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RESUMEN

CD13 es una ectopeptidasa de membrana altamente expresada en monocitos, macrofagos
y células dendriticas. CDI13 esta involucrado en diversas funciones que incluyen la
degradacion de mediadores peptidicos, adhesion, migracion, endocitosis de virus,
sefnalizacion y modulacion positiva de la fagocitosis mediada por FcyRI y por otros
receptores fagociticos. En este trabajo, exploramos si ademas de actuar como un receptor
accesorio, CD13 humano (hCD13) es un receptor fagocitico primario. Encontramos que
CD13 media la fagocitosis eficiente de particulas grandes, modificadas para interactuar
con la célula solamente a través de CDI13, en la linea celular monocitica THP-1 y en
macrofagos humanos. La magnitud de la fagocitosis mediada por CD13 es comparable a
la fagocitosis mediada por el receptor fagocitico candnico FcyRI. Ademds, demostramos
que la expresion de hCD13 en la linea celular no fagocitica HEK293 es suficiente para
capacitar a estas células para internalizar particulas grandes a través de CDI13. La
fagocitosis mediada por CD13 es independiente de otros receptores fagociticos, ya que
ocurre en ausencia de FcyRs, CR3 y otros receptores fagociticos. La fagocitosis a través
de CD13 es independiente de su actividad enzimatica, pero es dependiente del re-arreglo
del citoesqueleto de actina y de la activacion de PI3K, y es parcialmente dependiente de
la activacion de Syk. Encontramos también que el entrecruzamiento de CD13 con
anticuerpos induce una fosforilacion rapida de Syk en macrofagos humanos. Finalmente,
el entrecruzamiento por anticuerpos de hCD13 expresado en la membrana de la linea
celular macrofagica murina, induce la produccion de especies reactivas de oxigeno.
Nuestros resultados demuestran que CD13 es un receptor fagocitico competente, capaz de

mediar la internalizacion de particulas grandes.



ABSTRACT

CD13 is a membrane-bound ectopeptidase highly expressed on monocytes, macrophages
and dendritic cells. CD13 is involved in diverse functions, including degradation of
peptide mediators, cellular adhesion, migration, viral endocytosis, signaling, and positive
modulation of phagocytosis mediated by FcyRs and other phagocytic receptors. In this
work, we explored whether besides acting as an accessory receptor, CD13 by itself is a
primary phagocytic receptor. We found that human CD13 (hCD13) mediates efficient
phagocytosis of large particles (erythrocytes) modified so as to interact with the cell only
through CD13 in both human macrophages and THP-1 monocytic cells. The extent of
this phagocytosis is comparable to the phagocytosis mediated through the canonical
phagocytic receptor FcyRI. Furthermore, we demonstrated that hCD13 expression in the
non-phagocytic cell line HEK-293 is sufficient to enable these cells to internalize
particles bound through hCD13. CD13 mediated phagocytosis is independent of other
phagocytic receptors since it occurs in the absence of FcyRs, CR3, and most phagocytic
receptors. Phagocytosis through CD13 is independent of its enzymatic activity, but is
dependent on actin rearrangement and activation of PI3K, and is partially dependent on
Syk activation. Moreover, crosslinking CD13 with antibodies rapidly induced Syk
phosphorylation in human macrophages. Finally, we observed that antibody-mediated
crosslinking of hCD13 expressed in the murine macrophage-like J774 cell line induces
production of reactive oxygen species. These results demonstrate that CD13 is a fully

competent phagocytic receptor capable of mediating internalization of large particles.



1. INTRODUCCION

1.1 Fagocitosis

La fagocitosis es el proceso por el cual las células internalizan distintos tipos de
blancos particulados, dentro de los que se encuentran microorganismos y células
apoptdticas. Para distinguirla de otros procesos endociticos, la fagocitosis se define como
la internalizacion de particulas mayores a 0.5 um, es un evento mediado por receptor,
depende del rearreglo del citoesqueleto de actina y es independiente de clatrina. Asi la
pinocitosis se define como la internalizacion de fluidos y solutos, en un proceso que no es
mediado por receptor y que puede ser dependiente (macropinocitosis) o independiente de
actina; y la endocitosis mediada por receptor es un evento de internalizacion de particulas
menores a 0.5 um, como virus y macromoléculas, que es independiente de actina pero
dependiente de clatrina [1,2].

La fagocitosis es un mecanismo que aparecid temprano en la evolucion. En
organismos unicelulares la fagocitosis estd relacionada con internalizacién de nutrientes,
mientras en los animales multicelulares, participa en la homeostasis, remodelacion de
tejido y en los mecanismos de defensa mediante la internalizacion y destruccion de
patogenos [3,4].

La fagocitosis se inicia por la interaccion de la particula con receptores
especificos en la membrana celular. La activacion de estos receptores inicia una cascada
de sefializacion intracelular local que induce polimerizacion de actina y remodelacion de
la membrana plasmatica, que resulta en la formacion de extensiones de la membrana
enriquecidas en actina en la zona de interaccion de la particula con los receptores,
llamada copa fagocitica. La activacion de los receptores es un proceso iterativo alrededor
de la particula que culmina en el encerramiento de la particula en estructuras
especializadas llamadas fagosomas. Los fagosomas maduran por fusion progresiva con
endosomas y lisosomas, turndndose asi en organelos microbicidas [4]. Durante la
fagocitosis, una gran parte de la membrana es internalizada, lo que alteraria la
composicion de las membranas si no existiera un mecanismo eficiente de seleccion de las
moléculas que serdn internalizadas. Algunas moléculas de superficie son especificamente

excluidas de la copa fagocitica como las moléculas del MHC [5-8], mientras que otras



proteinas como las integrinas 1 son movilizadas hacia la copa [8,9], por lo que se
acepta que la presencia de una proteina en la copa fagocitica sugiere su participacion en
la fagocitosis.

El sistema inmune posee un grupo de células especializadas en la internalizacion
de microorganismos de manera rapida y eficiente en sitios de inflamacion denominados
fagocitos profesionales. A este grupo pertenecen los monocitos, los macréfagos, los
neutrofilos y las células dendriticas. Existen otros tipos celulares que poseen cierta
capacidad fagocitica denominados fagocitos no profesionales, dentro de los que se
encuentran células endoteliales, epiteliales y fibroblastos, que normalmente no son
fagociticos pero que son capaces de internalizar cuerpos apoptdticos en condiciones
excepcionales, como durante la involucion de un tejido o en condiciones de dafio tisular
excesivo [10,11]. A diferencia de los fagocitos profesionales, que participan en la
respuesta inmune y en la remodelacion/reparacion de tejido, los fagocitos no
profesionales estan involucrados Unicamente en remodelacidon/reparacion de tejido. Los
fagocitos profesionales son un componente esencial tanto de la respuesta inmune innata
como de la adaptativa, ya que al internalizar y destruir microorganismos patogénicos por
fagocitosis (innata), inician la respuesta inmune adaptativa mediante la presentacion del
material internalizado a las células linfoides y contribuyen a la inflamacién mediante la
produccion de citocinas. La diferencia fundamental entre los fagocitos profesionales y los
fagocitos no profesionales radica en la presencia de un conjunto de receptores especificos
presente solamente en los fagocitos profesionales, claramente demostrado por la
capacidad de transferir alto potencial fagocitico a c€lulas epiteliales o fibroblastos tras la
transfeccion de receptores fagociticos normalmente expresados en fagocitos profesionales
[12,13].

Las particulas que pueden ser internalizadas por fagocitosis presentan una gran
variedad estructural, por lo que los fagocitos profesionales a su vez, expresan un gran

numero de receptores con distinta especificidad.

1.1.2 Receptores Fagociticos

Los receptores fagociticos son estructuralmente diversos e incluyen a una

variedad de familias de receptores [1,14], como la superfamilia de las inmunoglobulinas



(como los receptores Fcy: FcyRI, Ila, Ilc y Illa), integrinas (como CR3, CR4, asf; y
LFA-1) [15-18], receptores scavenger (como SR-I, CD36 y MARCO) [19-21], lectinas
tipo C (como Dectina-1, DC-SIGN y el receptor de manosa), glicoproteinas (como
CD44) [22], y moléculas de adhesion (como CEACAM-3) [23]. Estos receptores son co-
expresados en los fagocitos y colaboran en la deteccion e internalizacion de las particulas,
que generalmente poseen diversos patrones moleculares y opsoninas. Sin embargo, no
todos los receptores activados en el curso de la fagocitosis son receptores fagociticos,
algunos funcionan modulando la respuesta, pero son incapaces de iniciar la
internalizacioén de la particula, como los TLRs (Toll-like receptors), por lo que ha sido
dificil definir y categorizar a los receptores fagociticos bona fide. La definicion
operacional mas confiable consiste en la expresion ectopica: un receptor puede ser
considerado fagocitico si es capaz de inducir internalizacién de particulas tras su
expresion heterdloga en un tipo celular no fagocitico [4].

El repertorio de receptores fagociticos expresado por los fagocitos profesionales
es grande y complejo y solo algunos de los receptores han sido estudiados en detalle. En
la Tabla 1 se muestra una seleccion de receptores que incluye miembros de distintas
familias con sus ligandos.

Los receptores fagociticos se pueden clasificar en dos grandes grupos, aquellos
que reconocen e internalizan cuerpos extrafios, como microorganismos patogénicos, y
aquellos que reconocen e internalizan cuerpos apoptéticos. Cuando los fagocitos
internalizan cuerpos extrafos inducen una respuesta inflamatoria, mientras que cuando
fagocitan a través de receptores de cuerpos apoptoticos liberan mediadores anti-

inflamatorios, previniendo asi un mayor dafio tisular [1].

1.1.3 Receptores para cuerpos extrafios

La deteccion y eliminacion de cuerpos extrainos fue una de las primeras funciones
reconocidas de la fagocitosis. Los receptores interactian con su presa fagocitica ya sea
directamente (receptores de reconocimiento directo) o a través de opsoninas (proteinas

endogenas que cubren a la particula que serd fagocitada).



Receptores opsonicos

Receptores Fc

FcyRI (CD64) Alta afinidad IgG1 = IgG3 >IgG4

FcyRlIla (CD32a) Baja a media afinidad IgG1 >IgG2, IgG3, 1gG4

FcyRlIle (CD32c) Baja afinidad IgG1, IgG3, 1gG4

FcyRlIIla (CD16a) Alta afinidad 1gG3, baja a media afinidad IgG1 >IgG4
FcaRI (CD89) IgAl, IgA2

FceRI IgE

Integrinas

CR3 (aMb2, 1C3b, Factor X, factor H, t-PA, fibrin6geno, kinin6geno,

CD11b/CD18, Mac-1) fibronectina, collagensa, elastasa, plasmindgeno, ICAM, GPIb,
proteinas desnaturalizadas

CR4 (aXp2, iC3D, fibrindgeno, ICAM, proteinas desnaturalizadas
CD11¢/CD18, gp150/95)
CR1 (CD35) Clq, C4b, C3b, lectina de union a manosa (MBL)
asSp1 Fibronectina, osteopontina
PRRs
Dectin-1 (CLEC7A) B1,3-glucanos
CD14 Proteina de union a lipopolisacarido (LBP)
Receptor de manosa Mannano
(CD206)
BAII Lipopolisacarido
Receptores Scavenger
CD36 Eritrocitos infectados con plasmodium falciparum
MARCO Bacterias gram positivas y gram negativas
Receptor Scavenger 4 Lipopolisacarido, Acido lipoteicoico
(CD204)
Receptores de cuerpos apoptoticos
Receptores para
fosfatidilserina (PS)
TIM-4 Fosfatidilserina
BAII Fosfatidilserina
Stabilin-2 Fosfatidilserina
CD300f Fosfatidilserina
Receptores TAM Gasb6, proteina S
LRPI1 (CD91) Clq, calreticulina
Integrinas
aVp3 MFG-ES, Del-1, vitronectina, vWF, PECAM-1, tenascina, BSP,
osteopontina, trombospondina, LAP-TGFb, fibrin6geno
aVB5 MFG-ES, Del-1, vitronectina, osteopontina, BSP
Receptores scavenger
CD36 Lipidos oxidados como fosfatidilserina y fosfatidilcolina
SCARF-1 Fosfatidilserina opsonizada con Clq

Tabla 1. Receptores fagociticos humanos y sus ligandos (Freeman, S. A. and Grinstein, S. (2014) Phagocytosis:
receptors, signal integration, and the cytoskeleton. Immunological reviews 262, 193-215)

1.1.3a Receptores de reconocimiento directo

Las particulas extrafias, como bacterias, hongos y parasitos, expresan moléculas



que no se encuentran en organismos superiores, a las que se ha nombrado Patrones
Moleculares Asociados a Patogenos (PAMPs, Pathogen Associated Molecular Patterns).

Los PAMPs son detectados por un grupo de receptores codificados en la linea
germinal, denominados Receptores de Reconocimiento de Patéogenos (PRRs, por sus
siglas en inglés Pathogen Recognition Receptors). Los PAMPs son esenciales para la
supervivencia del patogeno, por lo que presumiblemente no pueden ser alterados
sustancialmente por la presion de seleccion de la inmunidad innata. Algunos PRRs estan
involucrados solamente en la deteccion de patdégenos pero no son capaces de inducir
fagocitosis, como es el caso de los TLRs [24] que inducen un programa genético que
promueve la fagocitosis pero son incapaces de mediar fagocitosis tras su expresion
heterdloga; mientras que otros receptores estan involucrados tanto en la deteccion como
en la induccion de fagocitosis de microorganismos. La pared celular de los hongos esta
compuesta de glucanos, mananos, glicoproteinas y quitina, por lo que los fagocitos
expresan un grupo de receptores de lectina tipo C (CLRs) que se unen a carbohidratos,
como Dectina-1, Dectina-2, Mincle, CLECSF8 y CLEC5A [25,26]. Los polisacaridos
presentes en la superficie de algunas levaduras se unen al receptor de manosa [27] o a
Dectina-1 [28], y el lipopolisacarido presente en las bacterias gram-negativas es
detectado por el receptor scavenger A [29]. La evidencia en la literatura concuerda con
que Dectina-1 es un receptor fagocitico, como se mostré con su expresion heterologa
[13,28]. En cambio en otros casos, como en el del receptor de manosa [27,30], la
contribucion del PRR en la fagocitosis es controversial y podria ocurrir indirectamente,
ya sea por la inmovilizacion del blanco fagocitico a la célula o mediante la activacion de
la respuesta fagocitica que sera finalmente mediada por otros receptores.

Actualmente, el repertorio de receptores fagociticos de PAMPs es limitado, y no
cubre el espectro completo de agentes infecciosos a los que los fagocitos profesionales

enfrentan. Por lo que se espera que la lista de PRRs se expanda en el futuro.

1.1.3b Receptores de reconocimiento indirecto: Receptores de Opsoninas

Los cuerpos extrafios también pueden ser reconocidos por moléculas solubles que
circulan en la sangre y en los fluidos intersticiales, funcionando como PRRs solubles,

llamadas opsoninas. Las inmunoglobulinas que reconocen antigenos extrafios, y las



proteinas de la cascada del complemento que se depositan en la superficie de los
microorganismos, son las opsoninas mas representativas.

Después de su deposicion en la superficie de las particulas, las opsoninas
interactian con sus receptores en la membrana de los fagocitos, que de manera indirecta
se aseguran a la superficie de su presa. Los receptores para la porciéon Fc de las
inmunoglobulinas G (FcyRs) y el receptor de complemento 3 (CR3) que une al
componente del complemento iC3b, son particularmente efectivos en la inducciéon de la
fagocitosis por lo que son los receptores fagociticos mas estudiados [15,31]. El
reconocimiento de la porcidon constante de las inmunoglobulinas G por los FcyRs, les
otorga una gran flexibilidad en el tipo de particulas que pueden internalizar, determinada
por la porcion Fab de los anticuerpos.

El receptor de complemento 3 (CR3), también ha mostrado ser
extraordinariamente promiscuo, capaz de unir 30 ligandos diferentes; como resultado de
esto, a pesar de ser un representante clasico de los receptores de opsoninas, el CR3 puede

mediar fagocitosis de particulas opsonizadas y sin opsonizar.

1.1.4 Receptores para cuerpos apoptoticos (Receptores scavenger)

La apoptosis es un mecanismo fisioldgico. En individuos sanos, millones de
células mueren cada dia, y la remocion de los cuerpos apoptoticos es crucial para el
mantenimiento de la homeostasis. A pesar de su importancia, la fagocitosis de cuerpos
apoptoticos no habia sido estudiada a fondo sino hasta recientemente. De manera andloga
al reconocimiento de cuerpos extrafios, el reconocimiento de los cuerpos apoptoticos por
los fagocitos involucra tanto receptores de reconocimiento directo como receptores de
opsoninas. Los cuerpos apoptoticos exponen en la superficie varias moléculas que las
distinguen de células sanas. El marcador més caracteristico de células apoptdticas es la
fosfatidil serina (PS). Este lipido estd confinado a la parte interna de la membrana
plasmatica en células sanas, pero en células apoptoticas se encuentra en la parte externa.
Receptores de la familia TIM (T cell immunoglobulin mucin) [32], BAIl [33] y Stabilin-2
[34], median la union directa a PS, mientras que otros receptores como las integrinas
aVB3 y aVBS interactiian con células apoptdticas a través de opsoninas que reconocen a

la PS como MFG-E8. De la misma forma, moléculas como Gas6 y la proteina S pueden



unir PS a los receptores de la familia TMA (Tyro3, Axl y Mer). Productos derivados del
metabolismo de PS también pueden contribuir al reconocimiento de cuerpos apototicos;
algunos receptores fagociticos como CD36 y CD68 unen lipidos modificados y PS
oxidado.

Los receptores scavenger se identificaron originalmente por su capacidad de
reconocer lipoproteinas modificadas, sin embargo en los ultimos afios se ha mostrado que
también participan en la fagocitosis de patogenos. Ademés de reconocer estructuras en
los cuerpos apoptoticos, algunos receptores como SR-Al, MARCO, CD36, LOXI,

SCARF1 y Stabilin-2, pueden unir ligandos exdgenos como bacterias Gram (+) y Gram

() [35].

1.1.5 Otros receptores fagociticos

La lista de receptores fagociticos se ha expandido en los ultimos afios con la
adicion de otras integrinas capaces de mediar fagocitosis como avp1, avB3 y LFA-1 [16-
18,36], y de moléculas de adhesion de la familia de CEACAM [23,37], ICAM-3 [18], y
la glicoproteina CD44 [22,38]. Y se supone que lejos de ser una propiedad particular de
ciertas integrinas o de moléculas de adhesion, su capacidad de mediar fagocitosis esta

asociada con la capacidad de estas proteinas de sefializar al citoesqueleto de actina [39].

1.1.6 Modulacion de la ligacion de la particula

Para que exista una activacion efectiva de los receptores fagociticos por la
particula se deben considerar tanto las variables espaciales como las temporales, y tanto
el fagocito como la particula determinan el resultado. Asi, el tamafio, la forma y la dureza
de la particula, son variables que influencian la velocidad y la magnitud de la
internalizacion [40-42]. Esto es importante porque los fagocitos internalizan particulas
rigidas y pequefias, como bacterias, y particulas grandes, como cuerpos apoptoticos. A
este respecto, es cada vez mds evidente que la maquinaria molecular difiere cuando los
macroéfagos internalizan particulas pequefias (=1 um) de cuando internalizan particulas
grandes (mas de 5 um), incluso cuando receptores y ligandos idénticos estan
involucrados [43,44]. Ademas, los fagocitos generalmente enfrentan particulas de formas

elaboradas, como las hifas fungales o bacterias espirales. No sé6lo la geometria de estos



blancos es un reto, sino que también la distribucion de los ligandos en su superficie que
puede no ser homogénea, llevando a una activacion asincronica de diferentes receptores
durante el proceso de internalizacion.

A pesar de estas grandes diferencias, todos los blancos fagociticos comparten una
propiedad comun: presentan al fagocito un arreglo de ligandos multivalentes. Esta
caracteristica es critica para la activacion de los receptores fagociticos, los cuales son
activados invariablemente por su agregacion lateral en el plano de la membrana. A
diferencia de otros receptores, como los receptores de factores de crecimiento y los
GPCRs (G-protein coupled receptors) que sufren un cambio conformacional
transmembranal como consecuencia de la unién de sus ligandos, los receptores
fagociticos se activan cuando su densidad local es elevada como consecuencia de la
inmovilizacion de los receptores por sus ligandos yuxtapuestos cercanamente en la

superficie de la particula fagocitable [4].

1.1.7 Transduccion de sefiales durante la fagocitosis

Las fagocitosis de particulas a través de los receptores de opsoninas FcyRs y CR3,
son las mejor caracterizadas bioquimicamente, y sirven como un modelo general de la
fagocitosis que se puede ajustar a otros receptores, como se ha mostrado en los ultimos
aflos con la caracterizacion parcial de las vias de varios receptores como Dectina-1 [28],
CD44 [22], CEACAM3 [23] y receptores scavenger [45]. Aunque existen algunas
caracteristicas bioquimicas Unicas para cada receptor, como la sensibilidad a inhibidores
de microtibulos de CR3 [46], las vias de senalizacién de los receptores fagociticos
caracterizados comparten un gran numero de propiedades, como la dependencia en
citoesqueleto de actina y en la activacion de cinasas como PI3K, PKC y MAPKs.

El proceso de la fagocitosis puede separarse conceptualmente en tres etapas: 1)
Unidn de la particula fagocitica al receptor, 2) Agregacion del receptor, lo que resulta en
una cascada de sefializacion y 3) Internalizacion de la particula en un proceso
dependiente de actina. En la siguiente seccion se discutira la sefializacion a través de los
FcyRs como un modelo de sefializacion y se anadird la informacion disponible acerca de

otros receptores.
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1.1.7a Agregacion y eventos tempranos de senializacion

Los FcyRs, como otros receptores fagociticos, no se activan por ligandos
monovalentes [47], se requieren de ligandos multivalentes para inducir sefializacion [48].
La agregacion lateral de los receptores mediada por la interaccion con la particula, acerca
entre si a los dominios citoso6licos de varios receptores Fc. Estos dominios citosdlicos
contienen una region unica de los inmunorreceptores esencial para la sefializacion, los
denominados motivos de activacion basados en tirosina de los inmunoreceptores
(ITAMs, Immunoreceptor Tyrosine-based Activacion Motifs). Los ITAMs se caracterizan
por un motivo en tandem YxxI/L, el cual es sustrato de fosforilacion por las cinasas de
tirosina de la familia Src [49-51]. E1 ITAM en los receptores puede ser parte de la misma
cadena polipeptidica que une al ligando, como en el caso de los FcyRIla y Ilc, o puede ser
una subunidad y separada que se asocia en forma no covalente con la subunidad del
receptor que une al ligando, como en el caso de los FcyRI y Illa.

Luego de la fosforilacion de los ITAMs por las cinasas Src, la cinasa Syk (Spleen
tyrosine kinase) es reclutada al complejo y activada. Syk posee dos dominios SH2 (Src
Homology 2) que se unen a los ITAMs fosforilados [52]. Syk es esencial para la
fagocitosis mediada por los FcyRs, puesto que los macréfagos deficientes de Syk no
pueden completar la fagocitosis mediada por los FcyRs [53,54]. De manera interesante, la
polimerizacion de actina no se elimina totalmente en los macrofagos deficientes de Syk,
ya que se observa la formacion de la copa fagocitica alrededor de la particula aunque la
fagocitosis se arresta en un estadio temprano [53], lo que sugiere que aunque Syk es
esencial para la fagocitosis, existen otras sefiales tempranas inducidas
independientemente de esta cinasa.

La participacion de Syk en la fagocitosis de otros receptores que contienen
motivos tipo ITAM, como Dectin-1 y CEACAM3 no es tan clara. Se ha mostrado que
Syk es fosforilado durante la fagocitosis a través de Dectina-1 en macréfagos [55], sin
embargo la fagocitosis a través de Dectina-1 no es dependiente de la activacion de Syk en
macréfagos [28,55] pero si es dependiente de la activacion de Syk en otros tipos celulares
[28], lo que sugiere que la fagocitosis mediada por Dectina-1 podria involucrar a otras

cinasas tempranas ademas de Syk. Por otro lado, se ha mostrado que los motivos tipo
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ITAM de CEACAM3 pueden ser fosforilados por las cinasas Src in vitro, y que la
fagocitosis a través de CEACAM3 se abate con el uso de mutantes inactivas de Src, lo
que sugiere la participacion de Syk en esta fagocitosis [23].

El papel de Syk en la fagocitosis mediada por CR3 también es controversial. Por
mucho tiempo se asumid que la fagocitosis mediada por CR3 era independiente de Syk,
ya que el CR3 no posee motivos ITAMs; ademas se mostrd en trabajos anteriores que la
fagocitosis a través de CR3 es normal en macrofagos de ratones deficientes de Syk [54].
Sin embargo, recientemente se mostré que Syk es fosforilado durante las fagocitosis a
través de CR3, y que la fagocitosis es severamente disminuida como resultado de la
transferencia de siRNA anti-Syk o por una forma dominante negativa de Syk en las
células diferenciadas tipo macrofago HL-60 [56]. Se ha sugerido que la diferencia en los
resultados entre estos trabajos se debe a que los macrofagos de los ratones deficientes de
Syk podrian sobre-expresar otras cinasas como ZAP-70, como un mecanismo
compensatorio a la ausencia de Syk. Existen otros ejemplos de receptores fagociticos
carentes de motivos ITAMs que dependen de Syk para inducir fagocitosis, como es el
caso de CD44 [22]. El mecanismo de reclutamiento de Syk a los receptores carentes de
ITAMs es incierto, pero se sugiere que proteinas adaptadoras como DAP-12 o la cadena y

de los FcRs podrian ser las responsables [57,58].

1.1.7b Eventos intermedios de senializacion

Durante la fagocitosis mediada por los FcyRs, la fosforilacion de Syk resulta en el
reclutamiento de proteinas adaptadoras que se unen a las cinasas de tirosina y actllan
como plataformas para el reclutamiento de otros componentes de la via de sefializacion.
LAT se une a Syk y es fosforilada por ésta [59,60]. La fosforilacion de LAT genera sitios
de anclaje para proteinas adaptadoras adicionales como Grb2, Gabll y CrKII. Las
proteinas adaptadoras parecen ser criticas para la sefializacion, ya que la fagocitosis se
inhibe en macréfagos deficientes de Gab2 o por el silenciamiento con RNAi de CrklI
[61]. Grb2 se une a LAT a través de su dominio SH2, quien a su vez recluta a Gab2. La
union de Gab2 al complejo de sefializacion es estabilizada ain mas por su interaccion, a
través de su dominio PH (pleckstrin homology), con el phosphatidylinositol-3,4,5-

trifosfato (P1(3,4,5)P;) generado en la vecindad de los receptores activados.
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Los lipidos juegan un papel esencial coordinando los eventos de sefializacion que
llevan a la fagocitosis. El fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PI(4,5)P,) estd presente en
cantidades sustanciales en la membrana de los fagocitos. Durante la fagocitosis, la
concentracion de PI(4,5)P, aumenta temporalmente en los pseuddépodos que forman la
copa fagocitica, pero decae rapidamente conforme el fagosoma se cierra [62]. La
desaparicion drastica de PI(4,5)P, correlaciona con la movilizacion de PLCy y PI3K a la
misma zona de la membrana. PLCy y PI3K al modificar al PI(4,5)P, generan mensajeros
como DAG, IP3 y PI(4,5)P; involucrados en el cierre del fagosoma [63-65]. El
reclutamiento de PI3K es un evento crucial en la fagocitosis mediada por los FcyRs, ya
que la inhibicién de PI3K inhibe completamente la fagocitosis de particulas grandes (=3
um) pero tiene un efecto modesto en la internalizacion de particulas mas pequenas
[44,66]. Algunos de los productos lipidicos de la activacion de PI3K reclutan GEFs, que
a su vez activan a GTPasas como Rac 1 y 2 [67] y Cdc42, eventos necesarios para que se
inicie el rearreglo del citoesqueleto de actina. La inactivacion de Cdc42, resulta en una
inhibicién completa de la polimerizacidon de actina y por consiguiente, en la inhibicion de
la fagocitosis [67,68].

Las fagocitosis a través de Dectina-1, CD44, CR3 y algunos receptores scavenger,
al igual que la fagocitosis a través de los FcyRs, depende de PI3K, PKC y GTPasas
[22,28,45,69]. Aunque el tipo de GTPasa activada difiere entre los receptores: la
fagocitosis a través de CD44 depende de Racl y Rac2 [22], la fagocitosis a través de
Dectina-1 depende de Racl y Cdc42 [28], mientras que la fagocitosis a través de CR3
activa a RhoA y es independiente de Cdc42 y Racl [67,70].

1.1.7¢ Polimerizacion de actina

El hecho de que la polimerizacion de actina es un evento necesario en la
fagocitosis estd fuera de discusion; todos los receptores fagociticos dependen del
citoesqueleto de actina para inducir internalizacion de particulas como lo ha mostrado el
empleo de citocalasinas [1,2,4,22,28,39,45,69,71,72]. De tal manera que una de las
caracteristicas definitorias de la fagocitosis es su dependencia en el rearreglo del
citoesqueleto de actina [1,2,4,39,71]. La fagocitosis requiere de la remodelacion

controlada del citoesqueleto para sostener la deformacion extensiva que sufre la
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membrana. Este proceso es muy complejo, pero se puede dividir en cuatro etapas. Debido
a que la forma y tension de los fagocitos en reposo es estabilizada por la asociacion del
citoesqueleto a la membrana cortical, el primer paso de la fagocitosis involucra el
rompimiento de esta asociacion. Este rompimiento libera mondémeros de G-actina para la
incorporacion en nuevos filamentos e incrementa la movilizacion de los receptores no
ligados y de fosfatasas. El segundo paso, consiste en la nucleacion de los filamentos de
actina para iniciar la polimerizacioén de F-actina y la extension de pseuddpodos. La tercer
etapa consiste en el cierre del fagosoma, que involucra despolimerizacion de actina de la
base de la copa fagocitica. Y la etapa final involucra el transporte del fagosoma hacia el
interior de la célula para su maduracién. Cada una de estas etapas requiere la
activacion/inactivacion espacial y temporal precisa de las proteinas que regulan las
dindmicas del citoesqueleto, como las GTPasas y los GEFs mencionados.

Los datos disponibles actualmente de las vias de sefializacion durante la
fagocitosis indican que hay un alto grado de conservaciéon en rutas bioquimicas
requeridas durante la fagocitosis. Todos los receptores fagociticos usan las mismas vias
de sefalizacion que llevan a la polimerizacion de actina y a la internalizacion de la
particula, por lo que se sugiere que in vivo, en donde multiples receptores estan presentes
en la superficie de la célula y son activados simultdneamente, la fagocitosis de un
receptor fagocitico sea susceptible de ser regulada por el otro receptor fagocitico, o por
otros receptores que puedan sostener o regular la activacion de eventos moleculares

comunces.

1.1.8 Regulacion de la fagocitosis por otras proteinas de membrana

Se ha descrito a un conjunto de proteinas de membrana que no son receptores
fagociticos, pero que pueden regular la fagocitosis mediada por los receptores
fagociticos. El ejemplo clasico de un receptor que regula la fagocitosis sin mediar la
internalizacion de particula son los TLRs, que al ser ligados por los PAMPs en la
superficie de los patdgenos inducen la expresion de genes relacionados con la fagocitosis
que finalmente llevan a una regulacion positiva de la fagocitosis [24]. En cuanto a la
modulacion entre receptores fagociticos, un grupo importante de evidencia muestra que la

fagocitosis a través de los FcyR puede ser regulada por CR3, y a su vez la fagocitosis
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mediada por CR3 puede ser regulada por los FcyRs [58,73-82]. A diferencia de la
modulacion de la fagocitosis por los TLRs que se da al nivel de expresion de proteinas, la
modulacion mutua de las fagocitosis entre los FcyRs y CR3 se da a nivel de sefializacion,
como consecuencia de que comparten vias de sefializacion. Existe otro grupo de proteinas
membranales, que no son receptores fagociticos y que tampoco inducen programas
genéticos rapidamente como los TLRs, pero que son capaces de regular la fagocitosis de
los receptores fagociticos si son ligados conjuntamente [83]. Este grupo de proteinas
modulan la actividad de los receptores fagociticos al nivel de sefializaciéon de manera
positiva y negativa. Al grupo de los moduladores negativos pertenecen las Siglecs, ILTs y
SIRPs, que poseen motivos de sefializacion inhibitorios (ITIMs) en su cola citoplasmica.
Dentro de los moduladores positivos se encuentran las tetraspaninas, que debido a su
estructura, son capaces de estabilizar agregados de receptores en la membrana, lo que es
un requisito para la sefalizacion de los receptores fagociticos [83]. Dentro de la
categoria de moduladores positivos de la fagocitosis, en trabajo previo de nuestro
laboratorio se clasifico a CD13, como un modulador positivo de la fagocitosis a través

del FcyRI, aparentemente a nivel de sefializacion [84].

1.2 CD13

CDI3 es una ectoenzima transmembranal de la superfamilia de las gluzincinas
que corta preferencialmente aminoacidos neutros en el extremo amino-terminal de sus
sustratos oligopeptidicos, por lo que también es llamada Aminopeptidasa N (ANPEP o
APN). CD13 es una proteina multifuncional predominantemente expresada en monocitos,
macrofagos, en los epitelios renal e intestinal y en sitios de inflamacién en el endotelio
vascular; estd involucrada en el control del crecimiento y diferenciacion [85-91],
regulacion del trafico celular [92-95], angiogénesis [96-98], endocitosis [99-103],
adhesion [104-108] y modulaciéon de la respuesta inmune [84,109-114]. La amplia gama
de actividades biologicas de CD13 no se debe solamente al procesamiento de sus
sustratos, como factores de crecimiento, neuropeptidos, citocinas, quimiocinas y péptidos
vasoactivos, sino también a su capacidad de inducir sefalizacion intracelular,

independientemente de su actividad enzimatica [113,115,116].

15



1.2.1 Estructura

CD13 pertenece a la familia M1 de las metalopeptidasas de zinc, es una proteina
de membrana tipo II altamente glicosilada, que consta de 967 amino &cidos. CD13 se
encuentra enriquecido en microdominios de membrana insolubles a detergente (DRM,
Detergent Resistant Membrane) en diversos tipos celulares [99,117-119]. Se expresa
como un homodimero de subunidades de 150 KDa en la superficie celular, y su
dimerizacién ocurre en el reticulo endopldsmico, previo a su glicosilacion asociada a
Golgi [116]. Recientemente, se obtuvo el cristal de CD13 humano, confirmando la
mayoria de las predicciones estructurales previas [120]. Cada mondémero de CD13 posee
una region extracelular grande con diez sitios de glicosilacion identificados; estd
organizada en cuatro dominios estructurales (I-IV) y un tallo rico en Ser/Thr, una regioén
helical transmembranal de 32 aa, y una pequea cola citoplasmica de 9 aa (Fig. 1A). El
dominio II de CD13 posee el sitio catalitico y los motivos consenso de unién a zinc
HEXXHX3sE y GXMEN, caracteristicos de las metalopeptidasas M1. El sitio catalitico
esta rodeado por regiones de los dominios II y IV generando una cavidad interna que no
es accesible a solvente, por lo que se propone que CD13 pueda asumir una conformacion
“cerrada” y una conformacion “abierta” que exponga el sitio catalitico. La dimerizacion
de CDI13 ocurre por interacciones no covalentes entre los dominios IV de cada
monomero, y dado que es una proteina tipo II anclada a la membrana, la interaccion entre
los dominios IV de cada mondmero resulta en una estructura tipo arco en la superficie
celular (Fig. 1B), con una separacion de los dominios transmembranales de 54 A (Fig.
1C). Realizando un alineamiento estructural de CD13 con la aminopetidasa ERAPI
(human Endoplasmic Reticulum Aminopeptidase 1), que presenta caracteristicas
estructurales similares a CD13 y que se ha mostrado que adopta una conformacion
cerrada (Fig. 1C) y otra abierta (Fig. 1D) [121], se model6 que la conformacion abierta en
ambos mondmeros del dimero de CD13 resulta en un cambio conformacional grande, que
ocasiona que la separacion de los dominios transmembranales aumente de 54 a 102 A
(Fig. 1C-E). Este cambio conformacional podria ser la base de un evento de transduccion
de sefiales [120]. Esto implica que la union de algunos de sus sustratos o ligandos
estabilicen al dimero de CD13 ya sea en la conformacion cerrada o en la conformacion

abierta. CD13 media la endocitosis del complejo de bradicinina y su receptor [103]. La
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bradicinina es un inhibidor competitivo de CD13 [122], por lo que de acuerdo con el
modelo se esperaria que la union de bradicinina estabilizara la forma cerrada de CD13
(Fig. 1C), lo que a su vez podria ser responsable de la endocitosis del complejo
bradikinina-B,R [120]. En cambio, la uniéon de algunos de sus sustratos estabilizaria la

conformacioén abierta (Fig. 1D), generando el cambio conformacional grande (Fig. 1E)

mencionado.
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Figura 1. Estructura del dimero de CD13 humano. (A) Dominios de la cadena polipetidica del CD13 humano.
Mostrado en blanco el dominio citopldsmico, en negro el segmento transmembranal, en gris el tallo rico en Ser/Thr, los
dominios I, II, IIT y IV mostrados en azul, verde, rosa y amarillo, respectivamente. (B) En un diagrama de listones se
muestra la probable orientacion de CD13 con respecto a la membrana plasmatica, con los dominios coloreados como se
describio en (A). (C) Representacion de la superficie de CD13 visto desde la membrana con ambos monoémeros en la
conformacién cerrada. (D) Representacion de la superficie de CD13 visto desde la membrana con ambos monoémeros
modelados en la conformacion abierta. (E) Superposicion de la conformacion cerrada (verde, C) y la conformacion

abierta de CD13 (azul, D). Modificado de Wong, et al. (2012). The Journal of biological chemistry 287, 36804-13

Este cambio conformacional inducido por la union del sustratos es de particular
significancia, ya que como se menciond, se ha involucrado a CD13 en adhesion celular y
transduccion de sefiales, procesos que generalmente estdn asociados a cambios en la

conformacion y/o a cambios en la agregacion de los receptores.
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1.2.2 Funciones de CD13 dependientes de su actividad enzimatica

Muchas de las funciones atribuidas a CD13 estan relacionadas con su capacidad
de hidrolizar a sus varios sustratos, y estas funciones dependen del tejido en donde CD13
esté expresado. Por ejemplo, en el intestino, CD13 esta involucrado en la degradacion
terminal de péptidos para facilitar la absorcidon de nutrientes, y en el cerebro, CD13 corta
péptidos opioides como encefalinas y endorfinas, regulando asi la sefializacion neuronal.
El espectro de sus sustratos comprende péptidos inflamatorios como fMLP, tuftsin, MCP-
1 y CXCL11, péptidos vasoactivos como angiotensina III y kalidina, y péptidos de
matriz extracelular [115,116,123,124]. Es claro entonces que CD13 esta involucrado en
la regulacion de respuestas celulares mediante la activacion/inactivacion de los péptidos
involucrados en dichas respuestas. Por pertinencia a este trabajo se describirdn
detalladamente solo las funciones en las que CD13 participa independientemente de su

actividad enzimatica.

1.2.3 Funciones de CD13 independientes de su actividad enzimatica

La inhibicién de la actividad enzimética de CD13 con inhibidores farmacologicos,
mutaciones del sitio activo y anticuerpos inhibitorios, evidencia que existen cuando
menos tres tipos de funciones mediadas por CD13 que no requieren de su actividad
enzimadtica: 1) transduccion de sefiales, ii) endocitosis y iii) adhesion. Importantemente,
todas estas funciones dependen de la agregacion de CDI13 en la membrana, ya sea por
anticuerpos o por ligandos virales, que presumiblemente inducirian sefializacion. La
modulacion por CD13 de la fagocitosis mediada por el receptor FcyRI [84], y de la
fagocitosis de receptores involucrados en la fagocitosis de zymosan y de E. coli [111], es
el cuarto tipo de funcion que se discutird en esta seccion, puesto que aunque no hay datos
que confirmen que no depende de la actividad enzimatica de CD13, existen datos que
sugieren que es una funcion que depende de transduccion de sefales mediada por CD13

[84].

1.2.3a Transduccion de seriales

Se ha sugerido que la transduccion de sefiales es el mecanismo responsable de las

funciones en las que CDI3 estd involucrado independientemente de su actividad
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enzimatica. La agregacion de CD13 en la membrana empleando anticuerpos anti-CD13 o
ligandos virales, induce eventos de sefializacion intracelular, como la activacion de las
cinasas Src, FAK, ERK y de la via Ras/MAPK, aumento de Ca*’ intracelular, secrecion
de citocinas [108,113,125] y asociacion de CD13 a fibras de actina [99,108].

En uno de los primeros trabajos en los que se atribuy6 a CD13 la capacidad de
mediar sefializacion [113], se reportd que el entrecruzamiento de CD13 en monocitos
humanos de fluido pericardial y en las lineas monociticas humanas U-937 y Mono-Mac-
6, induce un aumento de Ca”" intracelular sostenido, fosforilacion de ERK1/2, INK, p38
y la induccion del mRNA de IL-8. El tratamiento de las células con tapsigargina o con
cafeina, un inhibidor de la liberacion de calcio del reticulo endoplasmico (RE)
dependiente de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3), resulto en el abatimiento del pico inicial de
flujo de calcio en las células en las que se entrecruzdo CD13, y la supresion del calcio
extracelular con EGTA o el uso de medio libre de calcio, resultdé en un abatimiento de la
fase tardia del flujo de calcio, sin efecto en la fase inicial. Estos datos indican que el flujo
de calcio inducido por la agregacion de CD13 estd compuesto de dos fases, una que
depende de la liberacion de calcio intracelular del RE y otra que depende de la entrada de
calcio extracelular. La induccion inicial del flujo de calcio depende de cinasas Src,
mientras que ambas fases dependen de PI3K, ya que el tratamiento de las células con PP1
inhibi6 solo la fase inicial, mientras que wortmaninna y LY294002 inhibieron ambas
fases. La fosforilacion de p38 y ERK1/2, también se inhibi6 con PP1, wortmanina y
LY294002, sugiriendo que PI3K y Src se activan como consecuencia del
entrecruzamiento de CD13, y que son eventos anteriores necesarios para la fosforilacion
de las MAPKSs y el flujo de calcio. Ademas, se mostré que la actividad enzimatica de
CD13 no esta relacionada con esta sefalizacion, ya que al usar anticuerpos que inhiben la
actividad enzimatica de CD13 se obtienen los mismos resultados que al usar anticuerpos
que no la inhiben. Dado que CD13 posee una cola citopldsmica muy corta y sin motivos
de sefializacion clésicos, se propuso que CD13 requeriria de una proteina auxiliar para la
transduccion de sefales. De acuerdo con esta idea, la molécula adaptadora Grb/Sos co-
inmunoprecipita con CD13 en monocitos U-937, proporcionando una posible conexion
entre la agregacion de CD13 y la sefializacion de MAPK [104]. Un reporte reciente [108]

mostrd que CD13 esta constitutivamente asociado a la proteina de andamiaje IQGAP1
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(IQ motif Ras GTPase-like-activating-protein-1), y que tras la agregacion de CD13 por
anticuerpos, se recluta a-actinina al complejo CD13-IQGAP1, ligando asi al CD13 de la
membrana con el citoesqueleto. Este mismo estudio [108] mostré que la agregacion de
CD13 en células U-937, induce la fosforilacion de un conjunto de proteinas y rearreglos
en el citoesqueleto de actina. En andlisis més detallado de algunas de las proteinas
fosforiladas, este trabajo mostrd que la agregacion de CD13 induce la fosforilacion de
FAK y Src, y comprobd la fosforilacion de ERKI1/2 previamente reportada.
Importantemente, en este trabajo se encontrd que la tirosina 6 del dominio citoplasmico
de CDI13 se fosforila tras la agregacion de CD13 en la membrana, y que CDI13 esta
fosforilado in vivo en condiciones inflamatorias en células de exudado peritoneal de
animales tratados con tioglicolato. Estas observaciones sugieren una relevancia potencial
in vivo de la fosforilacion de CD13. Se mostré ademas que la fosforilacion de CD13 en
Tyr6 es dependiente de Src, puesto que el tratamiento de las células con PP2 inhibe la
fosforilacion en Tyr6 de CD13. De suma importancia, la fosforilacion en Tyr 6 de CD13
es necesaria para la fosforilacion de las cinasas FAK y ERK y para que suceda el
rearreglo de citoesqueleto de actina, ya que la sustitucion de esta tirosina por una
fenilalanina resulta en la inhibicion de la activacion de estas cinasas y del rearreglo del
citoesqueleto, lo que sugiere que la fosforilacion en Tyr6 de CD13 es uno de los eventos
mas tempranos en la cascada de sefializacion inducida por la agregacion de CD13. Este
reporte enfatiza que, a pesar de tener una regioén citopldsmica corta, CD13 participa
directamente en la sefializacion celular. En la figura 2 se muestra una representacion

esquematica de la sefializacion inducida por la agregacion de CD13.

1.2.3b Endocitosis

CD13 media la endocitosis de virus [99], proteinas [101], péptidos [102] y
anticuerpos [99,101] en diversos tipos celulares. Las formas reportadas de endocitosis
mediada por CD13 son: caveola dependiente [99,126] y clatrina dependiente [100,127].
Una de las funciones mejor caracterizadas de CD13 es su papel como receptor de
coronavirus. Mediante la expresion de CD13 en células normalmente no permisivas a la
infeccion, se ha mostrado que CD13 es el receptor de coronavirus del grupo I, dentro de

los que se incluye el coronavirus humano 229E (HCoV-229E) [99,128,129], que causa
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infeccion respiratoria aguda; y varios virus de importancia veterinaria como el
coronavirus respiratorio porcino (PRCV), el coronavirus de gastroenteritis transmisible
(TGEV) [100,130,131], el coronavirus felino (FCoV) [132], y el coronavirus canino
(CCoV) [133]. En la mayoria de los casos, los coronavirus del grupo I infectan de manera
especie-especifica y se ha mostrado que las diferencias en la glicosilacion de CD13 de las
distintas especies [134], es uno de los determinantes de esta especificidad. El uso de
inhibidores de la actividad enzimatica y mutaciones en el sitio activo, han mostrado que
infeccion del virus no depende de la actividad enzimatica de CD13 [128,133,134]. La
infeccion del virus sucede por endocitosis mediada por CD13, ya que el tratamiento de
las células con inhibidores de endocitosis como bafilomicina-1 y cloruro de amonio
impiden la infeccién [100]. En el caso de la infeccion con HCoV-229E, la entrada del
virus es por endocitosis mediada por caveolas, ya que la disminucion de la expresion de
caveolina-1 empleando RNAI, en células normalmente susceptibles a la infeccion, resulta
en una inhibicién de la infeccion [99]. Importantemente, este mismo trabajo mostrd que
la adicion de las particulas virales HCoV-229E, induce la agregacion de CD13 en la
membrana, que resulta en la formacion de fibras de actina longitudinales, y que la
agregacion de CDI13 empleando anticuerpos anti-CD13 presenta las mismas
consecuencias que la agregacion de CD13 inducida por HCoV-229E (Fig. 2B).

CD13 es también receptor para el citomegalovirus humano (hCMV)
[125,135,136], puesto que se ha mostrado que dentro de las células mononucleares de
sangre periférica humana, las células CD13" son las unicas susceptibles de infeccion;
ademas, la infeccion de las células por hCMV se bloquea tras el tratamiento con
anticuerpos anti-CD13. A diferencia del caso de los coronavirus, el bloqueo de la
actividad enzimatica de CD13 con bestatina, inhibe la infeccion pero no la union del
virus [136]. La uniéon del hCMV a monocitos, induce un aumento de calcio intracelular
que resulta en la inhibicion de la diferenciacion de monocito a macrofago, y se ha
mostrado que este bloqueo de la diferenciacion a macrofagos depende de la union del
virus a CD13 independientemente de su actividad enzimadtica, ya que el tratamiento de los
monocitos con bestatina, no inhibe el aumento de calcio intracelular ni el bloqueo de la
diferenciacion como resultado de la union del hCMV a CD13 [125]. De manera

interesante, este mismo trabajo mostré6 que el tratamiento de los monocitos con
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anticuerpos anti-CD13 induce un aumento de calcio intracelular similar al inducido por la
union de hCMV, y también resulta en la inhibicion de monocito a macréfago, apoyando
la idea de que la agregacion de CD13 induce sefializacion, y que el uso de anticuerpos
refleja las consecuencias funcionales de la union de un ligando polivalente natural (Fig.

2B) [99,125].

Monocito

B

-.l \ ; Fibras de actina
N

Figura 2. Vias de sefializacion inducidas por la agregacion de CD13. Representacion esquematica de la sefializacion
inducida por la agregacion de CD13. (A) En células monociticas en reposo, CD13 se encuentra asociado a IQGAP1.
(B) El entrecruzamiento de CD13 por anticuerpos anti-CD13 induce la agregacion de CD13 en la membrana,
activacion de Src, fosforilacion de CD13 en la Tyr6, activacion de las cinasas FAK y ERK, y la formacion de
complejos entre o-actinina y CD13, la activacion de PI3K y de componentes de la via Ras/MAPK y aumento de calcio
intracelular. La interaccion de CD13 con sus ligandos virales (HCoV-229E y hCMV) induce la agregacion de CD13 en
la membrana, la formacion de fibras de actina y aumento de calcio intracelular. Modificado de Subramani, et al.
(2013). J Immunol 191, 3905-12.

1.2.3¢c Adhesion

Trabajo pionero de nuestro laboratorio, junto con el trabajo posterior de otros
grupos, ha mostrado que CD13 media adhesion celular homotipica y heterotipica in vitro
e in vivo, de manera dependiente de cinasas de tirosina [95,104-108]. El entrecruzamiento
de CDI13 en células U-937 induce la formacion de agregados estables de células
(agregacion homotipica) [104]. El fenomeno de agregacion celular mediado por el
entrecruzamiento de CDI13 es dependiente de tiempo, con la aparicion de pequefios

agregados a partir de los 15 min, llegando a una agregacion del 80% de las células a las 4
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horas, y que alcanza su efecto maximo a las 24 horas. Esta agregacion no depende de la
actividad enzimatica de CD13 puesto que el tratamiento de las células con bestatina o con
anticuerpos anti-CD13 que inhiben su actividad enzimatica, no inhibe la agregacion. La
agregacion homotipica mediada por CD13 depende de sefalizacion, ya que la inhibicion
farmacologica de Src, MAPKs, PI3K y PKC abate la agregacion. Durante la agregacion
homotipica, CD13 se distribuye a las zonas de contacto célula-célula, lo que sugiere que
CD13 tiene un papel activo en este fenomeno [104]. CD13 también est4 involucrado en
adhesion heterotipica [105]; cuando CD13 se entrecruza con anticuerpos en células U-
937 y éstas se ponen en contacto con monocapas de células endoteliales, se induce una
mayor adhesion (de 8 a 10 veces mayor) de los monocitos tratados con anticuerpos anti-
CD13 (“monocitos activados) comparados con los monocitos no tratados (no activados)
a la monocapa de células endoteliales. El uso de monocapas de células endoteliales que
no expresan CD13 mostr6 que es necesaria la expresion mutua de CD13 para que suceda
la adhesion, puesto que los “monocitos activados” no se adhieren a monocapas de células
endoteliales que no expresan CD13. La adhesion heterotipica depende de sefializacion
por cinasas de tirosina y de rearreglos del citoesqueleto de actina, ya que el tratamiento
de las células con herbimicina o citocalasina-D impide la adhesion. Estos datos estan de
acuerdo con los datos de la sefalizacion inducida por el entrecruzamiento de CD13
[108,113] y con la agregacion homotipica mediada por CDI13 [104]. La adhesion
heterotipica tampoco depende de la actividad enzimatica de CD13, ya que un panel de
anticuerpos que inhiben en distinto grado la actividad enzimatica de CD13 son capaces
de inducir esta adhesion. De relevancia, la utilizacion de distintos anticuerpos anti-CD13,
que se unen a distintos epitopos de CD13 demostraron que la adhesion no depende de la
union de los anticuerpos a un epitopo especifico de la molécula de CD13, sino mas bien a
la agregacion de CD13 en la membrana por estos anticuerpos, puesto que ninguno de los
fragmentos Fab de los diferentes anticuerpos anti-CD13 induce adhesion, sin embargo, la
adicion de un anticuerpo secundario —capaz de inducir agregacion- a las células tratadas
con los fragmentos Fab anti-CD13, restituye la adhesién. Se empled un segundo enfoque
para demostrar que la agregacion de CD13 en la membrana es el mecanismo responsable
de la sefalizacion que resulta en adhesion: empleando una proteina quimérica CD13-VS5,

se indujo agregacion de CD13 con anticuerpos anti-V5 y se encontrd que se induce el
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mismo grado de adhesion que cuando se emplean anticuerpos anti-CD13. Estos datos
indican que la agregacion de CD13 en la membrana es un requisito indispensable para la
induccion de la sefializacion necesaria para la adhesion [105]. Finalmente, se mostro
recientemente que la adhesion de monocitos a monocapas de células endoteliales
mediada por CD13 depende de la fosforilacion de la tirosina 6 de la cola citoplasmica
CD13, de Src, FAK y ERK [108]. La sustitucion de Tyr6 por una fenilalanina (Y6F), o la
inhibicion farmacologica de Src, FAK o ERK, resulta en la inhibicién de la adhesion de
monocitos a células endoteliales in vitro. En experimentos in vivo empleando un modelo
de inflamacion peritoneal inducida por tioglicolato, se transfirid6 igual ntimero de
monocitos CD13-wt 0 CD13-Y6F, y se encontré que los monocitos CD13-wt se infiltran
a la cavidad peritoneal mientras que los monocitos CD13-Y6F no se infiltran, lo que
sugiere que la fosforilacion en la Tyr6 de CD13 es un evento esencial durante la adhesion

y/o trafico a sitos de inflamacion in vivo [108].

1.2 3d Modulacion de la fagocitosis mediada por otros receptores fagociticos

La fagocitosis comparte mecanismos bioquimicos con la adhesion y la migracion,
ya que todos estos procesos requieren de la reorganizacion coordinada del citoesqueleto.
De hecho, existen muchos ejemplos de moléculas de membrana que funcionan como
moléculas de adhesion y como receptores fagociticos, dentro de las que se encuentran
CR3, CD44, CD36, la integrina ayfs, entre otras. El primer indicio de que CD13 podria
estar involucrado en fagocitosis surgié de un estudio en el que se describidé una
correlacion positiva entre la expresion de CD13 y la fagocitosis de microesferas de latex
en macrofagos derivados de monocitos humanos diferenciados con 1,25-dihidroxy
vitamina D3 [137], lo que sugirié que CD13 podria modular la capacidad fagocitica de los
receptores involucrados en la fagocitosis de las microesferas. A este respecto, trabajos
previos de nuestro laboratorio han mostrado una interaccion funcional entre CD13 y
FcyRI [84], y entre CD13 y receptores involucrados en la fagocitosis de zymosan y E.
coli [111]. Se mostr6 que CD13 y el FcyRI se co-redistribuyen en la membrana,
mostrando co-localizacion. En células U-937 en reposo, FcyRI y CD13 presentan una
distribucion uniforme en la membrana, sin embargo cuando se entrecruza al FcyRI, CD13

se redistribuye a las mismas zonas de la membrana; y al entrecruzar a CD13, el FcyRI se
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distribuye a la misma zona de la membrana [84]. Esta co-redistribucion se comprobd en
un reporte simultdneo de otro grupo, en el que se mostré que CD13 se co-localiza a la
misma zona de la membrana que los FcyRI y FcyRII como resultado de la agregacion de
estos receptores [138]. Estos datos sugirieron que podria haber una interaccion funcional
entre CD13 y los FcyRs, como miembros de un complejo que funcionara como un
receptor multimérico. Nuestro trabajo previo [84] mostrd también que en células U-937 y
en monocitos humanos de sangre periférica, durante la fagocitosis de particulas
opsonizadas con IgG, mediada por los FcyRs, CDI13 se re-distribuye a las zonas de
interaccion célula-particula y es internalizado al fagosoma. Dada la selectividad de
moléculas presentes en la copa fagocitica, este dato reforzo la nocion de que CD13 podria
tener un papel en la fagocitosis mediada por los FcyRs. Esta hipdtesis se comprobd, ya
que la interaccion simultanea del FcyRI y CD13 con particulas fagocitables, resulta en
una fagocitosis mayor (220%) que la fagocitosis resultante de la interaccion de las
particulas con FcyRI solamente. Se sugiridé que esta modulacion positiva de la fagocitosis
por FcyRI, es resultado de una regulacion mediada por CD13 de las vias de sefalizacion
requeridas para la fagocitosis, ya que se encontrd que el entrecruzamiento simultaneo de
FcyRI y CD13 aumenta el nivel y la duracion de la fosforilacion de Syk, comparado con
la fosforilacion de Syk inducida por la agregacion del FcyRI solamente. En otro trabajo
de nuestro grupo [111], se mostr6 que la agregacion de CD13 modula positivamente la
fagocitosis de zymosan y E. coli inactivadas por calor, en cé€lulas dendriticas y en
macréfagos derivados de sangre periférica humana. Ademas se encontré6 que CD13 se
localiza en la membrana fagosomal después de la fagocitosis de zymosan. En conjunto,
estos datos postulan a CD13 como un regulador mas universal de la fagocitosis, ya que
puede modular la fagocitosis a través del FcyRI y de otros receptores fagociticos, como
receptores de [-glucano, receptores scavenger y el receptor de C5a, que se ha sugerido
que participan en la fagocitosis de zymosan y E.coli [29,139,140].

Esta modulacion general de la fagocitosis sugiere que CD13 podria regular la
actividad de estos y otros receptores fagociticos con los que comparte vias de
sefializacion como Src, FAK, ERK, PI3K, MAPKSs, aumento de Ca** intracelular y re-

arreglos del citoesqueleto de actina. Y sugiere también que, dado que CD13 puede activar
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las vias de sefializacion requeridas para la fagocitosis, el entrecruzamiento de CDI13
podria inducir también fagocitosis. Existen muchos ejemplos de modulacion de la
fagocitosis entre receptores fagociticos, como CR3 y los FcyRs, los FcyRs y Dectina-2
[141], integrinas y TIM-4 [9], los FcyRs y CD36 [142], CD44 y CR3 [38], entre otros. La
cooperacion entre los FcyRs y CR3 es la mas caracterizada, y existe amplia evidencia de
que la sefializacion a través de CR3 modula la sefializacion a través de los FcyRs [58,73-
82]. La presencia de C3, reduce significativamente la cantidad de IgG requerida para
inducir internalizacion de particulas mediada por los FcyRs en monocitos [74,76]; el
bloqueo de CR3 con anticuerpos reduce la fagocitosis mediada por los FcyRs sin afectar
la union de la particulas opsonizadas con IgG a los FcyRs [73]; y la co-expresion de CR3
con una mutante de FcyRIIA que carece de la cola citoplasmica, restituye la fagocitosis
de eritrocitos opsonizados con IgG [81]. También se ha descrito que la estimulacion de
los FcyRs afecta la funcion de CR3 [79]. La agregacion los FcyRs con eritrocitos
opsonizados con IgG en la linea murina RAW264.7 estimula la adhesion de los
macrofagos a superficies cubiertas con ligandos de CR3, y aumenta la union de particulas
opsonizadas con C3bi a CR3, lo que indica que CR3 se activa en respuesta a la
estimulacion de los FcyRs. Ademaés, se induce la movilizacion de CR3 a la copa
fagocitica que contiene a los FcyRs y a las particulas opsonizadas con IgG [79], de
manera analoga a lo observado en nuestro trabajo en donde CD13 se moviliza a la copa
fagocitica durante la fagocitosis a través de los FcyRs [84]. Todos estos datos nos
sugirieron que CD13 podria no sélo ser un modulador positivo de la fagocitosis, sino un
receptor fagocitico primario. Apoyando esta idea, datos de nuestros trabajos previos
sugerian que CD13 podria inducir internalizacion de particulas en células U-937 y en
monocitos y células dendriticas, aunque esta posibilidad no se habia explorado a detalle
previamente. Por tanto, se decidid determinar conclusivamente si CD13 puede funcionar

como un receptor fagocitico primario en monocitos y macrofagos.

2. HIPOTESIS

CD13 es un receptor fagocitico primario en monocitos y macrofagos humanos

26



3. OBJETIVO GENERAL

Determinar si CD13 es un receptor fagocitico primario en monocitos humanos y

caracterizar las vias de sefalizacion requeridas para la fagocitosis mediada por CD13.

3.1 Objetivos particulares

1.

Determinar si la interaccion de particulas fagocitables exclusivamente con CD13
resulta en la internalizacion de las particulas por fagocitosis.

Caracterizar las rutas bioquimicas involucradas en la internalizacioén de particulas
mediada por CD13.

Determinar si la fagocitosis mediada por CD13 es dependiente de su actividad de
aminopeptidasa.

Inducir la expresion heterdloga de CD13 para demostrar su funciébn como un
receptor fagocitico.

Investigar si la sefializacion mediada por CD13 resulta produccién de especies
reactivas de oxigeno.

Investigar si CD13 ademas de modular la fagocitosis a través del FcgRI, CD13
puede modular la actividad de CR3.
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4. RESULTADOS

4.1 Construccion de las particulas fagocitables y ensayo de fagocitosis

especifica

Para investigar si CD13 es capaz de mediar fagocitosis independientemente de
otros receptores fagociticos, se empled un sistema experimental para dirigir eritrocitos de
carnero (como particula fagocitable) a receptores individuales en la célula, basado en el
uso de anticuerpos, como ha sido reportado previamente [22,84,143]. Los eritrocitos de
carnero fueron marcados con CFSE, posteriormente se cubrieron progresivamente con
biotina, estreptavidina y finalmente con fragmentos F(ab)’, de IgG de cabra-anti-IgG de
raton biotinilados (Fig. 3A), denominamos a estas particulas EBS-Fabs (por sus siglas en
inglés: Erythrocyte Biotin Streptavidin- Fab). Asi, al poner los EBS-Fabs en contacto con
las células, estos interactuaran solamente con moléculas en la superficie celular
previamente marcadas con anticuerpos de raton especificos para la molécula
seleccionada, por lo que este sistema es llamado fagocitosis selectiva (Fig. 3B). Debido a
que la especificidad del sistema esta basada en el uso de anticuerpos, se emplearon los
fragmentos Fab de anticuerpos monoclonales (mAbs) de raton-anti-receptores de células
humanas, para marcar a las células y asi excluir la participacion de los FcyRs en la
fagocitosis. Para los ensayos de fagocitosis, las células se pre-incubaron con: fragmentos
Fab del mAb452 anti-CD13 (Fab452), o con fragmentos Fab del mAb32.2 anti-FcyRI
(Fab32.2), o con un control de isotipo (IgG1 de raton), o sin tratamiento (fagocitosis
basal, No Fab). Las células se lavaron y mezclaron con los EBS-Fabs y se incubaron a
37°C 0 4°C por los periodos de tiempo indicados (Fig. 3B). Después de la incubacion, los
eritrocitos no internalizados se lisaron por choque hipoténico. El porcentaje de células
que internalizaron cuando menos un EBS-Fab (células CFSE-positivas) se determin6 por
citometria de flujo en presencia de Azul Trypano para apagar cualquier fluorescencia

extracelular (Fig. 3C).
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A) Construccion de EBS-Fabs
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Figura 3. Representacion esquematica de los ensayos de fagocitosis selectiva a través de CD13. (A) Construccion
de EBS-Fabs: los eritrocitos de carnero fueron marcados con CFSE, posteriormente se cubrieron progresivamente con
biotina, estreptavidina y finalmente con fragmentos F(ab)’, de IgG de cabra-anti-IgG de raton biotinilados. B) Los
monocitos fueron incubados con Fragmentos Fab del mAb murino 452 anti-CD13 (Fab452), posteriormente se lavaron
y mezclaron con los EBS-Fabs y se incubaron a 37°C 6 4°C por los periodos de tiempo indicados. Los eritrocitos que
no fueron internalizados se lisaron por choque hipotonico. C) El porcentaje de células que internalizaron cuando menos
un EBS-Fab se cuantifico por citometria de flujo.

4.2 CD13 media la internalizacion de EBS-Fabs en células THP-1

Inicialmente exploramos si la ligacion de los EBS-Fabs a través de CD13, es
capaz de inducir la internalizacion de estas particulas en células THP-1. Encontramos que
la ligacion de los EBS-Fabs por CD13 induce una internalizacion eficiente de la particula

fagocitable. En la figura 4A, se muestra un analisis de citometria en grafico de puntos
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representativo de estos experimentos (dot-plot), y en la figura 4B se muestra la media del
porcentaje de internalizacion encontrado. La internalizacion de EBS-Fabs mediada por
CD13 (media 28.5%) (Fig. 4B, n=25) es estadisticamente significativa comparada con el
control de isotipo (media 2.5%) o con las células sin tratamiento (No Fab, media 3.6%,
fagocitosis basal). Como control positivo del experimento, se midi6o la fagocitosis
selectiva a través del receptor de alta afinidad FcyRI (media 33.5%). No encontramos
internalizacion cuando muestras idénticas se incubaron a 4°C (Fig. 4A, paneles
inferiores), lo que sugiere que el proceso de internalizacion de particulas y la
cuantificacion de la fagocitosis en nuestro sistema, no es el resultado de difusion del
fluoroéforo presente en las particulas hacia las células o de la presencia de particulas
fagocitables unidas a la superficie celular.

El porcentaje de células que internalizan EBS-Fabs a través de CDI13 (media
28.5%) es ligeramente inferior que el porcentaje de células que internalizan eritrocitos a
través de FcyRI (media 33.5%). Dado que la interaccion de la particula con el receptor
especifico, en nuestro sistema, estd basada en la unidon de anticuerpos, la menor
fagocitosis a través de CD13 podria ser consecuencia de una menor union de los Fabs
anti-CD13 comparada con la union de los Fabs anti-FcyRI a las células THP-1.
Exploramos la unién de estos Fabs a las concentraciones empleadas en los experimentos
de fagocitosis y encontramos que los fragmentos Fab anti-CD13 y los fragmentos Fab
anti-FcyRI muestran similares niveles de unién a las células THP-1 (Fig. 4C). Este
resultado sugiere que las diferencias en el grado de internalizacion inducido por los dos
receptores es intrinseco.

Usualmente se emplean dos tipos de cuantificacion para evaluar los ensayos de
fagocitosis: 1) el porcentaje de células fagociticas, que indica la proporcion de la
poblacién celular que internaliza cuando menos una particula fagocitica, y 2) el indice
fagocitico (P, por sus siglas en inglés Phagocytic Index), que es una medida del numero
de particulas que son internalizadas por célula. Cuando comparamos el indice fagocitico
(PI= % C¢élulas CFSE-positivas multiplicado por la intensidad media de fluorescencia,
relativo al control), encontramos resultados similares a aquellos comparando el

porcentaje de células CFSE-positivas. La media de PI de la internalizaciéon mediada por
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CDI13 (Fig. 4D,

PI=10.3, n=25) es ligeramente menor que la media del PI de la
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Figura 4. CD13 media la internalizacion de particulas en células THP-1. Células THP-1 se incubaron con 2 g de
fragmentos Fab del mAb452 (anti-CD13), con 8 ug de de fragmentos Fab del mAb32.2 (anti-FcyRI), 8 ug de IgGl1 o
sin anticuerpo (No Fab) por 30 min a 4°C. Posteriormente la células fueron lavadas e incubadas con los EBS-Fabs por
105 min a 37°C 6 4°C. Los EBS-Fabs no internalizados se lisaron por choque hipotoénico y las muestras fueron
analizadas por citometria de flujo. (A) Grafica de puntos representativa de un experimento. (B) Promedio de células
CFSE positivas de 25 experimentos independientes (C) Union de 2 pg de Fab452 o de 8 pg de Fab32.2 a las células
THP-1. (D) Promedio de Indice Fagocitico de 25 experimentos independientes. (E) Imagen representativa de la

fagocitosis en células tefiidas con Dil (rojo) e incubadas con los EBS-Fabs (verde). ***p<0.0001, **p<0.005 *p<0.05

fagocitosis mediada por el FcyRI (PI=11.3). Aunque consistentemente la internalizacion

mediada por el receptor fagocitico canonico FcyRI es mayor, la fagocitosis a través de



CD13 es competente, ya que alcanza mas del 85% de la fagocitosis mediada por el FcyRI,
comparando ya sea el porcentaje de células positivas o el indice fagocitico.

Para comprobar que la fluorescencia asociada a la célula representa
verdaderamente a los EBS-Fabs internalizados, verificamos la internalizacion de la
particula por microscopia confocal. En la figura 4E se muestra una imagen de
microscopia confocal representativa. En esta figura, se observa que el numero de
particulas internalizadas por célula es similar después de la internalizacion mediada a
través de CD13 (Fig. 4E, paneles superiores) o a través del FcyRI (Fig. 4E, paneles
inferiores), lo cual concuerda con el andlisis del indice fagocitico. De gran relevancia
para este estudio, las particulas visualizadas dentro de las células después de la
internalizaciéon mediada por CD13 o por el FcyRI miden alrededor de 4 pum, lo cual
excluye otras formas de internalizacion como endocitosis mediada por caveolas
(caracterizada por pequenas vesiculas de 50-80 nm) o endocitosis mediada por clatrina
(caracterizada por vesiculas de #100 nm). En conjunto, estos datos indican que CD13 es

capaz de mediar la fagocitosis de particulas grandes (de mas de 4 um) en células THP-1.

4.3 CD13 media fagocitosis en macrofagos derivados de monocitos humanos
(hMDMs)

Para investigar si la internalizacién de particulas grandes mediada por CDI13
observada en las células THP-1 constituye un fendmeno especifico de esta linea celular o
si es un fenomeno general de las células fagociticas, realizamos experimentos de
fagocitosis selectiva en macrofagos derivados de monocitos de sangre periférica humana
(hMDMs). Encontramos resultados analogos a los encontrados en las células THP-1 (Fig.
5A), ya que la ligacion de CD13 por los EBS-Fabs resulta en una internalizacion
significativa de la particula (Fig. 5B, media 31.3%, n=14) comparada con la fagocitosis
basal (Fig. 5B, media 9.9%, n=14). Comparable también a lo observado en las células
THP-1, la fagocitosis mediada por CD13 es menor que la fagocitosis mediada por el
FeyRI (Fig. 5B, media 38.5%, n=14). No se observo internalizacion de EBS-Fabs cuando

muestras idénticas fueron incubadas a 4°C (Figura 5A, paneles inferiores). La media del
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indice fagocitico mediado por CDI13 (Fig. 5D, PI = 4.9, n=14) también es menor que la
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Figura 5. CD13 media la internalizacion de particulas en hMDMs. hMDMs incubaron con 2 pg de fragmentos Fab
del mAb452 (anti-CD13), con 8 pg de de fragmentos Fab del mAb32.2 (anti-FcyRI) o sin anticuerpo (No Fab) por 30
min a 4°C. Posteriormente la células fueron lavadas e incubadas con los EBS-Fabs por 45 min a 37°C 6 4°C. Los EBS-
Fabs no internalizados se lisaron por choque hipotdénico y las muestras fueron analizadas por citometria de flujo. (A)
Grafica de puntos representativa de un experimento. (B) Promedio de células CFSE positivas de 17 experimentos y
donadores independientes (C) Union de 2 pg de Fab452 o de 8 pg de Fab32.2 a los hMDMs. (D) Promedio de Indice
Fagocitico de 17 experimentos independientes E) Imagen representativa de la fagocitosis en hMDMs marcados con
PKH-26 (rojo) e incubadas con los EBS-Fabs (verde). ***p<0.0001, **p<0.005.

media del indice fagocitico mediado por el FcyRI (Fig. 5D, PI = 6.6, n=14). En los
hMDMs, al igual que en la linea celular THP-1, esto no es resultado de menor union de
los Fabs a CD13 comparado con la uniéon de los Fabs al FcyRI, ya que los fragmentos

anti-CD13 y los fragmentos anti-FcyRI muestran niveles de unién similares en los
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hMDMs, a las concentraciones utilizadas en estos experimentos (Fig. 5C). Semejante a lo
observado en las células THP-1, aunque la fagocitosis a través del receptor fagocitico
canonico es mayor en los hMDMs, la fagocitosis a través de CD13 es competente, ya que
alcanza casi el 80% de la fagocitosis mediada por el FcyRI, comparando ya sea el
porcentaje de células positivas o el indice fagocitico.

En los hMDMs también verificamos la internalizacion de la particula por
microscopia confocal (Fig. 5E). El numero de particulas internalizadas por célula, es
similar después de la internalizacion mediada a través de CD13 (Fig. SE, paneles
superiores) o de FcyRI (Fig. SE, paneles inferiores), acorde con el analisis del indice
fagocitico. Se observa también que las particulas internalizadas son de alrededor de 4 pum,
lo que sugiere que se trata de fagocitosis y no de otras formas de internalizaciéon. En
conjunto, estos datos indican que CDI13 es capaz de mediar fagocitosis de particulas
grandes (mas de 4um) en hMDMs, y sugiere que la internalizacion de particulas a través

CD13 no es un fenémeno particular de una linea celular.

4.4 Fagocitosis en células deficientes de CD13

Para demostrar que la fagocitosis de EBS-Fabs observada en nuestro sistema es
consecuencia de la interaccion de las particulas solamente con CDI13, y excluir
formalmente la posibilidad de que los fragmentos Fab del mAb 452 se estuvieran uniendo
a proteinas de la membrana diferentes a CD13, generamos una sub-linea de células THP-
1 estable, con una expresion muy reducida de CD13, empleando RNA de interferencia
(RNA1). Se emplearon 5 secuencias anti-sentido para diferentes regiones del mRNA de
CDI13 (siL1-siL5) y una secuencia anti-sentido para GFP, clonados en el vector de
expresion lentiviral (Fig. M1, Seccion Materiales y Métodos). Infectamos células THP-1
con las particulas lentivirales que contenian cada una de las 5 distintas secuencias de
shRNAs anti-CD13 (L1-L5) o un shRNA anti-GFP (C+). Las células transducidas con las
particulas lentivirales L2 mostraron una mayor reduccion de la expresion de CDI13,
comparadas con las células infectadas con el resto de los lentivirus o con la linea parental
(Fig. 6A). Las secuencias contenidas en las particulas lentivirales L1 y L5 no tuvieron

ningun efecto sobre la expresion de CD13 (Fig. 6C); mientras que las secuencias
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contenidas en las particulas lentivirales L3 y L4 redujeron la expresion de CD13 en las
células pero a un nivel menor que la secuencia L2 (Fig. 6B). Por lo tanto, escogimos a las

células transducidas con las particulas lentivirales L2 para los experimentos posteriores

(referidas como L2 en adelante).
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Figura 6. Expresion de CD13 en las células transducidas con los distintos lentivirus. Las células transducidas con
las particulas lentivirales que contenian cada una de las 5 secuencias de shRNA anti-CD13 (L1 a L5) o un shRNA anti-
GFP (C+) se incubaron con 2 pg de fragmentos Fab del mAb452 (anti-CD13) por 30 min a 4°C, las células se lavaron e
incubaron con un anticuerpo secundario conjugado a FITC y analizadas por citometria de flujo. Se muestra un
histograma representativo de estos experimentos.

Las células L2, mostraron una reduccion de alrededor del 80% en la expresion de
CD13 en la membrana comparada con la linea parental (THP-1), medido por citometria
de flujo (Fig. 7A). En contraste, las células transducidas con las particulas lentivirales
control (shRNA anti-GFP, designadas como C+) no mostraron cambios en la expresion
de CD13 comparadas con la linea parental (Fig. 7A). También analizamos la expresion
de FcyRI en estas células y encontramos un pequefio incremento en la expresion de FcyRI
en las células L2 comparadas con las células C+ o con la linea parental (Fig. 7A), lo cual
puede ser resultado de la integracion aleatoria de la secuencia de interferencia, o por
interacciones de CD13 y FcyRI no descritas en la literatura, aunque creemos que éste no
es el caso dado que también obtuvimos clonas estables con menor expresion de CD13 y
menor expresion de FcyRI (Fig. 8B). No observamos otro cambio fenotipico o
morfologico entre las células CD13 deficientes (L2), las células control (C+) y la linea
parental.

Cuando las células de la linea parental THP-1, las células control (C+) o las
células CD13-deficientes (L2) fueron tratadas con Fab452 e incubadas con los EBS-Fabs,
no se encontrd internalizacion significativa de EBS-Fabs en las células L2, en contraste

con la internalizacion observada en las células C+ o la linea parental (Fig. 7B-C, n=7).
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De manera notable, la fagocitosis de los EBS-Fabs a través del FcyRI no se afecto en las
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Figura 7. Fagocitosis selectiva en células CD13-deficientes. Células THP-1, L2 y C+ se incubaron con 2 pg de
fragmentos Fab del mAb452 (anti-CD13), con 8 ng de de fragmentos Fab del mAb32.2 (anti-FcyRI) o sin anticuerpo
(No Fab) por 30 min a 4°C. Posteriormente la células fueron lavadas e incubadas con los EBS-Fabs por 105 min a 37°C
6 4°C. Los EBS-Fabs no internalizados se lisaron por choque hipotdnico y las muestras fueron analizadas por
citometria de flujo. (A) La expresion de CD13 y FcyRI se determiné por citometria de flujo en células THP-1, L2 o C+,
se presenta un histograma representativo. (B) Grafica de puntos representativa de un experimento. (C) Promedio de
células CFSE positivas de 7 experimentos independientes ***p<0.0005

células CD13-deficientes (L2), demostrando que estas células son fagocitos competentes.
El aumento en la fagocitosis a través del FcyRI en las células L2 comparado con las
células control no es estadisticamente significativo, y podria ser explicado por el hecho
de que la expresion del FcyRI es mas alta en las células L2 (Fig. 7A). Estos resultados
concuerdan con un trabajo reciente en ratones deficientes de CD13 (CD13 null), en donde
se muestra que la fagocitosis a través de los FcyRs no se afecta en ausencia de CD13
[144]. Sin embargo, es importante subrayar que aunque la ausencia de CDI13 no
disminuye la fagocitosis a través del FcyRI, la agregacion simultanea de CD13 con el

FcyR1, si regula positivamente la fagocitosis, como se reportd previamente [84].
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Figura 8. Expresion de CD13 y FcyRI en clonas L2. Células THP-1 y las clonas L2 se incubaron con 2 g de
fragmentos Fab del mAb452 (anti-CD13) o con 8 ng de fragmentos Fab del mAb32.2 (anti-Fcl IRI) por 30 min a 4°C,
las células se lavaron e incubaron con anticuerpo secundario conjugado a FITC y se analizaron por citometria. Se
muestra el promedio de la intensidad media de fluorescencia (IMF) de 4 experimentos independientes normalizados
con respecto a las células parentales THP-1. (A) Expresion de CD13. (B) Expresion del FcyRI.

El experimento mostrado en la figura 7 confirma que la fagocitosis de EBS-Fabs a
través de CD13 observada en las figuras 4 y 5 es realmente mediada por CD13, ya que
aunque las células L2 expresan FcyRI y FcyRIL, entre otros receptores fagociticos, estas
células no internalizan EBS-Fabs cuando se emplea el Fab-anti-CD13. Estos resultados
sustentan que la particula fagocitable se une exclusivamente a CD13, y que esta unioén

induce la internalizacion de la particula a través de CD13.

4.5 La fagocitosis mediada por CD13 depende del citoesqueleto de actina

La internalizacién de particulas a través de todos los receptores fagociticos bona
fide requiere de una reorganizacion dindmica del citoesqueleto de actina [1,4,40,145], de
tal manera que la dependencia en el rearreglo del citoesqueleto de actina es un pardmetro
empleado para definir a los receptores fagociticos. Para determinar si la internalizacion
de particulas mediada por CD13 es dependiente del rearreglo del citoesqueleto de actina,
evaluamos la fagocitosis mediada por CD13 en células THP-1 tratadas con 200nM de
citocalasina D, un inhibidor de la polimerizacion de actina, o con DMSO como control de
vehiculo. En la figura 9A, se muestra un dot-plot representativo de estos experimentos. El
tratamiento de las células con citocalasina D resultd en una inhibicion estadisticamente

significativa de la internalizacién de particulas a través de CD13 (Fig. 9B, media 6.9%,
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n=9), comparado con el tratamiento con el vehiculo (Fig. 9B, media DMSO 33.0%, n=9).
Como se esperaba, la fagocitosis mediada por el FcyRI también se inhibid por el
tratamiento con citocalasina D (Fig. 9B, media DMSO 40.3% vs media citocalasina D
4%, n=9), lo cual es indicativo de que la inhibicion del rearreglo del citoesqueleto
alcanzada con la citocalasina D en nuestros experimentos es suficiente para afectar la
fagocitosis mediada por un receptor clasico. Estos datos demuestran que Ila
internalizacion de particulas mediada por CD13 depende de la reorganizacion del
citoesqueleto de actina, sugiriendo que la internalizacioén de particulas grandes observado,

es un fenémeno de fagocitosis.
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Figura 9. La fagocitosis mediada por CD13 es dependiente del rearreglo del citoesqueleto de actina. Células THP-
1 se pre-incubaron con 200 nM de citocalasina D por 2h a 37°C. Posteriormente las células se incubaron con 2 ug de
fragmentos Fab del mAb452 (anti-CD13), con 8 ng de de fragmentos Fab del mAb32.2 (anti-FcyRI) o sin anticuerpo
(No Fab) por 30 min a 4°C. Las células se lavaron e incubaron con los EBS-Fabs por 105 min a 37°C 6 4°C, siempre
en presencia de citocalasina D. Los EBS-Fabs no internalizados se lisaron por choque hipoténico y las muestras fueron
analizadas por citometria de flujo para determinar el porcentaje de células CFSE positivas. (A) Grafica de puntos
representativa de un experimento. (B) Promedio de células CFSE positivas de 9 experimentos independientes.
**%p<0.0001.

4.6 La activacion de Syk esta involucrada en la fagocitosis mediada por CD13

Los cambios en el citoesqueleto de actina durante la fagocitosis estan regulados
por vias de sefializacion rio abajo de los receptores fagociticos ligados. Las vias de
sefializacion mejor descritas durante la fagocitosis son aquellas iniciadas por la ligacion
de los receptores opsonicos FcyRs y CR3. La cinasa de tirosina Syk se activa por
fosforilacion como consecuencia del entrecruzamiento de los FcyRs o CR3, por
anticuerpos o por particulas que contienen a sus ligandos [1]. Como se mencion6 en la

introduccién, no existe polémica acerca de que la activacion de Syk es requerida para la
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fagocitosis mediada por los FcyRs, sin embargo, el papel de Syk en la fagocitosis
mediada por CR3 ha sido controversial, ya que la fagocitosis a través de CR3 es normal
en macrofagos deficientes de Syk [54], pero es severamente disminuida como resultado
de la transferencia de siRNA anti-Syk o por una forma dominante negativa de Syk en las
células HL-60 [56]. En el caso de Dectina-1, el receptor no opsonico de -glucanos, se ha
mostrado que Syk es fosforilado durante la fagocitosis a través de este receptor en
macrofagos [55], sin embargo la fagocitosis a través de Dectina-1 no es dependiente de la
activacion de Syk en macréfagos [28,55] pero si es dependiente de la activacion de Syk
en fibroblastos [28], lo que indica que la fagocitosis mediada por Dectina-1 podria
involucrar a otras cinasas tempranas ademas de Syk. Estos datos sugieren que la
activacion de Syk no es indispensable para la fagocitosis a través de todos los tipos de
receptores fagociticos, incluso aunque estos receptores sean capaces de inducir su
activacion como consecuencia de la unién de su ligando. Para investigar si la fagocitosis
a través de CD13 es dependiente de la activacion de Syk, empleamos el inhibidor
farmacologico de Syk, piceatannol. Pre-incubamos células THP-1 o hMDMs con
piceatannol 50uM o con DMSO como control de vehiculo, y medimos la fagocitosis de
EBS-Fabs. El tratamiento de las células con piceatannol inhibi6 completamente la
fagocitosis mediada por CD13 tanto en hMDMs (Fig. 10A, media DMSO 24.7% vs
media piceatannol 6.0%, n=5) como en células THP-1 (Fig. 10B, media DMSO 25.3% vs
media piceatannol 6.3%, n=8). El tratamiento de las c€lulas con Fab452 y piceatannol
resultd en porcentajes de células CFSE-positivas similares a la fagocitosis basal (No Fab,
linea punteada) tanto en hMDMs (Fig. 10A) como en THP-1 (Fig. 10B). La fagocitosis
mediada por el FcyRI, como se esperaba, también se abolié con el tratamiento de las
células con piceatannol tanto en hMDMs (Fig. 10A, media DMSO 31% vs media
piceatannol 5.5%, n=5) como en THP-1 (Fig. 10B, media DMSO 26.7% vs media
piceatannol 6.8%, n=8). Para profundizar en la caracterizacién del papel de Syk en la
fagocitosis mediada por CD13, empleamos otro inhibidor de Syk, BAY 61-3606. Este
segundo inhibidor farmacolégico de Syk es mas especifico, se ha reportado que tiene 600
veces mas selectividad por Syk respecto a otras cinasas; en contraste, aunque el

piceatannol ha sido empleado extensivamente en la literatura como inhibidor de Syk,
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presenta s6lo alrededor de 10 veces mas selectividad por Syk que por otras cinasas
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Figura 10. Syk esta involucrada en la fagocitosis mediada por CD13. hMDMs o células THP-1 se pre-incubaron
con 50 uM de piceatannol o 1 0 10 uM de BAY 61-3606 por 2h a 37°C. Posteriormente las células se incubaron con 2
ug de fragmentos Fab del mAb452 (anti-CD13), con 8 pg de de fragmentos Fab del mAb32.2 (anti-FcyRI) o sin
anticuerpo (No Fab) por 30 min a 4°C. Las células se lavaron e incubaron con los EBS-Fabs por 45 min (hMDMs) o
105 min (THP-1) a 37°C 6 4°C, siempre en presencia piceatannol o BAY 61-3606. Los EBS-Fabs no internalizados se
lisaron por choque hipotdnico y las muestras fueron analizadas por citometria de flujo para determinar el porcentaje de
células CFSE positivas. (A) Promedio de hMDMs CFSE positivos de 5 experimentos independientes en presencia de
piceatannol. **p<0.005 (B) Promedio de células THP-1 CFSE positivas de 8 experimentos independientes en
presencia de picetannol ***p<0.005. (C) Promedio de hMDMs CFSE positivos de 7 experimentos independientes en
presencia de BAY1 ***p<0.0005.

involucradas en fagocitosis, incluyendo a PI3K y Src. Pre-incubamos hMDMs en medio
con 1 010 uM de BAY o con DMSO como control de vehiculo y medimos la fagocitosis
de los EBS-Fabs. Como se muestra en la figura 10C, la fagocitosis a través de CD13 se
redujo en un 35% en las células tratadas con BAY (media DMSO 30.2% vs BAY 10 uM
19.9% vs BAY 1 uM 19.4%, n=7). La inhibicion parcial de la fagocitosis a través de
CD13 no es consecuencia de una inhibicidon incompleta de Syk, ya que la fagocitosis a
través del FcyRI —la cual es absolutamente dependiente de la activacion de Syk- se

inhibié completamente a las dos concentraciones de BAY empleadas (Fig. 10C, media
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DMSO 35.6% vs BAY 10 uM 2.2% vs BAY 1 uM 3.3%, n=7). En células THP-1
también obtuvimos una tendencia similar, con una inhibicion de alrededor del 50% de la
fagocitosis, sin embargo no alcanzamos el tamafio de muestra suficiente para hacer un
andlisis estadistico (datos no mostrados). Estos datos sugieren que la activacion de Syk
contribuye a, pero no es esencial para, la fagocitosis mediada por CD13. Estos resultados
también sugieren que la fagocitosis mediada por CD13 probablemente involucre al
menos dos diferentes vias de sefalizacion temprana, una que es Syk-dependiente y otra
que es Syk-independiente.

Dado que los datos anteriores sugieren que la fagocitosis a través de CD13 tiene
un componente Syk-dependiente, determinamos si el entrecruzamiento de CD13 induce
la fosforilacion de Syk. Para estos experimentos, los hMDMs fueron estimulados por
agregacion de CD13 o de FcyRI por 45s a 37°C, y se analiz6 la fosforilacion de Syk
(pY348) por citometria de flujo. Se muestra un histograma (Fig. 11A) y una grafica de
contornos (Fig. 11B) representativos de estos experimentos. La fosforilacion de Syk
como consecuencia del entrecruzamiento de CD13 es estadisticamente distinta de las
células no estimuladas (s6lo Fabs secundarios) y también de las células estimuladas por
el entrecruzamiento del FcyRI a los 45s (Fig. 11C, n=5). Inesperadamente, observamos
que a los 45s, la agregacion de CD13 induce la fosforilacion de Syk, mientras que la
agregacion del FcyRI no lo hace, sugiriendo que la fosforilacion de Syk inducida por el
entrecruzamiento de CD13 sigue una cinética diferente que la fosforilacion de Syk
inducida por el entrecruzamiento de FcyRI. De hecho, en experimentos preliminares para
determinar el tiempo Optimo para medir la activacion de Syk después del
entrecruzamiento de CD13, encontramos que la agregacion de CDI13 induce una
fosforilacion rapida, que alcanza el maximo alrededor de los 40s y comienza a disminuir
rapidamente (Fig. 11D). En contraste, la fosforilacion de Syk inducida por la agregacion
del FcyRI comienza a ser detectada hasta los 60s después de la agregacion del receptor
(Fig. 11D), y esta fosforilacion se mantiene presumiblemente por varios minutos
[84,146]. Como un control adicional se entrecruz6 a los FcyRI y FcyRII con anticuerpos
completos (32.2 y IV.3, respectivamente) y se encontrd que la cinética de la fosforilacion

de Syk luego de la agregacion del FcyRI empleando fragmentos Fab anti-FcyRI (Fab32.2)
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es idéntica a la cinética de la fosforilacion de Syk empleando el anticuerpo anti-FcyRI
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Figura 11. El entrecruzamiento de CD13 induce la fosforilacion de Syk. hMDMs se incubaron con 4ug de
fragmentos Fab del mAb452, 10ug de fragmentos Fab del mAb32.2, 10ug del anticuerpo 32.2, 10ug del anticuerpo
IV.3 o sin anticuerpo primario (control) por 30 min a 4°C, las células se lavaron y se incubaron con 0.8 pg de
fragmentos F(ab)'2 de IgG de cabra anti-raton por 10 min a 4°C, seguido de una incubacién a 37°C (entrecruzamiento)
por 45s (A-C) o por el tiempo indicado (D). Las células se fijaron, permeabilizaron y se incubaron con un anticuerpo
anti-pSyk conjugado con PE, y se analizaron por citometria de flujo. (A) Histograma representativo de un experimento.
(B) Grafica de contornos representativo de un experimento. (C) Promedio de la intensidad media de fluorescencia de 5
experimentos independientes relativos al control. **p<0.005, *p<0.05 (D) Cinética de fosforilacion de Syk con los
diferentes anticuerpos.

completo (32.2) para entrecruzar. Ademads, nuestros resultados sugieren que la
fosforilacion de Syk como resultado del entrecruzamiento del FcyRII sigue una cinética
diferente a la inducida por el entrecruzamiento del FcyRI y que es mdas parecida a la
cinética de fosforilacion de Syk inducida por el entrecruzamiento de CD13 (Fig. 11D).
En conjunto, estos resultados indican que la agregacion de CD13 induce la fosforilacion

de Syk, y que la fagocitosis mediada por CD13 en macrofagos —y probablemente en

THP-1 también- es parcialmente dependiente de la activacion de Syk.
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4.7 PI3K es requerida durante la fagocitosis mediada por CD13

Se ha reportado que la activacion de las MAPKs y el aumento de Ca”" intracelular
inducidos por la agregacion de CD13 son suprimidos con inhibidores de PI3K [113], lo
que sugiere que la agregacion de CDI13 induce la activacion de PI3K. Durante la
fagocitosis mediada por los FcyRs, la activacion de PI3K yace rio abajo de la activacion
de Syk, y su activacion es esencial para la fagocitosis. Dado que observamos que la
fagocitosis mediada por CDI13 es parcialmente dependiente de Syk, y que el
entrecruzamiento de CD13 induce la activacion de Syk, investigamos si PI3K esta
involucrado en la fagocitosis mediada por CD13. Para estos experimentos, pre-incubamos
células THP-1 o hMDMs con el inhibidor farmacologico de PI3K LY294002 (LY) y
medimos fagocitosis. El tratamiento de las células con LY resultdé en una fuerte
inhibicion de la fagocitosis mediada por CD13 tanto en macréfagos humanos derivados
de monocitos (Fig. 12A, media DMSO 27.4% vs LY 7.1%, n=5) como en células THP-1
(Fig. 12B, media DMSO 253% vs LY 5.6%, n=9). Como se ha reportado
extensivamente, la fagocitosis a través del FcyRI se inhibid completamente con el
tratamiento de LY294002, tanto en hMDMs (Fig. 12A, media DMSO 31.6% vs LY
6.6%) como en THP-1 (Fig. 12B, media DMSO 29.3% vs LY 2.7%, n=9) como. Estos
datos sugieren que la activacion de PI3K esta involucrada en la fagocitosis mediada por

CD13 en células THP-1 y en macréfagos.
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Figura 12. La activacién de PI3K es requerida para la fagocitosis mediada por CD13. hMDMs o células THP-1 se
pre-incubaron con 50 uM de LY294002 por 2h a 37°C. Posteriormente las células se incubaron con 2 pg de fragmentos
Fab del mAb452 (anti-CD13), con 8 ng de de fragmentos Fab del mAb32.2 (anti-FcyRI) o sin anticuerpo (No Fab) por
30 min a 4°C. Las células se lavaron ¢ incubaron con los EBS-Fabs por 45 min (hMDMs) o 105 min (THP-1) a 37°C 6
4°C, siempre en presencia de LY. Los EBS-Fabs no internalizados se lisaron por choque hipoténico y las muestras
fueron analizadas por citometria de flujo para determinar el porcentaje de células CFSE positivas. (A) Promedio de
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hMDMs CFSE positivos de 5 experimentos independientes de fagocitosis en presencia de piceatannol. (B) Promedio
de células THP-1 CFSE positivas de 8 experimentos independientes de fagocitosis en presencia de picetannol
***p<0.0005, **p<0.005

4.8 Diferentes anticuerpos monoclonales anti-CD13 pueden mediar fagocitosis

Existen diferentes anticuerpos monoclonales anti-CD13 bien caracterizados que
poseen diferentes efectos sobre la actividad enzimatica de CD13 y se unen a diferentes
epitopos de la molécula. Dentro del panel de diferentes anticuerpos anti-CD13, el mAb
WM-15 se une al sitio activo de CD13 y es el mejor anticuerpo inhibidor de la actividad
enzimatica reportado [105,147]. En contraste, el mAb 452 presenta un menor efecto,
aunque significativo, sobre la actividad enzimatica, y se ha demostrado que se une a un
epitopo diferente al reconocido por el mAb WM-15 [105]. Un tercer monoclonal anti-
CD13, mAb C fue desarrollado en nuestro laboratorio. Se caracterizd que el mAb C se
une a un epitopo distinto a los epitopos reconocidos por los mAbs 452 y WM-15, pero en
un sitio cercano al epitopo reconocido por el WM-15 (Fig. 13). El efecto del mAb C en la

actividad enzimatica de CD13 no se habia determinado previamente.
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Figura 13. Los mAbs 452, C y WM-15 se unen a diferentes epitopos de CD13. Células U-937 se pre-incubaron con
los mAbs 452, WM-15, C, IgG1 o sin anticuerpo (-) por 30 min a 4°C. Las células se lavaron y se incubaron con un
segundo anticuerpo anti-CD13 acoplado a FITC por 30 min a 4°C, para reveler si la unién del segundo anticuerpo se
bloquea por la unién del primer anticuerpo. Las células se lavaron, fijaron y analizaron por citometria de flujo. (A) La
union del mAb 452-FITC no se bloquea con la pre-incubacion con los mAbs C o WM-15. (B) La unién del mAb C-
FITC no se bloquea con la pre-incubacion con los mAbs 452 0 WM-15. (C) Se muestra la union del mAb WM-15 a las
células U-937.

Empleamos estos tres diferentes anticuerpos anti-CD13 y medimos su capacidad

para mediar fagocitosis en hMDMs. Encontramos que los tres anticuerpos anti-CD13 son
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capaces de inducir fagocitosis en un grado similar (Fig. 14A, media Fab452 32.0%,
media Fab C 29.8%, media WM-15 26.04%, n=7). Aunque la fagocitosis mediada por
CD13 en las células tratadas con WM-15 es menor, esta diferencia no es estadisticamente
significativa comparada con la fagocitosis en las células tratadas con Fab452 o Fab C.
Cabe mencionar que los tres anticuerpos anti-CD13 mostraron niveles similares de union
a las células en estos experimentos (Fig. 14B). Estos resultados sugieren que el epitopo
reconocido por el anticuerpo anti-CD13 empleado para agregar CD13 en la membrana,
no es importante para que la fagocitosis mediada por CD13 ocurra. El mismo fenémeno
se ha descrito para la adhesion mediada por CD13, donde el entrecruzamiento de CD13
por distintos anticuerpos anti-CD13 (mAbs 452, WM-15, Y2-K o0 WM-4.7) resultan en
adhesion mediada por CD13, sin embargo, ninguno de estos anticuerpos es capaz de
inducir adhesion cuando se emplean solo fragmentos Fabs sin anticuerpo secundario
[105]. Estos datos sugieren que el entrecruzamiento de CD13, y no el epitopo reconocido
por el anticuerpo particular empleado para agregar CD13, es el factor determinante
durante la adhesion y fagocitosis mediada por CD13.

También determinamos el efecto de estos tres diferentes anticuerpos anti-CD13
sobre la actividad enzimatica en hMDMs, a las concentraciones empleadas en los ensayos
de fagocitosis. Como control para las determinaciones de actividad enzimadtica,
empleamos bestatina, un inhibidor quimico de aminopeptidasas bien caracterizado. Como
se muestra en la figura 14C, el tratamiento de los hMDMs con bestatina inhibi6 la
actividad enzimatica de CD13 de manera dosis dependiente. De acuerdo con reportes
previos, el tratamiento de las células con Fab452 resultd en una pequena (20%), pero
estadisticamente significativa inhibicion de la actividad enzimatica (media Fab452
79.3%, n=6), y el tratamiento de los hMDMs con WM-15 redujo la actividad enzimatica
de CD13 en un 40% (media WM-15 59.9%, n=6) [104,148]. El tratamiento de los MDMs
con Fab C, inhibi6 significativamente la actividad enzimatica de CD13 (30% inhibicion)
(media Fab C 67.1%, n=6). Como se esperaba, el tratamiento de los MDMs con Fab32.2
o con IgG1 no tuvo efecto sobre la actividad enzimatica con respecto a las células control
(media Fab32.2 94.6%, media IgG1 97.0%, n=6). Este experimento muestra que los

distintos anticuerpos anti-CD13 inhiben la actividad enzimatica a diferente grado, y que
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como se ha sugerido previamente estas diferencias podrian estar relacionadas a su unién a

diferentes epitopos.

A B
50+ M7
w i
g ns /\ Sec
5 40- /\ 7912 £ abas?
v o ' 9563
W' 30- / \ Fab C
10898
t‘g 20 / \ WM-15
© " - .
2 3139
3 10- Yy € Fab32.2
O A . -
450
2 p IgG1
0 "‘ﬁ LIRS %A% | L7 PR SAR s | LR LSS
= % 8 1'.9' 2 6 1ﬂ2 1D3 10 105
- 2 D
& = 3 FITC
(anti-CD13)
C
f=
S T -
‘:T-: o | I
o ek
'ae i
i | |
o
©
£ 1 0 H O
N
=
@
hs 4 H K
(]
il
=
-'a | | | | L] | ] | | | | |
2 - 3§92 d5 4 40 400
22 2g°® Bestatina pg/ml
© esliatina m
o = & ug
(anti-CD13)

Figura 14. Diferentes anticuerpos anti-CD13 pueden mediar fagocitosis. hMDMs se incubaron con 2 pg de
fragmentos Fab del mAb452, 2 ng de fragmentos Fab del mAbC, 2 nug de fragmentos Fab del mAbC WM-15, 8 ug de
fragmentos Fab del mA32.2 (anti-Fcl IRI), 8 ug de IgG1 o sin anticuerpo (No Fab) por 30 min a 4°C, se lavaron y se
incubaron con los EBS-Fabs por 105 min a 37°C 6 4°C. Los EBS-Fabs no internalizados se lisaron por choque
hipotonico y las muestras fueron analizadas por citometria de flujo para determinar el porcentaje de células CFSE
positivas. (A) Promedio de células CFSE positivas de 7 experimentos independientes de fagocitosis en presencia de
piceatannol. (B) Histograma representativo de la union de los diferentes anticuerpos a hMDMs. Para los ensayos de
determinacion enzimatica los hMDMs se incubaron con 2 pg de fragmentos Fab del mAb452, 2 ng de fragmentos Fab
del mAbC, 2 pg de fragmentos Fab del mAbC WM-15, 8 ng de fragmentos Fab del mA32.2 (anti-FcyRI), 8 ng de
IgG1, sin anticuerpo (No Fab) o con Bestatina a 4, 40 0 400 pg/ml por 30 min 30 min a 4°C. Las células se lavaron y se
incubaron por 105 min 37°C, el sustrato se afiadid durante los ultimos 45 min de incubacion a 37°C, la absorbancia a
405 nm se determind inmediatamente. (C) Promedio de la absorbancia de 6 experimentos independientes con respecto
al control ***p<0.0005, **p<0.005.
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4.9 La fagocitosis mediada por CD13 es independiente de su actividad

enzimatica

Algunas de las funciones atribuidas a CD13 dependen de su actividad de
aminopeptidasa. Sin embargo, como se ha mencionado, otras funciones son
independientes de su actividad enzimatica. Dado que los tres diferentes anticuerpos anti-
CD13 muestran diferentes efectos en la actividad enzimatica (Fig. 14C), pero no
encontramos diferencias en la fagocitosis inducida por los tres diferentes anticuerpos
(Fig. 14A), nuestros datos sugieren que la fagocitosis mediada por CDI3 es
independiente de su actividad enzimatica.

Para establecer si la actividad enzimatica de CD13 es requerida durante la fagocitosis
mediada por CD13, bloqueamos la actividad enzimatica de CDI3 con bestatina y
medimos fagocitosis en células THP-1 tratadas con Fab452. El tratamiento con bestatina
inhibi6é la actividad enzimatica de CD13 en un 40% (Fig. 15A). En contraste, la
fagocitosis a través de CD13 en las células tratadas con bestatina no se alterd, comparada
con las células no tratadas (Fig. 15B, media DMSO 27.0% vs media bestatina 27.4%,
n=4). Estos indican que la fagocitosis mediada por CD13 es independiente de su

actividad enzimatica.
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Figura 15. La fagocitosis mediada por CD13 es independiente de su actividad enzimatica. (A) Células THP-1 se
incubaron con 4pg/ml de bestatina o DMSO por 40 min min a 37°C. Posteriormente las células se incubaron por 30
min 4°C. Después de lavarlas, las células se incubaron por 105 min a 37°C, siempre en presencia de bestatina, el
sustrato se afiadié en los ultimos 45 minutos de esta incubacion y la densidad a 450 nm se determiné inmediatamente.
Se muestra el promedio de la absorbancia de 4 experimentos independientes relativo al control **p 0.008. (B) Células
THP-1 se incubaron con 4pg/ml de bestatina 0 DMSO por 40 min min a 37°C. Luego las células fueron incubadas con
2 ng de fragmentos Fab del mAb452 (anti-CD13), 8 pg de fragmentos Fab del mA32.2 (anti-FcyRI) o sin anticuerpo
(No Fab) por 30 min a 4°C, se lavaron y se incubaron con los EBS-Fabs por 105 min a 37°C 6 4°C. Los EBS-Fabs no
internalizados se lisaron por choque hipotonico y las muestras fueron analizadas por citometria de flujo para determinar
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el porcentaje de células CFSE positiva. Promedio de células CFSE positivas de 4 experimentos independientes de
fagocitosis en presencia de bestatina.

4.10 La expresion de CD13 en células epiteliales es suficiente para inducir

fagocitosis mediada por CD13

La estrategia mas poderosa empleada en la literatura para demostrar la capacidad
de un receptor de membrana para mediar fagocitosis, consiste en expresar la proteina de
interés en un contexto celular diferente, usualmente en una célula no fagocitica, y mostrar
que esto confiere capacidad fagocitica a la célula. Para confirmar el papel de CD13 como
un receptor fagocitico primario, expresamos CD13 en la linea celular epitelial HEK293.
Estas células no expresan la mayoria de los receptores fagociticos conocidos ni CD13.
Utilizando otra vez un sistema lentiviral de transformacion, se infectaron células HEK293
con un vector para la expresion de hCD13 (CDI13 humano) y RFP bajo promotores
distintos. Como control, eliminamos la secuencia de hCD13 del vector, dejando
solamente la construccion de expresion de RFP. Después de la seleccion y clonacion,
obtuvimos clonas con expresion alta (clona A6) y media (clona A4) de hCD13 (Fig.
16A). Como se muestra en la figura 16A, las células infectadas con el virus que contenia
solamente la secuencia de expresion de RFP (clona M6) no expresan CD13. Dado que las
células HEK293 crecen como monocapa adheridas a la superficie, y notamos que los
lavados repetidos necesarios para los ensayos de fagocitosis rompian las monocapas y
afectaban la viabilidad celular y la cantidad de células, modificamos la construccion de
las particulas fagocitables para que éstas llevaran el Fab especifico Fab anti-CD13
(EFab452) o el Fab anti-FcyRI (EFab32.2) (Fig. 17A). Empleando esta construccion
modificada de la particula fagocitable, la monocapa no requiere lavados previos a la
incubacion con la particulas fagocitables (Fig. 17B).

Primero verificamos que las particulas modificadas indujeran fagocitosis en
células THP-1 por citometria de flujo (Fig. 16B) y microscopia confocal (no mostrado).
Como se muestra en la figura 16B, las células THP-1 internalizan de manera muy
eficiente las particulas fagocitables a través de CD13 (EFab452) y a través de FcyRI
(EFab32.2), pero no internalizan las particulas que no estadn cubiertas con los fragmentos

Fab de IgG murinas anti-humano (Ec).
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Figura 16. La expresiéon de hCD13 en células epiteliales es suficiente para inducir fagocitosis. (A) Células
HEK293 transducidas con las particulas lentivirales que contenian los plasmidos de expresion de CD13 pLenti-
suCMV(ANPEP)-Rsv(RFP-Bsd) (clonas A4 y A6) y el plasmido control de la transfeccion pLenti-suCMV (empty)-
Rsv(RFP-Bsd) (clona M6) se incubaron con 2 pg de fragmentos Fab del mAb452 (anti-CD13), con 8 pg de fragmentos
Fab del mADb32.2 (anti-FcyRI) o sin anticuerpo (No Fab) por 30 min a 4°C, las células se lavaron e incubaron con un
anticuerpo secundario conjugado a FITC. Se muestra un histograma representativo de la expresion de hCD13 en estas
clonas. (B) Células THP-1 o (C) las clonas HEK293 A4, A6 y M6, se incubaron con EFab452, EFab32.2 o Ec por 120
min a 37°C. Los eritrocitos no internalizados se lisaron por choque hipotonico y las muestras fueron analizadas por
citometria de flujo. (C) Se muestra el promedio de células postivas para CFSE de 5 experimentos independientes
**p<0.005, *p<0.05 (D) Imagen representativa de la fagocitosis en las clonas HEK293 A6 y M6 (rojas por la expresion
de RFP) incubadas con los EFab452 y EFab32.2 (verde).

Las clonas con expresion alta (HEK293 A6) y media (HEK293 A4) de CD13 son
capaces de internalizar particulas opsonizadas con Fab452 (EFab452) pero no particulas
opsonizadas con Fab32.2 (EFab32.2) (Fig. 16C, n=5). Las clonas que no expresan CD13
(HEK293 M6) no internalizan ninguna particula fagocitable. Es interesante hacer notar
que el grado de internalizacion de la particula correlaciona con el nivel de expresion de
hCDI13, ya que las HEK293 CD13™#" (A6) son mas competentes para internalizar
eritrocitos (Fig. 16C, media 28%, n=5) que las HEK293 CD13™ (A4) (Fig. 16C, media
15%, n=5). Los resultados de citometria fueron confirmados por microscopia confocal

(Fig. 16D), se observo internalizacion de eritrocitos en las células A6 solamente cuando
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los eritrocitos se opsonizaron con Fabs-anti-CD13 (Fig. 16D, EFab452, panel inferior
izquierdo), pero no se observo internalizacion cuando los eritrocitos se opsonizaron con
Fab-anti-FcyRI (Fig. 16D, EFab32.2, panel inferior derecho). Los paneles superiores de
la figura 16D muestran las mismas condiciones para la clona M6.

Este experimento nos permitid descartar la contribucion de los FcyRs y de otros
receptores fagociticos importantes, en la fagocitosis mediada por CDI13, ya que las
células HEK293 no expresan FcyRs, CR3, ni la mayoria de los receptores scavenger.
Estos resultados respaldan el papel de CD13 como un receptor capaz de inducir
internalizacién independientemente de otros receptores fagociticos. En conjunto, estos
resultados proveen evidencia robusta de que la agregacion de CD13 por interaccion con
particulas media fagocitosis, y que la fagocitosis de CDI13 es independiente de otros

receptores fagociticos.

A) Construccion de las particlas fagocitables modificadas

F(ab), _J,y{_ Fab 452 \_lu C
CFSE Biotina Estreptavidina biotinilado (anti-CD13)
Eritrocito Eritrocito Eritrocito Eritrocito EBS-Fab (Ec) E-Fab452
CFSE CFSE CFSE
Biotina Biotina

Estreptavidina

B) Ensayo de Fagocitosis Selectiva Modificada
CcD13

FeyRI

I Fabanti-CD13

* EBS-Fab

E-Fab452

Célula sin
tratamiento

Figura 17. Representacion esquematica de los ensayos de fagocitosis selectiva modificada. (A) Construccion de
EBS-Fab especifico: los eritrocitos de carnero fueron marcados con CFSE, posteriormente se cubrieron
progresivamente con biotina, estreptavidina, fragmentos F(ab)’, de IgG de cabra-anti-IgG de ratén biotinilados y
finalmente incubados con los fragmentos Fab del mAb murino 452 anti-CD13 (Fab452) o del mAb murino 32.2 (anti-
FcyRI) o se dejaron sin tratamiento (Ec). (B) Las células no recibieron ninglin tratamiento anterior a su incubacion con
las particulas fagocitables, se mezclaron con los EFab452, EFab32.2 o Ec. Los eritrocitos que no fueron internalizados
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se lisaron por choque hipoténico. Y se analiz6 el porcentaje de células CFSE positivas por citometria o microscopia
confocal.

4.11 La ligacion de hCD13 expresado en macrofagos murinos induce la

internalizacion de particulas y generacion de ROS

Los fagocitos producen especies reactivas de oxigeno (ROS) en conjunto con la
fagocitosis o como resultado de la estimulacién con varios agentes. La generacion de
ROS se ha implicado en una variedad de respuestas fisioldgicas y es un componente
critico del repertorio antimicrobiano de los macrofagos. Por tanto, se investigd si la
agregacion de CDI13 resulta en la produccion de ROS. Para estos experimentos,
generamos células murinas con expresion de CD13 humano. Transformamos la linea
murina tipo-macrofago J774 empleando el sistema descrito anteriormente para las células
HEK293. Dado que las células J774 expresan CD13 y FcyRs murinos, primero
verificamos que los Fabs utilizados en los ensayos de fagocitosis no se unieran a las
células murinas. Como se muestra en la figura 18A, ni el Fab452 ni el Fab32.2 reconocen
moléculas expresadas en las células murinas (células control M3). Después de la
infeccion lentiviral, obtuvimos una linea estable de alta expresion de hCD13 (R3), y una
linea control sin expresion de hCD13 (M3) (Fig. 18A). En estas células, medimos la
internalizacion de las particulas opsonizadas con Fab-anti-CD13 (EFab452), con Fab-
anti-FcyRI (EFab32.2) o sin Fab murino (Ec). Mientras que un alto porcentaje de c€lulas
de la clona R3 fagocitaron EFab452 (Fig. 18B, media 26.5%, n=7), estas células no
fagocitaron EFab32.2 ni Ec (Fig. 18B, n=7). La células de la clona M3 no fagocitaron
ninguna de las particulas fagocitables ensayadas (Fig. 18B, n=7). Los resultados de
citometria fueron confirmados por microscopia confocal (Fig. 18C), se observd
internalizacién de eritrocitos en las células R3 solamente cuando los eritrocitos se
opsonizaron con Fabs-anti-CD13 (Fig. 18C, EFab452, panel inferior izquierdo), pero no
se observd internalizacion cuando los eritrocitos se opsonizaron con Fab-anti-FcyRI (Fig.
18C, EFab32.2, panel inferior derecho). Los paneles superiores de la figura 18C muestran
las mismas condiciones para la clona M3. La clona R3 internaliza eritrocitos muy

eficientemente (Fig. 18B) comparada con la internalizacion por las HEK293 A6 (Fig.
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16C), lo cual puede ser explicado por el hecho de que las células J774 son fagocitos

profesionales, mientras que las células HEK293 no lo son.
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Figura 18. La ligaciéon de hCD13 en macréfagos murinos induce la internalizacion de particulas y produccion de
ROS. (A) Células J774 transducidas con las particulas lentivirales con los plasmidos de expresion de CD13 pLenti-
suCMV(ANPEP)-Rsv(RFP-Bsd) (clona R3) y el plasmido control de la transfeccion pLenti-suCMV (empty)-Rsv(RFP-
Bsd) (clona M3) se incubaron con 2 pg de fragmentos Fab del mAb452 (anti-CD13), con 8 pg de de fragmentos Fab
del mADb32.2 (anti-FcyRI) o sin anticuerpo (No Fab) por 30 min a 4°C, las células se lavaron e incubaron con un
anticuerpo secundario conjugado a FITC. Se muestra un histograma representativo de la expresion de hCD13 en estas
clonas. (B) Las clonas J774 R3 y M3, se incubaron con EFab452, EFab32.2 o Ec por 120 min a 37°C. Los eritrocitos
no internalizados se lisaron por choque hipotonico y las muestras se analizaron por citometria de flujo. Se muestra el
promedio de células postivas para CFSE de 7 experimentos independientes ***p<0.0001 (C) Imagen representativa de
la fagocitosis en las clonas J774 R3 y M3 (rojas por la expresion de RFP) incubadas con los EFab452 y EFab32.2
(verde). (D) Las clonas R3 y M3 se cargaron con CM-H,DCFDA por 20 min a 37°C. Las células fueron tratadas con
Fab452 para entrecruzar CD13 o con PMA como control. Se muestra el promedio de la intensidad media de
fluorescencia de 5 experimentos independientes relativos al control, ***=0.0009

Habiendo demostrado que en los macrofagos murinos J774, el CD13 humano
funciona como un receptor fagocitico, investigamos si la ligaciéon de CD13 es capaz de
inducir ROS. Empleando ligandos solubles para inducir la agregaciéon de hCD13 en las

células R3 (hCDI3 positivas), medimos la generacion de ROS empleando CM-
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H,DCFDA como indicador. Encontramos que el tratamiento con el Fab-anti-CD13 con
un F(ab)’; secundario induce ROS en las células R3 pero no en las células M3 (Fig. 18D,
n=5), aunque tanto las células R3 como M3 producen ROS tras el tratamiento con PMA,
lo cual indica que las células M3 son capaces de inducir ROS. Estos resultados sugieren
que la fagocitosis a través de CD13 lleva a la generacion de ROS, lo cual potencialmente

podria promover la degradacion del material internalizado a través de CD13.

4.12 Regulacion mediada por CD13 de la actividad de otros receptores

4.12.1. La fagocitosis mediada por los FcyRs es regulada positivamente por el

entrecruzamiento de CD13

En trabajo previo del laboratorio [84], se reportd que la interaccion simultanea del
FcyRI y CD13 con particulas fagocitables resulta en una fagocitosis mayor (220%) que la
fagocitosis resultante de la interaccion de las particulas con FcyRI solamente, y que el
entrecruzamiento simultaneo del FcyRI y CD13 resulta en una prolongacién y aumento
en el nivel de fosforilacion de Syk, comparado con la fosforilacion de Syk inducida por la
agregacion del FcyRI solamente. Estos resultados sugirieron que CD13 podria ser un
regulador de la sefal de la fagocitosis a través de los FcyRs. Sin embargo, habiendo
demostrado que CDI13 es un receptor fagocitico cabal, el aumento de la fagocitosis
observado anteriormente podria ser resultado simplemente de la adicion de la fagocitosis
mediada por los dos receptores (FcyRI y CD13). Cuando se entrecruza el FcyRI se
observa una fosforilacion de Syk que puede ser detectada a partir de los 3 minutos y que
comienza a disminuir a los 10 min, mientras que al entrecruzar CD13 se observa una
fosforilacion de Syk muy temprana que comienza a los 40s y que deja de ser detectada a
los 3 min. En contraste, al co-agregar CD13 y FcyRI, la fosforilacion de Syk se mantiene
por mas de 20 minutos [84]; estos datos sugieren la existencia una regulacién de la
actividad de Syk cuando los dos receptores se activan, ya que los datos no pueden ser
explicados como una sumatoria de la fosforilacion independiente de cada uno de los dos
receptores.

Para investigar si efectivamente CD13 puede modular la fagocitosis a través de

los FcyRs independientemente de su interaccion con la particula, construimos particulas
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fagocitables opsonizadas con IgG (eritrocitos opsonizados con IgG, E IgG), las cuales
interactuan solamente con los FcyRs y no con CD13 (Fig. 19A), y medimos la fagocitosis
en células en las que entrecruzamos CD13 empleando anticuerpos (Fig. 19B). De esta
manera, CD13 no interactia con la particula fagocitable pero si se entrecruza

concomitantemente al entrecruzamiento de los FcyRs (Fig. 19B).

A) Construccion de eritrocitos opsonizados con IgG
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Figura 19. Representacion esquematica de los ensayos de fagocitosis a través de los FcgRs con entrecruzamiento
simultianeo de CD13 por anticuerpos. (A) Construcciéon de E-IgG: los eritrocitos de carnero fueron marcados con
CFSE, posteriormente se cubrieron progresivamente TNBS, y anticuerpos anti-DNP: E IgG (B) Las células fueron
incubadas fragmentos Fab del mAb452 (anti-CD13) por 30 min en hielo, posteriormente se lavaron y se incubaron con
fragmentos F(ab)’, de IgG de cabra-anti-IgG. Las células se pusieron en contacto con los E IgG o E (sin anticuerpos
anti-DNP) y se incubaron por 2h 30 min a 37°C. Los eritrocitos que no fueron internalizados se lisaron por choque
hipotoénico. Y se analiz6 el porcentaje de células CFSE positivas por citometria de flujo.

Para estos experimentos, células THP-1 se incubaron con 0.01, 0.1, 1 6 10 pg de
fragmentos Fab del mAb452 (anti-CD13) o sin anticuerpo primario a 4°C; posteriormente
las células se lavaron y se incubaron con fragmentos F(ab)’, de IgG de cabra anti-raton
(para entrecruzar CD13) por 30 min a 4°C y se lavaron. Finalmente, las células se
incubaron con eritrocitos sin opsonizar (E) o con eritrocitos opsonizados con IgG (ElIgG),
por 2h 30 min, a 37°C o 4°C. La fagocitosis a través de los FcyRs es modulada

positivamente por el entrecruzamiento de CD13 de manera dosis dependiente (Fig. 20A,
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n=7). Se observa que la saturacion de la unién del Fab 452 no es necesaria para la
regulacion positiva de la fagocitosis, ya que como se muestra en la Fig. 20B, a dosis no
saturantes (0.01 y 0.1 pg) de Fab 452, existe una modulacion positiva eficiente de la
fagocitosis a través de los FcyRs. Estos experimentos comprueban que la agregacion de
CD13 en la membrana puede regular positivamente la fagocitosis a través de los FcyRs,
posiblemente al iniciar y reforzar vias de sefalizacion compartidas, como se sugirid

previamente [84].
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Figura 20. CD13 modula positivamente la fagocitosis a través de los FcORs. (A) Células THP-1 se incubaron con
0, 0.01. 0.1, 1 0 10 pg de fragmentos Fab del mAb452 (anti-CD13), por 30 min a 4°C. Posteriormente la células fueron
lavadas e incubadas con los E IgG o con los E por 2h 45 min a 37°C 6 4°C. Los eritrocitos no internalizados se lisaron
por choque hipotonico y las muestras fueron analizadas por citometria de flujo. Se muestra el promedio de células
CFSE positivas de 7 experimentos independientes (B) Union de 0.01. 0.1, 1 o 10 —g de fragmentos Fab del mAb452 a
los hMDMs revelado con anticuerpo secundario acoplado a FITC. Se muestra el promedio de la MFI de 6
experimentos independientes.

4.12.2 El entrecruzamiento de CD13 activa a CR3

El receptor de complemento 3 (CR3, Macl, CD11b/CDI18, omP,) es un receptor
heterodimérico expresado en monocitos, macréfagos y neutrofilos, que estd involucrado
en adhesion, diapedesis y fagocitosis. El CR3 estd compuesto de una cadena a especifica
(CDI11b) y de la cadena B, (CD18) comln a otros miembros de la familia de las
integrinas 3,. A diferencia de la fagocitosis mediada por los FcyRs, que se inicia por la
agregacion de estos receptores en la membrana, la fagocitosis mediada por CR3 es
regulada por el estado de activacion del receptor. En células en reposo, CR3 es capaz de

unir con baja afinidad a sus ligandos, pero no de internalizar particulas fagocitables
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cubiertas con su ligando C3bi. Para que ocurra una internalizacion eficiente, se requiere
de una sefial previa de activacion de la integrina. La activacion de la integrina se induce
ya sea por un cambio conformacional en el receptor, que resulta en una mayor afinidad
por sus ligandos, o por la movilizacion lateral del receptor que resulta en agregacion del
receptor, lo cual aumenta su avidez por el ligando. Tal activacion se induce por la
ligacion de un receptor agonista, que inicia una via de sefalizacion intracelular que
finalmente transmite la sefal a la cola citoplasmica de la integrina. Esta sefial, una sefal
originada de adentro-hacia-afuera (inside-out), se transmite a través de la membrana para
iniciar los cambios conformacionales o los eventos de agregacioén que se asocian con la
activacion extracelular de la integrina. La activacion inside-out de CR3, depende de
moléculas de sefializacion como PKC, PI3K, MAPKs y Rapl, y se induce por diversos
estimulos como citocinas, quimiocinas, PMA, algunos productos bacterianos como LPS,
y por la activacion de diversos receptores como CD44, TLR2 y los FcyRs.

Algunos de estos estimulos activan a CR3 a través del cambio conformacional de
la integrina como TLR2 [149,150] , otros inducen la movilizacion lateral de la integrina
como los FcyRs [79], mientras que otros estimulos inducen ambos, como las quimiocinas
[151] y CD44 [38].

Hemos mostrado en este trabajo y en trabajos anteriores [84,111], que la
agregacion de CD13 en la membrana regula positivamente la fagocitosis a través de los
FcyRs y de otros receptores innatos, posiblemente a través de la induccion de vias de
sefializacion comunes a entre receptores. Por lo tanto nos preguntamos si el
entrecruzamiento de CD13 podria resultar en la activacion inside-out de CR3. En estos
experimentos, empleamos el anticuerpo CBRM1/5, que reconoce el epitopo expuesto en
la cadena CD11b de la integrina, luego del cambio conformacional de activacion. Para
estos experimentos, se estimularon hMDMs por agregacion de CD13 o de FcyRI o de
FeyRII por 10 min a 37°C, y el estado de activacion de CR3 se cuantifico por citometria
de flujo empleando el anticuerpo CBRM1/5 conjugado a APC. Se muestra un histograma
representativo de estos experimentos (Fig. 21A). Este andlisis reveld6 que el
entrecruzamiento de CD13, aumentd significativamente el estado de activacion de CR3,
comparado con las células sin tratamiento, o con las células en las que se entrecruzo

FcyRI (Fig. 21B, n=7) o FcyRII (Fig. 21C) y II, ya sea usando fragmentos Fab de los
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anticuerpos, o anticuerpos completos. Estos resultados concuerdan con lo reportado
previamente para los FcyRs, en donde se demostré que la agregacion de los FcyRs no
induce la activacion de CR3 por cambios en afinidad sino por cambios en la movilidad
lateral de CR3. Estos datos indican que la agregacion de CD13 induce una activacion

inside-out del CR3 que resulta en un cambio conformacional de la integrina a su estado

de alta afinidad.
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Figura 21. El entrecruzamiento de CD13 induce la activacion de CR3. hMDMs se incubaron con 10ug de
fragmentos Fab del mAb452, 10ug de fragmentos Fab del mAb32.2, 10ug del anticuerpo 32.2, 10ug del anticuerpo
IV.3 o sin anticuerpo primario (control) por 30 min a 4°C, las células se lavaron y se incubaron con 0.8 pg de
fragmentos F(ab)"2 de IgG de cabra anti-raton por 10 min a 4°C, seguido de una incubacion a 37°C (entrecruzamiento)
por 10 min (A-B) o por el tiempo indicado (C). Las células se fijaron, permeabilizaron y se incubaron con un
anticuerpo anti-CBRM1/5 conjugado con APC, y se analizaron por citometria de flujo. (A) Histograma representativo
de un experimento. (B) Promedio de la intensidad media de fluorescencia de 7 experimentos independientes relativos al
control. **p<0.005, *p<0.05 (C) Activacion de CR3 por el tratamiento con los distintos anticuerpos por 5y 10 min.
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5. DISCUSION

La fagocitosis es un evento mediado por receptor. Debido a que las particulas
internalizadas por fagocitosis son de naturaleza extremadamente variada, no es
sorprendente que un numero extraordinario de receptores con distinta especificidad
puedan mediar este proceso. En este trabajo se identifico a CD13 como un nuevo receptor
fagocitico, capaz de internalizar particulas de manera independiente de otros receptores, y
que induce vias de sefnalizacion comunes a las de otros receptores fagociticos.

CD13 media fagocitosis de particulas tanto en la linea celular de monocitos THP-
1 como en macrofagos humanos derivados de monocitos de sangre periférica. En estas
células, CD13 es capaz de mediar fagocitosis en un grado similar a la fagocitosis
inducida por el receptor candnico FcyRI, ya que en nuestro sistema experimental, tanto el
porcentaje de células que internalizan, como el nimero de particulas internalizadas por
célula, es similar para ambos receptores.

El tamafio de las particulas internalizadas a través de CD13, observadas dentro de
la célula, miden ~4um, lo cual apoya que CD13 induce internalizacién por fagocitosis y
excluye otras formas de internalizacion. Esta observacion es de importancia particular, ya
que CD13 est4 involucrado en otras formas de internalizacion como en la endocitosis de
coronavirus [99,100,128,152], proteinas [101], péptidos [102], o anticuerpos [99,101], en
varios tipos celulares. Las formas reportadas de internalizacion mediadas por CD13
previamente reportadas son endocitosis mediada por caveolae [99,126] y endocitosis
mediada por clatrina [100,127]. Entonces, al parecer CD13 es capaz de mediar diferentes
mecanismos de endocitosis, en los cuales, tanto la naturaleza del ligando como el tipo de
célula dictaria la via de internalizacion. A este respecto, CD13 es similar a otros
receptores fagociticos capaces de mediar diferentes formas de internalizacion, las cuales
dependen del tamafio de la particula que presenta los ligandos, como es el caso de los
receptores FcyRs, el receptor de manosa, Dectina-1 y varios receptores scavenger.

El ligando o los ligandos naturales de CD13 capaces de inducir la fagocitosis de
particulas grandes in vivo no se ha identificado hasta el momento, pero dado que el
requerimiento inicial para inducir la sefalizacion durante la fagocitosis es la agregacion

del receptor fagocitico en la membrana, proponemos que sea un ligando polivalente. Se
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han identificado ligandos para CD13 tanto monovalentes como polivantes, exdgenos y
endogenos. El citomegalovirus humano (hCMV) [135,136] y un importante subgrupo de
coronavirus [100,130,131,133,134,153], dentro de los que se incluye el coronavirus
humano 229E (HCoV-229E) [99,128,129], son los ligandos exdgenos polivalentes de
CD13 identificados a la fecha. La unién del HCoV-229E a fibroblastos humanos induce
la agregacion de CD13 en la membrana y, de relevancia para este trabajo, la agregacion
de CD13 inducida por el HCoV-229E tiene consecuencias idénticas a las inducidas por
la agregacion de CD13 por anticuerpos, en cuanto a la adhesion [105], a la formacion de
fibras de actina y a la distribucion de CD13 en la membrana [99], lo que sugiere que el
tratamiento con anticuerpos es reflejo de lo que sucede con un ligando natural. Con
respecto a los ligandos enddgenos, un conjunto de evidencia creciente sugiere que
péptidos que contienen el motivo Asn-Gly-Arg (NGR) se unen a CD13 [154,155], y se
han utilizado péptidos quiméricos-NGR para quimioterapia o inmunoterapia dirigida a
tumores [102,155,156]. Hay también amplia evidencia que sugiere que galectina-3 podria
constituir un ligando endogeno para CD13. En ensayos de biopanning por phage display
empleando cDNA de humano para identificar proteinas del proteoma humano que
interactiian con CD13, el 70% de las clonas aisladas codificaron para galectina-3 [98]. En
otro estudio utilizando cromatografia de afinidad para identificar ligandos de galectina-3
en fluido seminal, CDI13 fue una de las 9 proteinas identificadas [157]. Ademas,
galectina-3 co-inmunoprecipita con CD13 en células U-937 en reposo [158], y se ha
mostrado que con la adicion de galectina-3 a células HUVEC, CD13 y galectina-3 se co-
localizan en la membrana [98]. En conjunto, estos datos sugieren que galectina-3 es un
ligando enddgeno probable de CD13 in vivo. Galectina-3 es una lectina de union a B-
galactdsidos, que se expresa constitutivamente y es secretada por varios tipos celulares,
incluyendo macréofagos [159]. La expresion de galectina-3 aumenta significativamente
durante la diferenciacion de monocitos a macréfago [160], y en el curso de varios
procesos infecciosos [161-163]. Ademas galectina-3 estd presente en cantidades
considerables en el espacio extracelular en sitios de inflamacion [159,162]. La galectina-
3 extracelular puede funcionar en forma pardcrina o autdcrina para mediar interacciones
célula-célula y célula-matriz extracelular [164,165], migracion de monocitos y

macrofagos [166], y promover respuestas celulares como estallido respiratorio
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[160,167,168] y fagocitosis [162,169,170]. Con relevancia para este trabajo, galectina-3
se une a los glicanos de superficie de bacterias [171-174], protista [175,176], hongos
[177,178] y parésitos [170], por lo que el papel de galectina-3, como un receptor de
reconocimiento de patrones se ha convertido en un area de atencion intensa. La galectina-
3 puede oligomerizarse formando complejos multivalentes capaces de interactuar con
varios ligandos al mismo tiempo y de entrecruzar glicoproteinas de la superficie celular
[179]. Por lo tanto, es tentador proponer que galectina-3 podria funcionar como una
opsonina capaz de mediar la interaccion de patégenos con CD13 in vivo. En un trabajo
reciente, se ha propuesto el papel de galectina-3 como una opsonina capaz de aumentar la
fagocitosis de células apoptoticas por macrofogaos [169], planteando la posibilidad de
que la dupla galectina-3-CD13 es funcional tanto en condiciones de estrés como en
condiciones patogénicas. Son necesarios estudios futuros para determinar si galectina-3
puede actuar como una opsonina que promueva la fagocitosis mediada por CD13 in vivo.

Durante la fagocitosis mediada por los FcyRs, las particulas opsonizadas con IgG
inducen la agregacion del receptor sobre la membrana celular, lo cual resulta en la
fosforilacion de los ITAMs en las cadenas citoplasmicas del receptor, mediada por
cinasas Src. Los ITAMs fosforilados generan sitios de reclutamiento para Syk, la unién
de Syk a los ITAMs fosforilados promueve su fosforilaciéon y la activacion de su
actividad catalitica de cinasa. La activacion de Syk es esencial para la activacion de un
conjunto de moléculas como PI3K, ERK, Vav y PLCy, entre otras, que inducen los
rearreglos del citoesqueleto de actina y los eventos de remodelacion de la membrana que
son necesarios para la extension del pseudopodo, el cierre de la vesicula fagosomal y
finalmente la internalizacion de las particulas.

Nuestros resultados indican que la fagocitosis mediada por CDI3 depende
parcialmente de la activacion de Syk, ya que el pre-tratamiento de células THP-1 o
hMDMs con el inhibidor de Syk BAY 61-3606, resulta en una disminucion de la
fagocitosis a través de CDI13. Este dato sugiere que Syk podria ser activado por la
agregacion de CDI3 en la membrana. De hecho, mostramos que en hMDMs, el
entrecruzamiento de CD13 con anticuerpos, resulta en una fosforilacion rapida de Syk,
que alcanza su pico a los 45s y que comienza a disminuir rapidamente. Esta cinética de

fosforilacion/desfosforilacion podria explicar las diferencias entre este estudio y nuestros
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estudios previos, en los cuales empleando inmunoprecipitacion y western blotting, no
pudimos detectar la fosforilacion de Syk entre los 3 y 30 min después del
entrecruzamiento de CD13 en células U-937. Posiblemente la incapacidad para detectar
la fosforilacion de Syk en los estudios previos se relaciona con diferencias en el tiempo
de deteccion, el tipo celular empleado, asi como en la técnica empleada [84]. Los
resultados de este trabajo muestran que la agregacion de CD13 induce una fosforilacion
rapida de Syk, y que la fagocitosis a través de CD13 posiblemente involucre la activacion
de Syk, asi como otras cinasas tempranas que son necesarias para el reclutamiento y
activacion de las moléculas de sefializacion tardia durante la fagocitosis.

Dado que la cola citoplasmica de CD13 no posee un motivo ITAM clasico, el
como Syk es activado después de la agregacion de CD13 no es claro hasta el momento.
Sin embargo, se mostré recientemente que en la linea celular monocitica U-937, el
entrecruzamiento de CD13 por anticuerpos induce la fosforilacion de varias proteinas,
dentro de las cuales se incluyen FAK, ERK vy, notablemente, la fosforilacion de la
tirosina de la cola citoplasmica de CD13, en una manera dependiente de Src [108]. Los
inhibidores farmacologicos de Src, ERK o FAK inhiben la adhesion mediada por CD13,
lo que muestra que la adhesion mediada por CD13 depende de FAK, ERK y Src. Este
mismo estudio mostrd que la sustitucion de la tirosina de la cola citoplasmica de CD13
por una fenilalanina, inhibe la fosforilacion de ERK y FAK, los rearreglos del
citoesqueleto y como consecuencia de esto, la adhesion mediada por la agregacion de
CD13. Esto muestra que la fosforilacion en la tirosina de la cola citoplasmica de CD13 es
un evento crucial durante la sefializacion intracelular necesaria para la adhesion mediada
por CDI13 [108], y es posible que este evento de fosforilacion esté relacionado con la
activacion de Syk que nosotros observamos después de la agregacion de CD13 por
anticuerpos. Este trabajo también mostré que la adhesion mediada por CD13 no depende
de la activacion de Syk, y que el tratamiento de las células con U-937 con piceatannol (10
puM) no afecta la adhesion [108]. Estos resultados concuerdan con nuestros resultados
empleando el inhibidor de Syk BAY 61-3606 en la fagocitosis, ya que encontramos que
la fagocitosis mediada por CD13 se afecta por la inhibicion de Syk, sin embargo puede
proceder en ausencia de la actividad de Syk. El efecto parcial de la inhibicion de Syk en

la fagocitosis mediada por CD13 sugiere que otras cinasas, que no se inhiben por BAY
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pero que si se inhiben por piceatannol, participan junto con Syk, en la fagocitosis
mediada por CD13. La identidad de las otras cinasas involucradas en la fagocitosis
mediada por CD13 no esta identificada hasta el momento. Sin embargo, dado que la
agregacion de CD13 recluta y activa FAK, es plausible proponer que FAK podria ser
responsable del reclutamiento y activacion de PI3K durante la fagocitosis mediada por
CD13, como se ha observado en la sefializaciéon de CR3 y otras integrinas.

La activacion de PI3K es esencial para la extension de pseudopodos alrededor de
la particula que serd ingerida y para cerrar el fagosoma durante la fagocitosis de la
mayoria de los receptores fagociticos conocidos. Nosotros encontramos que la fagocitosis
mediada por CD13 también depende de PI3K, dado que el tratamiento de células THP-1
o hMDMs con el inhibidor de PI3K LY294002, inhibe completamente la fagocitosis
mediada por CD13.

Todos los procesos fagociticos dependen de un rearreglo del citoesqueleto de
actina controlado finamente; en este trabajo nosotros mostramos que la fagocitosis
mediada por CD13 también depende del rearreglo del citoesqueleto de actina. Estos datos
concuerdan con trabajos previos, en los que se demostré que el entrecruzamiento de
CD13 en la membrana por anticuerpos induce rearreglos en el citoesquelto de actina que
llevan a la adhesion [105,108]. La fagocitosis mediada por FcyR y CR3 se acompafian del
reclutamiento local de a-actinina [180], una proteina que puede unir filamentos de actina.
De esta forma, la a-actinina puede asociar la fuerza generada por el citoesqueleto de
actina a la particula asociada a dichos receptores. A este respecto, la agregacion de CD13
por anticuerpos lleva al reclutamiento de a-actinina [108], lo que sugiere que la
agregacion de CD13 por la particula fagocitable también podria ligar a la particula unida
al CD13 de membrana con el citoesqueleto.

En este trabajo, comenzamos a describir los eventos de sefializacion involucrados
en la fagocitosis mediada por CD13. Aunque queda mucho por definir, encontramos que
la fagocitosis mediada por CD13 involucra la activacidon de Syk, asi como a otras cinasas
iniciadoras, la activacion de PI3K y rearreglos del citoesqueleto de actina. Dado que las
vias de sefializacion involucradas en la fagocitosis mediada por CD13 coinciden con las
vias de sefializacién de la mayoria de los receptores fagociticos, es posible que in vivo,

las senales inducidas por la agregacion de CD13 sinergicen con las vias de sefalizacion
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activadas por otros receptores fagociticos. Como se mostrd in vitro en este trabajo, el
entrecruzamiento de CDI13 en la membrana 1) modula positivamente la fagocitosis a
través de los FcyRs, 2) media la activacion de CR3, y como se ha reportado previamente,
modula positivamente la fagocitosis a través del FcyRI y de otros receptores involucrados
en la fagocitosis de E. coli y zymosan [84,111].

La activacion inside-out de CR3 mediada por la sefalizacion derivada de la
agregacion de CD13 en la membrana, encaja con reportes previos de nuestro grupo y de
otros grupos, en donde se ha descrito que el entrecruzamiento de CD13 induce adhesion
en monocitos, tanto del tipo homotipico (monocito-monocito) como heterotipico
(monocito-endotelial) in vivo e in vitro, y también induce mayor adhesion a diversas
proteinas de matriz extracelular como fibronectina (datos del laboratorio no publicados).
Dado que el entrecruzamiento de CD13 induce un estado de mayor adhesion en la célula
que expresa CD13, la activaciéon de CR3 -y posiblemente de otras integrinas- por la
agregacion de CD13, podria ser un componente que contribuye a este fenomeno. Queda
por explorar si la activacion de CR3 mediada por la agregacion de CD13 en la membrana,
resulta en una modulacion positiva de la fagocitosis a través del CR3 como se ha
mostrado para otros receptores fagociticos.

Nuestro trabajo aporta evidencia importante de que CDI3 es un receptor fagocitico
primario, capaz de inducir fagocitosis independientemente de otros receptores.
Demostramos que la expresion de CD13 en las células no fagociticas HEK293 las faculta
para fagocitar a través de CD13. Ademas, dado que estas células no expresan FcyRs (ni la
mayoria de los receptores fagociticos conocidos), estos datos soportan robustamente la
nocion de que CD13 es un receptor fagocitico bona fide. Se ha mostrado que CD13 y
FcyRI se co-redistribuyen en la membrana luego del entrecruzamiento de cualquiera de
los dos receptores en monocitos y macrofagos [84], por lo que existia una posibilidad
preocupante: que la particula empleada para inducir la agregacion de CD13 durante la
fagocitosis, también agregara al FcyRI y que internalizacion de particulas observada
atribuida a CD13 fuera resultado en realidad de la sefializacion debida a la agregacion del
FcyRI, haciendo la fagocitosis mediada por CD13 dependiente de FcyRI. Dado que las
células HEK293 no expresan FcyRs, es claro que CD13 no depende del FcyRI para

mediar fagocitosis, ya que las células HEK293 que expresan CDI13, internalizan
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eritrocitos a través de CD13 de manera muy eficiente. Estos resultados muestran que
CD13 es un receptor fagocitico primario, capaz de actuar independientemente de otros
receptores fagociticos. Sin embargo, es muy dificil descartar completamente la
posibilidad de que otras moléculas de co-senalizacién no caracterizadas en las células
HEK293, podrian estar participando en la fagocitosis mediada por CD13.

Varios tipos de receptores se activan en paralelo in vivo, por lo que multiples
cascadas de sefalizacion son activadas de manera concomitante. Entonces, es posible que
en escenarios naturales, en los que CD13 es expresado en la membrana de la célula junto
con otros receptores fagociticos que compartan vias de sefializaciéon comunes con CD13,
la fagocitosis a través de CD13 podria regularse por otros receptores comprometidos con
la presa fagocitica, como se ha mostrado que CD13 modula la fagocitosis de otros
receptores [84,111] y como sucede con la mayoria de los receptores fagociticos. Las
células THP-1 y los macrofagos derivados de médula dsea de ratones defcientes de
CD13, no muestran alteraciones en la fagocitosis a través de FcyRs, demostrando que
aunque la agregacion de CDI3 aumenta la fagocitosis a través de los FcyRs, esta
fagocitosis no es dependiente de CD13. De igual manera, la fagocitosis a través de CD13
no depende de FcyRI, pero podria ser regulada positivamente con la co-agregacion del
FeyRIy CD13.

Una de las funciones primordiales de la fagocitosis es secuestrar a la presa
microbiana en un compartimento altamente especializado, el fagosoma, dentro del cual
los patogenos pueden ser degradados. Un paso crucial en la maduracion del fagosoma es
la fusion con los lisosomas. Durante la maduracion del fagosoma, componentes de la
NAPDH oxidasa del fagocito se ensamblan en la membrana fagosomal, llevando a la
activacion del estallido respiratorio y produciendo especies reactivas de oxigeno, que son
compuestos antimicrobianos muy potentes [181]. En este trabajo mostramos que el
entrecruzamiento de CD13 lleva a la generacion de ROS, lo cual potencialmente podria
promover la degradacion del material internalizado a través de CDI13. Aunque la
deteccion de ROS tras el entrecruzamiento de CDI13 sugiere que la internalizacion
mediada por CD13 podria llevar a la formacion de un fagosoma maduro. Es necesario
explorar detalladamente si la fagocitosis mediada por CD13 lleva a la formacion de un

fagosoma competente.
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En resumen, en este trabajo demostramos que CD13 es un receptor capaz de
mediar la fagocitosis de particulas. La identificacion y caracterizacion de esta nueva
funcién de CDI13 es una contribucion importante, pues aflade un miembro mas a la
familia de receptores con que cuentan las células monociticas para el reconocimiento y
eliminacion de agentes patdogenos. Sera importante en estudios futuros identificar los
ligandos naturales de CD13, ya sea que reconozca directamente estructuras de patdgenos,
o que funcione como un receptor opsoénico, como lo podria sugerir algunas observaciones
mencionadas arriba sobre la interaccion de CD13 con Galectina-3. Asimismo, sera
importante determinar si la internalizacion de particulas a través de CD13 estd asociada a
funciones como la producciéon de citocinas, la generacion de o6xido nitrico, el
direccionamiento de péptidos derivados de la particula ingerida a la ruta de presentacion
antigénica, entre otras. Otra area importante para profundizar es la cooperacion de CD13
con otros receptores. El hecho de que la senalizacion involucrada en la fagocitosis
mediada por CDI13 comparte elementos comunes con otros receptores fagociticos,
posibilita la cooperacion entre CD13 y los receptores FcyRs y CR3, y podria permitir la
cooperacion entre CD13 y otros receptores en la sefializacion e internalizacion de las

particulas.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 MATERIALES

6.1.1 Anticuerpos

El anticuerpo monoclonal murino anti-CD13 humano (clona 452, IgG1) se purifico del
sobrenadante de los cultivos del hibridoma, donado por el Dr. Meenhard Herlyn (Wistar
Institute of Anatomy and Biology, Philadelphia, PA, EUA). El anticuerpo monoclonal
murino anti-CD13 humano (clona C, IgG1) se purificd del sobrenadante de los cultivos
del hibridoma producido en el laboratorio. El anticuerpo monoclonal murino anti-FcyRI
(clona 32.2, 1gG1), se purifico del sobrenadante del hibridoma correspondiente, obtenido
del ATCC. El anticuerpo monoclonal murino WM-15 (IgG1) fue obtenido de BioLegend
(San Diego, CA, EUA). El control de isotipo IgG1 fue obtenido de Invitrogen (Carlsbad,
CA, EUA). Los fragmentos Fab de los anticuerpos se prepararon con ficina inmovilizada
en agarosa (Pierce, Rockford, IL, EUA). Los fragmentos F(ab)’, biotinilados del
anticuerpo cabra anti-IgG de raton (H+L) fueron obtenidos de Zymed (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA) y de Life Technologies (Eugene, OR). Los fragmentos F(ab)’, del
anticuerpo cabra anti-IgG de raton se compraron de Jackson Immunoresearch (West
Grove, PA, EUA). El anticuerpo cabra anti-IgG de raton acoplado a FITC (Fluorescein
isothiocyanate) empleado como secundario para las tinciones de superficie en citometria
se obtuvo de Zymed (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). El anticuerpo anti-Syk-fosforilado
humano (pY348) acoplado a PE (Phycoerithrin), las soluciones Fix Buffer I y Perm
Buffer II para tinciones intracelulares se obtuvieron de BD Phosflow™" (BD Biosciences,
San Diego, CA, EUA). El anticuerpo CBRM1/5, especifico para la forma activada de
CDI11b humana, acoplado a APC (Allophycocyanin), fue obtenido de BioLegend (San
Diego, CA, EUA). El suero policlonal de conejo especifico para eritrocitos de carnero fue

producido en el laboratorio.

6.1.2 Reactivos

La EZ-link-sulfo-NHS-biotina se obtuvo de Pierce Biotechnology (Rockford, IL, USA).
La estreptavidina se compré de Calbiochem (San Diego, CA, USA). Los inhibidores
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citocalasina D, piceatannol, BAY 61-3606 y LY294002, fueron obtenidos de Sigma-
Aldrich (Saint Louis, MO, EUA). La bestatina se obtuvo de Santa Cruz Biothecnology
(Santa Cruz, CA, USA). El sustrato de peptidasa (Cloridrato de L-alanina-4-nitroanilida)
fue obtenido de Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, EUA). El marcador de membrana Dil
(1,1'-dioctadecyl-3,3,3'3'-tetramethylindocarbocyanine perchlorate) fue obtenido de
Molecular Probes (Eugene, OR, EUA). El marcador de membrana PKH26 se obtuvo de
Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, EUA). El marcador celular fluorescente CFSE
(Carboxyfluorescein-diacetato succinimidil ester) se obtuvo de Life Technologies
(Carlsbad, CA, USA). El fluoréforo sensible a ROS permeable 5-(and 6-)-chloromethyl-
2', 7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate acetyl ester (CM-H,DCFDA) fue obtenido de
Molecular Probes (Eugene, OR, EUA). Las particulas lentivirarles de transduccion para
el silenciamiento de CDI13, MISSION Lentiviral Transduction Particles, SHVRS-
NM 001150 (Titulo de virus: >1x106 TU/ml) fueron obtenidas de Sigma-Aldrich (Saint
Louis, MO, EUA). E1 TNBS (2.4,6-trinitrobenceno) fue obtenido de Eastman (Rochester,
NY, EUA).

6.1.3 Plasmidos

Los plasmidos empacadores de lentivirus pMDLg/RRE, pRSV-Rev y pVSVGg fueron
donados por el Dr. Luis Vaca (Instituto de Fisiologia Celular, UNAM). El vector
lentiviral para la expresion de CDI13 humano (hCD13/hANPEP): pLenti-
suCMV(hANPEP)-Rsv(RFP-Bsd) se obtuvo de Gentarget, (San Diego, CA, EUA). El
vector “vacio” de expresion, se generd mediante la eliminacion de la secuencia hANPEP
del vector: pLenti-suCMV(empty)-Rsv(RFP-Bsd) mediante restricciéon y ligacion. El
vector utilizado como control en los experimentos de silenciamiento pLKO.1-puro con el
inserto de shRNA anti-GFP (pLKO.1-GFP-puro) fue donado por el Dr. Julidn Valdés
(Instituto de Fisiologia Celular, UNAM). Los antibidticos de seleccion para células de
mamifero, puromicina y blasticidina fueron obtenidos de Sigma-Aldrich (Saint Louis,

MO, EUA),
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6.2 METODOS

6.2.1 Lineas celulares

Las lineas celulares THP-1 y J774 (originalmente obtenidas del ATCC, Manassas, VA,
EUA) fueron cultivadas en medio RPMI-1640 (GIBCO, Grand Island, NY, EUA). La
linea celular HEK293 (obtenida originalmente del ATCC, Manassas, VA, EUA) se
cultivd en DMEM-alto en glucosa (GIBCO, Grand Island, NY, EUA). Todos los medios
se suplementaron con 10% de Suero Fetal Bovino inactivado por calor (GIBCO, Grand
Island, NY, EUA), 1 mM de piruvato de sodio, 0.1 mM de aminoacidos no esenciales,
0.1 mM de L-glutamina, 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina (todos
comprados de GIBCO (Grand Island, NY, EUA). Los cultivos se mantuvieron en una

incubadora con una atmosfera himeda a 37°C y 5% de CO,.

6.2.2 Macrofagos derivados de monocitos humanos (hMDMs)

Se obtuvieron paquetes leucocitarios de donadores sanos del Banco Central de Sangre del
Centro Médico Nacional La Raza, IMSS, con aprobacidn para su uso para experimentos.
Todos los experimentos en los que se emplearon células de donadores humanos fueron
realizados siguiendo los Lineamientos Eticos del Instituto de Investigaciones Biomédicas,
UNAM. Los macréfagos derivados de monocitos (MDMs) fueron obtenidos a partir de
células mononucleares de sangre periférica humana, como se ha descrito previamente
(Montaner 1996). Las células mononucleares se aislaron de los paquetes leucocitarios de
donadores sanos por gradiente de densidad utilizando una solucién de Ficoll-Paque Plus
(GE Healthcare Bio-Science, Uppsala, Sweden). Las células mononucleares se lavaron
cuatro veces con PBS pH 7.4 y se cultivaron en RPMI-1640 con los suplementos estdndar
y con 10% de suero autélogo derivado de plasma e inactivado por calor, por 30 minutos a
37°C para permitir la adhesion de los monocitos al plastico. Las células no adherentes se
eliminaron mediante lavados, y las células adherentes, enriquecidas en monocitos (mas
del 90% de pureza determinada por citometria de flujo utilizando CD14 como marcador
de la poblacion monocitica) se cultivaron por 7 dias en RPMI-1640 suplementado con

10% de SFB en una atmosfera humeda a 37°C con 5% de CO,. Los macréfagos
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derivados de monocitos (MDMs) se cosecharon por raspado mecéanico con un gendarme,

posteriormente se lavaron y utilizaron para los experimentos.

6.2.3 Fagocitosis a través de CD13 o FeyRI (Fagocitosis Selectiva)

Preparacion de las particulas fagocitables (EBS-Fabs)

Los eritrocitos de carnero se modificaron como se describié anteriormente [84]. Los
eritrocitos de carnero (1.2x10°/ml en PBS-BSA 0.1%) se incubaron con 10 mM de
CFSE, por 20 min a 37°C, posteriormente se incubaron con 25% de SFB por 15 min a
37°C y se lavaron. Los eritrocitos marcados con CFSE se incubaron con 250 pg/ml de
sulfo-NHS-biotina por 20 min a 4°C. Después de lavarlos, se cubrieron con 35 pg/ml de
estreptavidina mediante una incubacion de 20 min a 4°C. Posteriormente, los eritrocitos
cubiertos con biotina-estreptavidina, se lavaron e incubaron con fragmentos F(ab)"
biotinilados de cabra anti-IgG de ratéon por 30 min a 4°C, y se lavaron. Los eritrocitos
marcados con CFSE y cubiertos con biotina-streptavidina y fragmentos F(ab)",
biotinilados de cabra anti-IgG de ratén se designaron EBS-Fabs (por sus siglas en inglés:

Erytrocyte Biotin Streptavidin-Fabs).

Ensayos de Fagocitosis Selectiva

1x10° de hMDMs o THP-1 se incubaron con 2 pg de los fragmentos Fab del mAb452
(anti-CD13), o con 8 pg de los fragmentos Fab del mAb32.2 (anti-FcgRI), o con 8§ pg de
IgG1 (control de isotipo), o sin tratamiento (control) por 30 min a 4°C, las células se
lavaron para retirar los fragmentos Fab no unidos a las células. A continuacion, las
células se incubaron con los EBS-Fabs en una relacion de 1 célula: 20 EBS-Fabs, a 37°C
por 45 min para los hMDMs o por 1h 45 min para las células THP-1. Se mantuvieron
muestras idénticas a 4°C como control. Los eritrocitos no internalizados se lisaron por
choque hipotonico. La fagocitosis se cuantificé por citometria de flujo utilizando el
equipo Attune® Acoustic Focusing Cytometer (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA) o el equipo FACSCalibur (BD Biosciences, San Diego, CA) en presencia de Azul
Trypano al 0.02% en PBS (pH 4.5) para apagar cualquier fluorescencia extracelular
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remanente y diferenciar entre eritrocitos adheridos a la célula y eritrocitos internalizados
por las células. Los datos se expresan como el porcentaje de células CFSE-positivas
(células que han internalizado cuando menos un eritrocito). En los experimentos en
donde se evalud el efecto de los inhibidores farmacoldgicos de cinasas o de
polimerizacion de actina, los MDMs o las células THP-1 se pre-incubaron por 2h a 37°C,
con 50 uM de Piceatannol, 50 uM de LY294002, 200 nM de Citocalasina D, 1 o 10 uM
de BAY 61-3606, o con DMSO como control del vehiculo, y el ensayo de fagocitosis
procedié como se describid anteriormente, siempre en presencia del inhibidor. Para los
experimentos en los que se evaluo el efecto del inhibidor de la actividad enzimatica de
CD13, las células THP-1 se pre-incubaron por 40 min a 37°C con bestatina a 4 ug/ml, y
el ensayo de fagocitosis prosiguié como se describid anteriormente, siempre en presencia
del inhibidor. Para la microscopia confocal, las células se marcaron previamente al
ensayo de fagocitosis con PKH26 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO) o posteriormente al
ensayo de fagocitosis con Dil (Molecular Probes, Eugene, OR). Las células fueron

examinadas en un microscopio confocal Zeiss LSMS5.

Ensayos de Fagocitosis Selectiva Modificada

Para los ensayos de fagocitosis selectiva con las células J774 y HEK293, los EBS-Fabs se
incubaron con los fragmentos Fab del mAb452 (anti-CD13), con los fragmentos Fab del
mADb32.2 (anti-FcgRI) o con PBS-BSA (referidos de ahora en adelante como E-Fab452,
E-Fab32.2 o Ec, respectivamente) por 40 min a 4°C. Después de lavarlos, los E-Fab452,
EFab32.2 o Ec se mezclaron con las células sin tratamiento en una relacion de 1 célula:
20 EFab452, EFab32.2 o Ec y se incubaron a 37°C por 1h 45 min. Los eritrocitos no
internalizados se lisaron por choque hipotonico y la fagocitosis se analiz6 por citometria
de flujo como se describido previamente. Las células se examinaron también en un

microscopio confocal Zeiss LSMS.

6.2.4 Determinacion de actividad enzimatica

La actividad enzimatica de CD13 se midi6 por determinacidon colorimétrica de la
hidrolisis del sustrato clorhidrato de L-alanina-4-nitroanilida, como ha descrito

previamente (Ashmun, 1992). Brevemente, 1x10° de células THP-1 se pre-incubaron con
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4 pg/ml de bestatina por 40 min a 37°C, seguidos por una incubacién de 30 min a 4°C.
Posteriormente, estas células se lavaron y se incubaron con bestatina por 1 h a 37°C. El
sustrato se afnadid a una concentracion final de 6 mM y las células se incubaron por 45
min a 37°C. La absorbancia a 405 nm se determind inmediatamente.

Para la determinacion del efecto de los diferentes mAbs en la actividad enzimatica de
CD13, los MDMs se incubaron en hielo por 30 min con los diferentes fragmentos Fab
(Fab452, Fab C o Fab 32.2), anticuerpos (WM-15 o IgG1) o bestatina a 4, 40 o 400
pg/ml. Las células se lavaron y se incubaron por 1h 45 min a 37°C, el sustrato se anadid
durante los ultimos 45 min de incubacion a 37°C, la absorbancia a 405 nm se determind
inmediatamente.

Los datos son presentados como el porcentaje del control y representan el promedio de
las absorbancias obtenidas en por lo menos cuatro experimentos independientes
normalizados para el control de células incubadas sin ninglin anticuerpo o bestatina antes

de anadir el sustrato.

6.2.5 Deteccion de la fosforilacion de Syk inducida por entrecruzamiento de CD13 o

FcyRI en hMDMs

Los cultivos de MDMs se mantuvieron en medio minimo (RPMI con los suplementos
estandar y 0.5% de SFB) por 4 h previas al experimento. A continuaciéon, 1x10° de
MDMs se incubaron con fragmentos Fab del mAb452 anti-CD13 (4 pg), fragmentos Fab
del mADb32.2 anti-FcyRI (10 pg), anti-FcyRI (10 pg), anti-FcyRI (10 pg), o sin anticuerpo
primario por 30 min a 4°C. Posteriormente, las células se lavaron y se incubaron con
fragmentos F(ab)’; de IgG de cabra anti-raton por 10 min a 4°C, seguido de una
incubacion a 37°C (entrecruzamiento) por el tiempo indicado en medio completo. La
sefializacion se detuvo por fijacion en Fix Buffer I (BD Phosflow™ BD Biosciences, San
Diego, CA) por 10 min a 37°C, seguido de lavado y permeabilizacion en Perm Buffer II
BD Phosflow, por 40 min a 4°C. Las células se lavaron y se incubaron con un anticuerpo
anti-pSyk acoplado a PE por lh en hielo. Finalmente, las células se lavaron y se

analizaron por citometria de flujo.
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6.2.6 Produccion de las particulas lentivirales

Produccion de plasmidos

Los plasmidos pMDLg/RRE, pRSV-Rev, pVSVGg, pLKO.1-GFP-puro, pLenti-
suCMV(hANPEP)-Rsv(RFP-Bsd) y pLenti-suCMV(empty)-Rsv(RFP-Bsd) fueron
electroporados en bacterias competentes E.coli DH5a. Las bacterias transfectadas se
cultivaron a 29°C en medio de seleccion con ampicilina a 100 pug/ml. Los plasmidos se
obtuvieron por lisis alcalina y precipitacion con isopropanol.

Produccion de las particulas lentivirales

Las particulas lentivirales fueron producidas por transfeccion transitoria de células
HEK293T de acuerdo a protocolos estandar. Para maximizar la bioseguridad, se empled
un sistema de empaquetamiento de tercera generacion. Las células HEK293T
subconfluentes se co-transfectaron con 20 pg del plasmido vector, 15 pg de
pMDLg/RRE, 15 pg de pRSV-Rev y 15 ng de pVSVGg por precipitacion con fosfato de
calcio. Los sobrenadantes conteniendo las particulas lentivirales se cosecharon a las 36 h
posteriores a la transfeccion. Las particulas lentivirales se concentraron por

ultracentrifugacion y se usaron inmediatamente para la transduccion de las células.

Particulas lentivirales para el silenciamiento de CD13

Las particulas lentivirarles de transduccion para el silenciamiento de CD13, MISSION
Lentiviral Transduction Particles, SHVRS-NM 00115) contienen las secuencias para el
silenciamiento de CD13 shRNA L1-L5 clonadas en el vector de expresion en mamiferos
pLKO.1-puro que confiere resistencia a puromicina bajo el promotor hPGK, expresion
del inserto de siRNA bajo el promotor U6, y las secuencias PPT y LTR que median la
integracion del plasmido vector al DNA, generando asi lineas estables (Figura Materiales
y Métodos 1A). Las secuencias clonadas en el plasmido vector para el silenciamiento de
CD13 (TRCN0000050238, TRCN0000050239, TRCN0000050240, TRCN0000050241,
TRCN0000050242) se muestran en la Figura 1B (Figura Materiales y Métodos 1B). Para
producir las particulas lentivirales control para estos experimentos se empleo el plasmido

pLKO.1-puro con un inserto de siRNA anti-GFP bajo el promotor U6.
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L1 CCGGCCCTCTTCATTCACTTCAGAACTCGAGTTCTGAAGTGAATGAAGAGGGTTTTTG
L2 CCGGCCTCAATGTGACGGGCTATTACTCGAGTAATAGCCCGTCACATTGAGGTTTTTG
L3 CCGGCCTGAGCTACTTCAAGCTCATCTCGAGATGAGCTTGAAGTAGCTCAGGTTTTTG
L4 CCGGCCACAGCAAGAAGCTCAACTACTCGAGTAGTTGAGCTTCTTGCTGTGGTTTTTG
LS CCGGGTGACCATAGAGTGGTGGAATCTCGAGATTCCACCACTCTATGGTCACTTTTTG
C+ CCTAAGGTTAAGTCGCCCTCGCTCGAGCGAGGGCGACTTAACCTTAGG

Figura Materiales y Métodos 1. Vector y secuencias empleadas en los experimentos de silenciamiento de CD13.
(A) Vector pLKO.1 (B) Secuencias de los shRNA anti-CD13 y control clonados en el vector pLKO.1.

6.2.7 Silenciamiento de la expresion de CD13 en células THP-1 mediante lentivirus

shRNA

Células THP-1 a una confluencia del 70% en placas de 96 pozos se infectaron con
particulas lentivirales con cinco secuencias anti-CDI13 diferentes para silenciar la
expresion de CD13 humano o con las particulas control. Examinamos la eficiencia de
silenciamiento de las cinco clonas cuyo blanco es CDI13 o de las particulas control de
transduccion (GFP-target shRNA, producidas en nuestro laboratorio). Las células THP-1

se incubaron toda la noche con las particulas lentivirales y 8 pug/ml de polibreno. Después
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de la incubacion, el medio que contenia a las particulas lentivirales se reemplazd con
medio fresco. A partir del segundo dia después de la infeccion, se anadié medio de
seleccion con 2.5 pg/ml de puromicina a los cultivos por los siguientes dos meses. Se
determind el silenciamiento de CDI13 por citometria de flujo. De las cinco clonas
probadas, la clona TRCN0000050239 mostr6 la mejor eficiencia de silenciamiento. Se
seleccionaron a las células transducidas con la clona TRCNO0000050239 para los

experimentos de este trabajo (referidas como células L2 en adelante).

6.2.8 Generacion de lineas celular con expresion estable de hCD13

Cultivos de células J774 o HEK293 en medio completo a una confluencia del 70% en
placas de 12 pozos se transdujeron con particulas lentivirales concentradas de
suCMV(hANPEP)-Rsv(RFP-Bsd) o suCMV(Empty)-Rsv(RFP-Bsd) con 8 upg/ml de
polybreno. Después de 18 horas de incubacion con las particulas lentivirales, el medio se
reemplazo con medio fresco. A partir del tercer dia después de la transduccion, se anadid
el medio de seleccion con blasticidina a 2.5 y 10 pg/ml para las células J774 y HEK293
respectivamente. La expresion de hCD13 en la membrana se determiné por citometria de

flujo, mientras que la expresion citosolica de RFP se determind por microscopia confocal.

6.2.9 Cuantificacion de la produccion de ROS

0.5Xx10° células J774 con expresion estable de CD13 (R3) o células J774 control (M3)
se pre-cargaron CM-H,DCFDA por 20 min a 37°C en HBSS-BSA 0.1% con calcio y
magnesio. Después de lavar a las células, CD13 se entrecruzé por 30 min a 37°C, como
se describid anteriormente para la determinacion de la fosforilacion de Syk en MDMs, o
se incubaron con PMA como control. Las células se analizaron inmediatamente por

citometria de flujo.
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6.2.10 Ensayos de fagocitosis a través de FcyRs con entrecruzamiento simultaneo de

CD13 por anticuerpos

Preparacion de las particulas fagocitables

Una suspension de eritrocitos de carnero a 1.2xx10°/ml en PBS-BSA 0.1%) se marcaron
con CFSE como se describid anteriormente. A continuacion, los eritrocitos marcados con
CFSE fueron incubados con TNBS 1.5mM en buffer de boratos (0.2 M de acido borico,
0.15 M de NaCl, pH 8.5) por 10 min a temperatura ambiente, en oscuridad y agitacion
moderada. Posteriormente los eritrocitos se lavaron, se resuspendieron en DGVB vy el
total de eritrocitos se dividieron en dos alicuotas equitativas (= 0.6x10°). Se adicion6 el
anticuerpo policlonal de conejo anti-DNP a una alicuota (eritrocitos opsonizados con
IgG), mientras que la otra alicuota se dejo sin tratamiento (eritrocitos sin opsonizar), y se
incubaron en hielo y en oscuridad por 30 min. Los eritrocitos se lavaron y resuspendieron

en DGVB.

Ensayos de fagocitosis

0.5Xx10° células THP-1 se incubaron con 0.01, 0.1, 1 6 10 ng de fragmentos Fab del
mADb452 (anti-CD13) o sin anticuerpo primario, por 30 min a 4°C. A continuacion, las
células se lavaron y se incubaron con fragmentos F(ab)’, de IgG de cabra anti-raton por
30 min a 4°C y se lavaron. A continuacion, las células se incubaron con los eritrocitos-sin
opsonizar o con los eritrocitos-opsonizados en una relacion de una célula monocitica: 20
eritrocitos, a 37°C por 2h 30 min. Se mantuvieron muestras idénticas a 4°C como control.
Los eritrocitos no internalizados se lisaron por shock hipotonico. La fagocitosis se

cuantifico por citometria de flujo.

6.2.11 Activacion de CD11b inducida por el entrecruzamiento de CD13 por

anticuerpos

1Xx10° de hMDMs se incubaron con fragmentos Fab del mAb452 anti-CD13 (4 pg),
fragmentos Fab del mAb32.2 anti-FcyRI (10 pg), anti-FcyRI (10 pg), anti-FcyRI (10 pg),
o sin anticuerpo primario por 30 min a 4°C. Posteriormente, las células se lavaron y se

incubaron con fragmentos F(ab)’, de IgG de cabra anti-raton por 10 min a 4°C, seguido
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de una incubacién a 37°C (entrecruzamiento) por el tiempo indicado en medio completo.
La activacion se detuvo por fijacion en Fix Buffer I BD Phosflow, por 10 min a 37°C. A
continuacion, las células se lavaron y se incubaron con el anticuerpo CBRM1/5, que
reconoce la conformacién activada de la integrina, por 1h en hielo. Las células se lavaron

y se analizaron por citometria de flujo.

6.2.12 Citometria de flujo

Para analizar la expresion de CD13 o FcyRI en la superficie de la célula, las lineas
celulares (THP-1, J774 0 HEK293) y los MDMs. 1X10° de células se incubaron con 2 pg
de los fragmentos Fab del mAb452 (anti-CD13), o con 8 pg de los fragmentos Fab del
mADb32.2 (anti-FcgRI), o con 8 pug de IgG1 (control de isotipo), o anticuerpo primario por
30 min a 4°C. A continuacion se lavaron e incubaron con IgG de cabra anti-raton
conjugada con FITC por 20 min a 4°C. Las células se lavaron y se fijaron con PFA al 1%
en PBS y se analizaron por citometria de flujo. Para los experimentos de evaluacion de la
expresion de moléculas en la superficie de la célula, fagocitosis selectiva, fosforilacion de
Syk, produccion de ROS, fagocitosis a través de los FcyRs y activacion de CD11b, la

intensidad media de fluorescencia de 15,000 células se midi6 por citometria de flujo.

6.2.13 Analisis Estadistico

Las graficas presentadas contienen cuando menos cuatro experimentos independientes.
Los datos estan presentados como los valores de media = SEM. Los datos se analizaron
utilizando la prueba de t de Student’s pareada de dos colas. Las diferencias se

consideraron significativas a p < 0.05.
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