FabC o FabE; 4ug de Fab32.2, fue
lavada y tefiida con un anticuerpo de cabra anti ratdn acoplado a FITC. Posteriormente, las muestras fueron analizadas
por citometria de flujo. La intensidad media de fluorescencia (IMF) fue normalizada respecto al No Fab. A) Medias de la
IMF relativa a la muestra NoFab de 5 experimentos independientes. B) Histogramas representativos de un experimento
de la unién de los Fab a las células. ANOVA de una via seguida de prueba de Tukey. ***p<0.0001, **p<0.005, *p<0.05.

Los datos obtenidos en los porcentajes de fagocitosis, que indican la cantidad de
células que internalizaron particulas, muestran que los FabC y FabE, también son capaces
de inducir la fagocitosis mediada por CD13, como fue reportado previamente por nuestro
grupo para el Fab452. A pesar de que los indices fagociticos obtenidos con los FabC y FabE
fueron menores a los obtenidos con el Fab452no mostraron diferencias significativas con
respecto al control NoFab, si se observa una tendencia positiva en este parametro. Es
importante subrayar que, debido al tamafio de la particula fagocitable (24um) empleada en
estos ensayos, es posible descartar mecanismos de internalizacion diferentes a la

fagocitosis en el proceso mediado por los Fab452, FabC o FabE.
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6.3. Los fragmentos FabC y FabE también son capaces de inducir fagocitosis mediada por
CD13 en hMDM.

Con la finalidad de investigar si la internalizacion de particulas a través de CD13
mediada por los FabC y FabE constituye un fendmeno particular de la linea celular THP-1 o
puede ser categorizado como un fendmeno general de células fagociticas, realizamos
experimentos de fagocitosis selectiva con estos fragmentos y el Fab452 en macréfagos
derivados de monocitos de sangre periférica de humano (hMDM). Estas células ofrecen
también la ventaja de poseer una mayor capacidad fagocitica, que puede permitir
determinar si existen diferencias significativas o no en el IF obtenido con los diferentes Fab
anti-CD13.

En la determinacidn del porcentaje de fagocitosis, encontramos que con las tres
concentraciones empleadas de los Fabs anti-CD13 fue posible inducir una fagocitosis
estadisticamente significativa mediada por CD13 respecto a la observada con las células sin
recubrimiento, y que los valores obtenidos de los porcentajes de células fagociticas con los
FabC y FabE fueron similares a los observados con el Fab452 (Figura 6.6A). La media de
porcentaje de células positivas obtenida a la concentracion de 2ug de Fab, fue de 36.97%,
34.55% y 33.5% para los Fab452, FabC y FabE; a la concentracion de 0.2ug, fue de 34.55%,
34.89% y 29.17%, respectivamente; y para la concentracién de 0.02 pug fue de 33.50% para
el Fab452, de 32.76% para el FabC y finalmente de 27.81% para el FabE. Los porcentajes
obtenidos en el grupo de 2ug fueron muy parecidos a los obtenidos en el grupo de 0.2ug
con los tres Fab anti-CD13; los porcentajes de fagocitosis del grupo de 0.02ug fueron
ligeramente menores. El analisis estadistico evidencié que las diferencias en las medias de
porcentaje de células fagociticas de las muestras con las diferentes concentraciones y los
diferentes Fabs empleados, no son estadisticamente significativas.

En cuanto al IF, a diferencia de las células THP-1, si observamos diferencias
significativas en las dos concentraciones mayores de Fab con los tres Fab anti-CD13 en
comparacion con la muestra control (NoFab). En cuanto a la concentracion de 0.02ug, los
valores de la media del IF, a pesar de ser mayores al de la muestra control NoFab, no fueron
significativamente diferentes para los tres Fab-antiCD13. La media de IF normalizado

obtenida fue de 8.9 para los Fab32.2, mientras que para la concentracion de 2ug, la media
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del IF para el Fab452, FabC y FabE fue de 3.5, 2.88 y 3.4, respectivamente; para la
concentracion de 0.2 fue de 2.7, 3.58, y 3.5, respectivamente. Finalmente, las medias de IF
para la concentracion de 0.02ug para el Fab452 fue de3.5, para el FabC 2.04, y para el FabE
fue de 2.35.

En la evaluacion del recubrimiento de los hMDM con diferentes concentraciones de
Fab, encontramos resultados similares a los de las células THP-1, es decir, las células
incubadas con una mayor concentracion de Fab anti-CD13, mostraron una mayor unién de
Fab, que decrecid significativamente conforme disminuia la cantidad de Fab empleado. A
todas las concentraciones de Fab utilizadas, se observé una unién similar entre los FabC,
FabE, y Fab452. En todas las concentraciones de Fabs 452, Fab Cy Fab E usadas, fue posible
observar fagocitosis significativamente mayor a la observada en la fagocitosis basal (células
control NoFab).

En conjunto, estos datos sugieren que en hMDM, los FabC y FabE son capaces de
mediar la fagocitosis a través de CD13 como lo hace el Fab452; y que este fendmeno no se

limita a una linea celular particular como la linea THP-1.
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Figura 6.5. Los Fab452, FabC y FabE son capaces de mediar la fagocitosis en células hMDM. hMDM fueron incubados
con diferentes concentraciones, 2ug, 0.2ug y 0.02ug de Fab452, FabC 6 FabE; 8ug de Fab32.2 o sin fragmentos (No Fab)
por 30 min a 4°C, se lavaron y se incubaron con los EBS-Fabs por 45min a 37°Cy muestras paralelas como control, a 4°C.
Los EBS-Fabs no internalizados fueron lisados por choque hipotdnico. Las muestras fueron analizadas por citometria de
flujo en presencia de azul tripano para apagar la fluorescencia extracelular. A) Promedio de células CFSE positivas de 5
experimentos independientes. B) Promedio del indice fagocitico relativo a la muestra NoFab a 37°C, de cinco
experimentos independientes. C) Graficas de punto representativas de un experimento a 37°C. ANOVA de un via,
seguida de prueba de Tukey. ***p<0.0001, **p<0.005, *p<0.05.
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6.4. El entrecruzamiento de CD13 por la particula fagocitable mediada por los Fab452,
FabC y FabE induce la fosforilacion de Syk en células THP-1.

Una vez determinado que los FabC y FabE también son capaces de inducir la
fagocitosis mediada por CD13, quisimos corroborar la activacion de vias de sefializacion
relacionadas a la fagocitosis a través de CD13 mediada por los Fab452, Cy E. Uno de los
eventos primarios en la via de sefializacion de la fagocitosis de algunos receptores, es la
activacion de Syk. Recientemente, nuestro grupo reporté que el empleo del inhibidor
farmacoldgico de Syk, BAY 61.3606, disminuye la fagocitosis mediada por CD13 en células
THP-1y hMDM; y que el entrecruzamiento de CD13 con Fab452 y un anticuerpo secundario
soluble, induce la fosforilacién de Syk. Debido a esto y a que el propdsito de este proyecto
es determinar la capacidad de los FabC y FabE para mediar fagocitosis a través de CD13,
decidimos evaluar si el entrecruzamiento de CD13 con una particula fagocitable a través de
los Fab452, FabC o FabE, es capaz de inducir fosforilacién de Syk. Para estos ensayos,
empleamos células THP-1 incubadas con 2ug de Fab452, FabC o FabE; 8ug de Fab32.2 en
250uL de medio/millon de células, o sin anticuerpo. A las células se les retird el exceso de
fragmentos Fabs mediante lavados, y luego fueron incubadas con EBS-Fab por 15min a 4°C.
Posteriormente, diferentes muestras fueron colocadas por periodos de 20s, 40s, 1min, 3y
5min a 37°C, para que procediera la activacion. Las células fueron fijadas y permeabilizadas
para tefirlas con un anticuerpo anti-fosfo Syk. Las muestras fueron analizadas por
citometria de flujo y el andlisis estadistico se realizé utilizando la mediana de fluorescencia,
tal como ha sido reportado para este tipo de ensayos[67, 68]. Las medianas de las cinéticas
para cada Fab y la muestra control NoFab, fueron normalizadas al tiempo 0 min de su
respectiva condicion.

Los resultados obtenidos indican que el entrecruzamiento de CD13 con particula
fagocitica utilizando los FabC y FabE, al igual que el Fab 452, induce la fosforilacién de Syk.
El andlisis de la cinética de la fosforilacion de Syk tras el entrecruzamiento con los distintos
fragmentos Fab anti-CD13 con particula fagocitica, evidencié un pico de fosforilacion con
los tres Fab anti-CD13 a los 20s, y que el nivel de fosforilacion disminuye rdpidamente, dado
que a partir de los 3min se encuentra nuevamente a niveles basales. La cinética de

activacion Syk también se determind tras el entrecruzamiento de FcyRI a través de Fab32.2,
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pero a los tiempos estudiados en este ensayo no observamos una fosforilacion significativa
de Syk(Figura 6.7). Esto concuerda con datos experimentales de nuestro laboratorio, que
demuestran que la cinética de activacion de Syk por el entrecruzamiento de los FcyRI tiene
una cinética diferente a la observada tras el entrecruzamiento de CD13. La activacién de
Syka través de los FcyRl es evidente a partir de los 3 min de estimulacidn, mientras que a
través de CD13 puede ser detectada en lapsos menores de estimulacion.

Estos datos sugieren que el entrecruzamiento de CD13 en las células THP-1 con
particulas fagocitables a través de los Fab452, FabC o FabE, induce la activacidon de vias de
sefalizacion tempranas relacionadas a la fagocitosis, como lo es la fosforilacién de Syk[61,

63].
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Figura 6.7. Los Fab452, FabC o FabE son capaces de inducir la fosforilacion de Syk a través del entrecruzamiento
de CD13 con particula en células THP-1. Células THP-1 fueron incubadas con 2ug de Fab452, FabC 6 FabE; 6 con 8ug
de mAb32.2 ¢ sin anticuerpo (NoFab) por 30 min a 4°C. Las células fueron lavadas e incubadas por 15min con los

EBS-Fabs a 4°C, después fueron incubadas por diferentes periodos a 37°C (tiempo de estimulacién). La células se

fijaron y permeabilizaron, y posteriormente fueron incubadas con el anticuerpo anti-Syk conjugado con PE. Las
muestras fueron analizadas por citometria de flujo. Después se realizd el analisis estadistico de las medianas de

fluorescencias normalizadas de cuatro experimentos independientes, al tiempo Omin de cada muestra. A) Cinética

de fosforilacion de Syk con los diferentes tratamientos. B) Histogramas representativos de un experimento de la
fosforilacién de Syk. ANOVA de una via, seguida de una prueba de Tukey para cada muestra.**p<0.005, *p<0.05.
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6.5. El entrecruzamiento de CD13 a través de los Fab452, FabC y FabE con particula
fagocitable induce la fosforilacion de Syk en hMDM

La cinética de activacion de Syk también fue evaluada en hMDM. En estas células,
los resultados mostraron que el entrecruzamiento de CD13 con los FabCy FabE, al igual que
el Fab452, es capaz de inducir la fosforilacién de Syk. A partir de los 20s después del
entrecruzamiento de CD13 con los Fab452 o FabE, es posible observar la fosforilacion
significativa de Syk. La fosforilacién de Syk alcanza un maximo a los 40s, tras estimular con
cualquiera de los tres Fab anti-CD13. La fosforilacién significativa de Syk fue posible
observarla aun a 1min de estimulacion con los Fab452 y FabE. Posteriormente disminuyd
hasta llegar a niveles casi basales a partir de los 3 min. A pesar de que no se observo una
activacion significativa de Syk tras el entrecruzamiento de CD13 con el FabCalos 20s y 1min
de estimulacidn, los valores obtenidos se encuentran cercanos a ser significativos (Figura
6.8A). En la Figura 6.8B se muestran los histogramas de un experimento representativo de
la fosforilacion de Syk tras el entrecruzamiento de CD13 con los Fab452, FabC y FabE.

En conjunto, estos datos permiten corroborar que los Fab452, FabC y FabE son
capaces de inducir la fosforilacion de Syk tras el entrecruzamiento de CD13 con particula

fagocitable en hMDM.
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Figura6.8. Los Fab452, FabC o FabE son capaces de inducir la fosforilacion de Syk a través del entrecruzamiento
de CD13 con particula en hMDM. hMDM fueron incubados con 2ug de Fab452, FabC o FabE; u 8ug de mAb32.2 o
sin anticuerpo (NoFab) por 30 min a 4°C. Las células fueron lavadas e incubadas por 15min con los EBS-Fabs a 4°C,
después fueron incubadas por diferentes periodos a 37°C (tiempo de estimulacién). La células se fijaron y
permeabilizaron, y posteriormente fueron incubadas con el anticuerpo anti-fosfoSyk conjugado con PE. Las muestras
fueron analizadas por citometria de flujo. Después se realizo el andlisis estadistico de las medianas de fluorescencias
de cuatro experimentos independientes, normalizadas al tiempo Omin de cada muestra. A) Cinética de fosforilacidon
de Syk con los diferentes tratamientos. B) Histogramas representativos de un experimento de la fosforilacion de Syk.
ANOVA de una via, seguida de una prueba de Tukey.**p<0.005, *p<0.05.

53



6.6. La fagocitosis a través de CD13, mediada por los Fab452, FabC y FabE induce la
produccién de ROS en hMDM-M1

Una de las caracteristicas de los fagosomas de los fagocitos profesionales es que
poseen un arsenal de agentes antimicrobianos que matan y degradan los microorganismos
internalizados. Entre estos agentes estan proteinas y péptidos antimicrobianos, pH bajo,
enzimas hidroliticas y moléculas especializadas que median el ataque oxidativo: las especies
reactivas de oxigeno. Debido a que todos estos procesos requieren de la fusidon secuencial
del fagosoma recién formado con diferentes vesiculas intracelulares, es decir, de la
maduracion del fagosoma, es correcto denominar que la produccién de ROS puede ser una
consecuencia tardia de la fagocitosis. La produccién de ROS ha sido reportada en
neutrdfilos, células dendriticas y macréfagos, pero en este ultimo grupo, la produccion de
ROS ha sido relacionada mayoritariamente a aquella poblacion de macréfagos polarizada al
estadio inflamatorio M1. Recientemente, nuestro grupo de investigacidén reporté que el
entrecruzamiento de CD13 humano con los Fab452 y un anticuerpo secundario, en células
murinas tipo macrofagos infectadas con un sistema lentiviral para expresar el CD13
humano, indujo la produccién de ROS[63]. Después de corroborar la participacion de los
FabC y Fab E, como el Fab452, en la fagocitosis de particulas grandes y en eventos
tempranos de sefalizacidon, decidimos evaluar su influencia en funciones tardias
relacionadas a la fagocitosis, como la produccién de ROS en hMDM en el estadio MO y en
macrofagos polarizados al estadio inflamatorio M1.

Para la realizacion de estos ensayos, hMDM fueron incubados o no con IFN-y (30
ng/mL) por 48 hrs, para obtener macréfagos en estadio M1 o MO, respectivamente. La
determinacién de la expresion de CD13 y FcyRI en los hMDM M1 y MO muestra que la
expresion de CD13 se mantiene constante en ambas poblaciones de hMDM; mientras que
la expresidn de FcyR1 incrementa tras la polarizacién de los hMDM al estadio M1 (Figura
Suplementaria 1). Los macréfagos MO y M1 fueron tratados con 2ug de Fab 452, FabC o
FabE; 8ug de Fab32.2 o sin anticuerpo (NoFab); posteriormente se incubaron dos muestras
de cada condicién por 30min a 37° min, una de ellas en presencia de los EBS-Fab para inducir

el entrecruzamiento de la molécula de interés. Como otro control positivo de produccion
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de ROS, se incubd una muestra de macrofagos sin Fab con E. coli inactivadas por calor. Al
término de los 30 min de incubacién, se realizd una lectura de la produccion de ROS. Las
ROS fueron detectados fluorométricamente usando Carboxy-H2DFFDA que emite
fluorescencia en presencia de ROS. Las células permanecieron 1h mas en incubacién a 37°C
y se midié de nuevo la produccion de ROS. Con estos datos, fue calculada la diferencia de
produccién de ROS, y se determind si hubo un aumento en la produccién de ROS en
presencia de la particula fagocitable. Por ejemplo, la diferencia de la muestra recubierta
con Fab452 fue comparada con aquella que ademas de estar recubiertas con Fab452, fue
incubada en presencia de los EBS-Fab.

Los resultados obtenidos con los hMDM MO indican que la fagocitosis mediada por
CD13 a través de cualquier Fab anti-CD13 no induce la produccion de ROS respecto a su
muestra paralela sin particula fagocitable. Importantemente, el entrecruzamiento de los
FcyRI con el Fab32.2 o la incubacidon de los hMDM MO con E.coli inactivadas por calor,
tampoco indujo la produccidn significativa de ROS, reflejando que esta poblacion no induce
niveles significativos de ROS tras diferentes estimulos (Figura 6.9A). En contraste, el analisis
de los resultados obtenidos en los hMDM M1, evidencié un incremento significativo en la
produccion de ROS en la fagocitosis mediada por los FcyRI o de E.coliinactivada. Y en cuanto
a la fagocitosis mediada por CD13 con los Fab452, Cy E, se observd que también indujo la
produccidn significativa de ROS. El incremento observado en la produccion de ROS por la
fagocitosis de particulas, tuvo niveles similares con los tres Fab anti-CD13. Es importante
sefalar que células sin recubrimiento e incubadas con EBS-Fab también mostraron un
incremento en la produccidén de ROS con respecto a las células sin recubrimiento y sin EBS-
Fab, pero éste no fue significativo (Figura 6.9B).

Estos datos indican que la fagocitosis mediada por CD13, a través los Fab452, FabE
o FabC, induce los mismos efectos en eventos tardios relacionados a la fagocitosis, como la

produccidn significativa de ROS en hMDM M1.
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Figura 6.9. Los Fab452, FabC o FabE son capaces de inducir la produccion de ROS a través del
entrecruzamiento de CD13 con particula hMDM polarizados a M1. hMDM fueron polarizados macréfagos
M1 por el tratamiento con IFN-y (30ng/mL) por 48 hrs, o mantenidos en estadio MO. Al término de la
polarizacién, los h(MDM M1 o MO fueron incubados con 2 pg de Fab452, FabC o FabE por 30min a 4°C. Las
células fueron lavadas e incubadas con los EBS-Fabs por 30min a 37° y se cuantificd la produccion de ROS
fluorimetricamente. Las células fueron incubadas por 1h mds a 37° monitoreando la produccién de ROS.
Posteriormente, fue calculada la delta de las dos mediciones de seis experimentos independientes, y fueron
normalizadas a la respectiva muestra paralela sin particula. Incremento relativo de la produccidn de ROS en
A)hMDM MO, y B) hMDM M1. ANOVA de una via, seguida de Bonferroni. **p<0.005, *p<0.05
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6.7. El entrecruzamiento de CD13 con Fab452, FabC y FabE induce la activacién de CR3.

En trabajos previos realizados en nuestro laboratorio, ha sido demostrado que la
agregacion de CD13 con el Fab 452 regula positivamente la fagocitosis a través de los
receptores FcyRl y de otros receptores innatos, y que probablemente sea a través de la
induccion de vias de sefializacion compartidas entre estos receptores. Asi mismo, fue
demostrado que el entrecruzamiento de CD13 con el Fab452 induce la activacion de CR3.
Debido a que estos procesos requieren de vias de sefializacién, nos preguntamos si el
entrecruzamiento de CD13 con los FabC y Fab E también induce la activacion de CR3.

Para estos experimentos, se estimularon hMDM por agregacién de CD13 con los
Fab452, FabC o FabE mas un anticuerpo secundario; o por agregacion del FcyRI con Fab32.2
como control negativo; o por agregacion del FcyRIl con el mAb 1V.3, como control positivo;
por 10 min a 37°C. El estado de activacion de CR3 fue detectado con el anticuerpo CBRM1/5
conjugado con PE, que reconoce un epitope expuesto luego del cambio conformacional de
activacion. Posteriormente las muestras fueron analizadas por citometria de flujo. El andlisis
reveld que el entrecruzamiento de CD13 con los Fab452, FabC o FabE, indujo un aumento
significativo en el estado de activacion de CR3, en comparacién con las células sin
tratamiento, o en las células en las que se entrecruzo el FcyRl (Figura 6.10B). El
entrecruzamiento de FcyRIl también indujo un aumento significativo en la activacién de
CR3, como previamente ha sido reportado. En la Figura 6.10A se muestra un conjunto de
histogramas de un experimento representativo de la activacion de CR3 por el
entrecruzamiento de CD13 con los Fab452, FabC o FabE.

Estos datos indican que la agregacién de CD13 con los Fab452, FabC o FabE induce
la activacién de CR3. Esto sugiere otros procesos en los que CD13 estaria participando y que
requieren de la activacion de vias de sefializacion intracelular, pueden ser mediados tras su

entrecruzamiento con los Fab452, FabC o FabE, como lo es la activacion de CR3.
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7. DISCUSION

CD13 es una exopeptidasa que escinde preferencialmente aminoacidos neutros del
extremo amino terminal de una gran variedad de sustratos [41, 43, 46]. Por otro lado, se ha
evidenciado que la participacién de CD13 en una gran variedad de procesos bioldgicos
ocurre independientemente de su actividad enzimatica; asi que, tras la union de un ligando
o un sustrato, CD13 puede funcionar como una enzima o un receptor membranal [42]. Al
respecto de estas dos ultimas funciones, trabajos de nuestro laboratorio ([57, 65] (Claudia
Garay y colaboradores, datos no publicados) y de otros grupos [58, 59, 66, 69], han sefialado
la participacién de CD13 en la agregacion celular homotipica y heterotipica, asi como su
participacion como molécula moduladora positiva de la fagocitosis a través de los FcyRl y
otros receptores de reconocimiento innato [61, 62]. Ademas, recientemente nuestro
equipo reportd a CD13 como un receptor fagocitico primario [63].

La caracterizacion de la participacién de CD13 en agregacion celular, ha sido hecha
mayoritariamente con anticuerpos monoclonalesy se ha observado que existen diferencias
en los efectos que ejercen diferentes anticuerpos sobre las funciones en las que CD13 ha
sido relacionado ([57, 59, 66, 70] (Claudia Garay y colaboradores, datos no publicados),
como se explica mas adelante. El estudio de estas diferencias puede permitirnos entender
mejor los mecanismos moleculares a través de los cuales CD13 participa en los distintos
procesos bioldgicos en los que ha sido involucrado, como en la misma agregacién celular o
la fagocitosis. En lo que se refiere a la agregacion celular inducida por CD13, en la etapa
inicial de su estudio se emplearon algunos anticuerpos que poseen la capacidad de inhibir
la actividad enzimatica de CD13, como los mAbs WM15 y MY7, mientras que otros
anticuerpos no, como el mAb452 y el SJ1D1, pero que en ambos casos son capaces de
inducir la activacidn de sefalizacidn intracelular y agregacion celular, por lo que han sido
denominados “anticuerpos activadores”. Mientras que el empleo de otro anticuerpo, el
mAb WM4.7, no ejerce efecto alguno sobre la agregacion celular mediada por CD13[57].
Posteriormente, durante el estudio de la agregaciéon celular inducida por el
entrecruzamiento de CD13, en nuestro laboratorio se produjeron dos anticuerpos

monoclonales anti-CD13, denominados el mAbC y el mAbE (Claudia Garay y colaboradores,
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datos no publicados), que contrariamente a lo descrito para otros anticuerpos, tienen la
capacidad de inhibir la agregacién celular o incluso de inducir la desagregacién de células
previamente agregadas por efecto del anticuerpo activador mAb452. Ademas, el mAbCy el
MADE presentan la capacidad de inhibir parcialmente la actividad enzimatica de CD13. Por
ensayos de competencia, se determind que el mAbC y mAbE se unen a la molécula de CD13
en el mismo sitio o sitios muy cercanos, y que este sitio de union es distinto del sitio de
unién del mAb452. Las causas de las diferencias observadas en los efectos de estos distintos
anticuerpos anti-CD13 aun no han sido determinadas. Teniendo presente que la adhesion
celular y la fagocitosis son procesos activos que requieren de sefializacién intracelular y del
rearreglo del citoesqueleto de actina (por lo que es posible que compartan mecanismos
moleculares en estos dos niveles[15, 34, 64]), hipotetizamos que el entrecruzamiento con
estos anticuerpos, el mAbC y mAbE, no desencadenaria el proceso fagocitico como
previamente fue descrito con el mAb452[63].

Contrario a lo esperado, los resultados obtenidos en este trabajo muestran que el
entrecruzamiento de CD13 con los fragmentos FabC o FabE, similar a lo que ocurre con los
fragmentos Fab452, presentan la capacidad de inducir la fagocitosis mediada por CD13.
Para corroborar esto, determinamos que el entrecruzamiento de CD13 con los Fab452, FabC
o FabE, con particulas fagociticas, indujo la activacién de sefiales tempranas de la fagocitosis
como la activacién de Syk. Asimismo, procesos posteriores conectados a la fagocitosis,
como la produccidon de ROS, son también desencadenados durante la fagocitosis mediada
por CD13 empleando cualquiera de los fragmentos Fabs anti-CD13. Aunado a esto,
demostramos que el entrecruzamiento de CD13 con los Fab452, FabC o FabE estimula la
activacion de CR3, sugiriendo que el entrecruzamiento de CD13 también puede inducir la
activacion de otras sefiales intracelulares diferentes a las disparadas durante la fagocitosis.

Ademas de la fagocitosis, CD13 ha sido relacionado con otros procesos de
internalizacion, como la endocitosis mediada por caveolina [54, 71] y endocitosis mediada
por clatrina [55]. Debido a que CD13 es capaz de mediar distintos mecanismos de
internalizacion, el empleo de particulas grandes en nuestros ensayos fagociticos, cuya

internalizacién forma fagosomas de 4um [63], nos permite descartar otros procesos de
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internalizacion que no sean fagocitosis por el empleo de los fragmentos Fab452, FabC y
FabE. En los ensayos fagociticos, tanto en células THP-1 como en hMDM, observamos que
la fagocitosis a través de CD13 mediada por los FabC y FabE es de magnitud similar a la
observada con los Fab452, ya que no encontramos diferencias significativas entre el
porcentaje de fagocitosis e indice fagocitico obtenidos con los FabC y FabE respecto los del
Fab452. Debido a que la agregacion de CD13 puede ser conseguida con el empleo de los
Fab452, FabC o FabE, estos datos sugieren que el factor clave para la activacidon de CD13
como receptor fagocitico es su agregacion en la membrana celular, que permite aumentar
su densidad local, como ha sido reportado para una gran cantidad de receptores fagociticos,
entre ellos los FcyRI y Dectina-1 [5, 18, 26, 72]. Al respecto, ha sido observado por ensayos
de microscopia la relocalizacién de CD13 en las zonas de contacto célula-célula en la
adhesidn celular tras su entrecruzamiento con anticuerpo solubles [57, 66], o en las zonas
de interaccion de células fagociticas y particulas fagocitables al entrecruzar a CD13 con estas
particulas o anticuerpos solubles[61].

Durante los ensayos fagociticos, con la finalidad de inducir diferentes niveles de
agregacion de CD13, empleamos diferentes concentraciones (2, 0.2 y 0.02 ug) de
fragmentos Fab452, FabC o FabE para recubrir a las células fagociticas, tanto en la linea
celular monocitica THP-1, asi como en los hMDM. Los resultados obtenidos muestran que
existe un umbral de entrecruzamiento de CD13 diferente para inducir la fagocitosis entre
las células THP-1 (que representan un estadio monocitico) y los hMDM (que representan
un estadio de diferenciacion a macrofago), siendo menor para los hMDM; pues con las
células THP-1 sélo a las dos concentraciones mayores empleadas de los fragmentos Fab452,
FabC o FabE (2 y 0.2 ug) se indujeron diferencias significativas en el porcentaje de fagocitosis
e indice fagocitico respecto a la muestra control NoFab. En contraste, con los hMDM a
cualquiera de las tres concentraciones de fragmentos Fab de anticuerpos anti-CD13, se
obtuvieron diferencias significativas en el porcentaje de fagocitosis respecto a la muestra
control NoFab. Esto ultimo concuerda con los reportes que sefialan a los macréfagos como

células con una mayor capacidad fagocitica respecto a los monocitos [73, 74]. Esto sugiere
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gue la fagocitosis a través de CD13 estd sujeta a los mecanismos que regulan la capacidad
fagocitica de las células [10, 75].

El conjunto de datos obtenidos en este proyecto: fagocitosis de particulas, activacién
de Syk y produccion de ROS durante la fagocitosis, muestran que el entrecruzamiento de
CD13 con los FabC y FabE tiene un efecto distinto en la fagocitosis al observado en Ila
adhesidn celular. Mientras en la fagocitosis un efecto inductor, similar al inducido con los
Fab452, en la adhesidn celular tienen un efector inhibidor, y no inductor como los Fab452.
La serie de datos que vinculan a CD13 con la transduccion de sefiales en la agregacion
celular empleando los distintos anticuerpos anti-CD13, pueden ayudarnos a explicar las
diferencias encontradas en los efectos del entrecruzamiento de CD13 con los distintos
anticuerpos sobre la agregacién celular (efecto inhibidor de los mAbC y mAbE; y activador
del mAb452) y la fagocitosis (efecto activador de los Fab452, FabC y FabE). Por ensayos de
competencia, sabemos que los mAbC y mAbE se unen a la molécula de CD13 a un sitio
distinto al que se une el mAb452 (Claudia Garay y colaboradores, datos no publicados).
Ademas, otros mAbs activadores de la agregacion homotipica, WM15 y el MY7 se unen a
lugares cercanos entre ellos y cercanos al sitio de unién del mAb 452 y del sitio catalitico, y
el entrecruzamiento de CD13 con estos tres mAbs activa sefiales intracelulares que
culminan en la agregacidn celular[57]. Dado que en la agregacion celular, los mAbC y E
poseen el mismo efecto inhibidor, pero diferente al inducido con el mAb452 (activador)
(Claudia Garay y colaboradores, datos no publicados), entonces la diferencia observada en
el efecto del mAbC y mAb E respecto al mAb452 en la agregacion celular, podria deberse al
sitio de union de los anticuerpos. Con esto datos, podria proponerse que los efectos
distintos observados pueden reflejar dos procesos diferentes. El primero, que posiblemente
la unidn de los anticuerpos activadores favorece la conformacion cerrada del dimero de
CD13, y con ello la activacidon de las vias de sefializacidn relacionadas en este proceso, y los
mADbC y E no lo hagan. Al respecto, en la determinacién de la estructura cristalografica de
CD13, ha sido reportado que la unién de algunos sustratos o ligandos pueden estabilizar a
CD13 en su conformacion abierta o cerrada[53]. Esta arquitectura es de particular

importancia, pues debido al arreglo tipo arco formado por el dimero de CD13 en la
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membrana citoplasmatica, la conversion de un dimero abierto-abierto a uno cerrado-
cerrado, puede llevar a un cambio conformacional grande, que ocasione un cambio de 102
a 54A en la distancia entre los extremos amino insertados a la membrana de cada
mondmero, y esto podria ser la base de los eventos de transduccién de sefial a los que CD13
ha sido asociado[53]. Este cambio conformacional podria ocasionar la activaciéon de CD13
mediante la fosforilacién de la Tyr6 en su extremo citoplasmatico, como ha sido reportado
que sucede en el entrecruzamiento de CD13 con el mAb452[59], y esta fosforilacién,
conllevar a la activacion de senales corriente abajo como sucede en la adhesion celular.
Debido a que la activacién de la mayoria de los receptores fagociticos estd dada
principalmente por su agrupamiento en la membrana y no necesariamente a un cambio
conformacional[5, 12, 18], entonces suponiendo que los FabCy FabE no induzcan un cambio
conformacional en CD13 que medie su activacién como molécula de adhesién, esto no
afecta su participacion en la fagocitosis, ya que la agregacion de CD13 con particula
fagocitica, puede ser lograda con cualquiera de los Fab anti-CD13 empleados, vy
desencadenar asi el proceso fagocitico. Es importante sefialar que con los Fab452 se
observaron niveles ligeramente mayores en el porcentaje de fagocitosis respecto a los
obtenidos con los FabCy FabE, aunque estas diferencias no fueron significativas. Este efecto
podria deberse a que, aunque hipotéticamente los FabC y FabE favorezcan una estructura
diferente a la del 452, ésta se vea “opacada” por el efecto de agregacién de CD13 inducida
por la unidn de la particula, permitiendo una aproximacién de los extremos citosélicos de
diferentes dimeros de CD13 durante el entrecruzamiento con la particula fagocitica. De este
modo, aunque con el entrecruzamiento de CD13 con los Fab452 el acercamiento de los
extremos citoplasmaticos podria ser mayor que con los FabC y E, esto no es significativo.
Sin embargo, en sistemas que son menos sensibles a la activacidn, este efecto podria ser
mas evidente, por ejemplo en los ensayos fagociticos realizados con las células THP-1, en
los que a pesar de encontrar valores similares en el porcentaje de fagocitosis, el indice
fagocitico tuvo una diferencia significativa respecto al NoFab sélo en aquella muestra donde
CD13 fue entrecruzado con el empleo de los Fab452, mientras que en el otro grupo de

células, los hMDM, al poseer una mayor capacidad fagocitica y por ello mayor sensibilidad
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a las sefiales que la desencadenan[10, 75], se pudieron observar valores significativos en el
porcentaje de fagocitosis con los tres Fab452, C y E desde la concentracién menor. En lo
que refiere a indice fagocitico, aunque sdlo se observd significancia a las dos
concentraciones mayores de Fab, el efecto de los tres Fab452, Cy E fue similar.

El segundo proceso posible que ocasione efectos diferentes tras la agregacion de
CD13 con los mAbC y mAbE respecto al mAb452, es que los mAbC y mAbE ocupen el sitio
de interaccién CD13-CD13 en la agregacidn celular, inhibiendo asi este proceso, pues al
respecto ha sido reportado que la agregacién celular homotipica y heterotipica, inducida
por el entrecruzamiento de CD13 con mAb452, es a través de una interaccién homofilica,
en donde el CD13 de un célula interactia con otra molécula CD13 en la otra célula[58]. Asi,
aunque los mAbC y mAbE intervengan en la interaccién CD13-CD13 durante la agregacion
celular, de nueva cuenta, esto no interfiere en la fagocitosis porque la agregacién de CD13
puede ser inducida con cualquiera de los anticuerpos anti-CD13.

Debido a que la unién de los distintos Fab anti-CD13 induce la fagocitosis, se abre la
posibilidad de que existan distintos ligandos que puedan unirse a CD13 en distintos sitios y
también inducir la fagocitosis, como ha sido reportado para el CR3, el cual, en su funcién
como receptor fagocitico, ademas de reconocer al fragmento iCb del complemento,
también lo hace mediante el reconocimiento de distintas estructuras expresadas en
distintos patégenos[76].

A pesar de compartir mecanismos moleculares similares en la transduccidon de
sefiales entre la fagocitosis y la agregacion celular, el mecanismo de activacién del receptor
para cada situacion puede ser diferente. Ha sido reportado para algunos receptores, como
el CR3, que su activacién puede ocurrir por dos medios, uno por su agregacion en la
membrana celular para aumentar su avidez por ligando [77] y la otra por sefales de adentro
hacia afuera, que inducen un cambio conformacional de CR3[78, 79]. La activacién de CD13
como receptor fagocitico, parece ser que depende de su agregacion dada por un particula
grande que presente ligando multivalente que induzcan la agregacién del receptor, como

ha sido descrito para un gran cantidad de receptores fagociticos[80].
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El o los ligandos naturales de CD13 capaces de inducir la fagocitosis de particulas
grandes aun no han sido determinados. Sin embargo, han sido identificados ligandos
naturales de CD13 mono- y polivalentes, asi como endégenos y exégenos. Dentro de los
ligandos enddgenos, existe evidencia que péptidos con el motivo Asn-Gly-Arg (NGR) se unen
a CD13, e incluso han sido empleados en tratamientos de inmuno- y quimioterapias en
diversos tipos de tumores [45]; y de particular importancia a este proyecto, ha sido
propuesto que galectina-3 podria constituir un ligando natural de CD13 que induzca
fagocitosis[63]. Esta propuesta se basa en fuertes evidencias que lo sugieren: ha sido
reportado la interaccion natural de CD13 con galectina-3, en ensayos de cromatografia de
afinidad [81], y en ensayos de “biopanning” de fagos filamentosos expresando secuencias
peptidicas. Ademas, se ha reportado la colocalizacién de CD13 y galectina-3 en la membrana
de células HUVEC tras la adicion de galectina-3 a esas células [82], asi como la
coinmunoprecipitacion de galectina-3 y CD13 en células U-937[65]. Galectina-3 es capaz de
unirse a beta-galactdsidos expresados en la superficie de bacterias[83, 84] , organismos
fungicos [85, 86] y parasitos[87]. Importantemente, galectina-3 es capaz de formar
complejos multivalentes al polimerizarse, los cuales tienen la capacidad de interactuar con
varios ligandos al mismo tiempo y de entrecruzar glicoproteinas de la superficie celular[88].
Asimismo, ha sido reportado que galectina-3 puede mediar interacciones célula-célula[89]
y célula-matriz extracelular[90], migracion celular (monocitos y macroéfagos)[91], asi como
su participacién en procesos celulares como el estallido respiratorio [92]y la fagocitosis[93].
Sin embargo, son necesarios mas estudios para determinar si galectina-3 puede fungir como
una opsonina que induzca la fagocitosis in vivo mediada por CD13.

En otro orden de ideas, durante la caracterizacion de CD13, se observé que el
entrecruzamiento de CD13 con Fab452 y un anticuerpo secundario soluble induce la
fosforilacion de Syk[63]. En un mayor acercamiento a lo que podria ocurrir naturalmente
durante el proceso fagocitico, indujimos el entrecruzamiento de CD13 mediado por los
fragmentos Fab452, FabCy FabE con particulas fagocitables, de la misma forma a la utilizada
para los ensayos de fagocitosis. Determinamos que el entrecruzamiento de CD13 utilizando

esta técnica indujo también la fosforilacion de Syk empleando los Fab452, FabC y FabE.
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Encontramos para la fosforilacion de Syk, tanto en las células THP-1 como hMDM, que el
pico de fosforilacion ocurre antes del minuto de estimulacion, y que en los hMDM la
fosforilacion de Syk es sostenida por mds tiempo, lo que podria ser una causa de la
fagocitosis mayor observada en los hMDM respecto a las células THP-1. Como se menciond
anteriormente, las células THP-1 se encuentran en un estado monocitico, a diferencia de
los hMDM que son macréfagos con un fenotipo MO. Un estudio demostré que la
fosforilacion de Syk durante la fagocitosis mediada por el FcyRI varia de acuerdo al estado
de diferenciacién celular [75], por lo que es posible que las diferencias observadas en la
fosforilacion de Syk inducida por fagocitosis en células THP-1 vs hMDM estén dadas por el
estado de diferenciacién.

Debido a que el entrecruzamiento de CD13 induce la fosforilacion de Syk, es
probable que Syk interactie directamente con CD13 para ser activada. Syk interactua a
través de su dominio SH2, con sitios que cuentan con motivos de tirosinas fosforilada
duales, como las que se encuentran en los motivos ITAM de los FcyRI; pero también ha sido
reportado que puede interactuar con Tyr fosforiladas de mondmeros distintos, como
sucede con Dectina-1[25] .Recientemente, ha sido reportado que CD13 es fosforilada en la
Tyr6 (que se encuentra en su extremo citoplasmatico)[59], y debido a que CD13 es
expresada como dimero, durante su entrecruzamiento, es posible que estas tirosinas
fosforiladas puedan funcionar como sitios de reconocimiento por el domino SH2 de Syk para
inducir su activacion. Sin embargo, es necesario indagar si este es el mecanismo de
activacion de Syk durante el entrecruzamiento de CD13, o si existen otras moléculas
accesorias que estén mediando dicha activacién.

En el mismo estudio de nuestro laboratorio que describe a CD13 como un receptor
fagocitico primario, se encontré que existe un componente de la fagocitosis mediada por
CD13 que no es dependiente de la activacion de Syk[63], esto también ha sido descrito para
otros receptores fagociticos[94]. Esto indica que, aunque la activacion de Syk interviene en
la fagocitosis mediada por CD13, no es primordial para este proceso, por lo que su
activacion podria “servir” para otros propésitos. En relacién a esto, ha sido demostrado que

la activacion de Syk, ademas de participar en el rearreglo del citoesqueleto de actina, esta
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involucrada en otras respuestas celulares, como la produccién de ROS en la fagocitosis
mediada por Dectina-1 [95], la movilizacién de Ca2+, dregranulacion, produccion de
citocinas y el metabolismo de acido araquiddnico durante le sefializacion mediada por los
FcyRI u otros receptores que posean el dominio de reconocimiento del motivo SH-2 de Syk
[96-98]. Este trabajo abre la puerta a otras investigaciones que vinculen a la activacién de
Syk durante la fagocitosis mediada por CD13 con algunas de estas funciones. En principio,
podria verificarse si existe una relacién entre la activacion de CD13 y la produccién de ROS,
pues en el presente proyecto, determinamos que ambos procesos ocurren durante la
fagocitosis mediada por CD13.

Existe una amplia relacion entre la produccion de ROS vy la fagocitosis, con la
finalidad de degradar patdgenos que hayan sido internalizados por este medio (actividad
microbicida). Durante la maduracion del fagosoma, componentes de la NAPDH oxidasa se
ensamblan en la membrana del fagosoma, lo que lleva a la produccién de ROS. El
ensamblaje y activacion de NOX2 es altamente regulado y es disparado por la union de
particulas, bacterias, hongos o mediadores inflamatorios solubles a receptores especificos
en la superficie de células fagociticas[99, 100]. Como ha sido mencionado, también
determinamos que la fagocitosis a través de CD13 mediada por los Fab452, Fab y FabE, es
capaz de inducir la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS). Este hecho evidencia
gue los fagosomas formados por la fagocitosis mediada por CD13 son capaces de madurar
adecuadamente y que la fagocitosis mediada por CD13, al estar asociada con la produccion
de ROS, esté posiblemente vinculada con la internalizacion de agentes microbianos.
Importantemente, la induccidn de la produccién de ROS por fagocitosis a través de CD13
Unicamente fue detectada en la poblacidon de macrofagos M1, es decir, aquellos macréfagos
con un fenotipo inflamatorio, lo que sugiere que la fagocitosis a través de CD13,
nuevamente se encuentra regulada también por el fenotipo celular en cual se esta llevando
a cabo. Estos datos concuerdan con la evidencia de que los macréfagos M1 son aquellos
capaces de producir ROS dentro de todas las poblaciones de macréfagos[39, 40].

Finalmente, demostramos que el entrecruzamiento de CD13 con los Fab452, FabC o

FabE induce la activacién de CR3. La activacion de CR3 puede ocurrir por dos medios, por
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su agregacion en la membrana, que puede ser dada por un ligando multivalente, o por la
activacion “inside-out” de CR3 derivada de la sefializacion de otros receptores. Por lo tanto,
queda por determinar la via de activacién de CR3 por el entrecruzamiento de CD13. Es
posible que durante la agregacion de CD13 se coagregue a CR3, como cuando CD13 es
coagregada con los FcyRI, y como consecuencia se lleve a cabo su activacidn[61], o bien que
las vias de sefalizacion encendidas durante el entrecruzamiento de CD13 lleven a la
activacion inside-out de CR3. Al respecto, por ensayos de microscopia, ha sido observado la
relocalizacion de CR3 a la copa fagocitica tras el entrecruzamiento de los FcyRs[77], sin
embargo no ha sido reportado la colocalizacion de CR3 durante el entrecruzamiento de
CD13. La activacion de CR3 tras el entrecruzamiento de CD13 con los FabC y FabE, descarta
que la agregacion observada entre las células U937 tras el entrecruzamiento de CD13 con
el mAb452 [57] dependa de la activacion de CR3, dado que el entrecruzamiento con los
FabC y FabE también fue capaz de inducir su activacién. El hecho de que la activacion de
CR3 se induzca tras la agregacion de CD13 con cualquiera de los fragmentos anti-CD13
empleados en este proyecto, sugiere que el entrecruzamiento de CD13 basta para activar
otras vias de sefializacidn diferentes a la fagocitosis.

El hallazgo de que varios anticuerpos induzcan la fagocitosis mediada por CD13 y el tener
presente que estos se unan a distintos sitios de CD13, sugiere algunas de las caracteristicas
de los ligandos de CD13 in vivo, por ejemplo que pueda unirse a distintos sitios de CD13
para inducir la fagocitosis, o que CD13 pueda poseer distintos ligandos que se unan a
distintos sitios para inducir su agregacion y con ellos la fagocitosis. En la identificacién de
los ligandos naturales de CD13, es importante tener presente que la interaccidon de CD13
con la particula, puede ser directa por que CD13 reconozca estructuras de patégenos, o
bien que CD13 funja como un receptor opsdnico mediante su interaccién con Galectina-3,
o ambos casos. Aun queda pendiente estudiar con mas detalle las vias de sefalizacion
desencadenadas en la fagocitosis mediada por CD13, y su posible nexo con procesos
relativos a la fagocitosis, como la generacidén de dxido nitrico, produccion y secrecion de

citocinas, o la presentacidon de antigenos provenientes de la degradacion de patégenos.
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8. CONCLUSIONES

El entrecruzamiento de CD13 con los fragmentos FabC y FabE, induce la fagocitosis

de particulas grandes al igual que con los fragmentos Fab452.

El conjunto de datos obtenidos en el presente trabajo, sugiere que el principal factor

para inducir la fagocitosis de CD13, es su agregacion dada por una particula grande.

El curso de la fagocitosis mediada por CD13, empleando los Fab452, FabC y FabE,
sigue una misma ruta bioquimica, ya que el empleo de cualquiera de estos fragmentos
permitio la activacion de Syk y la produccion de especies reactivas de oxigeno, ambos

procesos relacionados con la fagocitosis.

El entrecruzamiento de CD13 con los fragmentos Fab452, FabC o FabE induce la
activacion de CR3; sugiriendo que la agregacion de CD13 con cualquiera de estos

fragmentos induce la activacion de sefializacion ademas de la que media la fagocitosis.
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9. PERSPECTIVAS

O

Investigar el mecanismo que subyace la diferencia del efecto inhibidor en la adhesion
celular y activador en la fagocitosis mediada por CD13 de los mAbC y mAbE. Queda por
determinar si esta diferencia se debe a que por el sitio de unidon a CD13, los mAbC y
mADE interfieran en la interaccidon de CD13 de una célula con otra molécula homologa
en la otra célula en la adhesion celular, o porque estos mAbs no inducen la via de
sefializacion en la adhesion celular.

Determinar el ligando natural de CD13 que media su activacién como receptor
fagocitico; y verificar su efecto en la agregacion celular mediada por CD13.
Determinar el papel de Syk en la fagocitosis mediada por CD13. En el presente trabajo
se demostré que la fagocitosis mediada por CD13 induce la activacion de Syk, pero
también ha sido demostrado que no es esencial en este proceso. Queda entonces
determinar la finalidad de la activaciéon de Syk en la fagocitosis por CD13. Una
propuesta es evaluar su participacidon en la produccién de ROS.

Determinar la activacion de otras moléculas en la via de sefializaciéon fagocitica de
CD13. Incluyendo el estudio del papel de la Tyr6 de CD13 en la activacidn de esta via de

sefializacion.
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10. FIGURAS SUPLEMENTARIAS
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Figura Suplementaria 1. Expresion de CD13 y FcyRl en hMDM en estadio M0 y M1. hMDM MO y M1 se incubaron con
2ug de fragmentos Fab452 o 4ug Fab32.2 en 250uL de medio completo por cada millén de células, por 30min a 4°C.
Posteriormente, las células se lavaron e incubaron con anticuerpo secundario conjugado a FITC y fueron analizadas
por citometria de flujo. Se muestra el promedio de la intensidad media de fluorescencia de 5 experimentos de hMDM
M1 normalizados respecto a la expresién en hMDM MO. Prueba t, ***p<0.0005 A) Expresion de CD13. La polarizacién
del estadio M0 al M1 de los hMDM no modificé la expresion de CD13. B) Expresion del FcyRI. La polarizacidn del estadio
MO al M1 incrementd significativamente la expresidn del FcyRlI.
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