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RESUMEN

Las hemocianinas son glicoproteinas transportadoras de oxigeno que se
encuentran en la hemolinfa de algunos moluscos y artrépodos. Algunas hemocianinas
de molusco inducen una poderosa respuesta inmunolégica al ser inyectadas en
mamiferos y no se conoce con exactitud 1a razén de este fendémeno. Sin embargo, este
efecto ha sido afribuido a diversos factores como su xenogenicidad, gran tamario (4 a 8
MDa), la presencia de residuos oligosacaridos y su estructura cuaternaria con mitiples

epitopos repetidos.

Debido a las propiedades inmunoestimulantes no especificas y adyuvanticidad
infrinseca de algunas hemocianinas de moluscos, estas son de gran importancia por su
aplicacion en los campos de la biomedicina y la biotecnologia, por ejemplo como
proteinas transportadoras para producir anticuerpos contra haptenos y péptidos, en
vacunas experimentales terapéuticas contra diversos tipos de céncer y como
inmunoestimulantes no especificos. Durante décadas se ha utilizado [a hemocianina de
Megathura crenulata (KLH) para estos propésitos. Sin embargo, mas recientemente se
descubri6 que la hemocianina del gastrépodo chileno Concholepas concholepas (CCH)
presenta propiedades inmunolégicas comparables a KLH, por lo que es una excelente

alternativa para las aplicaciones en biomedicina y biotecnologia.

Hipotetizamos que el efecto inmunoestimulante de las hemocianinas, se explica en
parte porque al ser incorporadas por células presentadoras de antigeno (APCs),
conducen a la creacion de un ambiente pro-inflamatorio que lieva a potenciar la
respuesta adaptativa del tipo Th1 contra ellas, la cual indirectamente, estimula

respuestas inmunes antitumorales latentes en los ganglios regionales. Es asi, que




trabajos previos de nuestro laboratorio han demostrado que CCH es endocitada por
células dendriticas (DCs} y lentamente procesada, fendmeno que consecuentemente,
produce su lenta maduracion, reflejada en la secrecion de IL-12. Sin embargo, otras
APCs como son los macréfagos, también podrian participar en las etapas tempranas
de la respuesta inmune confra hemocianinas, por su gran capacidad proteolitica y que
producen numerosas citoquinas. Ademas, el gran tamaiio y compleja estructura de las

hemocianinas podrian influir en su procesamiento por macréfagos.

De esta forma, en este trabajo se estudid Ja incorporacién y el procesamiento de
CCH in vifro e in vivo en macréfagos peritoneales de ratones C57BL6. Como control,
se usd ofra proteina modelo: ovoalbumina (OVO). Para concretar este estudio, se
utilizaron diversas técnicas que incluyeron citometria de flujo, microscopfa electronica

de transmisiony Western blot.

Los resultados demuestran que los macréfagos incorporan CCH nativa y
desglicosilada in vifro, ya sea por macropinocitosis o endocitosis. Sorpresivamente, los
estudios in vivo, indicaron que OVO ingresa maés rapido a los macréfagos que CCH,
con maximos de incorporacion en torno a las 14 y 24 horas, respectivamente. Ademas,
se observd que CCH in vifro es procesada mucho mas lentamente que OVO,
encontrandose un fragmento en torno a 46 kDa que podria corresponder a una unidad

funcional en tiempos superiores a las 24 horas.

Estos resultados apoyan la idea que uno de los mecanismos envueltos en la
inmunoestimulacién por las hemocianinas, radica en su compleja estructura y tamafio,

que produce su lento procesamiento, atin por células tan poderosas proteoliticamente

como los macréfagos.




ABSTRACT

Hemocyanins are oxygen-carrier proteins found in the hemolymph of several
mollusks and arthropods. Some of these hemocyanins of mollusks provoke powerful
immune responses when injected in mammals, reaction whose cause has not yet been
clarified. Nonetheless, this effect has been atfributed to diverse factors such as their
xenogenic character, their huge size (4 to 8 MDa), the presence of oligosaccharide

residues and its quaternary structure with multiple repeated epitopes.

Due to the non-specific immuncstimulant properties and the intrinsic adjuvanticity
that exhibit some mollusks hemocyanins, these proteins stand out due to their potential
applications in the fields of biomedicine and biotechnology, e.g. as carrier proteins as a
way to produce antibodies against haptens and peptides, in experimental therapeutic
vaccines against various types of cancer and like non-specific immunostimulants. For
decades, Megathura crenulata hemocyanin (KLH) has been used for these purposes.
However, more recently it has been discovered that the Chilean gastropod
Concholepas concholepas hemocyanin  (CCH) presents outstanding immune

properties, which makes it an excellent alternative in the mentioned fields.

We hypothesize that the immuncstimulant effect of hemocyanins is partially
explained by the fact that, once incorporated by antigen presenting cells (APCs), they
lead to the creation of a proinflammatory environment which results in a Th1 type
adaptive response against the hemocyanin, reaction that may indirectly stimulates

latent anti-fumoral responses within local ganglia.

Previous research in our laboratory has demonstrated that CCH is endocyted by

dendritic cells (DCs) and slowly processed by them. This phenomenon, consequently,




results in their gradual maturing, reflected by the IL-12 synthesis. However, other APCs
such as macrophages could also participate in early stages of the immune response
against hemocyanins, due to their considerable proteclytic capacity and their ability to
produce various cytokines. Moreover, the huge size and complex structure of

hemocyanin might actually be influential factors on their processing by macrophages.

This way, in this research we studied CCH incorporation and processing (both in
vitro and in vivo) by peritoneal macrophages obtained from C57BL6 mice. As a
reference, ovalbumin (OVA) a well-defined protein antigen was used. In order to carry
out this investigation, several techniques such as flow cytometry, transmission electron

microscopy and Western blot were used.

In vitro experiments have shown that both native and deglycosylated CCH are
incorporated to macrophages, whether through macropinocytosis or endocytosis.
Surprisingly, in vivo studies indicate that OVA absorption occurs faster than CCH, with
incorporation maximums found at about 14 and 24 hours, respectively. In addition, it
was observed that in vifro CCH is processed by macrophages miuch more slowly than
OVA. More interestingly, a fragment of 46 kDa was found in a time superior to 24 hours,

which could correspond to a functional unit.

This results support the idea that one of the mechanisms involved in
immunostimullation by hemocyanins, lays on its complex structure and size, which

reflects on its slow processing, even by proteolytic cells as powerful as macrophages.




INTRODUCCION

Las hemocianinas son glicoproteinas transportadoras de oxigeno que se
encuentran en la hemolinfa de numerosas especies de moluscos y artrépodos. Se ha
observado gque entre estos dos grupos de organismos, las hemocianinas presentan
diferencias considerables en su secuencia primaria, su tamafio y la organizacién de
sus subunidades, lo que sugiere una divergencia evolutiva que mantiene similitudes en
su funcién, reflejada en la conservacién del sitio activo de ambos tipos de proteinas,
constituido por atomos de cobre que son coordinados por triadas de histidina. Sin
embargo, presentan importantes diferencias en su estructura cuaternaria (Van Holde y
Miller, 1995). En este seminario de tftulo, nuestra atencion estd puesta en las
hemocianinas de moluscos, especificamente en la de algunos gastrépodos, que como

se describira mas adelante, tienen variadas aplicaciones biomédicas y biotecnologicas.
Estructura de las hemocianinas de moluscos

El enorme tamafio de las hemocianinas de moluscos ha permitido observar su
estructura por microscopia electrénica mediante tincién negativa, donde ha quedado en
evidencia su peculiar forma de cilindro hueco de aproximadamente 35 nm de didmetro -
por 40 nm de largo. Usando numercsos procedimientos experimentales que permiten
disociar y re asociar moléculas, se demostré que las hemocianinas se ensamblan en
moleculas cilindricas compuestas por 10 subunidades no-covalentemente unidas,
denominadas decameros, las cuales tienen una masa molecular entre los 350 a 450
kDa y estan formadas por siete u ocho dominios globulares, denominados unidades
funcionales (FUs). Las FUs fienen una masa molecular que varfa entre 45 a 55 kDa y

estan unidas covalentemente entre si mediante regiones flexibles constituidas por 10 a




15 aminoacidos, formando una organizacion tipo “collar de perlas” (ver Figura 1).
Ademas, cada FUs es capaz de unir reversiblemente una molécula de oxigeno a fravés
de un par de atomos de cobre, lo cual le confiere el color azul profundo caracteristico
de estas proteinas. De esta manera, los decameros de las hemocianinas de moluscos
alcanzén masas moleculares de 3,5 a 4,5 MDa y, en el caso de bivalvos y gastropodos,
los decameros pueden asociarse entre si, formando encrmes estruciuras que alcanzan

los 8 MDa (van Holde y Miler, 1995; Decker y col, 2007) denominadas didecameros.

Se suman a la compleja estructura proteica de las hemocianinas su residuos
oligosacaridos, que pueden alcanzar hasta un 9% de su peso {%p/p), siendo manosa
el componente méas abundante (Harris y Markl, 1999; Hall y Wood, 1976). Su
conocimiento ha llevado ha postular a numerosos autores que ellos serian
determinantes en el efecto inmunocestimulanie que estas protelnas tienen sobre el
sistema inmune de los mamiferos, sin embargo, no hay evidencia experimental

inequivoca al respecto.




Decamero Didecamero

Sudunidad Unidades funcionales (FUs)

Figura 1. Organizacion de las hemocianinas de moluscos.

A. Microscopia electronica de transmision de moléculas de hemocianina de Concholepas
concholepas (CCH) tefidas negativamente, en la cual se puede apreciar vistas laterales de los
didecameros (rectangulos) y vistas desde arriba (circulos) que denotan su estructura con forma
de cilindro hueco. La flecha muestra un decamero al lado de un didecamero. B. Esquema de las
hemocianinas de moluscos, la organizacién de sus subunidades y sus unidades funcionales

(FUs), unidas por péptidos flexibles de 10 a 15 aminoacidos (Arancibia y col, 2012a).




Efecto de las hemocianinas sobre el sistema inmune de los mamiferos

Se ha descrifo que al inocular mamfferos, incluyendo seres humancs, con
hemocianinas de gasfropodos, se induce una poderosa respuesta inmunoldgica
benéfica, de ahl su consideracion como inmunocestimulante no especifico, efecto que
ha sido atribuido a diversos factores de la proteina tales como su xenogenicidad, gran
tamario, la presencia de residuos oligosacaridos y su estructura cuaternaria de tipo D5

con mdltiples epitopos repetidos (Haris y Markl, 1999; Del Campoy col, 2011).

Debido a sus propiedades inmunoestimulantes no especfficas y adyuvanticidad
infrinseca, sumado a su nula toxicidad y ausencia de efectos secundarios no
deseados, algunas hemo'cianinas de moluscos tienen gran importancia por su
aplicacién en los campos de la biomedicina y la biotecnologia (Musselli y col, 2001; Del
Campo y col, 2011; Kantele y col, 2012). En biomedicina, son utilizadas como
proteinas transportadoras (carrier) para producir anticuerpos contra haptenos y
péptidos. Ademas, se emplean como inmunoestimulantes no especificos para prevenir
la recurrencia del carcinoma superficial de vejiga (CSV) luego de su extirpacion
quirGrgica, como una alternativa a la terapia clasica con Bacillus Calmette-Guérin
(BCQ) instilado uretralmente (Lamm y col, 2000; Perabo y Muller, 2004; Arancibia y col,
2012b). Ademas, se usan en vacunas experimentales terapéuticas conira diversos
tipos de cancer, porque dirigen la respuesta inmune celular y humoral hacia respuestas
del tipo Th1 (Moltedo y col, 2006; Arancibia y col, 2011 y 2012a). Para estos
propésitos, se ha utilizado desde los afios 60 [a hemocianina de una lapa nativa de las
costas de California y México conocida como keyhole limpet que corresponde a la
especie Megathura crenulata. Esta hemocianina, conocida como KLH, se ha utilizado

durante mas de 40 afios como antigeno modelo para estudiar las respuestas timo-




dependientes mediadas por linfocitos T CD4" (Harris y Markl, 1999; Markl y col, 2001;
Del Campo Y col, 2011). Actualmente se utlliza KLH como carrier de epitopos de
antigenos asociados a tumores (TAA), tales como glicolipidos y mucopolisacaridos, en
vacunas experimentales para diferentes tipos de cancer (Muselli y col, 2001; Zhu y col,
2008; Del Campo y col, 2011). Ademds, se utilizan como potenciadores de la respuesta
de células T en la inmunoterapia de tumores con células dendriticas cargadas con
extractos fumorales (Timmemman y Levy, 2000; Shimizu y col, 2001; Millard y col, 2003;
Lépez y col, 2009; Jacobs y col, 2010; Lesterhuis y col, 2011). Sin embargo, a pesar
del amplio uso de estas proteinas, se conoce poco acerca de los mecanismos por los
cuales las hemocianinas estimulan el sistema inmune de los mamiferos y las células
involucradas. En consecuencia, dada la utilidad de estas proteinas en las diversas
aplicaciones antes sefaladas, consideramos importante caracterizar sus mecanismos
inmunolégicos de accién, ya que su conocimiento podria permitir potenciar mas aun
sus efectos benéficos para la salud humana y también, de especies de interés

productivo.

Se debe sefalar que [a obtencion de KLH depende absolutamente de su fuente
natural, ya que, aunque los genes que codifican para sus subunidades han sido
clonados, a la fecha no se han logrado expresar en forma heterdloga (Markl y col,
2001). Es asl que su demanda creciente ha llevado a buscar fuentes alternativas de
hemocianina, con propiedades inmunolégicas similares o superiores a KLH. Entre las
fuentes mas recientes de hemocianina se encuentra la proveniente de Rapana
thomasiana {Dolashka y col, 2010) y la de Concholepas concholepas, pero solo esta
tltima ha demostrado tener propiedades inmunolégicas comparables a KLH, siendo

una alternativa confiable y segura a KLH en el tratamiento del CSV (Afala, 2006).




Como se sefiald, cientificos chilenos descubrieron que el gastrépodo cominmente
denominado Loco (Conchiolepas concholepas) posee una hemocianina, conocida como
CCH, que presenta propiedades inmunolégicas comparables a KLH, aun cuando
difieren en su origen y en su estructura cuaternaria (De loannes y col, 2004). Aunque
ambas proteinas poseen dos tipos de subunidades, en KLH se organizan
constituyendo homodecamercs que se asccian de a pares formando
homodidecameros que coexisten en la hemolinfa de los animales. En contraste, en
CCH, las subunidades se asocian eniremezcladamente constituyendo
heterodecameros que a su vez conforman heterodidecdmeros (De loannes y col, 2004;
Becker y col, 2009). Sorprendentemente, a pesar de estas diferencias KLH y CCH son
igualmente inmunogénicas y poseen un efecio antitumoral similar (Moltedo y col,
2008). Sus propiedades inmunoldgicas similares a KLH y su gran estabilidad (Idakieva
y col, 2008) han convertido a CCH en una excelente alternativa o sustituto para
aplicaciones en biomedicina y biotecnologfa, como proteina carrier para producir
anticuerpos en animales de experimentacion (Gravotta y col, 2007; Matus y col, 2007;
Grenegard y col, 2008) y también en el desarrolio de vacunas experimentales (Miler y

col, 2006; Pilon y col, 2007; Del CampoYy col, 2011).
Células presentadoras de antigenos

Una de las caracteristicas mas importantes que comparten CCH y KLH es que no
necesitan de adyuvantes para provocar su accién inmunoestimulante en la
inmunoterapia del CSV, lo cual lleva a preguntarse ¢cémo estds proteinas inician la
respuesta inmune?. Por ofra parte, para iniciar la respuesta adaptativa contra proieinas
de tipo timo-dependiente y, en consecuencia mediada por linfocitos T CD4", es

fundamental que estas células reconozcan los antigenos a través del complejo

10




principal de histocompatibilidad de clase Il (MHCII). Las moléculas MHCH presentan
péptidos provenientes de la via exdgena o endocitica y se expresan constitutivamente
en la membrana plasmatica de las células presentadoras de antigeno (APC), aunque
en otros'tipos celulares puede inducirse su expresion por accién de citoquinas, como

IFN-y (Neefies y col, 2011).

Bajo este contexto, las APC, que incluyen células dendriticas (DCs), macréfagos y
linfocitos B, juegan un papel fundamental, procesando y presentando el antigeno a los
linfocitos T CD4* (Banchereau y Steinman, 1998; Inaba y col, 2000; Trombetta y
Mellman, 2005). Todas las células efectoras del sistema inmune, incluyendo las APC,
tienen su origen en células troncales hematopoyéticas, de las cuales se generan los
progenitores mieloides y linfoides. Tanto DCs como macréfagos son parte del linaje
procedente de la diferenciacion de progenitores mielodes, mientras que los linfocitos B
son parte del linaje linfoide (Metcalf, 2007). Para actuar como APC, estos tipos
celulares deben tener la capacidad de capturar e internalizar el antigeno, procesarlo en
pequefios péptidos de 12 a 25 aminodcidos, cargarlo en las moléculas MHCH y
exponer este complejo péptido-MHCIl en su membrana plasmatica (Trombetta y

Meliman, 2005).

Las DCs se consideran las células presentadoras de antigenos profesionales,
puesto que presentan antigenos a los linfocitos T CD4* con mayor eficiencia que los
otros dos grupos celulares mencionados anteriormente {Steinman, 2007). Son células
de forma esftrellada que se localizan estratégicamente en sitios de concenfracion
antigénica. Se diferencian a partir de precursores CD34" y pueden reconocerse por [a

expresiéon de marcadores como CD11c, CD40, CD80y CD86 (Lutz y col, 1999).
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Los macréfagos son células involucradas en la remocion de particulas antigénicas y
en la década de los 80's, eran considerados las principales celulas pr&eenta(l:[oras de
antigenos debido a su gran capacidad fagocitica, profeolftica y de induccién de la
proliferaciéon de finfocitos T (Unanue, 1984). Se originan a parfir de monocitos
sanguineos, los cuales migran a los distintos tejidos y sufren cambios morfolégicos,
diferenciandose en macréfagos, siendo estos inducibles cuando son activados por
citoquinas pro-inflamatorias o productos bacterianos, aunque no en los niveles de DCs,
lo cual explicaria parciaimente porque son menos eficientes en la presentacion
antigénica y estimulacién de células T en comparacion a las DCs (Trombetta y
Mellman, 2005). Estas células tienen un sistema vesicular bastante desarrollado y
pueden reconocerse con marcadores como CD11b, CD40, CD80, CD86, TLR4 y F4/80
(Ghosna E y col, 2009). Ademas, expresan MHCI y MHCI], siendo inducibles cuando
son activados por citoquinas pro-inflamatorias o por productos bacterianos. De acuerdo
al tipo de activacion, los macréfagos se puede clasificar en dos clases opuestas
fenotipicamente, a saber, los clasicamente activados denominados M1 y los
“alternativamente” activados, denominados M2 (Verschoor y col, 2012). Llos
macrofagos M1 son activados por IFN-y y TNF-a, o por agonistas de recetores tipo
Toll, desencadenando diversos procesos efectores de la respuesta inmune como son
la muerte de pardsitos infracelulares, 1a lisis de células tumorales y la produccién de
citoquinas como IL-1B, y TNF-a, ademés de la produccion de especies reactivas del
oxigeno (ROS), entre ofros. Los macréfagos M2, comparten propiedades funcionales
involucradas en respuestas de linfocitos Th2, tales como procesos de

inmunorregulacién y remodelamiento de tejidos (Mantovani y col, 2004).
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Los linfocitos B se diferencian en la médula 6sea y son las células principales de la
respuesta inmune humoral, puesto que luego de detectar un antigeno, pueden
diferenciarse a células plasmaticas capaces de secretar anticuerpos. Se caracterizan
por la presencia de inmunoglobulinas en la superficie de su membrana, que actlian
como receptores de antigeno (BCR), siendo capaces también de procesarlos y

presentarlos a linfocitos TCD4" (Harwood y Batista, 2010).

Estudios realizados sobre el procesamiento de KLH en DCs humanas diferenciadas
in vitro a partir de monocitos sanguinecs, mostraroen que KLH promovia [a activacion y
maduracién de DCs porque se producia un aumento de la expresion de los marcadores
de superficie CD40, CD80, CD86, CD83 y HLA-DR, ademas de un aumento en [a
produccién de 1L-10 y IL-12 (Presicce y col, 2008). Por otra parte, estudios realizados
con DCs murinas diferenciadas in vitro a partir de médula ésea, mostraron gue tanto su
viabilidad como su funcionalidad (respecto a la adquisicién de antigenos y su
capacidad de estimular esplenocitos) no se ven disminuidas al ser pulsadas con KLH,
por lo cual pueden utilizarse como marcador molecular para facilitar el monitoreo de la
induccion de la respuesta inmune, ya sea en estudios clinicos de vacunas contra el
cancer basadas en DCs, como para mejorar la eficacia terapéutica de dichas vacunas
(Teitz-Tennenbaum y col, 2008). Otros estudios en modelos murinos han determinado
que se puede utilizar CCH marcada fluorescentemente {con Alexa Fiuor 488) para
frazar la migracién de DCs hacia ganglios linfaticos, puesio que el inicio de la
respuesta inflamatoria al virus de la influenza (denotado por un aumento de la
concentracién de INF-B, IL-6 y TNF-a) coincide con la aparicién de DCs portadoras de

material endocitado en los ganglios linfaticos (Moltedo y col, 2008).
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Por ofra parte, experimentos sobre procesamiento de antigenos realizados en DCs
cargadas con Rnasa Ay su forma inestable, Rnasa S, mostraron que la forma mas
estable de la proteina inducia una mayor proliferacion de linfocitos T porque las DCs
permanecerfan mas tiempo presentando el antigeno en los ganglios regionales
(Delamarre y col, 2005). Concordantemente, resultados previos de nuestro laboratorio
también sugieren que CCH, en comparacién con otro antigeno modelo como lo es
Ovoalbtimina (OVO), se procesa lentamente en DCs (Del Campo, 2007; Arancibia y
col, 2011). De estos resultados se desprende la posibilidad de que el lento
procesamiento de CCH sea una de las causas de su gran capacidad inmunogénica y
antitumoral no especifica. También, recientemente, se ha demostrado que al pre-
incubar DCs con CCH vy luego co-incubarlas con células Natural Killer, se favorece Ja
interaccion enfre ambos tipos celulares, reflejado como una polarizacion de
mitocondrias hacia los contactos celulares concomitante con un aumento de IL-12 e

I[FN-y (Del Campoy col, 2013).

Ademas de los estudios realizados en DCs, también se ha propuesto que los
macréfagos podrian estar involucrados en el inicio de la respuesta anti-tumoral
estimulada por KLH, puesto que en la orina de pacientes con CSV se ha observado un
aumento en la concentracién de la citoguina pro-inflamatoria IL-1a, producida por
macréfagos activados (Jurincic-Winkler y col, 1995). En la década de los 80's se
realizaron experimentos que demostraron que los macrofagos eran capaces de
internalizar KLH y presentar a linfocitos T de manera especifica en un periodo de entre

45 y 60 minutos (Birmingham y col, 1982; Unanue, 1984; Rhodes y col, 1989).

Enfonces, basados en los resultados previos obtenidos en DCs, la aparicion de IL-

1a en [a orina de pacientes con CSVy en la evidencia de que las DCs presentan una
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menor capacidad proteolitica respecto a los macréfagos (Delamarre y col, 2005), tiene
interés estudiar el procesamiento de CCH por parte de los macréfagos por que poseen
una elevada capacidad proteolitica y producen numerosas citoquinas pro-inflamatorias.
Ademas, el gran tamafio y compleja estructura de las hemocianinas podrian infiuir en

su procesamiento por macréfagos.
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«¥

Hipétesis

Macréfagos peritoneales murinos de la cepa C57BL/G incorporan y procesan
lentamente CCH, favoreciendo de esta forma su inmunogenicidad y efecto anfitumoral,
en comparacién con otra proteina que no tiene estés propiedades inmunoldgicas por sf

sola, como es ovoalbumina.

Objetivo general

Estudiar la incorporacion, procesamienio y presentacion de hemocianina de
Concholepas concholepas (CCH) en macréfagos peritoneales de ratones C57BL/6

tanto in vivo como in vitro.

Obijetivos especificos

1. Estudiar la incorporacién de CCH en macréfagos cultivados in vifro mediante

microscopia electrénica de transmision.

2. Determinar la cinéfica de incorporacién de CCH en macroéfagos peritoneales,

tanto in vivo como in vitro, en comparacién con OVO, mediante citometria de flujo.

3. Estudiar el procesamiento de CCH en macréfagos peritoneales in vitro,

mediante Western blot.
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MATERIALES Y METODOS

1. MATERIALES

1.1.  Animales de experimentacion

Como modelo de estudio se utilizaron ratones hembras y machos de la cepa
C57BL/6 (haplotipo H-2b) de enire 2 y 4 meses de edad adquiridos en el bioterio de la
Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile. Los ratones se sometieron a ciclos
de 12 h de luz y 12 h de oscuridad y se mantuvieron a femperaturas entre 21 y 24 °C,
con abundante agua y alimento, siguiendo las normas institucionales para el manejo y

bienestar de los animales.

1.2. Reactivos

1.2.1. Cuitivo celular

Los siguientes reactivos son de Gibco (obtenidos de Invitrogen, EEUU). medio de
cultivo RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute); medio de cultivo D-MEM
(Dulbecco’s modified Eagle’s medium); Penicilina/Estreptomicina 1x10* U/ml (100x); L-
Glutamina 200 mM (100x); Piruvato de sodio 100 mM (100x); Aminoacidos nho
esenciales (100x, MEM NEAA). El suero fetal de bovino (SFB) fue obtenido de Hyclone

(EEUL).
1.2.2. Proteinas

La hemocianina de Concholepas concholepas (CCH, Immunocyanine ® - libre de

lipopolisacparidos, LPS) fue proporcionada por Biosonda S.A. (Santiago, Chile).
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CCH desglicosilada quimicamente (Ox-CCH), se obtuvo segun e! procedimiento

descrito por Arancibia y col, 2012a.

Ovoalblimina (Imject ® ovalbumin) fue adquirida de Thermo (EEUU).

El factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos recombinante
(recombinant Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor, tGM-CSF) adquirido
BD Pharmingen (EEUU).

1.2.3. Proteinas marcadas

Las proteinas marcadas, CCH-Alexa488 (CCH-488), OVO-Alexad88 (OV0-488) y
OVO-Alexab47 (OVO-647), fueron preparadas segtin Moltedo y col, 2009.

1.2.4. Anticuerpos

El anticuerpo asociado a fluoréforo anti-F4/80-Alexa Fluor 647 fue obtenido de

BioLegend (EEUU).

El anticuerpo de cabra anti-lIgG (H+L) de conejo, conjugado a fosfatasa alcalina

(FAL) fue obtenido de Thermo (EEUU).

El anticuerpo de cabra anti-IgG (H+L) de rata, conjugado peroxidasa (HRP) fue
obtenido de Thermo (EEUU).

El anticuerpo de rata anti-B-actina de ratén fue obtenidoe de Sigma (EEUU).

Los anticuerpos policlonales de conejo anti-CCH fueron producidos por Biosonda

S.A., seglin procedimientos propios.
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1.3. Soluciones

1.3.1. Medics de culfivo

El medio de cultivo utilizadoc se compuso de medio D-MEM o RPM,
complementado con 10% SFB, 1% penicilina/estreptomicina, 1 % L-glutamina, 1%

piruvato de sodio y 1% de aminoéacidos no esenciales.

1.3.2. Soluciones estériles

Para la preparacion de todas las soluciones estériles se utilizé agua libre de LPS

(Baxter, EEUU).

Tampén fosfato salino (PBS): 100 mM fosfato de sodio, 150 mM cloruro de sodio,

pH 7,2 (Thermo, EEUU).

Solucién de tioglicolato: (para 1 litro) compuesta de caseina 15 g, extracto de
levadura 5 g, NaCl 2,5 g, L-cisteina 0,5 g, tioglicolato de sodio 0,5 g, agar, 0,75 g,

dexirosa 5,5 g, glucosa 5,5 g; autoclavada una vez y envejecida 1 mes.

Solucion de lisis de los glébulos rojos: 150 mM NH,CI, 10 mM KHCQO, y 0,1 mM
EDTA.

Solucion de lisis: tampdn con baja concentracion de detergente (low detergent
buffer, LDB) compuesto por 20 mM Tris/HCL, 2 mM EDTA, 150 mM NaCl, 0,5% Triton
X-100, ajustado a pH 7.5 y con la adiccion de un coctel de inhibidores de proteasas

(Roche, EEUV),

Tripsina: Tripsina/EDTA de invitrogen (EEUU).
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1.3.3. Cuantificacién de proteinas

Para realizar los ensayos de cuantificacion de proteinas se ulilizd como estandar
albiimina de suero bovino 2.0 mg/ml (bovine serum albumin, BSA) y reactivo de
Coomassie (Coomassie Plus™ Protein Assay Reagent), ambas soluciones adquiridas

de Thermo (EEUU).
1.3.4. Soluciones para electroforesis

Tampén de corrida: para correr los geles SDS-PAGE se utilizé un tampén Tris-
glicina SDS -adquirido de Thermo (EEUU) y compuesto por 25 mM Tris, 192 mM
glicina, 0,1% SDS y pH 8,3.

Tampdn de carga: para denaturar y cargar las muestras se uiilizé un tampén de
carga 4x (Laemmli buffer 4x) compuesto por 24% 1 M Tris/HCI pH 6,8, 28% agua
destilada, 8% SDS, 40% glicerol, 10% 2-mercaptoetanot y 0,01% Azul de bromofenol.

1.3.5. Soluciones para Western blot

Tampon de transferencia: para realizar la transferencia se utilizé una solucion

compuesta por 25 mM Tris, 192 mM glicina, 20% metancl, pH 8,3.

TBST: para realizar los lavados e incubaciones de la membrana se utilizé un
tampoén Tris salino con Tween-20 (TBST) compuesio por 2,42 g Tris base, 8 g NaCl,

ajustando supH a 7,6 con HCly 0,02% Tween-20.

TBST-Caseina: para realizar el bloqueo de la membrana se utilizé una solucion de

TBST con 1% de caseina.
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Sustrato para FAL: 1-Step™ NBT/BCIP (nitro-blue tetrazolium / 5-bromo-4-chloro-

“indolyphosphate) adquirido de Thermo (EEUU).

Sustrato para HRP: SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Subtrate adquirido

de Pierce (EEUL).

Tampén de lavado membrana nitrocelulosa (Tampén de Striping): Restore™

Western blot Stripping Buffer, Thermo (EEUU).
Solucion de revelado: revelador pelicula grano fino D-76, Jamarca ®.
Solucion de fijacién: Fijador de papel y pelicula U-3, Jamarca®.
1.3.6. Soluciones para citometrfa de flujo

Para realizar los lavados e incubaciones se utilizé una solucién de PBS-SFB 2%.

Para realizar [a fijacién de las muesiras se utiliz6 PBS-paraformaldehido 2%.
1.4. Soluciones para microscopia

Fijador: las células se fijaron con glutaraldehido al 3% en tampén cacodilato de

sodio 0.1 M, pH 7.4.
1.5. Materiales varios

Placas de 6 pocillos obtenidas de Nunc, EEUU; Stericup & Steritop™ de 500 y 1000
mi de 0,22 um obtenidas de Millipore, EEUU; pipetas de 1, 2, 5y 10 ml, tubos cénicos
de 15y 50 ml, tubos Eppendorf obtenidos de Axygen, EEUU; Jeringas de 2,5 ml y de

insulina (1 ml) obtenidas de Terumo, EEUU; camara de Neubauer; porta y cubre

objetos; membrana de nifrocelulosa 0,45 um obtenida de Thermo, EEUU.
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1.6. Equipos

Campana de flujo laminar (Clean Room Procusts); Microscopio de contraste de fase
DIAPHOT-TMD (Nikon); Camara de electroforesis (Bio Rad); Sistema de transferencia
de membrana de nifrocelulosa (Bio Rad); Fuente de poder (Bio Rad); Centrifuga
refrigerada IEC-CENTRA-7R (International equipment company); Estufa de cultivo de
células con regulacidn de temperatura y CO, (Nuaire); Microcentrifuga 5417C
(Eppendorf), Lector de ELISA 7520 (Cambridge Technology, Inc); Balanza granataria
electrénica (Sartorius); pHmetro Orion 3 Star (Thermo); Citémetro de flujo laminar
(FACSort de Beckton Dickinson, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile);
Microscopio electrénico de transmision (Phillips Tecnai 12, Servicio de microscopia

electrénica Pontificia Universidad Catdlica).
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2. METODOS

2.1, Obtenci6n de células de la cavidad peritoneal

Se aplicé un procedimiento previamente publicado (Zhang et al, 2008) con
modificaciones. Brevemente, ratones C57BL6 fueron inyectados con 1,6 ml de una
solucién de tioglicolato en la cavidad peritoneal y [uego de 4 dfas fueron sacrificados
por dislocacion cervical. A partir de este momento se trabajé bajo condiciones de
esterilidad en campana de flujo laminar. Primero, se realizaron dos lavados de la
cavidad peritoneal con 5 ml de PBS estéril cada uno y luego, la solucién obtenida se
centrifugd durante 20 minutos a 1500 rpm (240 rcf) a 4 °C, se eliminé el sobrenadante
y el pellet se resuspendid en 2,5 mi de solucién de lisis de glébulos rojos. La
suspension se incubd durante 5 minutos a 37 °C y se detuvo la lisis agregando 2,5 ml
de medio de cultivo D-MEM, centrifugandose luego durante 20 minutos a 1500 rpm a 4
°C. Se elimind el sobrenadante y finalmente, el pellet se resuspendio en 10 ml de

medio de cultive D-MEM.
2.2. Cultivo de macrofagos

Se contaron las células presentes en la solucién obtenida en el método 2.1
utilizando una camara de Neubauer. Las células se sembraron en placas de 6 pocillos
a 2,5 millones de células por pozo y se incubaron durante 1 hora en la estufa a 37 °C.
Finalmente, se realizaron 2 lavados con PBS estéril para eliminar todas las células no
adheridas a la placa y se agregaron 5 ml de medio de cultivo D-MEM. Los macréfagos

fueron considerados como las células adheridas a la placa (Zhang y col, 2008).

23




2.3. Cultivo de DCs

Las DCs se obtuvieron a partir de precursores de médula 6sea, segtin lo descrito
por Lutz y col, 1999. Brevemente, se obtuvo la médula ésea a partir del fémur y [a tibia
de ratones C57BL6, perfundiendo con PBS estéril. Luego, se centrifugd durante 15
minutos a 1500 rpm (240 rcf), se eliminé el sobrenadante y se resuspendié el pellet en
solucién de lisis de glébulos rojos. Tres minutos después se agregd un volumen de
medio RPMI para detener la lisis, se centrifugd 15 minutos a 1500 rpm, se eliminé el
sobrenadante y se resuspendié el pellet en 5 ml de medio fresco con rGM-CSF a 20
ng/ml. Posteriormente se cultivé en placas de 6 pocilios a 2,5 millones de células por
pozo. Al dia 3 se agreg6 1 volumen de medio fresco con rGM-CSF a 20 ng/ml. En los
dias 6 y 8 se sacd la mitad del sobrenadante del cultivo de DCs, se centrifugd 15
minutos a 1500 rpm y se eliminé el sobrenadante. Luego, el peliet se resuspendié en 1
volumen de medio fresco con rGM-CSF a 20 ng/ml y se devolvid a los pocillos

correspondiente. Las células se utilizaron en el décimo dia de cultivo.

2.4. Electroforesis y Western blot a partir de extractos celulares

Se realizé un cultivo celular segun lo descrito en el método 2.2 y luego se trataron
las células, incubandolas con hemocianina de Concholepas concholepas a diferentes
tiempos: 4, 24, 72, 120 y 144 horas. Ademds, como control negativo de la presencia de

CCH se realizé un cultivo omitiendo la hemocianina y como control positive de CCH, se

incubé CCH durante 4 horas en medio de cultivo sin macréfagos.

Transcurrido el tiempo de incubacion con los diferentes {ratamientos, los
macrofagos fueron cosechados desde la placa de Petri, para lo cual se eliming el

medio de cultivo, se realizaron 2 lavados con PBS estéril y se soltaron las células
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incubando con 300 i de tripsina durante 30 minutos a 37 °C. La suspension de células
se centrifugé a 2.000 rpm (420 ref) durante 15 minutos y se elimind el sobrenadante. E|
pellet se resuspendio en 150 ul de solucién de lisis y se sometié a un tratamiento de
ruptura celular utilizando un scnicador. Luego, se centrifugd durante 12 minutos a
12.000 rpm (15300 rcf), se transfirid el sobrenadante a un fubo eppendorf, se
agregaron 50 pl de tampodn de carga y se denaturd la muestra calentandola a 100 °C

durante 5 minutos.

Posteriormente, se realizé una electroforesis en condiciones denaturantes (SDS-
PAGE) segun el procedimiento general descrito por Laemli (1970). Se utilizé un gel en
gradiente de 5 a 15 % de acrilamida, cargando la misma concentracién de proteina
para cada muestra de extracto celular, en torno a 45 pg/carril. El gel se corrié en 3
etapas, con las siguientes condiciones: Paso 1: 60 V, 30 minutos; Paso 2: 85 V, 30

minutos; Paso 3: 100 V, 80 minutos.

Al finalizar la electroforesis se transfirieron las proteinas desde el gel hacia una
membrana de nifrocelulosa, en condiciones himedas utilizando el tampén de
transferencia, a 100 V durante 80 minutos, segun el procedimiento general descrito por

Towbin y col, 1979.

La membrana con las protefnas se dejé blogueando en TBST-Caseina durante 60
minutos a temperatura ambiente con agitacion y luego, se incubé toda la noche a 4°C
con el anticuerpo primario anti-B-actina a una dilucién 1:40.000, como control de carga.
Posteriormente, la membrana se lavé 3 veces por 10 minutos con TBST y se incubd
con el anticuerpo secundario correspondiente acoplado a HRP a una dilucién de

1:10.000 durante 60 minutos a temperatura ambiente. La membrana se lavé 3 veces
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por 10 minutos con TBST y se procedié a revelar. Dado que el antisuero estaba
acoplado a HRP se cubrié la membrana con sustrato para HRP, se mantuvo durante 5
minutos en el casette de revelado junto con un film fotografico. Luego, el film se
sumergié en la solucién de revelado durante 3 a 5 minutos, se lavé con agua y se

sumergi6 [a solucion de fijacion durante 5 minutos.

Posteriormente, se removieron los anticuerpos de la membrana para poder revelar
utilizando antisuero anti-CCH. Para esio, la membrana se incub6 durante 15 minutos a
temperatura ambiente con el tampén de striping. Luego, se dejé bloqueando en TBST-
Caseina durante 60 minutos a temperatura ambiente. Se agregd el antisuero primario
conejo anti-CCH a una dilucién de 1:10.000 y se incubé durante 60 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, la membrana se lavé 3 veces por 10 minutos
con TBST y se incubd con el anticuerpo secundario correspondiente acoplado a FAL a
una dilucién de 1:10.000 durante 60 minutos a temperatura ambiente. Dado que el
antisuero estaba acoplado a FAL, la membrana se incubd durante 5 a 15 minutos con

sustrato para FAL.

2.5. Andlisis por citometria de flujo

Los ratones fueron inyectados en [a cavidad peritoneal con 1 mg de CCH, CCH-
488, OVO u OVO-488 o 300 pl de PBS como control. Luego de 1, 4, 14, 24, 72 horas,
se obtuvieron las células de [a cavidad peritoneal segtn lo descrito en el método 2.1,
hasta antes de resuspender en medio de cultivo D-MEM. Las células obtenidas se
lavaron con PBS-SFB y se cenfrifugaron 10 minutos a 2.000 rpm (420 rcf). El pellet se
resuspendié en 100 i de PBS-SFB, se agregé 1 pl de anti-F4/80-Alexa Fluor 647 y se

incubo durante 30 minutos en oscuridad a 4°C. Luego se centrifugd 10 minutos a 2.000
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rpm (420 ref), se lavé con 200 pl de PBS-SFB, se volvid a centrifugar y se fijaron las
células con 200 yl de PBS-paraformaldehido. Finalmente, las muestran se leyeron en
un citémetro de flujo laminar en el Laboratorio de Inmunologia (Facultad de Ciencias,
Universidad de Chile). Los datos obtenidos por citometria fueron analizados con &}

programa computacional WINMDI.
2.6. Andlisis por microscopia elecirénica

Se realizé un cultivo celular segan lo descrito en el método 2.2 y luego se trataron
las células, incubandolas con CCH nativa o desglicosilada quimicamente durante 10 y
80 minutos. Ademas, se realizd el control correspondiente sin la adicion hemocianina y
cultivos de DCs, bajo las mismas condiciones. Transcurrido el tiempo de incubacién, se
elimind el medio de culfivo, se [avd 2 veces con PBS, se agregd el fijador directamente
a las células adheridas en la placa y luego de 2 a 3 minutos se removieron
cuidadosamente las células con una espatula de tefléon. La solucién se centrifugd hasta
formar el pellet (aproximadamente 5 minutos a 5.000 rpm (2.700 rcf}) los cuales fueron
procesados en la Unidad de Microscopia, Pontificia Universidad Catélica de Chile. Allf,
las muestras fueron post-fijadas con 0OsO,, deshidratadas con concentraciones
crecientes de acetona y embebidas en una resina de Epon (Poliscience), de acuerdo a
lo descrito por Luft (1961). Luego, la resina se polimerizé a 60°C durante 48 h y se
realizaron cortes finos de 400-500 A de grosor. Los cortes se recogieron en grillas de
cobre y se tifieron con acetato de uranilo al 4% en 50% metanol durante 1-5 minutos,
se lavaran con 50% etanol frio, y luego se tifieron con citrato de plomo de acuerdo al
método descrito por Reynolds (1963). Finaimente, se lavaron con agua destilada y se

observaron al microscopio electrénico a 80 KV.
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RESULTADOS

1. Establecimiento de un cultivo de macréfagos murinos in vitro

Para llevar adelante el desarrollo de este seminario de titulo, en primer lugar fue
necesario establecer un procedimiento de obtencién de macrdfagos peritoneales para
realizar los cultivos in vitro en presencia de hemocianina. De esta manera, se logré
obtener cuiltivos como los que se muesiran en las fotografias tomadas directamente
desde las placas de cultivo en la Figura 2 (bajo aumento en Ay un acercamiento en B),
donde se distinguen dos poblaciones celulares: alargadas y adheridas al sustrato y
oiras de forma redondeada practicamente no adheridas. Dichos cultivos fueron
cosechados y analizados mediante citometria de flujo, con lo cual se observé que la
poblacién celular era bastante uniforme visto en un gréafico de puntos o dotf plof de
granulosidad (SSC) vs tamario (FSC) (Figura 2 C), puesto que la gran mayoria de las
células se agrupan en una zona determinada (Figura 2 D). El procedimiento se realizd
numerosas veces, obteniéndose resultados similares, por lo cual se considerd, que el

protocolo establecido para obtener cultivos de macréfagos era reproducible y confiable.

Analisis posteriores de la poblacidén en cultivo usando un anticuerpo monoclonal
para macréfagos (anti-F4/80) mostraron que alrededor del 93% de la poblacion de
celulas lo expresa, al comparar las células incubabas con €l anticuerpo (Figura 3 B)
respecto de las células sin el anticuerpo (Figura 3 A). Por lo tanto, se consider6 que las
células estaban suficienfemente homogéneas y en condiciones morfoldgicas
apropiadas para ser incubadas con CCH. Ademas, estudios paralelos del laboratorio
en que estos cultivos fueron incubados con LPS y AIOH, demostraron su funcionalidad,

reflejada en la secrecion de la citoquina 1-8 (Zhong, 2013).
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a

FSC ——>

Figura 2. Caracterizacion del cultivo de macréfagos murinos a partir de células peritoneales.

SSC ——

A. Cultivo de células extraidas a partir de un lavado peritoneal, luego de seleccionar las células
que se mantenian adheridas a la placa de cultivo. B. Aumento de A, en que se muestran células
fusiformes adheridas al sustrato y también células esféricas. C. Gréafico de puntos o dot plot
(SSC ws FSC) a partir del cultivo A. D. Zona que contiene el 85% de los eventos que se
muestran en C.
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F4/80 —>

Eventr

eventos ——>

F4/8 —>
Figura 3. Determinacion de la homogeneidad del cultivo de macréfagos.

Ay B. Dot plots analogos al que se muestra en la Figura 2 D, pero usando el marcador F4/80 vs
FSC; A. Control negativo, células sin tefiir con el anticuerpo monoclonal especifico. B. Células
marcadas con el anticuerpo anti-F4/80. C. Histograma que representa la cantidad de

fluorescencia de los eventos de A (linea negra) y B (linea roja).
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2. Incorporacion de CCH por macréfagos cultivados in vitro

Para determinar el proceso de incorporacion de CCH por macréfagos se
desarrollaron diferentes procedimientos. En primer lugar, se evaluaron dos
concentraciones diferentes de hemocianina de Concholepas concholepas y OVO para
determinar la mejor concentracion a utilizar en los experimentos de incorporacion in
vitro. Para esto, se comparé el porcentaje de macréfagos que incorporaron las
proteinas marcadas, luego de 1 0 4 horas despues de haber agregado 100 o 200 ug de
las proteinas por ml de medio de cultivo. Estos resultados se presentan en la Figura 4.
No se observd mayor diferencia en la incorporacién al incubar con las diferentes
concentraciones de CCH, en confraste con una mayor incorporacién de OVO cuando

se agregan 200 pg/mi.

Por otra parte, experimentos previos de nuesiro laboratorio demuestran que las
DCs incorporan tanto CCH nativa como CCH desglicosilada gquimicamente
(denominada Ox-CCH) la cual se cobiiene mediante oxidacion de sus azlcares con
peryodato de sodio. Ambas proteinas son incorporadas principalmente por
macropinocitosis y, en menor extensién, por endocitosis mediada por clatrina
(Arancibia y col, 2012a). Por lo tanto, quisimos analizar si en macréfagos se observaba
un fenémeno similar. Asi, cultivos de macréfagos fueron incubados por diferentes
tiempos (10 y 60 minutos) con CCH nativa o con Ox-CCH y luego fueron analizados
mediante microscopfa electronica de transmision, aprovechando que el enorme tamafio
de las hemocianinas y su forma de cilindro hueco caracteristica, permiten identificarlas
faciimente, sin la necesidad de utilizar métodos ultrainmunocitoquimicos. Como control

se analizaron cultivos de macréfagos sin CCH y también, cultivos de DCs.
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Horas

BCCH-488 100 ®mCCH-488200 ®BOVO-488 100 mOV0-488200

Figura 4. Porcentaje de macréfagos que incorporan CCH u OVO marcada a diferentes
tiempos in vitro.

Se muestra el porcentaje de células que presentan doble marcaje (F4/80" y proteina marcada
con Alexa 488) en dos tiempos distintos, es decir, el porcentaje de macrofagos que incorporan
CCH u OVO marcadas fluorescentemente, cuando las proteinas se agregan a 100 o 200 pg/ml
de medio de cultivo. Los datos graficados corresponden a un experimento, en que cada

condicion no tuvo réplica.
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Los resultados se muestran en la Figura 5, donde se observa la morfologfa propia
de un macréfago en un cultivo control (Figura 5 A), caracterizada por la presencia de
numerosas prolongaciones citoplasmaticas en su superficie. El ndcleo se presenta
polarizado y con un nuciéocio prominente. En el citoplasma se observa la presencia de
pequefias vacuolas pinociticas de contenido claro y también grandes vacuolas
heterofagicas con un contenido particulado muy fino, caracteristico de este tipo celular
(Bloom y Fawcett, 1975). En las fotografias a continuacion, se muestra que tanto CCH
nativa como Ox-CCH son incorporadas por macropinocitosis y luego se reconocen en
vesiculas claras que podrian corresponder a lisosomas, porque tienen doble
membrana y en su interior se observan restos membranosos y moléculas de
hemocianina, dando cuenta que efectivamente, esta proteina es incorporada, ya sea
por macropinocitosis o por endocitosis en los macréfagos y, que la presencia o

ausencia de azucares en la proteina, no afecta este fendmeno.

A modo de comparacion, en la Figura 6 se muestran los resultados de
incorporacion de CCH en DCs. Morfolégicamente, estas células muestran numerosas
prolongaciones en su superficie, y a diferencia de los macréfagos, tienen una
organizacion polarizada de sus organelos, caracterizada por la presencia de un nGcleo
excénirico al cual le sigue una columna de numerosocs organelos. Ademas, las DCs no
presentan en su citoplasma las enormes vesiculas heterofdgicas con contenido
particulado fino que se observé en macréfagos (Figura 6 A en contraste con Figura 5
A). A pesar de haber agregado [a misma cantidad de CCH tanto en DCs como en
macréfagos, cualitativamente, nos llamé la atencidén la presencia de una cantidad
mayor de moléculas de CCH en vesiculas de DCs respecto a la cantidad de moléculas

presente en las vesiculas de macréfagos.
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Figura 5. Incorporaciéon in vitro de CCH con y sin residuos oligosacaridos por
macroéfagos.

A. Macrofago control, sin CCH. Se muestran vacuolas pinociticas (flecha blanca) y vacuolas
heterofégicas (flecha negra). B, Cy D. Macréfagos mostrando una vacuola pinocitica superficial
con CCH en su interior (flechas). E. aumento de la vacuola destacada con una flecha en D: F.
Otra vacuola superficial con CCH en su interior (flecha). G. Detalle de un proceso celular que
tiene adheridas moléculas de CCH desglicosiladas (flechas). H. Aumento de los procesos
celulares destacados con flechas en G. I. Vacuola superficial con Ox-CCH observandose

moléculas en ambos ejes de simetria (flechas). Las barras indican 100 nm.




Figura 6. Incorporacién in vitro de CCH por DCs.

A. DC control, sin CCH, mostrando su morfologia polarizada. B. Un par de moléculas de CCH
adheridas a la superficie de una regién con clatrina (Schmid, 1997). C y D. DCs mostrando una
vacuola superficial con CCH en su interior (flechas). E. Aumento de las vacuolas destacadas
con flechas en D. F. DC mostrando una vacuola con CCH en su interior (flecha), observandose
numerosas moléculas. Las barras indican 100 nm.

35




3. Incorporacion de CCH por macréfagos in vivo

Para llevar adelante los experimentos de incorporacion de CCH in vivo, ratones de
la cepa C57BL6 fueron inyectados en la cavidad peritoneal con 1 mg de proteina (CCH
u OVO, marcadas con el fluoréforo Alexa Fluor 488, o sin marcar como control), a
diferentes tiempos (entre 1 hora y 72 horas). Para recuperar las células del peritoneo,
se realiz6 un lavado de la cavidad peritoneal y posteriormente se sometieron a un
analisis mediante citometrfa de flujo, utilizando como marcador de macréfagos un

anticuerpo monoclonal anti-F4/80 acoplado al fluoréforo (Alexa Fluor 647).

Los resultados presentados en la Figura 7 muestran que no existe diferencia
significativa enire la incorporacién de las proteinas sin marcar respecto de las
proteinas acopladas a fluoréforo, por parte de [a poblacién de macréfagos presentes en
el peritoneo. En tanto, se observaron leves diferencias, en cuanto al porcentaje de
células marcadas en la cavidad peritoneal luego de inyectar CCH con respecto a

inyectar OVO. Cabe notar Ia persistencia de la fluorescencia a las 72 horas.

Posteriormente, se analizé el porcentaje macréfagos presentes en la cavidad
peritoneal que incorporaron proteina marcada. Los resultados, presentes en la Figura 8,
indican que OVO ingresaria mas rapido a los macréfagos que CCH, con méximos de
incorporacion en torno a las 14 horas (~14% de células marcadas) y 24 horas (~19%
de células marcadas), respectivamente. Cabe mencionar un hecho curioso en los
experimentos es que para OVO se observaron dos maximos locales de incorporacion,

el primero en torno a 1 hora y el segundo en torno a las 14 horas.
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Figura 7. Cantidad de macréfagos en la cavidad peritoneal a diferentes tiempos post-
inyeccion de CCH, CCH-488, OVO y OV0-488.

Porcentaje de macréfagos peritoneales recuperados a diferentes tiempos post inyeccion
intraperitoneal de las diferentes proteinas en estudio, analizados por citometria de flujo usando
el marcador especifico anti-F4/80. Los graficos representan el promedio de 2 experimentos

independientes.
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Figura 8. Cinética de incorporacién in vivo de CCH-488 u OV0O-488.
Porcentaje de células F4/80" que incorporan CCH-488 u OVO-488 a diferentes tiempos post-
inyeccion intraperitoneal de las proteinas. Como control se utilizé las proteinas sin marcar. Se

realizaron 2 experimentos independientes con resultados similares.
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4, Procesamiento de CCH por macréfagos in vitro

Para evaluar el procesamiento de CCH in vifro por macréfagos se siguié su
fragmentacion mediante Western blot, analizando extractos de macréfagos
previamente cultivados con CCH durante diferentes tiempos y revelando la
hemocianina con un suero de conejo anti-CCH. (Figura 9 A). Como control de carga se
utilizo la proteina B-actina, usando un anticuerpo comercial especifico para ella (Figura
9 B). Se debe recordar que ambas imagenes corresponden a la misma membrana,
puesto que primero se reveld mediante quimioluminiscencia para determinar si se
habia cargado la misma cantidad de proteina en cada carril. Luego, se removieron los
anticuerpos anti-B-actina y su conjugado para, posteriormente, incubar con los
anticuerpos anti-hemocianina y revelar con un conjugado marcado con FAL (ver
Metodo 2.4). Los resultados del Western blot para CCH mostraron la presencia de
fragmentos de hemocianina (121, 72, 53 y 46 kDa) tefiidos tenuemente a’las 4 horas
de incubacion, los cuales se intensifican a las 24 horas y aun més a las 72 horas, para
luego disminuir a las 120 horas. En tiempos superiores, se observa la persistencia de
una banda tenue en torno a 46 kDa que podria corresponder a una FU. En la Figura 9
B se muestra que la cantidad de proteina cargada por carril fue relativamente similar,
con una banda de sefial intensa en torno a los 42 kDa. Se destaca que los dos carriles
que muestran menor carga, corresponden a los tiempos de mayor intensidad de los
fragmenios de CCH. Estos resultados en su conjunto, demuestran que CCH es
lentamente degradada por macréfagos, lo cual apoya las observaciones previas de

nuestro laboratorio pero en células dendriticas (Arancibia y col, 2012a).

38




Horas de incubacion

L 4 24 72 120 144 C- cC+

A CCHA
CCHB
121
72
53
46

B

B-actina

Figura 9. Western blot de extractos celulares de macréfagos incubados con CCH durante
distintos tiempos.

Arriba, la membrana se incubé con antisuero de conejo anti-CCH y se revelé con FAL. Abajo, |a
membrana se incubd con anticuerpo anti-B-actina, como control de carga, y se revelé mediante
quimioluminiscencia. L se refiere al marcador de peso molecular, los numeros horizontales
indican las horas de incubacién con CCH, C- corresponde a un extracto celular sin adicionar
CCH y C+ corresponde a CCH sola, mostrando sus dos subunidades caracteristicas, CCHA
(405 kDa) y CCHB (350 kDa). El experimento se repitié 10 veces, hasta tener una visualizacién

optima y reproducible de las bandas.
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DISCUSION

Desde que la hemocianina de Keyhole limpet comenzara a utilizarse en diferentes
ambitos biomédicos y biotecnoldgicos en la década de los 60's, se ha acumulado
evidencia que demuestra inequivocamente que, las hemocianinas de moluscos
generan una potente respuesta inmunoldgica al ser inoculadas en mamfferos. Esta
propiedad es intrinseca de estas proteinas, puesto que ocurre sin la necesidad de
administrarlas en conjunto con un adyuvante y se caracteriza porque genera un
ambiente de citoquinas del tipo Th1 (Moltedo y col, 2008). Dado que esta propiedad
también se presenta en humanos, dichas proteinas tienen aplicaciones en el campo de
la biomedicina y son de valor biotecnolégico, como por ejemplo, en la terapia para
prevenir la recurrencia del carcinoma superficial de vejiga. Sin embargo, no se conoce
con certeza los mecanismos que pueden estar involucrados en este efecto, ni tampoco
las células que participan. Por este motivo, durante e! desarrollo de este trabajo se ha
intentado contribuir al conocimiento acerca de las células que participan en el
reconocimiento y procesamiento de la hemocianina del molusco chileno Concholepas

concholepas.

La respuesta inmunoldgica que se genera a parfir de la inoculacién de las
hemocianinas de moluscos ha sido caracterizada por estar mediada por linfocitos T
CD4*, lo que significa que se utiliza la via exégena de presentacion de antigenos para
iniciar la respuesta inmune adaptativa contra ellas. Esta via requiere que los
fragmentos proteicos de la hemocianina, se carguen en MHCII y bajo este contexto, las
APC son indispensables para gatillar el proceso de respuesta inmune frente a CCH.
Sin embargo, surge la pregunta de cual o cuales APCs incorporan hemocianina y como

ella/s generan una respuesta innata que posteriormente conduzca a la poderosa
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respuesta adaptativa de tipo timo-dependiente que las caracteriza y que tiene efectos
inmunoestimulantes no especificos. Mas aun, considerando que uno de los dogmas
actuales de la inmunologia sefiala que un antfgeno para generar respuesta inmune
debe generar un ambiente pro-inflamatorio. En este marco, nuestro laboratorio ha
propuesto que el efecto inmunoestimulante de las hemocianinas, se explica en parte
porque al se incorporadas por APCs, conducen a [a creacién de un ambiente pro-
inflamatorio que lleva a potenciar la respuesta adaptativa del tipo Th1 contra ellas, Ia
cual indirectamente, estimula respuestas inmunes antifumorales latentes en los
ganglios regionales (Moltedo y col, 20086; Arancibia y col, 2012a). Anteriormente, se
demostré tanto por microscopfa electrénica de transmisién como por citometria de flujo,
que las DCs incorporan CCH en tiempos tempranos de incubacion in vifro. Ademas, se
determind que CCH ingresa via vesiculas de clatrina y, por Western blot, se observé
que la degradacion de CCH era paulatina, encontrandose fragmentos entre 40 y 120
kDa, con una banda intensa en torno a 45 kDa aproximadamente sobre las 50 horas de

incubacion (Del Campo, 2007; Arancibia y col, 2012a).

Es aslentonces, que este trabajo se centrd en estudiar la participacion por parte de
los macréiagos en la respuesta inmune contra hemocianina. Aunque se conoce que las
DCs son las células presentadoras de antigeno por excelencia, se quiso determinar si
este segundo grupo celular participaba de la respuesta inmune asociada a la
inoculacion de CCH, puesto que existen antecedentes que en la orina de pacientes con
CS8V aparece IL-1a, una citoquina pro-inflamatoria secretada por macréfagos activados

(Jurincic-Winkler y col, 1995).

Para comenzar este estudio y llevar a cabo los experimentos in vifro, fue necesario

establecer un cultivo de macréfagos. Para ello se utilizé la cepa de ratones C57BL/6
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puesto a que es un buen modelo en inmunologfa experimental, disponiéndose de
bastante informacion acerca de esta cepa y también, porque existe una gran variedad
de marcadores especificos para distinguir entre tipos celuiares. Ademds, considerando
nuestro interés de proyectar el uso de hemocianinas en inmunoterapia de algunos
canceres, se considera a este modelo un predictor razonable de la efectividad de [a
inmunoterapia confra fumores humanos y por lo tanto, es importante toda la

informacion que podamos recabar utilizandolo (Kochenderfer y Gress, 2007).

Los macréfagos se encuentran ampliamente distribuidos en los tejidos det animal,
sin embargo, generalmente son dificiles de aislar. Principaimente, los métodos
utilizados para su obtencion son la maduracién a partir de monocitos sanguineos y la
obtencién de los macréfagos residentes en la cavidad peritoneal. De estos dos
métodos, la cavidad peritoneal permite la obtencién sencilla de un niimero moderado
de macréfagos, una cantidad que puede ser insuficiente para realizar experimentos
que necesitan de una gran cantidad de células. Sin embargo, siguiendo el
procedimiento publicado por Zhang y col, se utilizé una solucién de tioglicolato para
aumentar el rendimiento de obtencién (alrededor de 1 - 2 x 107 células, 75%
macrofagos). Esta solucidn provoca una respuesta inflamatoria que incrementa la
migracion de monocitos hacia la cavidad peritoneal, aumentando asi la cantidad de

macrofagos presentes en ella.

Para determinar la uniformidad del cultivo de macréfagos, este se analizé mediante
citomeiria de flujo. En la Figura 2 C se observa claramente una regién que posee cierta
regularidad respecto a los parametros de FSC y SSC. Esto estarfa indicando una
poblacidn celular que posee tamario y forma similares, dado que el parameiro FSC es

indicativo del largo de las células y SSC de las irregularidades presentes en la
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membrana celular. Ademas, cabe mencionar que los elementos con parametros FSC y
SSC extremos, es decir, las esquinas inferior izquierda y superior derecha de Ia Figura
2 C no se consideraron para los andlisis siguientes, porque sus parametros indicarian
que no corresponden a células. De esta forma, la regién considerada para evaluar la
uniformidad del cultivo corresponde al 85% de los eventos analizados por el citémetro,
lo cual se observa graficamente en la Figura 2 D. Para discriminar los macréfagos del
resto de las poblaciones celulares se utilizd el anticuerpo anti-F4/80. La proteina F4/80
corresponde a una proteina de membrana de la familia de las EGF-TM7, compuesta
por seis dominios EGF (Epidermal Growth Factor) y siete dominios transmembrana,
que en ratones se presenta principalmente en macréfagos (Gordon y col, 2011). De
esta manera en la Figura 3 se observa que el alrededor del 90% de las células
analizadas del cultivo presentan F4/80 en su membrana, lo cual se condice con los
rendimientos mencionados en el procedimiento. Asl, se consideré que el cultivo de
macréfagos era lo suficientemente homogéneo. Sin embargo, era fundamental
determinar su funcionalidad. Es asi que se realizaron experimentos en paralelo en los
cultivos de macréfagos para determinar la expresion génica de algunas citoquinas pro-
inflamatorias caracteristicas (I.-18, TNF-a, IL-6 e [.-12p40) mediante qPCR vy
posteriormente, se evalué su secrecién al medio de cultivo, usando ensayos de ELISA
comerciales (Zhong y col, 2012). Se encontré que todas las citoquinas sefaladas
aumentaron su nivel de transcripciéon y de secrecién en presencia de LPS, con
respecto al control. En el caso de la IL-1B fue necesario ademaés agregar AOH, o ATP,
ya que para que se secrete IL-1B se necesita de una segunda sefial para activar el
inflamosoma y de esta manera a la caspasa-1, que es la encargada de producir [a
maduracion de la proteina desde la forma de 31 kDa a la de 17 kDa (van de Veerdonk,

2011).
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Luego de haber establecido el cultivo base del presente trabajo, se procedio a
estudiar la incorporacion de CCH in vifro. Primero se evaiud la concentracién de
proteina a utilizar durante los experimentos, para lo cual se comparé la incorporacion
de dos concentraciones distintas de proteina marcada con fluoréforo, tanto de CCH
como OVO. En la Figura 4 se observa que CCH es incorporada por gran parte de la
poblacién celular al cabo de 4 horas para ambas concentraciones de protefna. Por otra
parte, se observa una menor proporcion de la poblacion celular que incorpora 100
pg/ml de OVO, frente a la que incorpora 200 pg/ml. As|, se-decidié utilizar 100 pg/ml de
proteina para los experimentos de Western blot, puesto que no se presentaron
mayores diferencias de incorporacién al ufilizar CCH. Ademas, esta concentracion esta
en el rango de estudios similares con ofro tipo de proteina: por ejemplo, en estudios de
activacion lisosomal en DCs, se utilizé diferentes formas de RNAsa a razén de 500

pg/ml (Delamarre y col, 2005).

Por otra parte, utilizando microscopia electronica de transmisién se observé que la
poblacion de macréfagos en cultivo incorpora CCH en tiempos tempranos de
incubacién. Para la realizacién de estos experimentos cabe destacar el excelente
estado de preservacién del material, lo cual es fundamental al momento de visualizar
moléeculas de CCH. Para ello fue necesario optimizar las condiciones de fijacién, ya
que en los primeros experimentos, las células se cosechaban y Iuego se fijaban v,
aunque el procedimiento no tomaba mas de 20 minutos, era suficiente para que el
material se notara mal preservado, Por esta razén, la mejor condicion de preservacion
se logroé fijando brevemente las células, previo a su desprendimiento del plastico de la
placa de cultivo Ademds, como se sefialé anteriormente, gracias al enorme tamario de

estas proteinas y su peculiar forma de cilindro hueco, fue posible identificar estas
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moléculas sin mayores dificultades, como se muestra en las microfotografias de las
Figura 5 y Figura 6. Para realizar la microscopia se utilizé la proteina en su forma
nativa y desglicosilada quimicamente con peryodato de sodio, un tratamiento que oxida
la molécutla al actuar sobre los grupos hidroxilos de carbonos adyacentes rompiendo el
enlace C-C, en un medio tamponado con acetato a pH acido (Sussich y Cesaro, 2000),
procedimiento que fambién le confiere mayor estabilidad ya que provoca
entrecruzamientos inter- e intra- moleculares debido a la formacién de bases de Schiff
(Arancibia y col, 2012b). Este fendmeno se aprecia en las ambas Figuras, va que la
forma de las moléculas de Ox-CCH se visualizé con mayor nitidez que las de CCH
nativa. En la Figura 5 | se observan claramente moléculas que se corresponden con la
forma cilindrica, donde se aprecian vistas laterales (flecha izquierda, forma rectangular)
y vistas superiores (flecha derecha, forma circular) de moléculas. Por ofra parte, al
comparar las muestras de macréfagos (Figura 5) con las muestras de DCs (Figura 6)
se observa que, en general, las vesiculas de DCs contienen una mayor canfidad de
moléculas de CCH, tanto en las muestras incubadas con proteina en su forma nativa
como desglicosilada. Ademas al momento de observar las muesfras al microscopio
electronico, se encontraron con mayor facilidad las vesiculas que contienen CCH en

DCs que en las de macroéfagos.

Las moléculas de hemocianina se incorporaron principalmente  por
macropinocitosis, pero también, af igual que en DCs, se incorporan via vesiculas
recubiertas de clatrina (Schmid, 1997). Esto se explicaria en parte, porque los
macrofagos al igual que las células dendriticas, son células altamente especializadas
en el reconocimiento de los mas variados tipos de antigenos, para lo cual utifizan

diferentes formas de endocitosis (Mellman, 1996). Sin embargo, a la fecha hay escaso
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conocimiento sobre si este reconocimiento es mediado por receptores de la inmunidad
innata presentes en APCs como pondrian ser, por ejemplo, los de tipo lectina, DC-
SIGN, Dectina y particularmente los receptores de manosa (East y Isacke, 2002).
Como se sefialé anteriormente, manosa es el oligosacarido mayoritariamente presente
en hemocianinas. Sin embargo, estudios en DCs humanas cultivadas in vifro
demuestran que dicho receptor esta parcialmente envuelto en la incorporacion de KLH
(Presicce y col, 2008). Por ofra parte, los resultados con Ox-CCH en DCs (Arancibia y
col, 2012a) y los obtenidos con macréfagos en este trabajo, muestran que los azlcares
no serian determinantes en el proceso de incorporacién de KLH y CCH por APCs. Mas
auin, se ha demostrado que Ox-CCH es mas inmunogénica que su forma nativa y que
mantiene sus efectos antitumorales en un modelo murino de melanoma (Arancibia y

col, 2012a).

Por ofra parte, mediante citometria de flujo se evalué la incorporacién de CCH y
OVO jn vivo, por parte de la poblacion de macrdfagoes del peritoneo. Sin embargo, esto
no distingue entre los macrofagos residentes y los que llegan producto la respuesta
hacia la proteina. Segln la literatura los macréfagos residentes representan el 50% del
total de células de la cavidad peritoneal en un ratdn sin manipular, mientras que
pedrian corresponder a un 70% cuando son inyectados con sustancias exirafias
(Zhang y col, 2008). Esto nos lleva a proponer, que en experimentos futuros, habria
que buscar en los ganglios linfaticos correspondientes la presencia de irazas de

hemaocianina, lo cual no se realizd.

Un hecho que llama la atencion en los resultados de la cinética de incorporacién de
OVO, es la presencia de dos maximos de incorporacién (ver Figura 8), uno que ocurre

inmediatamente post inoculacién y el ofro, ocurre alrededor de las 14 horas. Una
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interpretacion posible radica en el tamafio de ambas protefhas. Al ser OVO maés
pequefia (45 kDa) que CCH (8 MDa), difundiria mas rapidamente y se unirfa a la
superficie de los macréfagos sin ser endocitada (primer méximo), sugiriendo que para
ello se requiere la induccién de un ligando o un cambio en la superficie de los
macréfagos (segundo méximo). Sin embargo, estudios de incorporacion de KLH-FITC
y OVO-FITC en celulas intestinales epiteliales humanas cultivadas in vifro, por ejemplo,
demuestran que este proceso no es afectado por el tamafio de dichas protefnas pero si
por su solubilidad (So y col, 2000). En este caso, descartamos un efecto de Ia
solubilidad, ya que CCH y OVO son proteinas muy solubles y, aunque no lo fueran, es
sabido que en los macréfagos se favorece la endocitosis de complejos proteicos
insolubles mediante la opsonizacién. Finalmente, no podemos descartar que se deba a
un efecto debido a la carga neta diferente de ambas proteinas, ya que se sabe que ella
afecta las propiedades de interaccién con receptores de la superficie celular, su
internalizacién y su destino infracelular (Davies y col, 1981; Goldstein y cal, 1985;
Meliman y col, 1896). Por (ltimo no se puede descartar un efecto causado por los
fluoréforos sobre OVO. Averiguarlo requerirfa de nuevos experimentos que apuntaran

a alguna de estas explicaciones.

Posteriormente, para evaluar el procesamiento de CCH por parte de macréfagos
peritoneales, se decidid analizar extractos de macréfagos previamente incubados con
100 pg/ml de CCH a diferentes tiempos. En el Western blot presente en la Figura 9 A
se observan bandas de 121, 72, 53 y 46 kDa aproximadamente, las cuales se
mantienen hasta las 72 horas post-incubacién con CCH. Los pesos de estas bandas se

corresponden con los trabajos previos del laboratorio realizados en DCs en que cuales
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se observan que las bandas en un Wesfern blot oscilaban entre los 40 y 120 kDa (Del

Campo, 2007).

A modo de comparacion, se debe sefialar que los resultados con OVO usando
procedimientos similares demuestran que el procesamiento de esta proteina por parte
de exiractos de macrdfagos ocurre rapidamente, ya que se aprecia una rapida
degradacion de esta proteina en un Wesfemn blof, donde se deja de ver la banda
correspondiente a OVO en un tiempo de una hora aproximadamente (Delamarre y col,

2005). Resuitados similares se obtuvieron en DCs (Arancibia y col, 2012a).

Resultados previos del laboratorio (Becker Ml y col, 2009) indican que las
moleculas de CCH se conforman por las subunidades CCHA y CCHB, cuyos pesos
moleculares son de 405 y 350 kDa, respectivamente. Sin embargo, en el Wesfern blot
de Ia Figura 9 A no se observan bandas que puedan corresponderse con fragmentos
de dichos tamafios, por lo que una interpretacién posible es que no se acumula
suficiente cantidad de las subunidades de CCH dentro del sistema vesicular del
macréfago como para ser detectadas mediante esta metodologfa. Considerando los
tamafios de la bandas persistentes, las de menor peso (46 y 53 kDa) podrfan
corresponder a FUs, dado que su peso molecular se encuentra en torno a fos 50 kDa
para ambas subunidades (De loannes y col, 2004; Becker MI y col, 2009).
Posiblemente, las regiones flexibles (0 méas inestables) que unen covalentemente las
FUs (vease en Figura 1) son digeridas con mayor facilidad por las enzimas presentes
en el sistema proteolitico de los macréfagos debido a que se encuentran mas
expuestas al medio y por ende, son mas asequibles a las distintas enzimas (Landry,
1997). Resultados similares a CCH hemos encontrado con una nueva hemocianina

descubierta en nuestro laboratorio, proveniente de Fissurella latimarginata (FLH), que
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al compararla con CCHy KLH, es mds inmunogénica y mejor agente antitumoral en un
modelo de melanoma murino. Es asi que en macréfagos incubados con FLH, se
observa mediante Western blot la persistencia de una banda en torno a 31 kDA luego

de 72 horas de incubacién, que podria corresponder a una FU (Beckery col, 2012).

Finalmente, un aspecto fundamental de la presentacién antigénica es la
presentacion de los péptidos en los MHC, en este caso, como ya se ha sefialado en
MHCII por tratarse de una protefna exégena. Sin embargo, los estudios realizados a la
fecha en nuestro laboratorio, en macréfagos y en DCs murinas cultivadas in vifro, no
muesiran el fenomeno de aumento de MHCII ni de moléculas co-estimulatorias que
acompafia este proceso, sugiriendo que mecanismos no canénicos de presentacion
operan con las hemocianinas. Mas auin, ha sido reportado que sélo cuando CCH es
contaminada con LPS es posible observar un aumento de la expresion de MCHII de
DCs en tiempos tempranos (Moltedo y col, 2009). Por lo tanto, concluimos que el lento
procesamiento de CCH nativa, que se traduce en una mantencion de la presentacion
antigénica por un tiempo mayor que el habitual, sea uno de los factores que explican la
inmunogenicidad de las hemocianinas. Esta idea se apoya en trabajos publicados que
demuestran que el retardo en la protedlisis de un antigeno mejora su inmunogenicidad,
la presentacion antigénica y su capacidad de permanecer por més tiempo en APCs
localizadas en los nodulos linfaticos, para asf diseminar sistémicamente el antigeno y

estimular por un mayor perfodo de tiempo a linfocitos T (Delamarre y col, 2005 y 2008)
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CONCLUSIONES

Los macrofagos peritoneales murinos incorporan CCH tanto in vitro como in vivo,
por macropinocitosis principalmente como queda demostrado por |a deteccion de
moléculas de CCH por microscopfa electrénica de fransmision. Su ingreso
ademas fue corroborado por citometria de flujo con hemocianina marcada con un
fiuoréforo, y también revelando sus fragmentos mediante Western blof con
anticuerpos especificos.

Los azlicares de CCH no son determinantes en la incorporacién de hemocianinas
por macréfagos, ya que tanio CCH nativa como Ox-CCH se reconocen en el
interior de vacuolas pinocfticas.

Los estudios in vivo, indicaron que OVO ingresa mds répido a los macréfagos
gue CCH, con maximos de incorporacién en tormo a las 14 y 24 horas,
respectivamente.

Se demostré que CCH in vitro es procesada mucho mds lentamente que OVO,
en los macréfagos, encontrandose fragmentos en torno a 50 kDa que podrian
corresponder a una unidad funcional en tiempos superiores a las 24 horas.

Los resultados obfenidos demuestran que los macréfagos también participan en
los mecanismos inmunolégicos tempranos que acomparian el reconocimiento de
las hemocianinas como antigenos y, su poderosa magquinaria proteolitica no es
capaz de degradarlas rdpidamente como a ofros antigenos de naturaleza
proteica, propiedad que la denota como una de las causas de sus notables

efectos sobre el sistemainmune de los mamiferos.
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