‘-'.T\Jl|ll .

= “‘.aﬁm
o Nl
m :/Af/ LT

\,_

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

Maestria y Doctorado en Ciencias Bioquimicas

Induccidén de trampas extracelulares de neutréfilos (NETSs)
humanos estimulados a través de la aminopeptidasa N (CD13)

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
Maestro en Ciencias

] PRESENTA:
Alvarez Carrasco Pablo Arturo

TUTOR:
Enrique Ortega Soto
Instituto de Investigaciones Biomédicas

COMITE TUTORAL:
Dra. Maria Elena Ibarra Rubio
Facultad de Quimica
Dr. Julio César Carrero Sanchez
Instituto de Investigaciones Biomeédicas

Ciudad de México. Febrero, 2019



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Agradecimientos

Esta tesis fue realizada en el laboratorio del Dr. Enrique Ortega, en el Departamento
de Inmunologia del Instituto de Investigaciones Biomédicas y gracias al
financiamiento de PAPIIT-DGAPA-UNAM (Proyecto IN205617) y CONACYT
(Proyecto 252428).

Agradezco ampliamente al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT)
por el apoyo econdmico brindado formalizado con el numero
(CVU/Becario): 736805/607582 para realizar mis estudios de Maestria.

Agradezco al “Programa de Apoyo a los Estudios del Posgrado” (PAEP) por los
apoyos recibidos para financiar mi asistencia a los congresos “Transduction
Signalling in Health and Disease Conference” en Londres, Reino Unido y el “XII
Congress of the Latin American association of Immunology-ALAI” en Cancun,
México.

Gracias a la M. en C. Claudia Garay por su ayuda y dedicacion como técnico
académico, compariera de trabajo, maestra y amiga.

A mi comité tutor formado por la Dra. Maria Elena Ibarra Rubio y el Dr. Julio César
Carrero Sanchez por guiarme en el curso de este trabajo.

A los miembros del jurado: Dra. Gladis del Carmen Fragoso, Dra. Maria Eugenia
Torres, Dra. Gohar Geevorgyan, Dra. Maria Isabel Soto y Dr. Martin Gustavo
Pedraza por la revision critica y las valiosas aportaciones a este trabajo.

Agradezco ampliamente al M. en C. Rodrigo Mufioz por su contribucién tan
importante en la realizacidon de este proyecto.

Por ultimo, pero no menos importante agradezco a mi alma mater, la Universidad
Nacional Autonoma de México por darme todo el conocimiento y las herramientas
necesarias para crecer profesionalmente, ayudarme a ser critico y forjar en mi una
actitud de crecimiento personal.



Dedicatorias

Este trabajo esta dedicado a cuatro personas que han sido la unica razén de mis
logros y sé que siempre estaran a mi lado: Gracias Irma, Gracias Jesus, Gracias
Fabiola, Gracias Gina, gracias familia.

A los miembros y compafieros del laboratorio: Montse, Andrea, Laura, Kenia y
Gabriela por ser grandes colaboradoras y amigas en el laboratorio.

A Gina Lépez y Carlos Garcia por brindarme su especial amistad y ayuda de manera
incondicional en el ambito académico y personal.

Quiero dar un especial agradecimiento y dedicacion a la Dra. Gloria Erandi Pérez
Figueroa por haber sido mi guia todo este tiempo, porque me ha ensefado un sinfin
de cosas, me ha ayudado incondicionalmente, me ha brindado una amistad
invaluable y éste trabajo es tan mio como de ella.

Le agradezco especialmente al Dr. Enrique Ortega por darme la confianza y el
apoyo de trabajar con él en su laboratorio y con su equipo, por brindarme el
conocimiento y las herramientas que me han hecho crecer profesionalmente.

Gracias a Rosario, Clarisa, Eduardo, Rafael, José de Jesus, Isaac, Juan, asi como
a todas aquellas personas que me rodearon este tiempo, que me ayudaron y que
hicieron de estos afios de maestria una experiencia increible.



1. Tabla de contenido

2. RESUMEN 6
3. INTRODUCCION 7
4. MARCO TEORICO 8
4.1 NEUTROFILOS 8
4.2 DEGRANULACION 18
4.3 FAGOCITOSIS 19
4.4 ESTALLIDO RESPIRATORIO 20
4.5 TRAMPAS EXTRACELULARES DE NEUTROFILOS (NETS) 21
46 CD13 22
5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 25
6. HIPOTESIS 25
7. OBIJETIVOS 26
7.1 OBIETIVOS PARTICULARES 26
8. MATERIALES Y METODOS 27
8.1 PURIFICACION DE NEUTROFILOS HUMANOS 27
8.2 CONTEO CELULAR 28
8.3 EsTiMuULOS 28
8.4 CITOMETRIA DE FLUJO 29
8.5 AGREGACION HOMOTIPICA 29
8.6 CINETICA DE FORMACION DE NETS. 30
8.7 INMUNOFLUORESCENCIA (DETERMINACION DE NETS POR MICROSCOPIA) 31
9. RESULTADOS 32
9.1 IDENTIFICACION DE NEUTROFILOS Y PRESENCIA DE CD13 Y CD118. 32
9.2 EFECTO DE LOS ESTIMULOS PMA, FMLP E IL8 SOBRE LA EXPRESION MEMBRANAL DE CD13YCD11B. 34
9.3  ACTIVACION CON INTERLEUCINA 8 (IL-8) 34
9.4 ACTIVACION CON N-FORMIL-MET-LEU-PHE (FMLP). 36
9.5 ACTIVACION CON FORBOL-12-MIRISTATO-13-ACETATO (PMA). 38
9.6 EFECTO DEL ENTRECRUZAMIENTO DE CD13 EN LA ACTIVACION DE PMNS. 40
9.7 CAMBIOS EN LA EXPRESION DE CD13 Y CD11B DE MEMBRANA MONITOREADOS A TRAVES DEL TIEMPO

DESPUES DE SER ESTIMULADOS. 44
9.8 AGREGACION HOMOTIPICA 51
9.9 CD13 EN LA FORMACION DE TRAMPAS EXTRACELULARES DE NEUTROFILOS (NETS). 53



10. DISCUSION

70

[

[

MEMBRANA

MEMBRANA

10.1 EXPRESION DE CD13 EN MEMBRANA 70
10.2 AGREGACION HOMOTIPICA 72
10.3 CD 13 INDUCE LA FORMACION DE REDES EXTRACELULARES DE NEUTROFILOS 73
11. CONCLUSIONES 75
12. PERSPECTIVAS 76
13. BIBLIOGRAFIA 78
14. APENDICES 83
14.1 MODELOS LINEALES DE EFECTOS MIXTOS USADOS PARA EL ANALISIS DE LA EXPRESION DE CD13 EN

83
14.2 MODELOS LINEALES DE EFECTOS MIXTOS USADOS PARA EL ANALISIS DE LA EXPRESION DE CD11B EN

85
RESPUESTAS LINEALES 85
14.3 MODELOS LINEALES DE EFECTOS MIXTOS USADOS PARA EL ANALISIS DE LA FORMACION DE NETS
ENTRECRUZANDO A CD13 coN MAB452 0 FAB452 87
14.4 MODELOS LINEALES DE EFECTOS MIXTOS USADOS PARA EL ANALISIS DE LA FORMACION DE NETS
ENTRECRUZANDO A CD13 cON MAB 452 0 FAB452 Y ALGUN ESTIMULO (PMA, FMLP 0 IL8) 88



2. Resumen

El sistema inmunoldgico esta conformado por una gran cantidad de elementos que
trabajan de manera coordinada para proteger al organismo de la invasion de
patogenos. Entre la amplia gama celular se encuentran los neutréfilos (PMNs), los
cuales son los leucocitos mas abundantes y la primera linea de defensa contra
antigenos. Los PMNSs, al igual que todas las células inmunes, expresan en su
membrana una gran diversidad de receptores que detectan patégenos y median sus
diversas funciones efectoras.

CD13 (aminopeptidasa N) es una molécula expresada en la membrana de células
mieloides (monocitos, macrofagos, células dendriticas y neutrofilos). Hasta ahora
se han descrito funciones para CD13 en procesos vinculados directamente con su
capacidad enzimatica, asi como procesos ajenos a su calidad de aminopeptidasa
como adhesidn y fagocitosis en monocitos y macréfagos. Sin embargo, no existen
estudios que relacionen las funciones conocidas de CD13 en los neutréfilos
humanos en la respuesta innata, a excepcioén de un posible papel en la inhibicidn
de la apoptosis a través de TNFa.

En este trabajo investigamos a CD13 desde dos puntos de vista. El primero como
parte del arsenal de receptores que cambia su expresion después de la activacion
celular y el segundo como un receptor capaz de activar funciones efectoras en
PMNs. Observamos como la activacion de los neutréfilos usando 3 activadores,
forbol-12-miristato-13-acetato (PMA), N- formilmetionina-leucil-fenilalanina (FMLP)
e Interleucina 8 (IL-8), modifican la expresion de CD13 en membrana.

Por otro lado, entrecruzamos a CD13 utilizando el anticuerpo monoclonal anti CD13
“452” o usando fragmentos Fab del mismo anticuerpo monoclonal. Lo que nos
permiti6 demostrar la vinculacion de CD13 con la agregacion homotipica de
neutroéfilos, asi como su capacidad de inducir la liberacién de trampas extracelulares
de neutrdfilos (NETS).

Estos resultados demuestran que CD13 (APN) esta presente en los leucocitos
polimorfonucleares (PMN), que su expresion esta regulada por el metabolismo
celular y que es capaz de mediar las funciones efectoras caracteristicas de
neutroéfilos como la liberacion de NETSs.



3. Introduccién

La Aminopeptidasa N, o CD13, es una glicoproteina de membrana con actividad de
exopeptidasa, expresada en varios tipos celulares. En células hematopoyéticas,
CD13 es expresado en ceélulas mielomonociticas: granulocitos, monocitos,
macrofagos, células dendriticas y sus precursores. A través de su actividad de
peptidasa, CD13 participa en el procesamiento de quimiocinas, péptidos
vasoactivos, citocinas, encefalinas y hormonas. También participa en otras
funciones, que no necesariamente dependen de su actividad enzimatica, como
adhesion celular, angiogénesis e invasividad de células tumorales. Aunque desde
hace varios afos se conoce que CD13 es altamente expresada en neutrdfilos,
monocitos, macrofagos y células dendriticas, su participacion en las funciones de
estas células ha sido poco explorada.

En el laboratorio del Dr. Enrique Ortega se desarrolld, en los afios recientes, una
linea de investigacion sobre las funciones de CD13 en monocitos, macrofagos y
células dendriticas. Se demostré que CD13 es un receptor fagocitico primario en
monocitos y macrofagos, y que esta fagocitosis esta acoplada a la generacion de
especies reactivas de oxigeno, un mecanismo microbicida importante en la
respuesta inmune innata de los fagocitos profesionales '2.

CD13 también se expresa en leucocitos polimorfonucleares (PMNSs), neutrdfilos. Los
neutrofilos son los leucocitos mas abundantes en la sangre, y son las células con
mayor capacidad fagocitica y microbicida. Una de las pocas funciones reportadas
de CD13 expresado en la superficie de neutréfilos es la regulacidon de la apoptosis
inducida por el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), inhibiendo al receptor para
TNF. En el presente trabajo, se estudi6 la capacidad de CD13 como un receptor de
la inmunidad innata capaz de mediar funciones efectoras (fagocitosis, agregacion
homotipica y formacion de trampas extracelulares de neutréfilos) en neutrofilos.

Determinamos si la activacion de los neutrdéfilos con diferentes agonistas como PMA
(formol-miristato-acetato), el péptido quimiotactico para neutréfilos fMLP e IL-8,
afecta la expresién de aminopeptidasa N/CD13 en membrana. Ademas s determind
que CD13 puede mediar la activacién de funciones efectoras como la produccion
de trampas extracelulares de neutréfilos (NETS).



4. Marco Teorico

4.1 Neutréfilos
En 1883 Elie Metchnikoff observo bajo el microscopio ciertos glébulos blancos en la
sangre que eran capaces de ingerir microorganismos y otros materiales, a estas
células las denominé fagocitos. Las células eran, en su mayoria, monocitos y
neutrofilos sanguineos. Hoy en dia sabemos que casi la totalidad de la fagocitosis
la llevan a cabo células especializadas; monocitos, neutréfilos sanguineos, vy
macrofagos tisulares?®.

En conjunto con los eosindfilos y basdfilos, los neutrofilos, también llamados
leucocitos polimorfonucleares (PMNs), forman parte de la familia leucocitaria
conocida como granulocitos (Figura 1), caracterizados por poseer granulos
citoplasmaticos. Los granulos son estructuras de almacenamiento de moléculas con
importantes funciones antimicrobianas que son liberadas al medio extracelular o a
las vesiculas fagociticas, para optimizar la defensa del organismo contra diversos
antigenos.
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Figura 1. Diferenciacion hematopoyética en condiciones fisiolégicas normales. Del lado
izquierdo se observa la diferenciacion celular de las diversas lineas hematopoyéticas desde sus
precursores. Del precursor mieloide comun (CMP) surge el precursor de granulocitos (GMP) del
cual surgen los basofilos, eosinodfilos y neutrofilos (tomado y modificado de Gabrilovich Dl et al.)
4 Del lado derecho se muestra una recreacion de una de las células mieloides méas abundantes
del cuerpo humano, el neutrofilo.



Los neutrofilos son los leucocitos mas abundantes en la sangre y median la primera
fase de la respuesta inflamatoria. Su activacion conlleva a procesos de captura,
fagocitosis y destruccion de particulas o microorganismos entre otros procesos, a
los que denominamos procesos efectores. En la mayoria de los casos, esta
actividad conduce a las células a la muerte celular programada también conocido
como apoptosis.

La maduracion de neutrofilos se lleva a cabo en la médula 6sea y se puede dividir
en 6 estados principales: N1 mieloblastos, N2 promielocitos, N3 mielocitos
tempranos, N4 mielocitos y metamielocitos, N5 metamielocitos en banda y N6
neutréfilos segmentados °. La médula ésea de un adulto produce alrededor de 5 a
10 x10'° neutrofilos cada dia ©. Una vez en circulacion los neutrofilos viven alrededor
de 6 a 8 horas, lo cual corresponde a los leucocitos con menor tiempo de vida en el
cuerpo humano’.

La liberacién de neutrofilos a la sangre es controlada y regulada de diferentes
maneras. Las quimiocinas controlan el paso de PMNs a la circulacion, alistandolas
para ser usadas en caso de infeccion. En una respuesta inflamatoria los neutrofilos
migran de la circulacion a tejidos infectados, en donde inactivan y fagocitan
bacterias, las cuales son eliminadas por enzimas proteoliticas y especies reactivas
de oxigeno. El oxigeno se consume por la célula en un proceso metabdlico conocido
como estallido respiratorio, una de las principales funciones efectoras. Asimismo,
los PMNSs tienen la capacidad de degranular, liberando proteinas antimicrobianas al
medio extracelular 8.

Los neutrdéfilos expresan varios receptores en su membrana que participan en la
comunicacion con otras células y/o el reconocimiento de material extrafio. Por
ejemplo, los receptores tipo Toll (TLRs) permiten a las células detectar moléculas
que sugieran un proceso inusual en el organismo. El TLR2 detecta peptidoglucano
de bacterias Gram positivas, mientras que el TLR4 detecta el lipopolisacarido (LPS)
presente en las paredes de bacterias Gram negativas. Ademas de los TLRs, hay
muchos otros receptores de reconocimiento en la superficie celular. En las
siguientes Tablas (Tablas 1- 7) se muestran algunas moléculas que estan presentes
en la superficie de los neutrdfilos.



Principales Receptores de Quimiocinas en neutrofilos

Principal Productor

Receptor | Ligando Efecto

del ligando
Macrofagos
Monocitos
Queratinocitos . )
CXCR1 | CXCL8 Células Rgslﬁ’i“mﬁgﬁr:ffﬂ:tzgﬁ\:gca"
CXCR2 (IL-8) Dendriticas de ranulg Neuirc')filos g
Células 9 '
Endoteliales
Fibroblastos
CXCL7
(PBP, B-
CXCR2 | TG, NAP- Plaquetas Activa Neutrofilos.
2)
CXCL1
((;BX?SZ) Monocitos
CXCR2 (GROB) Fibroblastos Activa Neutréfilos
CXCL3 Endotelio
(GROy)

Nota: Las quimiocinas CXC constan de un residuo aminoacido (X) entre dos cisteinas invariables (C) en la
regién amino terminal. Estan codificadas en una agrupacién en el cromosoma 17 en los seres humanos.

Tabla 1. Principales receptores de quimiocinas en neutrdfilos °.
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Receptores de la Inmunidad Innata expresados en neutrofilos

Receptor

TLR1

TLR2

TLR4

TLR5

TLR6

TLR7

TLR8

TLR9

Ligando

Principal Productor del Ligando

Receptores Tipo Toll

Triacil lipopéptidos

Bacterias y Mycobacterium

Lipoproteina, lipopéptidos
Peptidoglicanos
Acido Lipoteicoico
Lipoarabinomanano
Glicolipidos
Porinas
Lipopolisacarido
Zymosan
Hsp70

Diversos patdégenos
Bactrias Gram positivas
Bacterias Gram positivas
Mycobacterium
Treponema maltophilum
Neisseria
Leptospira interrogans, Porphyromonas gingivalis
Hongos
Hospedero

Lipopolisacarido

Bacterias Gram negativas

Taxol Plantas
Proteina de envoltura Virus del tumor mamario de ratén
Hsp60 Chlamydia pneumoniae
Hsp70 Hospedero
Oligosacaridos del acido Hospedero
hialurénico
Fragmentos de policasarido Hospedero
de heparan sulfato
Fibrinbgeno Hospedero
Flagelina Bacterias
Diacil Lipopéptidos Micoplasma
Acido lipoteicéico Bacteria Gram positivas
Zymosan Hongos

Imidazoquinolina

Compuesto sintético

Loxoribina Compuesto sintético

Bropirimina Compuesto sintético
RNA de una hebra Virus

Imidazoquinolina Compuesto sintético
RNA de una hebra Virus

DNA con CpG

Virus y Bacterias
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Tabla 2 (cont)

Lectinas tipo C

Mycobacterium spp. P. carinii, C.
albicans, A. fumigatus, Penicillium

Dectin-1 Glucanos 1,3 marneffei, Coccidioides posadasii
e Histoplasma capsulatum
Manosa o M. tuberculosis
Mincle Glicolipidos C. albicans, Malassezia spp.
SAP-130 Células muertas
MDL-1 ND ND
Mcl ND ND
Podoplanina (PDPN) Células del endotelio linfatico, células
CLEC-2 tumorales, VIH-1
Rhodocytin Veneno de serpiente

Receptores tipo NOD

NOD2 Muramil dipéptido (MDP) Bacterias

Algunos Patrones
NLRP3 Moleculares Asociados a Hospedero
Dafio (DAMPs) como ATP

Receptores tipo RIG

RIG- RNA de doble cadena Virus
MDA5I Tandem CARDs

Tabla 2. Principales receptores de la inmunidad innata presentes en el neutrdfilo. Los TLRs son
los receptores mejor conocidos de la inmunidad innata y los neutréfilos los expresan todos a
excepcion del TLR3. Aun se debate la expresion de TLR7'%"3, ND — no descrito.
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Moléculas de adhesion (Integrinas)expresadas en neutrofilos

Receptor Ligando I:r gngtilr Efecto
ac: B1
(LFAT1, ICAM
CD11a:CD18)
aw: B2 Se unen a moléculas de
' ICAM-1, iC3b, adhesion celular y matriz
(CR3, Mac-1, fibring
_ ibrinbgeno Células del extracelular.
CD11b:CD18) .
endotelio. Adherencia fuerte
ax: B2
(CR4, p150.95 iC3b
CD11c:CD18)
as: 35, _ _ i6 [
5. B N Union ’de monocitos y
(CD49d:CD29) macrofagos a ECM.

Tabla 3. Principales integrinas en la membrana del neutréfilo necesarias para la interaccion
celular®.

Receptores para Inmunoglobulinas expresados en neutroéfilos

: Principal

Receptor | Ligando Productor Efecto

FCyRII

(CD32)

FCyRiIlla Citotoxicidad mediada por células
(CD16) IgG Linfocitos B dependiente de anticuerpos, fagocitosis,
FCyRIIIb estallido respiratorio, expulsién de NETSs.
(CD16b)

FCyRIV

Tabla 4. Receptores para la fraccion cristalizable de la inmunoglobulina G (FcyRs) presentes
en la superficie celular del neutréfilo®'".
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Receptores para moléculas del complemento expresadas
constitutivamente en la membrana de neutrofilos

Receptor | Ligando Principal Productor Efecto
CbaR C54 Producto de la activaciéon | Quimiotaxis, degranulacion y
(CD88) del complemento estallido respiratorio (8).

Tabla 5. Receptores de reconocimiento de moléculas de complemento presentes en neutrdfilos.
Los neutréfilos también expresan otros receptores para fragmentos de moléculas del
complemento como CIgR, CR1, CR2 y CR4, los cuales son movilizados a la superficie de la
célula a través de vesiculas después de la activacién del neutrofilo®.

Moléculas involucradas en la interaccion con Células T CD4*

Receptor | Ligando | Principal Productor Efecto
IL-17R IL-17A
IL-17R IL-17F Linfocitos Th17 | Migracion de neutrofilos (6)(7).
IL-6R IL-6
LTBR Linfotoxina | Linfocitos Th1 Activacion de neutréfilos
(LT, TNF-B)

Tabla 6. Receptores de neutrdéfilos involucrados en la interaccion con linfocitos T. El TNF- es
liberado por las células T para activar la respuesta fagocitica, asi como para inducir la expresion
de moléculas de adhesién utiles en el proceso de diapédesis®'".
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Antigenos CD (Por sus siglas en inglés, “cluster of differentiation”) de
neutrdfilos

Receptor

CD11a
CD11b

CD13

CD14

CD15

CD16a
CD16b

CDw17

CD43

CD66a

CD66¢c

CD66d

Principales células
portadoras

Funcion

Linfocitos, granulocitos

Subunidad alL de la integrina LFA-1
(relacionada con CD18); se une a CD54
(ICAM-1), CD102 (ICAM-2), y CD50
(ICAM-3).

Células
mielomonociticas

Zinc-metaloproteasa

Células
mielomonociticas

Receptor para el complejo de
lipopolisacarido y proteina de unién a
lipopolisacarido (LPS).

Neutrdfilos, eosindfilos,
monocitos

Involucrado en diversas funciones de
neutréfilos como la interaccion célula-
célula, fagocitosis, estimula la
degranulacioén y el estallido respiratorio,
aunque la funcion de CD15 aun no esta
completamente clara.

Neutrdfilos, células NK,
macrofagos

Componente de baja afinidad del receptor
Fc, FcyRIIl, media fagocitosis y
citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpo.

Neutrdfilos, monocitos,
plaquetas

Lactosil ceramida, un glucoesfingolipido
de superficie celular.

Leucocitos, excepto
células B en reposo

Tiene estructura extendida, puede ser
antiadhesivo.

Neutrofilos

Miembro de la familia de antigeno
carcinoembrionario.

Neutroéfilos, carcinoma
de colon

Miembro de la familia de antigeno
carcinoembrionario.

Neutrofilos

Miembro de la familia de antigeno
carcinoembrionario.
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CD68

CD89

CD92

CD93

CD116

CDw128

CD132

CD153

CD156a

CD162

CD170

Neutréfilos, monocitos,
macrofagos, basofilos,
linfocitos grandes

Se une a oxLDL, fosfatidilserina y células
apoptaticas. Su actividad como receptor
scavenger aun no es clara.

Neutrofilos, monocitos,
macrofagos,
granulocitos

Receptor de IgA

Neutrofilos, monocitos,
plaquetas

Importante para el transporte de colina a
través de la membrana para la sintesis de
componentes de la membrana celular y el

neurotransmisor, acetilcolina.

Neutrdfilos, monocitos,
endotelio

Se ha propuesto su participacion en
fagocitosis y adhesion celular.

Neutrofilos, monocitos,
eosinofilos

Cadena a del receptor de factor
estimulante de colonias de granulocitos-
macrofagos (GM-CSF).

Neutrofilos, basdfilos,
subgrupos de células T

Receptor de IL-8.

Neutrofilos, linfocitos B
y T, células cebadas

Cadena y del receptor de IL-2, subunidad
comun de receptores de IL-2, IL-4, IL-7,
IL-9 e IL-15.

Neutrdfilos, linfocitos T
activados, macrofagos
activados, linfocitos B

Ligando para CD30, puede coestimular
células T.

Neutrofilos, monocitos

Posible implicacion en la extravasacion de
leucocitos.

Neutrdfilos, linfocitos,
monocitos

Ligando para CD62P.

Neutroéfilos

Molécula de adherencia. Lectina parecida
a lg de union a acido sialico (Sialic acid-
binding Ig-like lectin). La cola citoplasmica
contiene motivos ITIM.

Tabla 7. Se enlistan algunos de los antigenos CD presentes en los neutrofilos. También se

mencionan otras células que presentan dicho receptor y su efecto en la célula
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Las integrinas de leucocitos que son importantes para la extravasacion son LFA-1
(antigeno 1 asociado a la funcion linfocitaria), también conocida como CD11a:CD18
y el CR3 (receptor del complemento tipo 3), también conocido como CD11b:CD18,
ambas presentes en los neutréfilos y cuya interaccion con las moléculas de
adhesion ICAM regula la llegada de leucocitos a sitios con procesos inflamatorios.
Asimismo, algunas citocinas como la IL-1j3, IL-6, y TNF-qa, también tienen un papel
importante para la movilizacion de los leucocitos polimorfonucleares.

La inflamacion requiere que los leucocitos (principalmente neutrofilos, monocitos y
linfocitos T) pasen de la circulacion a los tejidos inflamados en respuesta a estimulos
locales. En la primera fase de interaccion de la célula con el endotelio activado
intervienen las selectinas, que median una union reversible, se produce el
rodamiento de leucocitos sobre el endotelio activado. En la segunda fase se produce
la union o arresto de los leucocitos al endotelio y la activacidn de los neutréfilos por
el fragmento C5a del complemento, el PAF (factor de activacion de plaquetas), y/o
la interleucina 8 (IL-8), asi como por el péptido fMLP (N-formilmetionil-leucil-
fenilalanina). El siguiente paso es la union firme de la célula al endotelio, intervienen
integrinas de la célula que interaccionan con moléculas de adhesién, que
pertenecen a la super familia de las inmunoglobulinas, como ICAM-1 (Molécula 1
de adhesion intracelular) y VCAM (Molécula 1 de adhesion vascular) expresadas en
la célula endotelial. La sefalizacion a través de las integrinas participa en los
rearreglos del citoesqueleto que permiten el cambio en la forma de la célula y la
diapédesis a traves del endotelio hacia el tejido circundante (extravasacion).

Los PMNs expresan en su membrana una variada cantidad de receptores acoplados
a proteinas G (GPCRs) que participan ampliamente en la defensa del hospedero.
Dentro de estos se encuentran los receptores para péptidos formilados' que
reconocen productos bacterianos y tejido dafiado. Otros GPCRs del neutrdfilo son
algunos receptores para quimiocinas, como el CXCR1, y receptores para IL-8.

Estos receptores activan la migracion quimiotactica, pero también la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y la degranulacion.
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4.2 Degranulacién
Los neutrdfilos transportan una amplia gama de sustancias activas en organulos
llamados granulos. Estas son estructuras que participan activamente en casi todas
las funciones efectoras de los neutréfilos durante la inflamacion.

Existen tres tipos principales de granulos en los neutroéfilos. Los granulos azurofilos
(también conocidos como primarios o positivos a peroxidasa) son los mas grandes
(0.3 um de diametro) y los primeros que se forman durante la maduracién del
neutrofilo. Estos contienen mieloperoxidasa (MPOQ), proteina clave para el estallido
respiratorio, asi como defensinas, lisozimas, y diversas serina-proteasas como la
elastasa de neutrdfilo (NE)'6.17.

Los granulos especificos (o secundarios) son pequefos (0.1 um de diametro) y no
contienen MPO, se caracterizan por la presencia de lactoferrina y otros muchos
compuestos antimicrobianos como lisozima y lipocalina asociada con la gelatinasa
de neutréfilos (NGAL). El tercer tipo de granulos, los granulos de gelatinasa
(terciarios) no contienen MPO y son mas pequefios que los secundarios. Contienen
pocas sustancias antimicrobianas, pero sirven de transporte para muchas
metaloproteasas como gelatinasa y leucolisina. Estos granulos son los ultimos
formados durante la maduracion del neutrofilo”-18.

Las vesiculas secretoras, por su parte, son mas pequefnas que los otros granulos y
no contienen enzimas proteoliticas. En su lugar, portan una gama compleja de
proteinas asociadas a su membrana, incluyendo distintos receptores de membrana
usados en las fases mas tempranas de la inflamacion mediada por neutréfilos'. Las
membranas de estas vesiculas muestran una amplia expresion de la integrina 32
CD11b/CD18 (Mac-1, CR3), el receptor para complemento 1 (CR 1), receptores
para péptidos formilados (fMLP-R), el receptor tipo 3 para la fraccion cristalizable de
la IgG (FcyRIll, CD16) y la metaloproteasa leucolisina, entre otras, que son
incorporadas a la membrana plasmatica después de la exocitosis de dichas
vesiculas?®. La movilizacion de las vesiculas secretoras esta acompariada por la
reduccion de L-selectina en la superficie de los neutrofilos. Su exocitosis permite
una unién mas firme con el endotelio vascular activado'”.
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. Primarios Secundarios Terciarios Vesiculas
Tipo de (azuréfilos) (especificos) (gelatinaza) secretoras
Granulo

Etapa de Mieloblasto Promielocito Mielocito Metamielocito Células en banda PMN

formacion

Propencion a

degranular

Proteinas Lisozima Receptor del complemento 1

r; risti
caracteristicas Mieloperoxidasa Lactoferrina ForRIll
Elastasa Gelatinasa
Defensina

Otras’ Catepsina G, Gp91phox/p22phox, Gp91phox/p22pho Gp91phox/p22phox,

Proteinas PR3, BPI, CD11b, colagenasa, x, CD11b, MMP25, CD11b, MMP25,
azurocidina, hCAP18, NGAL, arginasa 1, p2- fosfatasa, CD10,
sialidasa, g- B12BP, SLPI, microglobulina, CD13, CD14,
glucuronidasa heptoglobina, CRISP3 proteinas

pentraxin 3, plasmaticas

oroscomucoide, g2-
microglobulina,
heparanasa, CRISP3

Figura 2. Caracteristicas y etapas de formacion y secrecion de los diferentes granulos del
neutrdfilo (tomada y modificada de Cazalet C et al.)’.

4.3 Fagocitosis
Un mecanismo de defensa importante en la respuesta innata es la ingestion y
destruccion de material particulado extracelular. La fagocitosis es uno de los
mecanismos mas importantes en la eliminacion de patogenos. Es un proceso
mediado por receptores de membrana en el que una particula es internalizada por
la célula en una vacuola llamada fagosoma. La activacién de la fagocitosis en los
neutrofilos puede ser directa a través el reconocimiento de PAMPs por PRRs, o ser
indirecta, mediada por opsoninas. La fagocitosis mediada por opsoninas mas
estudiada es la fagocitosis mediada por anticuerpos de la clase IgG que se unen a
receptores para la porcion Fc de las cadenas pesadas gamma. Durante este
proceso, se generan extensiones de la membrana llamados pseudopodos que
forman una copa fagocitica que va englobando la particula, para finalmente
encerrarla por completo en una vacuola. Después de escindirse de la membrana
citoplasmica para quedar dentro de la célula, la vacuola endocitica (fagosoma) pasa
por un proceso de maduracion en el que se fusiona con diversos granulos para
formar el fagolisosoma’. Estos granulos contienen enzimas proteoliticas y otras
moléculas con actividad antimicrobiana. Simultaneamente se ensambla, sobre la
membrana del fagosoma, el complejo enzimatico NADPH oxidasa, el cual es
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responsable de la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS). Juntos,
estos mecanismos crean un microambiente toxico para la mayoria de los patégenos.
Cabe destacar que gran parte de nuestro conocimiento sobre la formacion del
fagosoma ha sido obtenida de estudios en macrofagos, por lo que el proceso en
neutrofilos podria tener diferencias importantes. Una de ellas es el pH del fagosoma:
mientras que en el macrofago el fagosoma se va acidificando gradualmente, en
neutrofilos el fagosoma es ligeramente alcalino al principio y se mantiene neutro por
largos periodos de tiempo8.

4.4 Estallido Respiratorio

Los neutrofilos cuentan con un arsenal basto de mecanismos y moléculas efectoras
para defender al cuerpo, lo que los hace una de las principales herramientas de la
respuesta inflamatoria. Son parte del grupo de células fagociticas profesionales que
se caracterizan por su eficacia ingiriendo y destruyendo una gran variedad de
patogenos. Algunos de estos mecanismos destructivos incluyen especies quimicas
como enzimas liticas, péptidos antimicrobianos o especies reactivas de oxigeno
sumamente oxidantes y que resultan mortales para los microorganismos .
Mecanismos tanto oxidativos como no oxidativos contribuyen para una defensa
altamente eficaz que complementan la respuesta inmune innata 2'.

La activacion de la NADPH oxidasa y la consecuente generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) es también conocida con el nombre de “estallido
respiratorio” debido al aumento brusco de la cantidad de oxigeno consumido por la
célula. Las ROS son generados por un complejo enzimatico llamado Nicotinamida
Adenina Dinucledtido Fosfato (NADPH) Oxidasa. En este complejo se genera un
flujo de electrones a través de 4 proteinas oxidasa (p22P7°x, p47°rhox, p67Pox y
gp91PhoX) y una GTPasa (Rac1/2) que conforman el nicleo del complejo y que
culmina en la catalisis de oxigeno (O2) a anion superoxido (Oz’). Esta especie
quimica promueve la formaciéon de peréxido de hidrogeno (H202) y acido
hipocloroso (HOCI) a través de la mieloperoxidasa (MPO) del neutréfilo?>23, Dichas
especies son oxidantes fuertes capaces de reaccionar con una amplia gama de
moléculas cuya reactividad oxidante sobre las proteinas del patégeno afecta su
funcién y finalmente lleva a la destruccién de los agentes patégenos dentro del
fagosoma. La correcta activacion de los neutrdfilos puede generar grandes
cantidades del anién superoxido por la NADPH oxidasa, que no necesariamente
tienen como unico fin la formacion de ROS. Algunas de estas especies pueden ser
requeridas en otro proceso con el que cuenta el neutrofilo conocido como NETosis.
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4.5 Trampas extracelulares de Neutréfilos (NETSs)
Hace mas de una década, el descubrimiento de las trampas extracelulares de
neutréfilos® establecid un mecanismo de respuesta inmunoldgica propio de estas
células. La liberacién de NETs es parte del proceso de muerte celular programada
al que se le llamé NETosis.

Este proceso es una forma de muerte celular unica independiente de caspasas,
caracterizado por la liberacion de cromatina laxa y granulos propios del neutréfilo al
espacio extracelular, aunque se ha visto que otros granulocitos también son
capaces de liberar al medio extracelular su material nuclear después de ciertos
estimulos.

Al liberar su material genético, la cromatina extracelular funciona inmovilizando a
las bacterias para prevenir su dispersion a través de los tejidos del hospedero. La
estimulacién provocada por los productos bacterianos virulentos provoca
inflamacion y diversas sefales quimiotacticas que resultan en el proceso al que se
le denomind NETosis.

El proceso de NETosis puede ser inducido por un numero extenso de estimulos que
incluyen microorganismos patogenos, plaquetas, patdogenos particulados, péptidos
formilados, citocinas, entre otros. El primer paso que inicia la cascada de NETosis
es la activacion de diversos receptores seguida de la activacion de la via
Raf/MEK/ERK que finaliza en el ensamblaje del complejo NADPH oxidasa y la
produccion de especies reactivas de oxigeno.

Este proceso esta regulado, entre otras, por la peptidil arginina desiminasa 4
(PAD4). Esta enzima contiene una secuencia putativa de localizacion nuclear, pero
reside principalmente en estructuras citosolicas en neutroéfilos en reposo. También
puede ingresar al nucleo para citrulinar las histonas y diversos factores de
transcripcion y, por lo tanto, participar en la regulacion epigenética de la expresion
de genes y la diferenciacion de células?.

La PAD4 estad asociada a las subunidades citosdlicas p47P' (también conocida
como factor citosdlico de neutrofilo 1, NCF1) y p67°"* (NCF2) que forman parte del
complejo responsable del estallido respiratorio (NADPH oxidasa). La activacion de
la célula resulta en la elevacion de calcio intracelular lo que promueve la citrulinacidon
de NCF1 y NCF2 lo que resulta en la rapida disociacion de PAD4?*. Originalmente
se reportd que era necesaria la presencia de la NADPH oxidasa y la MPO para la
correcta formacion de NETs. Hasta hace poco todos los activadores capaces de
inducir trampas extracelulares de neutrofilos requerian de alguna manera la
presencia de ROS?, sin embargo, este ha sido un tema controversial en los ultimos
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afos dado que se han encontrado nuevas rutas de activacion de la NETosis que
parecen ser independientes de la NADPH oxidasa?52°.

La enzima PAD4 citrulina la cromatina, especificamente las histonas, cataliza la
desiminacion de las argininas en el extremo amino terminal de la subunidad H3,
para reducir la atraccién de la proteina HP1B de la heterocromatina a la lisina 9
adyacente de la H3 lo cual resulta en la formacién de cromatina laxa. Aunado a esto,
la proteina elastasa de neutrdéfilo (NE) y la mieloperoxidasa (MPO) complementan
la descompactacion de la cromatina. Tanto la NE como la MPO se encuentran
almacenadas en granulos azuréfilos que son liberados una vez que se forman ROS
en la célula. La NE es una serina proteasa especifica de PMNs que degrada
factores de virulencia y es bactericida, sin embargo, en este caso, entra en el nucleo
y se encarga de cortar las histonas, lo que promueve mas descompactacion de
cromatina?’. La MPO, por su parte, es una enzima que cataliza la oxidacion de
haluros por peréxido de hidrogeno. En tiempos tardios del proceso de NETosis,
cuando la NE ya ha actuado, la MPO se une a la cromatina promoviendo aun mas
descompactacion. El proceso sinérgico de estas proteinas para la formacion de
cromatina laxa alcanza el punto en el que se rompe la membrana nuclear y celular
y se liberan las NETs. Resulta interesante que el componente mas abundante de
las NETs sean histonas, y éstas son uno de los factores antimicrobianos mas
potentes?®.

4.6 CD13
El CD13 o Aminopeptidasa N (APN) es una metaloproteasa dependiente de Zn?* de
150 KDa que cataliza la eliminacion de residuos N terminales de péptidos. También
aparece en la superficie de muchas células y tejidos fuera del sistema
hematopoyético, incluidos los fibroblastos, el epitelio intestinal, el epitelio tubular
renal y las membranas sinapticas del sistema nervioso central?®-3".

Este receptor esta involucrado en una gran cantidad de procesos entre los que se
incluyen el procesamiento de hormonas peptidicas, citocinas involucradas en la
inflamacién y angiogénesis, asi como en ciertos procesos de endocitosis®?. Dentro
de las células hematopoyéticas, esta presente en progenitores tempranos de
granulocitos y monocitos (CFU-GM), en granulocitos y monocitos maduros, células
estromales de médula ésea, osteoclastos, una pequefa cantidad de linfocitos
granulares grandes y células T y se relaciona como un marcador de células
cancerosas3334,
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Inicialmente, la Aminopeptidasa N (que fue después identificada como CD13) fue
caracterizada como una enzima relacionada con la escision de aminoacidos
especificos N-terminales de oligopéptidos, preferentemente residuos neutrales.
Esta funcion esta distribuida en muchos tejidos, por lo que su funcién puede estar
modulada de acuerdo a su localizacion. Por ejemplo, en las membranas sinapticas
del sistema nervioso central, la aminopeptidasa N tiene una actividad primordial en
la degradacion de encefalina y endorfinas, hidrolizando el enlace Thr-Gly ‘N-terminal
comun a toda una familia de péptidos opioides®. En el ambito médico, la actividad
enzimatica de la proteina es medida para detectar algunas patologias del higado.
En las células inmunoldgicas, esta actividad enzimatica tiene importancia para la
regulacion de algunas citocinas. Se sabe, por ejemplo, que la IL-8 es degradada e
inactivada por la APN 3.

En monocitos y macrofagos, CD13 esta involucrado en diversas funciones no
asociadas a su capacidad enzimatica, tales como receptor para procesos
relacionados con fagocitosis independientemente del estimulo de otros receptores
fagociticos’.

I Membrana plasmatica I

Figura 3. Se muestra la cristalografia de la Aminopeptidasa N (APN) de humano. CD13 es una
glicoproteina dimérica de membrana con 967 residuos. En la figura se observa el dominio
citoplasmatico en negro, y los dominios I, Il, lll y IV en azul, verde, magenta y amarillo,
respectivamente(tomado de Wong AHM et al.)*2.
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Aunque la actividad enzimatica de CD13 es importante en la regulacion de diversos
péptidos, presenta ciertas funciones que, al menos habitualmente, no son
particulares de otras aminopeptidasas. Algunos investigadores describieron
funciones de CD13, bloqueando la capacidad enzimatica con ciertos anticuerpos o
con inhibidores quimicos como la bestatina?36. Atribuyeron a este receptor
participacion en procesos de migracion y agregacion homotipica que no son
dependientes de la actividad enzimatica de la molécula. De alguna manera, CD13
no soélo estaba cumpliendo solamente con su funcién de Aminopeptidasa reportada
anteriormente.

Con el tiempo se describieron diversas funciones de CD13 de monocitos en diversos
procesos fisiologicos. En 2005 se estudiaron? las respuestas de CD13 induciendo
la fagocitosis en monocitos y observaron que ésta glicoproteina de membrana se
redistribuye hacia los sitios de contacto antes de la fagocitosis entre eritrocitos
opsonizados con IgG y los monocitos. Aunado a esto, la coagregacion de CD13 con
FcyRI incrementa la capacidad fagocitica de los monocitos. Esto se asocia a una
fosforilacion de la cinasa Syk de manera mas intensa y prolongada que la observada
con el solo entrecruzamiento de FcyRI.

En 2015 se demostro la capacidad intrinseca de esta glicoproteina de membrana.
Observaron que no es necesario entrecruzar un FcyR para que CD13 pueda
promover la fagocitosis'. En este trabajo, demostraron que CD13 es una molécula
capaz de inducir fagocitosis por si sola entrecruzandola con anticuerpos
monoclonales en monocitos. También dirige la fagocitosis de eritrocitos tefidos.
Aunado a esto, observaron que la fagocitosis a través de CD13 es mediada por una
via de sefalizacion que involucra las cinasas Syk y PI3K, asi como la polimerizacion
de actina, fundamentales en el proceso fagocitico.

Una de las pocas funciones publicadas para CD13 en PMNs es la regulacion de la
apoptosis inducida por TNFa por medio de la inhibicion del receptor para TNF 35 37,
TNFa es uno de los pocos ligandos naturales de neutréfilos capaces de inducir
apoptosis. Ellos observaron que la inhibicién de la APN con bestatina y actinonina
aumenta la capacidad de induccion apoptotica de TNFa. También se llega al mismo
efecto si se usa el anticuerpo monoclonal para CD13 WM15, el cual esta estudiado
qgue tiene la capacidad de bloquear la capacidad enzimatica de CD13. Ademas
observaron que este efecto es inversamente proporcional a la cantidad de CD13
expresado en la membrana de neutrofilos 3.

A la luz de las evidencias de la actividad de CD13 como receptor en monocitos, es
posible que CD13 pueda servir en neutréfilos como un receptor de la inmunidad
innata capaz de mediar funciones efectoras en estas células.
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5. Planteamiento Del Problema

La aminopeptidasa N (CD 13) es una proteina de membrana que participa en
diversas funciones en diferentes tipos celulares. Recientemente, se ha demostrado
su participacion en la activacidén de células mieloides como monocitos, macrofagos
y células dendriticas.

Nuestro grupo ha demostrado’?3% que CD13 actlia como un receptor fagocitico
primario y que su entrecruzamiento puede modular la fagocitosis mediada por otros
receptores. En neutrdfilos, la expresiéon de CD13 se ha comprobado pero no se ha
explorado lo suficiente. Las pocas funciones reportadas para CD13 en neutréfilos
se relacionan con su actividad de peptidasa, regulando la actividad de IL-8 y TNF.
Con los resultados mencionados se puede sugerir que CD13 puede funcionar como
receptor capaz de mediar funciones efectoras de neutrofilos.

6. Hipotesis

La glicoproteina de membrana CD13 (APN), expresada en la membrana de
neutrofilos, es un receptor de la inmunidad innata capaz de mediar funciones
efectoras como la agregacion homotipica o la NETosis.
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7. Objetivos

Determinar si CD13 es capaz de mediar funciones efectoras en neutrofilos
humanos.

7.10bjetivos particulares
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Determinar la expresion de CD13 en la membrana de neutréfilos humanos
antes y después de los estimulos PMA, fMLP e IL-8.

Determinar si la activacion de neutréfilos humanos inducida por PMA, fMLP
e IL-8, induce cambios en la expresiéon de CD13 en la membrana de las
células.

Determinar si el entrecruzamiento de CD13 induce la agregacion homotipica
de neutrofilos humanos.

Determinar la activacion de los PMNs por el entrecruzamiento de CD13 con
los estimulos PMA, fMLP e IL-8 determinando el aumento de la expresion de
CD11b en la membrana.

Determinar si el proceso de NETosis es modificado por el entrecruzamiento
de CD13.

Determinar si el entrecruzamiento de CD13 afecta el proceso de NETosis
inducida por PMA, fMLP e IL-8.



8. Materiales y Métodos

8.1 Purificacién de neutréfilos humanos
La purificacion de neutréfilos humanos se realizdé a partir de sangre periférica de
individuos sanos. Se realizé una puncion venosa y la sangre (10 mL) se colecto en
tubos BD Vacutainer® con Heparina de Litio / Sodio de 10mL (158USP).

El método de purificacién se basa en la separacion de las células por gradientes de
densidad en dos pasos. La sangre colectada se coloco en un tubo conico de 15mL
con 2mL de solucion de Dextran al 6% en PBS. Se dejo sedimentar el paquete de
eritrocitos por 45 min a temperatura ambiente. Al terminar este tiempo se tomo el
plasma y se colocé en un tubo cénico de 15 ml con 5 mL de Lymphoprep™:
Diatrizoato de sodio (1.077 g/mL) a 4°C. El procedimiento se realizd
cuidadosamente para lograr estratificar el plasma en la parte superior. Se centrifugo
por 20 min a 1600 rpm a 4 °C. La separacion se consigue haciendo sedimentar las
células en un gradiente de densidad en donde las células descienden hasta alcanzar
aquella posicion en la que su densidad iguala a la del medio.

Después de
centrifugar Estrato de plasma (55%) >
1. Trombocitos (plaquetas). Diametro: &«
2 a 4 micras .
Densidad de 1. Citocinas
célulasy 2. Hormonas
componentes __| 3. Electrolitos
en esta
porcién: i . X
<1.077 g/mL Diametro de Linfocitos: N
5 a 10 micras Q
Células < Diametro de Monocito
Mononucleares 16 a 25 micras.
Estrat'q de Densidad de la soluciéon Q
filtracion “Lymphoprep™”= 1.077
g/mL Diametro de
Eosindfilos: 10 a 14
Células micrast L.
Densidad de Polimorfonucleares ‘@
célulasen <D
esta porcion: Diametro de Neutrfilos:
>1.077 g/mL 10 a 14 micras.

Diametro de Eritrocitos: &
6.8 a 8.2 micras.

http://textbookhaematology4medical-scientist.blogspot.sg/

Figura 4. Separacion de las células por densidad en un gradiente de Lymphoprep™: Diatrizoato
de sodio (1.077 g/mL). Se forman dos fases delimitadas por la separacion del plasma sanguineo
(superior) y el Lymphoprep™ (inferior). Después de la centrifugacion los neutrofilos, cuya
densidad es mayor a 1.077 g/mL, se ubican al fondo del gradiente. (tomado de
http://textbookhaematology4medical-scientist.blogspot.sg).
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Se elimind todo el sobrenadante dejando el boton que se formo en el fondo del tubo
y se descompacto el boton formado. Las células del boton se resuspendieron en
10mL de una solucion hipotonica (0.2% de NaCl) suplementada con BSA 1%.
Después de exactamente 1 min se agregd 10 mL de solucion hiperténica (1.2% de
NaCl) suplementada con BSA 1%. El tubo se centrifugd por 5 min a 1200 rpm, se
decanto el sobrenadante y se resuspendi6 el botéon en 10mL solucion de Hanks a
4°C.

8.2 Conteo celular

En cada purificacion se realiz6 un conteo celular con dos objetivos principales:
cuantificar las células obtenidas y evaluar la viabilidad celular después de la
purificacion. El conteo se realiz6 en camara de Neubauer tomando 2 uL de la
suspension final de PMN que se diluyen en 18 pL de azul de tripano (dilucion 1:10).
En el microscopio optico se hizo el conteo en los cuatro espacios correspondientes
para leucocitos. Las células con el nucleo tefiido de azul se consideran no viables.
Solamente se realizan experimentos cuando la poblacién celular tiene una viabilidad
mayor al 95%. Por su parte se evalué de manera cualitativa la poblacion de
neutrofilos tomando en cuenta la forma, tamafo uniforme y sin indicaciones de
activacion.

8.3 Estimulos
Los estimulos usados en los experimentos fueron los siguientes:

e Interleucina 8 (IL-8, 72 a.a., Recombinant Human Interleukin 8; Peprotech).
Alicuota reconstituida en solucion HBSS sin Ca*? ni Mg*?, [10 ug/mL].

e Forbol-12-Miristato-13-Acetato (PMA; synthetic, 298.0%, Sigma). Alicuota en
solucién HBSS sin Ca*? ni Mg*?/ 0.1% DMSO, [1 uM].

e N-formyl-Met-Leu-Phe (fMLP; 297%, Sigma) Alicuota en solucién HBSS sin
Ca*? ni Mg*? 1:10, [10 uM]

Las incubaciones de las células con los estimulos fueron realizadas a 37°C en una
incubadora con 5% de CO: por los tiempos indicados dependiendo el ensayo.
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8.4 Citometria de flujo
La evaluacion de la expresion en membrana de marcadores como CD13 o CD11b
se realiz6 mediante tinciones especificas con anticuerpos monoclonales (mAbs)
conjugados con diversos fluorocromos. CD13 se monitored haciendo una tincion
primaria con un mAb de ratén conjugado con isotiocianato de fluoresceina (FITC).

Alicuotas de 2x10° células se lavaron dos veces con buffer de FACS en placas
flexibles de 96 pozos. Luego se incubaron con el anticuerpo conjugado (a una
dilucion de 1:100) por 30 min con agitacion ocasional y cubiertos de la luz. Pasado
este tiempo, se fijaron las células con paraformaldehido (PFA) al 1% durante 30
min. Por ultimo, se leyeron las muestras en el citdmetro de flujo (Attune® Acoustic
Focusing Cytometer Blue/Violet: 488 nm (20 mW) y 405 nm (50 mW) laser y Attune
NxT Flow Cytometer), pertenecientes al Laboratorio Nacional de
Citometria de Flujo (LABNALCIT).

8.5Agregacion homotipica

Se usaron placas Corning de 96 pozos de fondo plano. Se usaron dos pozos, cada
uno con 100,000 células en 100 pL de medio RPMI suplementado con 2% de SFB.
Como control positivo se usaron monocitos humanos de la linea U937. De la misma
manera se usaron dos pozos, cada uno con 100,000 células en 100 yL de medio
RPMI con 2% de SFB. Luego, a un pozo con neutrofilos y a uno con monocitos se
les agrego el anticuerpo especifico para CD13 (mAb 452) a una concentracion final
de 5 ug/mL. El experimento fue realizado en dos placas con las mismas condiciones,
una de las placas fue incubada a 37°C y la otra fue incubada a 4°C, por 3 horas.
Trascurrido este tiempo, los pozos fueron observados en un microscopio de campo
claro con el objetivo de 10x para evaluar la formacion de agregados de células
(agregacidon homotipica).
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8.6Cinética de formacion de NETs.

Estas estructuras se pueden cuantificar de diferentes maneras, por ejemplo,
midiendo la cantidad de DNA liberado al medio o mediante microscopia de
fluorescencia. Medir directamente la cantidad de DNA liberado al medio extracelular
no discrimina entre el material genético liberado por NETosis y el material genético
liberado por otras formas de muerte celular. Por otro lado, la microscopia de
fluorescencia esta sujeta al analisis subjetivo de cada prueba. Por ende nosotros
realizamos ambos; por un lado las cinéticas miden cuantitativamente la liberacion
de material genético y por otro las inmunofluorescencias comprueban que dicho
material genético fue liberado por un proceso de NETosis.

Estos ensayos se realizaron con células incubadas en medio RPMI suplementado
con 2% de SFB y SYTOX® Green (InvitroGen™) a una concentracion final de
500nM. EI SYTOX® Green es una molécula fluorescente con longitudes de onda de
excitacion y de emision de 485 y 528nm respectivamente. Cuando el SYTOX Green
se encuentra unido a DNA, su fluorescencia aumenta mas de 500 veces. Estas
caracteristicas permiten incubar a la célula en el medio con el colorante y aunque
este sea excitado por el equipo, no emitira fluorescencia a menos que esté unido a
ADN. El punto especifico de union de SYTOX Green al ADN es aun desconocido.
Los estudios mas recientes hacen sospechar que se inserta en el surco menor de
la hélice. Este colorante tiene dos grandes cualidades: la primera es su incapacidad
para atravesar la membrana celular de una célula viable, pero cuando existe muerte
celular o la membrana celular se ve comprometida, el colorante entra y puede tefir
el material genético de la célula. La segunda es que soélo fluoresce cuando se
encuentra unido al ADN.

Para los ensayos se sembraron 100,000 neutréfilos purificados de sangre periférica
por triplicado en una placa de 96 pozos con fondo plano (Corning®). Con cada
ensayo se lee un blanco por triplicado. El blanco consta de medio RPMI con SFB al
2% - Sytox Green 500nM. Tomando en cuenta que la fluorescencia del Sytox es
indetectable a menos que esté unido al ADN, el control negativo marca la validez
del experimento; si la fluorescencia en estas células aumenta con el paso del
tiempo, entonces el experimento se descarta pues habla de una activacion
generada por un elemento externo a los estimulos.

Se probo el entrecruzamiento con los fragmentos Fab 452 o el anticuerpo completo
mAb 452 sin estimulos o con los activadores PMA, fMLP o IL8. Asi como los
controles para cada experimento (células sin entrecruzar): Control Negativo, PMA
[20nM], fTMLP [10 uM] o IL-8 [10 ng/mL] y DMSO. En el caso de usar los fragmentos
Fab 452, se complet6 el entrecruzamiento a CD13 con 10 ng de los fragmentos
secundarios GaM F(ab).. Una vez disefiado el experimento y preparada la placa se
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deja reposar en obscuridad a temperatura ambiente durante 20 minutos antes de la
lectura. y por ultimo se tomaron lecturas de fluorescencia cada 15 min durante 4
horas.

El equipo utilizado para evaluar la fluorescencia del Sytox Green fue el Cytation™
3 Cell Imaging Multi-Mode Reader de BioTek.

8.7 Inmunofluorescencia (Determinacion de NETs por microscopia)
Se utilizaron 16 cubreobjetos circulares de 13 mm de diametro, grosor no. 1 marca
Heathrown Scientific, LLC. El procedimiento para la formacion de NETs se realizd
igual al descrito anteriormente usando 2x10° células por cubre objeto con 100 L de
medio RPMI sin Sytox Green. Cada cubreobjetos se asigno a una condicion distinta;
entrecruzamiento de Fab452, de mAb452 y las combinaciones con los estimulos
PMA, fMLP e IL8.

Después de la incubacion se retir6 el medio RPMI y se fijaron las células con PFA
4% en PBS por 10 minutos a temperatura ambiente. Pasando este tiempo se
lavaron 3 veces con PBS frio y se permean las células con Triton x-100 0.2% por 5
minutos y se vuelve a lavar 3 veces con PBS frio.

Después se incuban con buffer de bloqueo durante 30 minutos a 37°C,
posteriormente se incubaron 1 hora a temperatura ambiente con el anticuerpo
primario diluido 1:200 para mieloperoxidasa (MPO, ) o elastasa de neutrofilo (NE,
abcam; ab68672) en buffer PBS-Tween20-BSA 1%. Finalizado este tiempo se
lavaron 3 veces con PBS frio y se incub6 con el anticuerpo secundario (Invitrogen;
Fit-C No. 62-6511 para la NE y Alexa Fluor® 594; ab150080 para la MPO) con las
mismas condiciones y se lavo 3 veces con PBS frio.

Por ultimo, se incub6 con DAPI diluido 1:1000 n PBS y se incubo por 15 minutos en
obscuridad. Se lavo 3 veces con PBS frio y se montaron los cubreobjetos con
Fluoroshield almacenando a 4°C hasta su observacion en el microscopio.
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9. Resultados

9.1 Identificacion de neutréfilos y presencia de CD13 y CD11b.
Como primer punto importante se determiné la expresion de CD13 en neutrdfilos.
El nivel de expresion de CD13 en las células se determind con anticuerpos
monoclonales mediante citometria de flujo asegurando que las células purificadas
fueran todas neutrdfilos. Esto lo logramos tifiendo el CD16b por citometria de flujo.
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Figura 5. Expresion de marcadores de Neutrofilos. A) Diagrama de puntos que muestra la
pureza de la muestra, dada por la expresién del marcador de membrana CD16b (Unico en
PMNSs). B) Muestra un histograma representativo de la expresion basal de CD13 en membrana.

Se observa que la fluorescencia aumenta (verde) respecto al control sin tefir (rojo).

CD16 es un receptor Fc, especificamente FcyRIllb y sélomente es expresado en
membrana en los neutrdfilos 3°. Como se puede observar en la figura 5, el 99.9%
de las células son positivas a este marcador con lo que podemos asegurar que son
PMNs.

CD13 ha sido ampliamente estudiado en otras células como monocitos, sin embargo
hay muy poco referente a neutrdfilos. Ya en diversas publicaciones se demuestra la
presencia de CD13 en la membrana de neutrdfilos, sin embargo, es importante
poder reproducir esto en nuestros experimentos para tener un punto de partida. La
figura 5 demuestra la presencia del marcador CD13 en casi la totalidad de las
células como ya se habia demostrado antes*®*'. El X% de las células muestra
expresion de CD13 en una poblacion de 10,000 unidades. El histograma por su
parte nos muestra la fluorescencia emitida por los anticuerpos monoclonales que se
unen especificamente a CD13; se observa el aumento de fluorescencia comparado
con el control sin tefiir.
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Los neutrdfilos tienen en su haber diferentes formas de activacion celular como
parte de su funcion protectora ante antigenos. La mayoria de estas funciones son
ocasionadas por proteinas especificas que provocan cambios en la células. La
mayoria de investigaciones en fisiologia celular relacionan un cambio en el
metabolismo con la interaccion de diversas proteinas, por ejemplo, proteinas de
membrana. Los receptores celulares provocan una cascada de sefializaciones cuyo
objetivo es ocasionar la activaciéon de los neutrofilos y, en muchas ocasiones,
autorregulando y modificando la expresion de si mismos; por lo que tiene sentido
preguntarse: Si CD13 es un receptor que media funciones celulares, ¢ La activacion
de los neutrdéfilos cambia la expresion de CD13 en membrana?

Como pudimos observar en las tablas del capitulo 3.1, existen un gran numero de
receptores en la superficie de los neutréfilos. Todos ellos son capaces de activar a
la célula de manera independiente o en conjunto con otros, sin embargo, existen
algunos que son distintivos de los PMNs ya sea porque son unicos como el FcgRIlib
(CD16b)* o porque les permiten funciones caracteristicas de la linea celular como
es el caso de CD11b.

Nosotros usamos este receptor como marcador de activacion de PMNs. De tal
suerte que el aumento de este nos indico la activacion de las células después de
cierto tratamiento. Por supuesto también comprobamos la presencia y los niveles
de expresion de CD11b y cdmo se comporta al ser activada la célula (Figura 6).
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CD11b

Figura 6. Muestra un histograma representativo de la expresion basal de CD11b. Se puede
observar el aumento de fluorescencia (verde) comparado con el control sin tefiir (rojo).

CD11b es una molécula muy importante en los PMNs ya que esta involucrada con
procesos de adhesion*. Sus cambios en la expresion de membrana son regulados
de acuerdo a la activacién de la célula debido a su implicacion en procesos de
migracidn 4041,
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Se sabe que CD13 desencadena diferentes procesos de activacién en monocitos
por si solo', sin embargo en PMNs no se sabe si podria. Del mismo modo es bien
sabido que los PMNs responden a diversos estimulos que aseguran su activacion.
Es por esto que decidimos no sélo comparar el efecto en la célula estimulando a
CD13, si no también comprobar si este receptor podria tener un efecto sinérgico.

9.2 Efecto de los estimulos PMA, fMLP e IL8 sobre la expresiéon

membranal de CD13 y CD11b.
Los neutrofilos tienen una capacidad de respuesta muy variada y, siendo la primera
linea de defensa contra antigenos, reunen una serie de receptores importantes para
realizar sus funciones. Una de las quimiocinas mas importantes es la IL8, que esta
involucrada en procesos de migracion a través del receptor CXCL1/2 44 y se sabe
que CD13 puede regular su actividad .

Por otro lado se encuentran los péptidos formilados: moléculas que median muchos
procesos inflamatorios y, cuyo receptor fMLP-R, reconoce aquellos péptidos
iniciados con un grupo funcional formilo caracteristico de la traduccion de proteinas
de las bacterias. Hoy en dia existe la molécula sintética fMLP que se une
directamente a este receptor sin necesidad de usar bacterias que puedan generar
respuestas inespecificas.

Por ultimo esta la molécula PMA. Siendo una molécula que no se encuentra en el
cuerpo no se tiene un receptor caracteristico para esta. Sin embargo funciona como
un analogo de diacil glicerol (DAG) que activa directamente a la PKC iniciando un
proceso de activacion celular. Esta molécula ha sido usada en muchos estudios
como control positivo para asegurar la activacion de diversos tipos celulares 826,28.45,

En las siguientes figuras (7-12), se muestran como los marcadores CD13 y CD11b
cambian por la respuesta de las células a estos estimulos.

9.3 Activacion con Interleucina 8 (IL-8)
La IL-8 es una de las principales interleucinas con acciones sobre los neutréfilos. A
través de sus receptores CXCR1/2 en PMNs, la IL-8 (CXCL8) regula diversas
funciones en el proceso inflamatorio como el reclutamiento, la adhesion y la
diapédesis de PMNSs. El efecto de la IL-8 en estos procesos ha sido bien estudiado,
y se sabe que IL-8 induce la expresion de diversas moléculas de adhesiéon como
CD11b 8.
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Los cambios en la expresion de CD13 y CD11b en células estimuladas con IL-8
estan representados en la figura 7. Las graficas Ay B son de células que se fijaron
inmediatamente después de ser purificadas. La figura C y D son de células que se
incubaron durante una hora a 37°C.

En la figura D se estimularon a los neutréfilos con 10 ng/mL de IL-8, esto resultd en
el aumento de la expresion de CD13 y CD11b comparado con las células de la figura
B.
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Figura 7. Tincion de CD13 y CD11b de membrana. A) Células sin tefir. B) Células doble positivo
para CD13 y CD11b tefidas inmediatamente después de purificarlas. C) Células doble positivas
incubadas durante 1 hora a 37°C (sin estimulo). D) Células doble positivas activadas con IL-8
10 ng/mL durante 1 hora incubados a 37°C.
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Los histogramas de las Figura 8 muestran con mas claridad el aumento de la
expresion de CD13 a consecuencia de la incubacion a 37°C. La mediana de
fluorescencia sin incubacion es de 7,170 unidades de fluorescencia (UF). Tras una
hora de incubacion, esta mediana se elevo hasta 15,411 UF. Por su parte la
mediana para la poblacion estimulada con IL-8 fue de 17,429 UF.

Cambio en la expresion de CD13

IL-8
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Figura 8. Los histogramas representan la expresion de CD13 de membrana de PMN
estimulados con IL8. El histograma azul representa la expresion de CD13 en células sin
incubacion, es decir, en seguida de la purificacion. El histograma anaranjado representa células
qgue han sido incubadas por 1 hora sin el estimulo (IL-8). Por su parte, el histograma verde
representa células incubadas 1 hora a 37°C con el estimulo IL-8.

9.4 Activacion con N-formil-Met-Leu-Phe (fMLP).

Una cualidad de los PMNs es su capacidad de reconocer péptidos formilados
provenientes de la sintesis proteica de procariontes y mitocondrias, uno de los
tantos PAMPs que son capaces de reconocer a través de sus PRRs. Determinamos
si la activacion celular con el péptido formilado fMLP induce cambios en la expresion
de CD13. La figura 7 muestra los diagramas de puntos que representan el cambio
en la expresion de CD11b y CD13 tras el estimulo. En contraste con la activacion
celular usando PMA, el estimulo con fMLP no tiene un efecto visual grande sobre la
expresion de CD13.
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Figura 9. Expresién de CD13 y CD11b en membrana de PMNs humanos estimulados con fMLP.
A) Células sin tefiir. B) Células sin estimulo. C) Células estimuladas con fMLP 10 uM durante 1
hora a 37°C. D) Células estimuladas con fMLP 20 uM durante 1 hora a 37°C.

Como se observa en la figura 9 el estimulo con fMLP no induce un cambio
significativo en la expresiéon de CD13. Por su parte, la expresién de CD11b (control
positivo) si aumento después de la estimulacion con fMLP por una hora.
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Cambio en la expresién de CD13
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Figura 10. Histograma representativo del cambio de la expresion de CD13 en membrana de
neutréfilos estimulados con fMLP. Los histogramas de color anaranjado y verde muestran la
fluorescencia de células tratadas con concentraciones crecientes de fMLP (10 uM y 20 uM
respectivamente). El histograma rojo es el control sin tefir, mientras que el histograma azul
muestra la fluorescencia de las células sin estimulo tefidas con anti-CD13.

En la figura 10, se muestran los histogramas de la expresion de CD13 en las células
tratadas con fMLP. La muestra sin estimulo tiene una media de 8,684, el fMLP1 de
8,380 y fMLP2 de 8,105 mostrando que no hay diferencia en la expresion de CD13.

9.5Activacion con forbol-12-miristato-13-acetato (PMA).
La activacion de PMN's con PMA es ampliamente usada y es el control positivo para
activacidn mas comun en la mayoria de las publicaciones. En los diagramas de
puntos de la figura x se muestra la expresion de los marcadores CD13 y CD11b en
neutrofilos humanos no estimulados (B) o estimulados con concentraciones
crecientes de PMA (10, 20 y 30nM) (C-E). El diagrama A muestra el control negativo
sin tenir.
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Figura 11. Expresion de CD13 y CD11b en la membrana de PMNs humanos. A) Células sin
tefir. B) Células no estimuladas tefiidas con anticuerpos anti-CD13 y anti-CD11b. C) Células
activadas con PMA 10nM durante 1 hora a 37°C y tefidas con anticuerpos anti-CD13 y anti-
CD11b. D) Células activadas con PMA 20nM durante 1 hora a 37°C. E) Células activadas con
PMA 30nM durante 1 hora a 37°C.

Se observa que el tratamiento con PMA (Figura 11) indujo un aumento en la
expresion de CD11b en comparacion con la muestra sin estimulo. También hay una
modificaciéon en la expresién de CD13, cuyo cambio se aprecia mejor en el
histograma de la figura y. Para CD13, las células sin estimulo presentan una
mediana de 8,684 UF, con 10nM de PMA la mediana es 10,095 UF, con 20nM de
14,684 UF, y con 30nM de 12,338 UF.
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Figura 12. Histograma representativo del cambio en la expresion de CD13 en membrana de
PMNs estimulados con PMA. Los histogramas de color anaranjado, verde claro y verde fuerte
representan la intensidad de fluorescencia dada por la tincion de CD13 en membrana con
concentraciones crecientes de PMA (10, 20 y 30nM respectivamente). El histograma de color
rojo representa la fluorescencia de células sin tefiir y el azul la fluorescencia emitida por la tincion
de CD13 en neutrdfilos sin estimulo.

9.6 Efecto del entrecruzamiento de CD13 en la activacion de PMNs.
Determinamos ahora si CD13 es capaz de inducir la activacion de PMNs,
entrecruzamos CD13 con anticuerpos monoclonales y medimos el nivel de
expresion tanto de CD13 como de CD11b. Al mismo tiempo, los activamos con los
tres distintos estimulos: forbol-miristato-acetato (PMA), el péptido quimiotactico para
neutrdfilos fMLP, e interleucina 8 (IL-8). Como control de la activacion de las células,
monitoreamos la expresion de CD11b en la membrana marcandolo con un
anticuerpo monoclonal conjugado a un fluorocromo.

En los histogramas de las figuras 16 y 17 se muestran experimentos representativos
de la expresion de CD13 y CD11b después estimular CD13 con fragmentos Fab de
anticuerpos anti-CD13 452 (Fab 452) y entrecruzando con fragmentos F(ab’)>de un
anticuerpo secundario (Goat anti-mouse IgG), después de una hora de incubacion
con los estimulos. Se determind que el nivel de expresiéon en CD13 no cambia,
mientras que si se observan cambios en la expresion de CD11b.
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Figura 13. Histogramas de la fluorescencia dada por la expresion de los marcadores CD13 (A)
y CD11b (B), después del entrecruzamiento de CD13 con el anticuerpo Fab452 después de una
hora de incubacion. El histograma rojo muestra la fluorescencia de las células sin Fab, el
histograma azul muestra la fluorescencia de las células entrecruzadas con el Fab 452, mientras
que el histograma amarillo, verde claro y verde obscuro muestra células entrecruzadas con Fab
452 y activadas con los estimulos PMA, fMLP e IL-8 respectivamente. El histograma de color
rosa muestra la fluorescencia basal de las células (células sin tefir).

Existen diferentes anticuerpos monoclonales para CD13 que se ha visto que se
unen en diferentes partes de la estructura 3438, En los histogramas de la figura 14
se muestra la expresion de CD13 y CD11b después de ser entrecruzadas, pero esta
vez con la fraccion cristalizable del anticuerpo para CD13 C (Fab C) y un anticuerpo
secundario, midiendo la expresién de CD13 con el mAb 452.
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Figura 14. Histogramas de la fluorescencia dada por la expresion de los marcadores CD13 (A)
y CD11b (B), después del entrecruzamiento de CD13 con el anticuerpo Fab C después de una
hora de incubacion. El histograma rojo muestra la fluorescencia de las células sin Fab, el
histograma azul muestra la fluorescencia de las células entrecruzadas con el Fab C, mientras
que los histogramas amarillos, verde claro y verde obscuro muestran células entrecruzadas con
Fab C y activadas con los estimulos PMA, fMLP e IL-8 respectivamente. El histograma de color
rosa muestra la fluorescencia basal de las células (células sin teiir). En la figura B se observa
un histograma mas (morado) que representa la expresion de CD11b en células que no sufrieron
el tratamiento del experimento, es decir, fueron fijadas y tefidas justo después de la purificacion.

En todos los histogramas de la expresion de CD13 en células tratadas con los Fab
y los anticuerpos 452 y C se mantienen practicamente alineados con el control
negativo (NoFab; en color rojo), el cual representa células que fueron incubadas
durante 60 minutos, pero no se trataron con ningun activador. No asi el marcador
CD11b, en la figura 14B, cuyo aumento de fluorescencia es observable comparado
con la linea de referencia del control sin entrecruzar (histograma rojo). Asi pues
vemos que, aunque el solo entrecruzamiento de CD13 (histograma azul de las
figuras 16 y 17) no aumenta en gran medida, los otros histogramas tienen un cambio
grande.

Es necesario destacar el histograma de color morado de la figura 14B. Este
representa una muestra de neutrdéfilos sin estimulo ni tratamiento, es decir, tefidos
después de ser purificados. Es evidente que la expresion de CD11b es menor en
estas células.

En nuestros experimentos observamos una gran variabilidad en la respuesta a los
estimulos activadores entre células de distintos donadores ya que se ha reportado
que los neutrofilos son células sensibles a activarse por las manipulaciones
experimentales 2647, En la figura 15 se muestran histogramas de la expresion de
CD13 en PMNs inmediatamente después de ser purificados, de PMNs incubados
por una hora a 37°C en presencia de fMLP, o de PMNs incubados por una hora a
37°C en ausencia de estimulo activador.
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Cambio en la expresién de CD13
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Figura 15. Histograma que muestra el efecto sobre la expresion de CD13 de la incubacion de
PMNs por 1 hora a 37°C. El histograma azul representa la tincion de CD13 con células sin haber
sido incubadas, es decir, directamente después de la purificacion. El histograma de color
anaranjado representa células que han sido incubadas sin haberlas estimulado con fMLP. El
histograma verde representa la expresion en membrana de CD13 en neutréfilos después de
una hora de incubacién con fMLP.

La muestra sin incubar presentd una media de fluorescencia de 7,211 UF, la
muestra sin estimulo, pero incubada a 37°C presenta una media de 15,427 UF,
mientras que la muestra con un estimulo de fMLP se encuentra en 17,238 UF. Este
ensayo muestra que la incubacion a 37°C cambia la expresion de CD13 en
membrana. Aunque no hay algun estimulo aparente, el cambio de temperatura de
4 a 37 °C y su incubacién durante una hora repercute en la expresion de CD13. Por
otro lado, también se observa un aumento en la expresion de CD13 dado por el
estimulo fMLP.

Estos resultados fueron recurrentes y sirvieron para darnos cuenta que en el
transcurso del experimento las células se activan por el tratamiento y para cuando
son estimuladas podria ser que el cambio en la expresion ya no sea evidente. Este
fendmeno interfiere con los cambios de fluorescencia reales por lo que fue necesario
idear otra manera mas eficaz de medir los cambios en la expresion membranal de
ambos marcadores.

Sin embargo, hasta este punto, estos resultados nos brindan informacion
importante; demuestran la presencia de los marcadores CD13 y CD11b, el cambio
en la expresion de CD11b dependiente de la activacion de la célula, el cambio de la
expresion de CD13 también dependiente de la activacion de la célula, asi como las
condiciones que se requieren para demostrar la relacion entre CD13 y la activacion
de neutrofilos.
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9.7 Cambios en la expresion de CD13 y CD11b de membrana
monitoreados a través del tiempo después de ser estimulados.
Con el fin de unificar los experimentos respecto al tiempo de incubacion, se
determind realizar las incubaciones con los agentes activadores por 40 minutos.
Ademas, medir la expresiéon de CD13 y CD11b en las células tras la incubacion a
37°C durante 40 minutos con y sin los diferentes activadores.

La figura 16 representa los resultados de la expresion (mostrados en unidad media
de fluorescencia normalizada) de CD13, CD11b y CD16 en tres experimentos
diferentes.

Bl Sin estimulo
B PVA
B MLP

B L8
Bl Sinincubar

UMF N

% 0 )
N N N
& & ®
Marcador

Figura 16. Expresion de marcadores de membrana después de 40 min de incubacién en
neutréfilos activados con PMA, fMLP e IL8. Se expresa en unidad media de fluorescencia
normalizada (UMF N). Los resultados estan normalizados con respecto a la fluorescencia media
de la condicion “Sin estimulo” (café) de células incubadas a 37°C en ausencia de estimulos. Las
células fueron incubadas con los estimulos PMA [20 nM] (violeta), fMLP [10 uM] (verde) e IL-8
[10 ng/mL] (turquesa) a 37°C. La barra azul representa la expresion basal de los marcadores en
las células medidos inmediatamente después de la incubacion.

Los promedios de las medianas de fluorescencia para los marcadores CD13, CD11b
y CD16 estan representados en la figura 16, en neutrofilos no incubados o
incubados por 40 minutos sin estimulos o con PMA, fMLP o IL-8. Los valores fueron
normalizados con los las medianas de fluorescencia de las células sin estimulo con
valor maximo de 1, es por esto que el primer grupo del grafico (color café) tiene un
valor de 1. En general, la expresion de CD11b muestra un cambio considerable
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cuando las células son activadas, mientras que el cambio en la expresién de CD13
es menor respecto a éste y constante con los diferentes estimulos.

Estos resultados condensan una buena parte de los resultados obtenidos en las
secciones anteriores, sin embargo, era mucho mas interesante medir no sdlo la
respuesta de los PMNs a los 40 minutos sino en diferentes tiempos. Este
experimento resolveria las variaciones de activacion por temperatura dado que se
ocuparon ceélulas del mismo donador.

Es decir, de un solo donador se midieron las células incubadas con o sin los
estimulos en diferentes tiempos: expresiéon de CD13 y CD11b basal a los 0 minutos,
expresion a los 20 minutos, a los 40 minutos, a los 120 minutos y a los 240 minutos.
Ademas de medir estos marcadores, también se mediria viabilidad para excluir
cambios de expresion de CD13 o Cd11b dados por procesos de muerte celular.

La figura 17 muestra el cambio en la expresion de CD13 en la membrana de células
tratadas con los 3 estimulos diferentes, esta vez medido en diferentes tiempos de
incubacion (0, 20, 40, 120 y 240 minutos) a 37°C.

Q 240 PMA fMLP IL8

120
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Figura 17. Cinética de expresion de CD13 de membrana usando los estimulos PMA, fMLP e IL-
8. Histograma representativo de n=5 de la tincion de CD13 se hizo después de incubar a los
neutréfilos a 37°C por 0, 20, 40, 120 y 240 minutos (representado por los histogramas rojo, azul,
amarillo, verde claro y verde obscuro respectivamente).

Esta cinética de activacion monitorea el cambio en la expresion de CD13 en la
membrana de PMNs después de la activacion con PMA, fMLP e IL-8. Tomando en
cuenta la fluorescencia basal (0 minutos, rojo), CD13 aumenta claramente después
de activar a las células para luego disminuir en tiempos mas tardios (240 minutos,
verde obscuro). Los tres activadores tienen respuestas similares, siendo el PMA el
estimulo que induce el cambio mas grande.
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La figura 17 representa el comportamiento de los marcadores ya mencionados. Sin
embargo, al repetir los experimentos con células de individuos distintos observamos
que las variaciones de expresion mostraban comportamientos similares, pero con
diferentes intensidades de respuesta. De tal suerte que obtuvimos muchos
resultados que mantenian una tendencia muy parecida entre si pero con
intensidades de fluorescencia distintas.

Se puede observar en la figura 18 que la expresion basal de CD11b en las células
de los individuos 1y 2 es muy parecida, no asi la del individuo 3 y 4, siendo mucho
mayor la del individuo 3. Es claro que el comportamiento del marcador a lo largo de
la cinética es similar en los 4 individuos, sube en los tiempos 1y 2 para después
descender en los tiempos 3 y 4.

Expresion de CD11b
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e |nd 1 Ind 2 Ind 3 Ind 4

Figura 18. Cinética de expresion de CD11b en la membrana de neutrdfilos. Muestra el cambio
en la expresion del marcador en respuesta a fMLP en neutrofilos de 4 individuos diferentes. El
tiempo 0 es la expresion basal de las células antes de agregar el estimulo.

Para evitar que el ruido generado por las respuestas individuales en el analisis
estadistico sea muy grande, se hizo un ensayo mas completo con mas individuos
(n=8. Se usaron los 3 activadores (PMA, fMLP e IL-8) en una cinética de activacion
que incluye la medicién basal y la expresion a los 20, 40, 120 y 240 minutos. La
figura 19 muestra el analisis de la base de datos resultante del experimento. Se uso
un modelo lineal mixto con variables aleatorias que nos permite analizar el
comportamiento de los marcadores de membrana en el tiempo y con los distintos
estimulos tomando en cuenta la variabilidad de mediciones entre individuos. El
analisis conlleva la formulacién de diferentes hipotesis (modelos) que deben
probarse matematicamente y que estan descritos en el Apéndice 1.
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Figura 19. Modelo Lineal Mixto del comportamiento de los marcadores CD11b y CD13 en el
tiempo y en cuatro condiciones: sin estimulo (morado), PMA 20nM (azul), fMLP 10uM (rojo) e
IL-8 10 ng/mL (verde).

Este modelo explica la relacion entre la expresion CD11b y CD13, asi como su
relacion con las variables explicativas tiempo y estimulo. Muestra un aumento en la
expresion de ambos marcadores desde los 100 hasta los 150 minutos, seguido de
un descenso en la fluorescencia en todos los casos. El estimulo de PMNs con PMA,
fMLP e IL-8 activa a las células argumentado por el aumento de la expresion de
CD11b, y de la misma manera, incrementa la expresion de CD13.

El experimento tiene 4 variables; 3 variables predictoras que son el tiempo, el
estimulo y el individuo, y la cuarta variable que es la variable de respuesta, en este
caso, la fluorescencia (que se relaciona con el nivel de expresion del marcador).

Para empezar a hacer este analisis se plantean varias hipdtesis; una nula que
plantea que no hay relacién alguna entre la variable de respuesta (fluorescencia) y
las variables explicativas (tiempo y estimulo) y diversas hipdtesis alternas que
relacionan de formas distintas dos, tres o las cuatro variables a la vez. Todos estos
modelos con la variable aleatoria “individuo” incluida. Esta variable es aleatoria
porque no podemos controlar la expresiéon de marcadores en las células en cada
individuo. Como vimos en la figura 18, el nivel de expresion de CD11b o de CD13
varia de acuerdo a una causa individual en cada donador de neutréfilos. Sinosotros
intentamos promediar estos datos para sacar una media de n individuos, se obtiene
un error muy grande que puede arrojar una conclusion erronea.
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En total se probaron 11 modelos a los cuales se les calcula el Criterio de Informacién
de Akaike (AIC) mostrado en la Tabla 8. Este valor representa el ajuste de los datos
por cada modelo probado, es decir, que tanta variabilidad de los datos se explica
con un modelo especifico. En la tabla 8 se muestran los valores obtenidos de AIC
de acuerdo a los datos de fluorescencia del marcador CD11b.

AIC de los modelos usados para
explicar la fluorescencia de CD11b

No. modelo | AIC Delta AIC
1 1782.286 | 129.38905
2 1779.244 | 126.34801
3 1712.098 | 59.20195
4 1709.217 | 56.32043
5 1743.068 | 90.17129
6 1691.490 | 38.59387
7 1691.490 | 38.59387
8 1742.863 | 89.96613
9 1670.878 | 17.98171
10 1704.751 | 51.85405
11 1652.896 | 0.00000

Marginal: 0.09351521

Condicional: 0.9411716

Tabla 8. Valores de AIC calculados a partir de los datos de fluorescencia de CD11b obtenidos
por citometria de flujo, aplicados a los diferentes modelos (Apéndice 1) que explican la
interaccion de las variables (fluorescencia, tiempo, estimulo). El Delta AIC resta cada AIC al
valor menor para poder apreciar facilmente la diferencia entre cada modelo. El valor marginal
representa el porcentaje de ajuste de los datos sin tomar en cuenta la variable aleatoria. El valor
condicional representa el porcentaje de la variabilidad en los datos que es explicada con este
modelo.
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En esta tabla se debe prestar atencion al Delta AIC que es igual a 0. Después de
formular 11 modelos, fue este ultimo (con valor 0) el que mas explica la variabilidad
de datos dados por el cambio en la expresion de CD11b en la membrana de
neutrofilos a través del tiempo.

El AIC se calcula a partir de la complejidad del modelo probado y la verosimilitud de
los datos ajustados a ese modelo. No tiene unidades y su valor es dependiente de
los datos y sus modelos propios. El valor estadistico viene de comparar los AIC de
los modelos generados contra el de la hipotesis nula, en este caso el modelo 1. La
regla es; el AIC cuya diferencia sea menor a 2 unidades, como minimo, de la
hipotesis nula, se rechaza*®. En este caso generamos un Delta AIC simplemente
restando cada valor de AIC al AIC mas bajo que corresponde al modelo 11. Asi es
mas facil observar las diferencias con cada modelo probado y es posible analizar
mas a fondo la interaccion de cada variable. El modelo 11 relaciona la variable
tiempo y estimulo de manera independiente, asi como su interaccion en respuesta
a la fluorescencia. Este modelo tiene el valor de AIC menor, lo que significa que esta
interaccion es la que mejor explica el comportamiento de la variable de respuesta.

Una vez elegido el modelo se calcularon dos parametros muy importantes: El valor
marginal y el valor condicional. El valor marginal indica el porcentaje de varianza
explicada por los datos sin incluir la variable aleatoria explicados por el modelo 11.
La condicional por su parte indica el porcentaje de la variabilidad de datos
explicados por el modelo 11 incluyendo en el analisis la variable aleatoria.

Para el caso de CD13 se probaron los mismos modelos anteriormente descritos
pero con los resultados de fluorescencia de este marcador. Su tabla de AIC (Tabla
9) es como sigue.
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AIC de los modelos usados para
explicar la fluorescencia de CD13

No. modelo | AIC Delta AIC
1 1593.209 | 84.27784
2 1591.638 | 82.70716
3 1552.787 | 43.85630
4 1551.215 | 42.28392
5 1579.847 | 70.91628
6 1540.005 | 31.07419
7 1540.005 | 31.07419
8 1560.797 | 51.86612
9 1520.215 | 11.28400
10 1548.677 | 39.74571
11 1508.931 | 0.00000

Marginal: 0.004987422
Condicional: 0.9411716

Tabla 9. Valores de AIC calculados a partir de los datos de fluorescencia de CD13 obtenidos
por citometria de flujo, aplicados a los diferentes modelos (Apéndice 1) que explican la
interaccion de las variables (fluorescencia, tiempo, estimulo). El Delta AIC resta cada AIC al
valor menor para poder apreciar facilmente la diferencia entre cada modelo. El valor marginal
representa el porcentaje de ajuste de los datos sin tomar en cuenta la variable aleatoria. El valor
condicional representa el porcentaje de la variabilidad en los datos que es explicada con este
modelo.

De nuevo, el modelo 11 relaciona las dos variables explicativas y su interaccion.
Se separa 84 unidades de la hipotesis nula y su valor condicional es de 94%. Es
decir, el 94% de la variacion de los datos esta explicada por este modelo que incluye
la variable individuo. Por lo que se puede afirmar que la expresion de CD13 en la
membrana de neutrofilos cambia con el tiempo y es diferente con cada estimulo.
CD13 aumenta la expresion de membrana en los neutréfilos hasta los 120 minutos,
estimulado por la activacion a través de PMA, fMLP e IL8, comparados con el control
de PMNs sin estimulos.
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No obstante, estos resultados también demuestran que la incubacion de neutréfilos
a 37°C activa a la célula sin la presencia de algun estimulo. Los PMNs aumentan la
expresion de ambos marcadores hasta los 120 minutos, CD13 en menor medida
que CD11b. Esto ultimo puede deberse a la cantidad de cada marcador presente
en los neutrdfilos.

Este resultado nos brind6 informacién importante de como se comporta CD13 con
la activacion celular, pero falta retomar la pregunta ya abordada anteriormente. ¢ Es
CD13 capaz de iniciar una respuesta efectora propia de la célula?

9.8 Agregacion Homotipica

En células monociticas, se ha demostrado que el entrecruzamiento de CD13 con el
anticuerpo monoclonal 452 induce la agregacion homotipica de las células (37).
Este proceso es propio de diversas lineas celulares del sistema inmunoloégico como
parte de sus procesos efectores en sitios de inflamacion. Con el objetivo de
determinar si se presenta un proceso similar en neutrofilos que involucre a CD13,
incubamos PMNs en presencia del anticuerpo monoclonal 452 por 3 horas a 37°C.
En la Tabla 8 se muestran imagenes representativas en donde se puede observar
la agregacion homotipica de neutrofilos inducida por el anticuerpo 452.
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Figura 20. Micrografias representativas de la agregacion homotipica inducida por el
entrecruzamiento de CD13 por el anticuerpo mAb 452 en monocitos de la linea U937 y en
neutréfilos de sangre periférica. Las 4 imagenes superiores muestran el campo observado con
el objetivo 10x y las dos inferiores observadas con un objetivo 20x.

En la figura 20 los monocitos de la seccion A forman agregados al incubarlos a 37°C
con el anticuerpo 452. Comparados con este control positivo, los neutrdfilos de la
seccion B pueden verse agregados comparados con su control sin mAb 452 en el
gue no se observan dichas formaciones.

La seccion C es una micrografia del mismo campo con objetivo 20X en la que se
puede observar mas de cerca la agregacion homotipica. Este resultado nos brind6
indicios rapidos de la actividad de CD13 y su participacion en procesos
inmunoldgicos de los PMNs.
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9.9 CD13 en la formaciéon de Trampas Extracelulares de Neutréfilos
(NETs).

La formacién de Trampas extracelulares de neutrofilos (NETs) es un proceso
caracteristico de los PMNs y hasta el momento se desconoce si la estimulacion de
CD13 puede inducir el proceso de NETosis. Por esto se realizaron ensayos de
formacion de NETs cuantificando la fluorescencia emitida por el ADN liberado de
las células después de inducir el proceso de NETosis. Para esto se utiliz6 Sytox-
Green; un colorante de alta afinidad por el material genético que no cruza la
membrana de células vivas. El experimento consistié en estimular a los neutrofilos
con PMA, fMLP o IL-8 para inducir la formacion de redes extracelulares en medio
con Sytox-Green, con o sin entrecruzamiento de CD13, y leyendo la fluorescencia
emitida a diferentes tiempos. En la figura 18 se muestran microfotografias que
ilustran la liberacién de ADN al medio estimulando a las células por 4 horas con
PMA. Se observa la formacion de NETs a partir de la estimulacion con PMA y la
inhibicion de las mismas con apocinina.

Control
Negativo

200 ym

PMA

200 pm

+ PMA

200 pm 200 ym

Figura 21. Se muestran el material genético liberado (verde) después de 4 horas de incubacion.
Cada fila es el mismo campo del microscopio. La primera imagen de izquierda a derecha es el
campo claro, la segunda esta tomada con fluorescencia, mientras que la tercera imagen muestra
las dos fotos anteriores sobrepuestas.
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La liberacion de material genético se puede apreciar claramente en la fila
correspondiente a PMA (fila B). Después de mas de 4 horas de incubacion a 37°C
en medio RPMI sin ningun estimulo, las células dificilmente seguiran con vida. Es
por esto que el Sytox-Green tifie al ADN en el control negativo y se pueden ver los
nucleos verdes definidos de las células. Sin embargo, la diferencia entre las dos
formas de muerte celular es lo que vale la pena distinguir; mientras que el control
negativo muestra nucleos lobulados y condensados propios de un neutrdfilo, la
estimulaciéon de PMA muestra nucleos en forma de “nubes” propios de un proceso
de descondensacion de cromatina orquestado por la NETosis.

En el proceso de NETosis participa el complejo enzimatico NADPH oxidasa,
involucrado en el estallido respiratorio. La apocinina es un inhibidor de este complejo
enzimatico que suprime la translocacion de dos componentes citosolicos
esenciales, el p47-phox y el p67-phox, a la membrana donde se ensambla el
complejo*. En la fila C de la figura 21 se muestra la liberacién de ADN inducido por
PMA pero con células incubadas con apocinina. Se puede apreciar como la cantidad
“nubes” es menor y la mayoria de los nucleos tefiidos aun tienen forma lobulada
por el efecto inhibidor de la apocinina sobre la NETosis.

Aunque la liberacion de ADN al medio extracelular sugiere la liberacion de NETSs,
es importante visualizar colocalizacion del ADN con otros componentes proteicos
de las redes extracelulares de neutrofilos (NETs). Para esto, realizamos estudios de
microscopia usando anticuerpos monoclonales especificos para algunas de las
proteinas distintivas de este proceso. Para tomar las siguientes micrografias (Figura
2-28) se wusaron tres anticuerpos: Anti-Elastasa de Neutréfilo (EN), Anti-
Mieloperoxidasa (MPQO) y Hoechst 33342 como tincion de contraste dirigida a ADN.

El Hoechst 33342 es una molécula que emite fluorescencia de color azul y que se
une a los surcos del ADN. Los demas componentes que se quieren identificar se
localizan usando anticuerpos especificos que deben ser revelados usando otro
anticuerpo secundario conjugado a una molécula fluorescente. Ya que el anticuerpo
anti-MPO y el anti-EN que usamos fueron hechos en raton, esto no permite que
sean visualizados en la misma tincion y se tengan que hacer dos experimentos con
el mismo estimulo. Es por esto que se presentan dos micrografias con cada
condicidn; en una se presenta la tincion para EN (Figura 22-26 A) y en la otra la
tincion para para MPO (Figura 22-26 B). Todas las fotografias son de neutréfilos
incubados por 4 horas en medio RPMI suplementado con 2% BSA. En azul esta
tefido el DNA, en verde la elastasa de neutréfilo (NE), en rojo la mieloperoxidasa
(MPO).
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Control Negativo

Figura 22. Control negativo (Objetivo 40X). Se muestran neutréfilos sin estimulos incubados durante 4 horas a 37°C. A) Tincion de elastasa
de neutréfilo (NE; verde) y ADN (azul). B) Tincion de mieloperoxidasa (MPO; rojo) y ADN (azul). Se muestra la inmunofluorescencia y su
respectivo campo claro.
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Figura 23. Entrecruzamiento de CD13 usando mAb 452 en neutréfilos estimulados por el entrecruzamiento de CD13 incubados durante 4
horas a 37°C (Objetivo 40X). Se muestra la inmunofluorescencia y su respectivo campo claro. A) Tincion de elastasa de neutrofilo (NE; verde)
y ADN (azul) entrecruzando CD13. B) Tincion de mieloperoxidasa (MPO; rojo) y ADN (azul) entrecruzando CD13. C) Tincion de elastasa de
neutréfilo (NE; verde) y ADN (azul) entrecruzando CD13 y estimulando con PMA [20 nM]. D) Tincion de mieloperoxidasa (MPO; rojo) y ADN
(azul) entrecruzando CD13 y estimulando con PMA [20 nM].



mAb452 + fMLP

mAb452 + IL8

Figura 24. Entrecruzamiento de CD13 usando mAb 452 en neutréfilos estimulados por el entrecruzamiento de CD13 incubados durante 4
horas a 37°C (Objetivo 40X). Se muestra la inmunofluorescencia y su respectivo campo claro. A) Tincion de elastasa de neutrofilo (NE; verde)
y ADN (azul) entrecruzando CD13 y estimulando con fMLP [40 uM]. B) Tincidon de mieloperoxidasa (MPO; rojo) y ADN (azul) entrecruzando
CD13 y estimulando con fMLP [40 uM]. C) Tincién de elastasa de neutrofilo (NE; verde) y ADN (azul) entrecruzando CD13 y estimulando
con IL8 [10 ng/mL]. D) Tincidon de mieloperoxidasa (MPO; rojo) y ADN (azul) entrecruzando CD13 y estimulando con IL8 [10 ng/mL].
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Figura 25. Entrecruzamiento de CD13 usando Fab 452 en neutrdfilos estimulados por el entrecruzamiento de CD13 incubados durante 4
horas a 37°C (Objetivo 40X). Se muestra la inmunofluorescencia y su respectivo campo claro. A) Tincion de elastasa de neutrofilo (NE; verde)
y ADN (azul) entrecruzando CD13. B) Tincion de mieloperoxidasa (MPO; rojo) y ADN (azul) entrecruzando CD13. C) Tincién de elastasa de
neutréfilo (NE; verde) y ADN (azul) entrecruzando CD13 y estimulando con PMA [20 nM]. D) Tincion de mieloperoxidasa (MPO; rojo) y ADN
(azul) entrecruzando CD13 y estimulando con PMA [20 nM].
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Figura 26. Entrecruzamiento de CD13 usando Fab 452 en neutrdfilos estimulados por el entrecruzamiento de CD13 incubados durante 4
horas a 37°C (Objetivo 40X). Se muestra la inmunofluorescencia y su respectivo campo claro. A) Tincion de elastasa de neutrofilo (NE; verde)
y ADN (azul) entrecruzando CD13 y estimulando con fMLP [40 uM]. B) Tincion de mieloperoxidasa (MPO; rojo) y ADN (azul) entrecruzando
CD13 y estimulando con fMLP [40 uM]. C) Tincion de elastasa de neutréfilo (NE; verde) y ADN (azul) entrecruzando CD13 y estimulando
con IL8 [10 ng/mL]. D) Tincidon de mieloperoxidasa (MPO; rojo) y ADN (azul) entrecruzando CD13 y estimulando con IL8 [10 ng/mL].
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La figura 22 muestra un control negativo. Estas células fueron incubadas a 37°C en
medio RPMI suplementado sin ningun otro estimulo. En las imagenes se pueden
observan los nucleos condensados y lobulados de las células tefiidos de azul. Tanto
en la figura 22 A como en la B no se observa algun proceso que comprometa la
estructura del nucleo. Por otro lado se pueden observan los granulos en el
citoplasma tanto de elastasa como de mieloperoxidasa.

Tanto la figura 23 A 'y B, como la figura 25 A y B son uno de los resultados mas
importantes de este trabajo. En ellas se observa como el entrecruzamiento con el
mAb 452 y el Fab 452 respectivamente promueven la formaciéon de trampas
extracelules de neutrofilos. En ambas figuras se pueden ver las estructuras
alargadas caracteristicas de estas formaciones tefiinas de azul. Esto indica que
estan hechas de material genético y las proteinas elastasa (Figura 23 y 25 A, verde)
y mieloperoxidasa (Figura 23 y 25 B, rojo) forman parte de su composicién a lo largo
su estructura. La combinacion de los colores generan que en aquellas zonas donde
colocalizan la elastasa y el ADN se observe verde brillante, mientras que donde
colocalizan la mieloperoxidasa y el ADN se observa rosado.

La formacion de NETs a través de los estimulos PMA, fMLP e IL8 ya se ha
documentado antes #5°%51, En nuestro caso las redes estimuladas por el PMA se
pueden ver a la perfeccion en la figura 23 C y D con CD13 entrecruzado con mAb
452 y en la figura 25 C y D con CD13 entrecruzado con Fab 452. Mientras en las
figuras 24 y 26 se puede observar el efecto de los estimulos fMLP e IL8.

En este trabajo la estimulacion de neutrdéfilos con fMLP no generd una respuesta
significativa en la formacion de NETs, al menos, a la concentracion que se uso.
Mientras que la IL8 forma redes que se pueden verse claramente y con la
colocalizacion de elastasa y mieloperoxidasa (Figuras 24 C-D y 26 C-D).

Aun cuando es importante observar la fluorescencia dada por el Sytox Green o las
inmunofluorescencias que colocalizan las proteinas convencionales de las NETs ,
resulta importante cuantificar la respuesta de tal manera que nos pueda brindar
resultados objetivos. Para lo cual se realizaron ensayos de formacion de NETs que
fueron cuantificados midiendo la fluorescencia con un lector de placas.

La figura 27 muestra el comportamiento temporal de la fluorescencia de Sytox-
Green en suspensiones de neutrofilos incubados o no con PMA, durante 4 horas
(240 minutos). Es posible observar el aumento en la fluorescencia a partir de 90
minutos dado por el estimulo, comparado con el control negativo.
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Cinética de formacion de NETs
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Figura 27. Cinética de formacién de NETs. Los puntos de color azul representan la
fluorescencia del Sytox-Green de una suspension de células que no fueron estimuladas PMA
(control negativo). Los puntos en color rojo representan la fluorescencia de la suspension de
células que fueron estimuladas con PMA (20 nM).

En los siguientes experimentos se estimuld a CD13 entrecruzandolo con un
anticuerpo monoclonal mAb 452, monitoreando si el entrecruzamiento promueve
y/o potencia la respuesta NETotica estimulada por PMA, fMLP o IL8.

Se hicieron ensayos en placas de 96 pozos, como se describié anteriormente para
la figura 27 pero agregando dos condiciones mas: células tratadas con mAb 452 y
células tratadas con mAb 452 y estimuladas con PMA. La figura 28 muestra los
resultados de la respuesta de libracion de NETs por el entrecruzamiento de CD13.
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Figura 28. Cinética de formacion de NETs entrecruzando CD13. Se muestran (A) los valores
de fluorescencia de células en las que se entrecruzd6 CD13 con el mAb 452 (R%c=0.67) y (B)
células en que se entrecruzé CD13 con el mAb 452 y fueron estimuladas con PMA [20 nM]

(R%c=0.92).

La figura 28 A muestra un aumento en la fluorescencia desde tiempos tempranos
de la cinética. La liberacion de ADN es mayor comparada con el control negativo
con las concentraciones de mAb452 de 0.6 y 1.0 ug/mL (Rosado y Violeta
respectivamente). La liberacién de ADN con la concentracion mas baja (0.01 ug/mL;
azul) es practicamente igual al control negativo y con la concentracion de 0.1 ug/mL
(roja) no tiene un cambio significativo comparado con el control negativo. La figura
28 B muestra el comportamiento de los neutrdéfilos cuando se entrecruza CD13 con
mAb 452 en células estimuladas con PMA [20 nM]. Los resultados muestran que la
liberacidon de ADN es mayor en aquellas células en las que se entrecruz6 CD13 y
fueron estimuladas con PMA (0.6, 1.0 y 5.0 pug/mL, rosa, violeta y anaranjado
respectivamente), respecto a aquellas que solo fueron estimuladas con PMA
(amarilla). Las tres concentraciones mas altas de anticuerpo muestran un aumento
significativo en la fluorescencia.

Dado que el anticuerpo mAb 452 es una inmunoglobulina G, podria estar uniéndose
a los receptores Fcy de los neutrdfilos. Los neutréfilos expresan tanto FcyRlla como
FcyRIll (CD16), los cuales podrian estar mediando la activacion de la via de
NETosis. Como control de isotipo se hizo una cinética de formacion de NETs usando
un anticuerpo IgG1 no especifico.
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Figura 29. Cinética de formacion de NETs. A) Se muestra la fluorescencia emitida por la
liberacion ADN en presencia de un anticuerpo IgG1 en diferentes concentraciones: 0.1, 0.3, 0.6
y 1.0 ug/mL (rojo, verde, violeta y anaranjado respectivamente). B) Fluorescencia generada a
partir de la liberacion de ADN estimulada por PMA [20 nM] en presencia de un anticuerpo del
isotipo 1gG1.

La figura 29 A representa la respuesta de los neutrofilos incubados con diferentes
concentraciones de 1gG1. Se observa que no hay cambios significativos en la
emisién de fluorescencia. Sin embargo, en la seccion B, en donde hay cambios
significativos comparados al control de PMA (rojo) y el control negativo (azul). Sin
embargo, no existen cambios entre las diversas concentraciones probadas: 0.1, 0.3,
0.6 y 1.0 ug/mL (verde, violeta, anaranjado y negro respectivamente)

Tomando en cuenta lo anterior, también realizamos el entrecruzamiento uniendo
fragmentos Fab del anticuerpo anti-CD13 452 a los neutréfilos e induciendo el
entrecruzamiento con fragmentos F(ab’)> de un anticuerpo secundario (Goat anti-
mouse IgG) (Figura 30).
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Figura 30. Cinética de formacion de NETs con entrecruzamiento de CD13. Se muestran los
valores de fluorescencia obtenidos por la liberacion de ADN en células cuyo CD13 fue
entrecruzado® utilizando fragmentos Fab del anticuerpo 452 (Fab 452) y un anticuerpo
secundario. La figura A muestra el efecto del entrecruzamiento con diferentes concentraciones
de Fab 452 (0.01, 0.1, 0.3, 0.6, 1.0 y 5.0 ug/mL) (R%c=0.81). En la figura B se observa el efecto
del entrecruzamiento con diferentes concentraciones del anticuerpo Fab 452 (0.01, 0.1, 0.3, 0.6,
1.0 y 5.0 pg/mL) en células estimuladas con PMA [20 nM] y comparadas contra un control
positivo (amarillo) y uno negativo (negro)(R%c=0.90)

La figura 30 A muestra un aumento significativo en la fluorescencia comparado con
el control negativo con la concentracion de 1.0 ug/mL de Fab 452. Las
concentraciones de 0.1, 0.3, 0.6 y 5.0 ug/mL no muestran efectos diferentes entre
si y tampoco muestran cambio significativo respecto al control negativo. En la figura
30 B se muestra en rojo el comportamiento de la liberacién de NETs con el estimulo
de PMA [20 nM] y hay un aumento significativo en la fluorescencia entrecruzando
CD13 a una concentracion de 1.0 ng/mL de Fab 452.

El PMA es un excelente activador de diversas vias celulares, sin embargo, no es un
estimulo fisiolégico y siguiendo con la I6gica del proyecto se probaron también los
estimulos fMLP e IL-8. En la figura 31 se muestra el comportamiento en la liberacion
de NETs entrecruzando a CD13 con mAb 452 y Fab 452, esta vez con los estimulos
fMLP [20 nM] e IL-8 [10 pg/mL].

64



3000 Ab 452 + fMLP [20 uM] 3000 Ab 452 + 1L8 [10 ng/mL]

@ Control Negativo @ Control Negativo

@ (0.01)ug/ml @ (0.01)pgimL.

@ (0.1]ug/mL. @ (0.1)pg/mL

2001 8 loqidm 201 8 e

@ [1.0]ug/mL @ [1.0]ug/mL

O (5.0]ug/mL © [50) pg/ml.
MLP [20 M) L8 [10 ngimL]

g
:

2000 -

1500

Fluorescencia
Fluorescencia
L

E
‘

1000

500 -

|
|

———

T T T T T T T T T

0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
Tiempo (min) Tiempo (min)
3000 Fab 452 + fMLP [20 3000 Fab 452 + IL8 [10 ng/mL]
@ Control Negativo @ Control Negativo
@ (0.01)ugimL @ (0.01)g/mL
@ (0.1]ugimL. ° {g ;} u;/mt
@ (0:3]ugimL le mi
2500 [06] :wmt 2500 O 0.6] ::glml.
@ [1.0]ug/mL. @ [1.0)ug/mL

© [5.0) pg/ml © (5.0)pgimL.
MLP (20 uM) 1L8[10 ng/mL]

2000 2000

1500 <

Fluorescencia

1000

/
0 —_—

0 50 100 150 200

:
K\\

Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 31. Cinética de formacion de NETs con entrecruzamiento de CD13. Se muestran los
valores de fluorescencia obtenidos por la liberacion de ADN por células cuyo CD13 fue
entrecruzado utilizando el monoclonal anti-CD13 452 (mAb 452; superior) o fragmentos Fab del
anticuerpo 452 (Fab 452) y fragmentos F(ab’): de anticuerpos IgG GaM (inferior). Las
concentraciones usadas de los anticuerpos mencionados fueron: 0.01, 0.1, 0.3, 0.6, 1.0 y 5.0
ug/mL. La figura A muestra la fluorescencia dada por células con CD13 entrecruzado usando
mAb 452 y estimuladas con fMLP [20 uM] (sin significancia estadistica). La figura B muestra la
fluorescencia dada por células con CD13 entrecruzado usando mAb 452 y estimuladas con IL-
8 [10 pg/mL] (R%c=0.79). La figura C muestra la fluorescencia dada por células con CD13
entrecruzado usando Fab 452 y estimuladas con fMLP [20 uM] (sin significancia estadistica). La
figura D muestra la fluorescencia dada por células con CD13 entrecruzado, usando Fab 452 y
estimuladas con IL-8 [10 ug/mL] (R%c=0.89).
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En el caso del fMLP no se obtuvieron diferencias significativas en la intensidad de
fluorescencia después de 4 horas de incubacion con el entrecruzamiento usando
mAb 452 (Figura 31 A) ni con el entrecruzamiento usando Fab 452 (Figura 31 C).
De hecho, el AIC de la figura A y C para el modelo nulo fue 0. Es decir, la
fluorescencia del Sytox Gren no se modifica por la presencia de fMLP. Por su parte
la intensidad de fluorescencia tiene un aumento significativo con el estimulo IL-8. La
liberacion de ADN aumenta significativamente con el entrecruzamiento de CD13
usando mAb 452 (23 B) en las concentraciones 0.6 y 1.0 ug/mL en células
estimuladas con IL-8. De la misma manera, el entrecruzamiento de CD13 en células
estimuladas con IL-8 aumenta significativamente la liberacion de ADN usando los
fragmentos Fab 452 en concentraciones de 0.3, 0.6 y 1.0 ug/mL comparadas con
un control negativo (azul) y un control positivo de IL-8 (rojo). En las diversas
cinéticas y como se logra apreciar en la misma figura, el estimulo fMLP no indujo la
formacién de NETs en las condiciones y concentraciones probadas en este trabajo.

El cambio en la intensidad de fluorescencia por la liberacion de ADN se aprecia
mejor al final de la cinética. Los cambios mas grandes de fluorescencia estan
registrados en tiempos tardios de la mima. Las siguientes figuras (figura 32-33)
muestran el cambio en la intensidad de fluorescencia solamente en el tiempo 240
minutos. Como se puede observar en la figura 32, las células tratadas con el
anticuerpo mAb 452 tienen un aumento en la fluorescencia significativamente mayor
que el control, en las concentraciones de 0.3, 0.6 y 1.0 ug/mL, mientras que el
entrecruzamiento de CD13 con Fab 452 y anticuerpo secundario induce un
incremento de fluorescencia significativo en la concentracion de 5.0 ug/mL.
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Figura 32. Analisis de intensidad de fluorescencia de NETs en 240 minutos. Las figuras
muestran la diferencia de fluorescencia emitida por el ADN liberado por células estimuladas por
el entrecruzamiento de CD13 en diferentes concentraciones (0.01, 0.1, 0.3, 0.6, 1.0 y 5.0
ug/mL). En la figura A se muestra las diferencias entre la fluorescencia emitida por células
tratadas con mAb 452, mientras que el grafico B muestra el cambio en la fluorescencia por
células tratadas con fragmentos Fab del mAb 452 y un anticuerpo secundario. Prueba T student
con una prueba post hoc Holm — Sidak a=5%.

Si comparamos la liberacion de NETs en dos condiciones: entrecruzamiento de
CD13 y entrecruzamiento de CD13 mas estimulo, podemos observar en la figura 33
y 34 que es mayor el cambio con entrecruzamiento de CD13 mas estimulo que por
el entrecruzamiento de CD13 unicamente. Esto podria hablar de CD13 como un
potenciador de la respuesta NETotica.

Las figura 33 muestra el analisis de la fluorescencia emitida por células estimuladas
con PMA, fMLP e IL-8 y entrecruzadas con CD13 utilizando los fragmentos Fab 452
y el anticuerpo mAb 452.
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Figura 33. Andlisis de intensidad de fluorescencia de NETs a los 240 minutos. Las figuras
muestran la diferencia de fluorescencia emitida por el ADN liberado por células estimuladas con
los estimulos PMA, fMLP e IL8 y el entrecruzamiento de CD13. La figura A muestra la
fluorescencia emitida por células en las que CD13 se entrecruzo con diferentes concentraciones
de mAb 452 y la B con concentraciones de Fab 452 mas anticuerpo secundario. La figura C
muestra la fluorescencia emitida por células en las que CD13 se entrecruzé con diferentes
concentraciones de mAb 452 y la figura D con diferentes concentraciones de Fab 452 mas
anticuerpo secundario. La figura D muestra la fluorescencia emitida por células en las que se
entrecruz6 CD13 con mAb 452 y la E con Fab 452, ambos en diferentes concentraciones (0.01,
0.1,0.3, 0.6, 1.0 y 5.0 ug/mL). Prueba T student con una prueba post hoc Holm — Sidak a=5%.
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Respecto al comportamiento con fMLP (figura 33 C y D), se puede observar una
disminucion de la fluorescencia en las diversas concentraciones de
entrecruzamiento de CD13 usando Fab 452. Si pensamos en el entrecruzamiento
de CD13 como una forma de activacion celular podria explicar la disminucién de la
fluorescencia de la siguiente forma: al estimular CD13 se logra la liberacién de
material genético siempre y cuando sea un estimulo lo suficientemente fuerte, de
este modo la estimulacidén estaria promoviendo la activacion de la célula, esta
accion prolongaria la vida de los PMNs. Bajo esta hipotesis los graficos
demostrarian que lo que promueve CD13 al ser entrecruzado es la estimulacion de
vias de supervivencia y activacion de neutréfilos y solo si el estimulo es lo
suficientemente fuerte se llegaria a disparar la NETosis.

Los graficos estan elaborados a partir de la fluorescencia generada por la union del
reactivo Sytox Green al ADN extracelular. Este reactivo tiene ciertas
particularidades: no genera fluorescencia a menos que esté unido al ADN y, por otro
lado, no es permeable a la membrana celular. Esto quiere decir que este reactivo
so6lo va a generar fluorescencia por material genético liberado al medio. Asumiendo
que todo el material genético liberado al medio proviene de un proceso de NETosis
podemos concluir que la fluorescencia medida por el equipo es directamente
proporcional a la cantidad de NETs formadas.

En lo que respecta a las células estimuladas con IL-8 (figura 33 E y F), el
entrecruzamiento con 1.0 ug/mL de mAb 452 aumenta la intensidad de
fluorescencia significativamente, mientras que los fragmentos Fab 452 lo hacen en
las concentraciones 1.0 y 5.0 ug/mL. Tomando esto en consideracion, parece que
el entrecruzamiento de CD13 es mas efectivo a una concentracion de 1.0 uM.
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10. Discusion

10.1 Expresion de CD13 en membrana

CD13 ha sido estudiado en diversas lineas celulares demostrando un amplio rango
de actividades. Hoy en dia esta peptidasa multifuncional de membrana tiene
muchas mas funciones que la descrita originalmente de escindir aminoacidos
neutros de péptidos. Los procesos a los que esta relacionada, desde la agregacion
homotipica hasta la interaccion con diversos ligandos como TNFa o IL-8 52, han
sugerido que la molécula estda ampliamente regulada. CD13 esta expresada en
diferentes cantidades a lo largo de la diferenciacion de células mieloides incluso
siendo considerado como un marcador de células mielomonociticas %2. En
neutroéfilos solo se habia visto modificada su expresion en las etapas tempranas de
la apoptosis 3. Nuestros datos aportan evidencia del efecto de la temperatura sobre
el cambio en la expresion de CD13 en membrana de neutrofilos. Como se puede
ver en las figura 14 B, al comparar la expresion de CD13 justo después de la
purificacion y después de la incubacion a 37°C durante 1 hora, se pudieron notar
cambios en el nivel de expresion en membrana, posiblemente dado por el efecto de
la temperatura q. Por este motivo también hicimos los experimentos con la condicidon
“sin estimulo” (SE) que mide el comportamiento de las células sin la presencia de
los activadores PMA, fMLP e IL-8.

Los valores de fluorescencia en los ensayos que miden la expresién de CD13, por
citometria de flujo, mostraron intensidades muy variables entre individuos. Esta
variacion tan grande en la fluorescencia esta dada por un efecto individual y no nos
permite hacer un analisis convencional de los datos. Dado que la variable
fluorescencia es la que nos indica el efecto del activador sobre la expresion de la
proteina de membrana de la célula, nos dimos a la tarea de analizar nuestros datos
mediante modelos mixtos de afecto aleatorio.

En un analisis estadistico convencional so6lo se consideran efectos fijos
relacionados con la variable de respuesta. Pero, en ocasiones, no todas las
variables predictoras son de efectos fijos. Si los valores de la variable son
identificativos y se encuentran valores distintos que no pueden ser controlados por
el experimentador o si el estudio se repitiera en diferentes circunstancias, se habla
de una variable de efectos aleatorios, en los que se asume una relacion entre las
observaciones realizadas en la misma clase.

En el caso de nuestro estudio, la variable “individuo” brinda valores relacionados
con la variable de respuesta; es decir, la expresién de CD13 sobre las células de
cada individuo responden al tiempo y al estimulo, lo que se puede notar por los
cambios en la intensidad de fluorescencia. Pero si el estudio se repite con otro



individuo, los valores pueden ser considerablemente distintos, aunque se logra
apreciar una tendencia y una relacion en las mediciones hechas cada vez. De
acuerdo a los objetivos de este estudio, nos interesa responder si la expresion de
CD13 en la membrana de neutréfilos cambia o no cuando son activados, por el
momento no es de nuestro interés conocer un valor de impacto poblacional.

En estas circunstancias, no es correcto simplemente ignorar la variable “individuo”
porque las desviaciones de los datos son lo suficientemente grandes para que no
haya significancia estadistica en un analisis convencional. Un analisis estadistico
denominado “Modelos lineales de efectos mixtos” se plantea justo ante esta
problematica. En este, el efecto de la variable aleatoria no es ignorado, lo que evita
incurrir en un error estadistico donde se podria rechazar la hipétesis nula
falsamente.

Para realizar este analisis es necesario desarrollar diversos modelos que expliquen
el comportamiento de los resultados. Puede ser explicado cémo desarrollar diversas
hipétesis (una hipotesis nula y diversas alternas) en un lenguaje matematico y
compararlas entre ellas. Para poder comparar estas “hipotesis” (modelos) se utiliza
un parametro de discriminacion llamado AIC. El AIC o “criterio de informacién de
Akaike” es una medida de la calidad de un modelo estadistico para un conjunto de
datos. Relaciona la bondad de ajuste del modelo y la complejidad del modelo y nos
indica si existe diferencia entre nuestros distintos modelos y cual de ellos es el que
explica mejor los datos. Después se escoge el modelo que mejor describa el
comportamiento y la variabilidad de los datos. Este modelo es una ecuacion
matematica a la que se le puede aplicar una regresién lineal que calcule diferentes
puntos. Estos puntos se grafican y la figura resultante predice el comportamiento
real de los datos.

La aplicacién de este analisis a los datos del efecto de la activacién de los neutrofilos
sobre la expresion de CD13 y CD11b muestra un comportamiento matematico
cuadratico, en que inicialmente se observa un aumento de ambos marcadores, llega
a un punto maximo alrededor de los 140 a 150 minutos y luego empieza a descender
conforme pasa el tiempo. También es claro el efecto del estimulo para CD13. Como
se ha demostrado antes®, la expresion en membrana de esta proteina aumenta al
ser estimulada por IL8 hasta 120 minutos por IL8 seguido por una disminucion de la
expresion. En la figura 19 la linea morada representa la poblacién sin estimulo por
lo que sélo estamos observando cdmo afecta la temperatura a la expresion de CD13
en las células incubandolas a 37°C. Los estimulos fMLP, PMA e IL-8 promueven
cambios adicionales en la expresion de CD13 en membrana. Por su parte CD11b
parece tener una respuesta temprana leve ante el estimulo IL-8 pero claramente
tiene una respuesta mayor dependiente del tiempo con los estimulos PMA y fMLP.
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Estos resultados muestran que CD13 se expresa en mayor cantidad después de la
activacion del neutrofilo. Esta activacidon esta dada por la temperatura de incubacion,
por PMA, fMLP o IL-8. Con el paso del tiempo se llega a un maximo de expresion y
después empieza a descender la expresion en membrana. Este comportamiento
podria estar dado por la internalizacion del receptor o la degradacion del mismo en
la membrana.

10.2 Agregaciéon Homotipica
Una de las peculiaridades del anticuerpo monoclonal 452, especifico para CD13, Es
interesante destacar que este fendbmeno no es inducido por otros anticuerpos
monoclonales especificos para CD13, como el mAb C.

La agregacion homotipica juega un papel imprescindible en diversos procesos
fisiolégicos como embriogénesis, angiogénesis, procesos inmunoldgicos,
patoldgicos y cancer®. Se sabe que una de las peculiaridades del anticuerpo
monoclonal 452, especifico para CD13, es su capacidad de inducir agregacion
homotipica de células monociticas humanas®® y que solo se lleva acabo este
fendbmeno con este anticuerpo y no con otros como el mAb C.

La agregacion homotipica de monocitos inducida por el entrecruzamiento de CD13
es independiente de la actividad enzimatica de CD13. Como se muestra en las
micrografias de la tabla 7, el entrecruzamiento de CD13 con el mAb 452 induce el
mismo tipo de agregacion en neutréfilos humanos. Aunque el tamafio y la cantidad
de agregados celulares de neutrofilos son menores a los observados en monocitos,
es posible que esto se deba a la cantidad de CD13 que esta expresado en la
membrana de ambos tipos celulares. Los monocitos usados como control positivo
son de la linea U-937 cuya expresion de CD13 en membrana es mayor que la de
neutrofilos aislados de sangre periférica.

El estudio de CD13 como molécula de adhesion es un tema poco estudiado y al que
se le ha puesto poco interés. Sin embargo, el disefio de este experimento nos ayudo
a comparar las similitudes de la molécula y su funcion en las diferentes estirpes
celulares. Al observar la falta de agregacion homotipica incubando las células a 4°C
sugiere una implicacion del inicio de la transduccion de sefales. El proceso iniciado
por el entrecruzamiento de CD13, de alguna manera necesita la temperatura
fisiologica para que este fendmeno ocurra de manera optima. Asi, estos datos son
congruentes con la idea de considerar a CD13 como un receptor y no sélo como
una Aminopeptidasa. Como se ha demostrado®, en el proceso de agregacion
homotipica, los receptores entrecruzados llevan acabo un proceso de sefalizacion
dependiente de PI3K y ERK 72 con el uso de los anticuerpos WM-15 y MY7. Sin
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embargo no existen evidencias para afirmar esto con el anticuerpo 452 en
neutrofilos.

La agregacion homotipica como proceso fisioloégico es importante para la
extravasacion y reclutamiento de neutrofilos en los tejidos. CD13 podria estar
regulando este proceso por la union de moléculas pro-inflamatorias o estabilizando
y prolongando la agregacion homotipica de células en sitios de inflamacién®*.

10.3 CD 13 induce la formacion de redes extracelulares de
neutrofilos
Considerando la capacidad de CD13 como enzima y como receptor fagocitico en
monocitos y macrofagos, es importante determinar si la activacion de este receptor
en neutrofilos podria desencadenar la NETosis. En este contexto planteamos la
hipétesis de que el entrecruzamiento (activacidén) del receptor CD13 incrementa la
liberacidén de redes extracelulares de neutrofilos.

Desde el descubrimiento de las NETs mucho se ha investigando al respecto
tomando en cuenta ser un proceso llamativo y de cierta forma violento para las
células. |dealizar a los PMNs como defensores del organismo determinados a darlo
todo por el bienestar comun ha sido atractivo para muchos investigadores sin
mencionar las increibles estructuras y micrografias que se pueden obtener. Hasta
la fecha se han caracterizado diferentes receptores capaces de inducir NETs &5, el
mecanismo de formacion de las NETs 26285645 como actuan en la respuesta inmune
26 57 asi como las vias de sefializacion que estan involucradas en su formacion %6,
Sin embargo, la APN no ha sido estudiada en este contexto con lo que resulta
importante poner énfasis en nuestros resultados que demuestran la capacidad de
CD13 para inducir NETs y potenciar la respuesta NETotica.

Los neutrdfilos fueron enfrentados a diferentes estimulos que han sido reportados
como inductores de trampas extracelulares de neutrofilos. EI PMA es uno de los
estimulos mas populares en la formacion de NETs. Funciona como un analogo de
diacilglicerol (DAG), lo que activa a la proteina cinasa C (PKC)&4%. Por otro lado, el
estimulo fMLP no esta bien caracterizado respecto a su capacidad de inducir NETs.
Su participacion se debe a que es productor de especies reactivas de oxigeno
(ROS) en neutrdfilos, y la produccion de NETs esta asociada a la formacion de
ROS%8. La concentracion de fMLP que se ha usado para inducir la formacion de
NETs es considerablemente mas grande que las usadas en este trabajo®, sin
embargo, la concentracion usada en este trabajo es la necesaria para activar
diversas vias de sefalizacion en neutrofilos y la necesaria para cambiar la expresion
en membrana de CD13. La IL-8 ha sido una citocina usada para inducir NETs &8°,
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El CXCR1/2, receptor de la IL-8 esta acoplado a proteina G y activas vias a través
de la cinasa de fosfatidil inositol (PI3K) y a la proteina Ras*.

En nuestros experimentos, solamente se formaron redes bajo los estimulos de PMA
e IL-8 y su respuesta fue necesaria para compararla con el efecto del
entrecruzamiento de CD13. Es importante resaltar que el sélo entrecruzamiento del
receptor CD13 es suficiente para iniciar una respuesta en las dos concentraciones
mas altas. De acuerdo a los resultados obtenidos se promueve la liberacion de
material genético a partir de los 40 minutos aproximadamente, sin la coestimulacién
con PMA, fMLP o IL-8. Sin embargo, también logramos determinar que la
estimulacion de NETosis generada por PMA o IL-8 es potenciada a través de CD13.
Hasta donde sabemos, el PMA no tiene relacion directa con CD13. En muchos
experimentos, la activacion generada en las células por esta molécula genera
cambios en la expresiéon de CD13 en diversas lineas celulares. Estos resultados
sugieren que CD13 es importante en procesos inflamatorios. Sin embargo aqui se
desarrolla de forma contraria. Por si solo, CD13 es capaz de activar a la célula y
potenciar la respuesta NETotica si ya fue iniciada por PMA. Es poco probable que
el PMA estimule de alguna forma a CD13 directamente pero si puede ser que exista
una relacién en la via de sefializacion de ambos procesos. El caso de IL-8 es similar,
aunque es necesario recordar que esta citocina si tiene afinidad directa con la APN,
que es capaz de cortarla y regular la actividad de esta proteina en los neutrofilos.
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11. Conclusiones

En este trabajo demostramos la capacidad de CD13 para mediar funciones
efectoras de los leucocitos polimorfonucleares. Tomando en cuenta los resultados
mostrados se determind que el entrecruzamiento con el anticuerpo monoclonal 452
para CD13 induce la agregacion homotipica de neutréfilos humanos.

También se demostro que la activacion de neutréfilos, medida a través del aumento
en la expresion de CD11b de membrana, modifica la expresion de CD13 en
membrana. Usando los activadores PMA, fMLP e IL-8 aumenta la expresion en
tiempos tempranos de la activacion (hasta 150 minutos) para luego disminuir en
tiempos tardios.

Se determind que el entrecruzamiento de CD13 con el anticuerpo monoclonal 452
(completo: mAb452 y con fragmentos: Fab 452 y F(ab)) induce la formacion de
redes extracelulares de neutrofilos (NETs), ademas que las inducidas por PMA e IL-
8 es mayor cuando CD13 esta entrecruzado con el anticuerpo monoclonal 452.

El conjunto de experimentos y pruebas obtenidas en este trabajo confirman que
CD13 es un receptor de la inmunidad innata y demuestran que es capaz de mediar
funciones efectores en neutrofilos humanos. Los diversos estudios realizados en
torno a esta proteina han ayudado a observar que la aminopeptidasa N es mas que
la enzima que se pensaba hace algunos afios. CD13 un receptor de la inmunidad
innata que es capaz de mediar diversas funciones celulares en procesos
inflamatorios. Ahora sabemos que ademas de suceder en monocitos también ocurre
en neutrdfilos, los leucocitos mas abundantes en el sistema inmunoldgico.
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12. Perspectivas

En el transcurso de este trabajo se generaron resultados que permitieron dar
continuidad al estudio de las funciones y regulacién de CD13 en el neutrdfilo. Para
que en un futuro se pueda regular la respuesta inmune a través de este tipo celular
y de esta proteina se deben describir algunas preguntas importantes. Sin ir mas
lejos, ¢cual es el ligando natural de esta proteina en el organismo?. Los trabajos
citados y los resultados obtenidos muestran como el entrecruzamiento resulta en
procesos efectores de las células, sin embargo seguimos en la controversia de que
esta activacion esta dada de manera artificial y “forzada”.

En general, un receptor de membrana cambia su expresion cuando es regulado por
la célula, esto se hace para modular la funcion de dicho receptor de acuerdo a las
condiciones de inflamacién o respuesta inmunoldgica. CD13 muestra un cambio en
la expresion de los neutrofilos que puede estar sujeto a la regulacion de su actividad.
Saber a donde se va CD13 después de la activacion celular puede dar indicios de
la importancia de la molécula en el organismo. Si es que se elimina de la membrana,
¢,qué proceso fisiologico requiere que CD13 no esté presente?. En otro escenario,
en el que CD13 se internalice a la célula, habra que preguntarse: ¢ cual es la funcion
que cumple dentro del organismo?. Ya algunos autores han demostrado la
presencia de CD13 intracelular en otras lineas celulares como linfocitos T¢' o células
mieloides en procesos cancerigenos®?¢2. Sin embargo la internalizacion de esta
metaloproteasa transmembranal en neutrofilos no esta completamente estudiada.

No existen muchos estudios que vinculen a los neutrofilos con CD13 en un proceso
celular. Hasta la fecha solamente sabemos su vinculacién con la agregacion
homotipica y la inhibicién del proceso apoptotico inducido por TNFa. 3. Ninguno de
estos contiene resultados que sugieran que sucede dentro de la célula a lo largo de
la respuesta de la APN.

La liberacion de ADN con PMA o IL-8 resulta en una intensidad fluorescencia
reproducible en los experimentos. Al entrecruzar CD13 en la membrana de las
células, hay un aumento significativo de la fluorescencia que es mayor a la obtenida
sblo por los estimulos. Este resultado sugiere un punto en el que converjan la
sefalizacion del proceso de NETosis y la activacion de CD13 provocando una
potenciacion en la respuesta. La figura 37 muestra las vias de sefializacion
sugeridas de la activacion de CD13% y NETosis 6.
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Figura 34. Vias de sefalizaciéon de CD13 y NETosis. La figura A muestra la posible via de
sefnalizacién de CD13 sugerida por Subramani et al. La figura B muestra las vias de sefalizacién
mas relevantes para la formacion de NETs de acuerdo a la publicacion de Zawrotniak et al. Las
elipses marcadas de color rojo muestran un posible punto de interseccion en ambas vias de
senalizacion.

El entrecruzamiento de CD13 resulta en la agregacion de esta glicoproteina, paso
crucial para la activacion de receptores. Después de su activacion se cree que sigue
la via de Ras a través de Src. Esta via utiliza PI3K hasta llegar a ERK. Una
sugerencia que involucra a CD13 con el proceso de NETosis esta marcada en la
figura 34. Las cinasas PI3K y ERK pueden estar compartidas para ambos procesos
y el estudio de la via de senalizacion de CD13 en neutrdfilos podria ayudar a
esclarecer la importancia de este receptor en otros procesos efectores del sistema
inmunologico.
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14. Apéndices

14.1 Modelos lineales de efectos mixtos usados para el analisis
de la expresion de CD13 en membrana

Respuestas lineales
Modelo nulo:

cd13.1 <- Ime (fluo ~ 1, random = ~ 1 | ind, data = bd [which (bd$marcador ==
"cd13"), ], na.action = na.exclude)

Solo interaccion con el tiempo:

cd13.2 <- Ime (fluo ~ tiempo, random =~ 1 | ind, data = bd [which (bd$marcador ==
"cd13"), ], na.action = na.exclude)

Soélo interaccidon con el estimulo:

cd13.3 <- Ime (fluo ~ est, random = ~ 1 | ind, data = bd [which (bd$marcador ==
"cd13"), ], na.action = na.exclude)

Estimulo y Tiempo sin interaccion entre si, pero con injerencia en la fluorescencia:

cd13.4 <-Ime (fluo ~ tiempo + est, random =~ 1 | ind, data = bd [which (bd$marcador
=="cd13"), ], na.action = na.exclude)

cd13.5 <- Ime (fluo ~ tiempo + tiempo:est, random = ~ 1 | ind, data = bd [which
(bd$marcador == "cd13"), ], na.action = na.exclude

cd13.6 <- Ime (fluo ~ est + tiempo:est, random = ~ 1 | ind, data = bd [which
(bd$marcador == "cd13"), ], na.action = na.exclude)

cd13.7 <- Ime (fluo ~ tiempo + est + tiempo:est, random = ~ 1 | ind, data = bd [which
(bd$marcador == "cd13"), ], na.action = na.exclude)

Respuestas cuadraticas
Solo interaccion con el tiempo

cd13.8 <- Ime (fluo ~ poly (tiempo, 2), random = ~ 1 | ind, data = bd [which
(bd$marcador == "cd13"), ], na.action = na.exclude)
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Respuestas cuadraticas (asimétricos)
Estimulo y tiempo con interaccion:

cd13.9 <- Imer (fluo ~ poly (tiempo, 2) + est + (1 | ind), data = bd [which (bd$marcador
=="cd13"), ], na.action = na.exclude)

cd13.10 <- Imer (fluo ~ poly (tiempo, 2) + tiempo:est + (1 | ind), data = bd [which
(bd$marcador == "cd13"), ], na.action = na.exclude)

cd13.11 <-Imer (fluo ~ poly (tiempo, 2) + est + tiempo:est + (1 | ind), data = bd [which
(bd$marcador == "cd13"), ], na.action = na.exclude)
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14.2 Modelos lineales de efectos mixtos usados para el analisis
de la expresion de CD11b en membrana

Respuestas lineales

Modelo Nulo:

cd11.1 <- Ime (fluo ~ 1, random = ~ 1 | ind, data = bd [which (bd$marcador ==
"cd11b"), ], na.action = na.exclude

Solo interaccion con el tiempo:

cd11.2 <- Ime (fluo ~ tiempo, random =~ 1 | ind, data = bd [which (bd$marcador ==
"cd11b"), ], na.action = na.exclude)

Soélo interaccidon con el estimulo:

cd11.3 <- Ime (fluo ~ est, random = ~ 1 | ind, data = bd [which (bd$marcador ==
"cd11b"), ], na.action = na.exclude)

Estimulo y Tiempo sin interaccion entre si, pero con injerencia en la fluorescencia:

cd11.4 <-Ime (fluo ~ tiempo + est, random =~ 1 | ind, data = bd [which (bd$marcador
=="cd11b"), ], na.action = na.exclude) # Modelo est y tiempo sin interacci??n

cd11.5 <- Ime (fluo ~ tiempo + tiempo:est, random = ~ 1 | ind, data = bd [which
(bd$marcador == "cd11b"), ], na.action = na.exclude) # Modelo est y tiempo sin
interacci??n
cd11.6 <- Ime (fluo ~ est + tiempo:est, random = ~ 1 | ind, data = bd [which
(bd$marcador == "cd11b"), ], na.action = na.exclude) # Modelo est y tiempo sin
interacci??n

cd11.7 <- Ime (fluo ~ tiempo + est + tiempo:est, random = ~ 1 | ind, data = bd [which
(bd$marcador == "cd11b"), ], na.action = na.exclude) # Modelo est y tiempo sin
interacci??n
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Respuestas cuadraticas
Solo interaccion con el tiempo

cd11.8 <- Ime (fluo ~ poly (tiempo, 2), random = ~ 1 | ind, data = bd [which
(bd$marcador == "cd11b"), ], na.action = na.exclude)

Respuestas cuadraticas (asimétricos)
Estimulo y tiempo con interaccion:

cd11.9 <- Imer (fluo ~ poly (tiempo, 2) + est + (1 | ind), data = bd [which (bd$marcador
=="cd11b"), ], na.action = na.exclude) # Modelo est y tiempo sin interacci??n

cd11.10 <- Imer (fluo ~ poly (tiempo, 2) + tiempo:est + (1 | ind), data = bd [which
(bd$marcador == "cd11b"), ], na.action = na.exclude) # Modelo est y tiempo sin
interacci??n

cd11.11 <-Imer (fluo ~ poly (tiempo, 2) + est + tiempo:est + (1 | ind), data = bd [which
(bd$marcador == "cd11b"), ], na.action = na.exclude) # Modelo est y tiempo sin
interacci??n
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14.3 Modelos lineales de efectos mixtos usados para el analisis
de la formacién de NETs entrecruzando a CD13 con mAb452 o
Fab452

Comparacion de Modelos

Modelo Nulo:

fitO <- Imer (Fluo ~ poly (Tiempo, 3) + (1 | Ind))

Modelos Lineales:

fit1 <- Imer (Fluo ~ poly (Tiempo, 3) + Conc + (1 | Ind))

fit2 <- Imer (Fluo ~ poly (Tiempo, 3) * Conc + (1 | Ind))

Modelos Cuadraticos:

fit3 <- Imer (Fluo ~ poly (Tiempo, 3) + poly (Conc, 2) + (1| Ind))
fit4 <- Imer (Fluo ~ poly (Tiempo, 3) * poly (Conc, 2) + (1 | Ind))
Modelos Cubicos:

fitd <- Imer (Fluo ~ poly (Tiempo, 3) + poly (Conc, 3) + (1 | Ind))
fité <- Imer (Fluo ~ poly (Tiempo, 3) * poly (Conc, 3) + (1 | Ind))
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14.4 Modelos lineales de efectos mixtos usados para el analisis
de la formacion de NETs entrecruzando a CD13 con mAb 452 o
Fab452 y algun estimulo (PMA, fMLP o IL8)

*Se presentan los modelos para la formacién de redes estimulando a los PMNs
con PMA y entrecruzando con mAb452. Sin embargo, las demas combinaciones
con Fab 452, fMLP e IL8 usaron los mismos modelos con sus respectivas bases
de datos.

Modelo Nulo:

fitO <- glmer (Fluo + 300 ~ poly (Tiempo, 3) + mAb + PMA + (1 | Ind), family =
Gamma, data = data)

Modelos Lineales:

fit1 <- glmer (Fluo + 300 ~ poly (Tiempo, 3) + Conc + mAb + PMA + (1 | Ind))
fit2 <- glmer (Fluo + 300 ~ poly (Tiempo, 3) * Conc + mAb + PMA + (1 | Ind))
Modelos Cuadraticos:

fit3 <- glmer (Fluo + 300 ~ poly (Tiempo, 3) + poly (Conc, 2) + mAb + PMA + (1 |
Ind))

fit4 <- glmer (Fluo + 300 ~ poly (Tiempo, 3) * poly (Conc, 2) + mAb + PMA + (1 |
Ind))

fit <- glmer (Fluo + 300 ~ poly (Tiempo, 3) + poly (Conc, 3)+ mAb + PMA + (1 |
Ind))

Modelos Cuadraticos:

fité <- glmer (Fluo + 300 ~ poly (Tiempo, 2) * poly (Conc, 3) + mAb + PMA + (1 |
Ind), family =gaussian(link = "identity"), data = data)

fit7 <- glmer (Fluo + 300 ~ poly (Tiempo, 2) * Trat + Conc + (1 | Ind), family =
gaussian (link = "identity"), data = data)

fit8 <- glmer (Fluo + 300 ~ poly (Tiempo, 2) * Conc + (1 | Ind), family = gaussian
(link = "identity"), data = data)
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fit9 <- glmer (Fluo + 300 ~ poly (Tiempo, 2) * poly (Conc,2) + (1 | Ind), family =
gaussian (link = "identity"), data = data)

fit10 <- glmer (Fluo + 300 ~ poly (Tiempo, 2) * poly (Conc,3) + (1 | Ind), family =
gaussian (link = "identity"), data = data)

Modelos Cubicos:

fit11 <- glmer (Fluo + 300 ~ poly (Tiempo, 3) * poly (Conc, 3) + mAb + PMA + (1 |
Ind), family =gaussian(link = "identity"), data = data)

fit12 <- glmer (Fluo + 300 ~ poly (Tiempo, 3) * Trat + (1 | Ind), family = gaussian
(link = "identity"), data = data)

fit13 <- glmer (Fluo + 300 ~ poly (Tiempo, 3) * Conc + (1 | Ind), family = gaussian
(link = "identity"), data = data)

fit14 <- glmer (Fluo + 300 ~ poly (Tiempo, 3) * poly (Conc,2) + (1 | Ind), family =
gaussian (link = "identity"), data = data)

fit15 <- glmer (Fluo + 300 ~ poly (Tiempo, 3) * poly (Conc,3) + (1 | Ind), family =
gaussian (link = "identity"), data = data)

Modelos Polinomiales:

fit16 <- glmer (Fluo + 300 ~ poly (Tiempo, 4) * poly (Conc, 3) + mAb + PMA + (1 |
Ind), family =gaussian(link = "identity"), data = data)

fit17 <- glmer (Fluo + 300 ~ poly (Tiempo, 4) * Trat + Conc + (1 | Ind), family =
gaussian (link = "identity"), data = data)

fit18 <- glmer (Fluo + 300 ~ poly (Tiempo, 4) * Conc + (1 | Ind), family = gaussian
(link = "identity"), data = data) # C??bico

fit19 <- glmer (Fluo + 300 ~ poly (Tiempo, 4) * poly (Conc,2) + (1 | Ind), family =
gaussian (link = "identity"), data = data)

fit20 <- glmer (Fluo + 300 ~ poly (Tiempo, 4) * poly (Conc,3) + (1 | Ind), family =
gaussian (link = "identity"), data = data)
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