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RESUMEN

Las hemocianinas de moluscos son metaloglicoproteinas que transportan Oxigeno,
son conocidas por su gran inmunogenicidad en los mamiferos, debida en parte a su
naturaleza xenogénica, a su compleja estructura cuaternaria con epitopos repetidos y a su
enorme tamafo, en torno a los 8 MDa. La hemocianina mas utilizada en Biomedicina
durante casi 40 afios como proteina transportadora para producir anticuerpos contra haptenos
y péptidos, como adyuvante en vacunas y como inmunoestimulante no especifico en la
terapia de ciertos tumores, se conoce como KLH y proviene del molusco californiano

comunmente llamado Keyhole limpet (Megathura crenulata).

En los afios recientes, nuestro laboratorio ha demostrado que CCH, la hemocianina
del gastropodo chileno Concholepas concholepas (Loco) tiene propiedades
inmunomoestimulantes similares a KLH como proteina transportadora, adyuvante y como
agente antitumoral no especifico. Con respecto a los mecanismos inmunoldgicos
involucrados, hemos encontrado que en ratones sensibilizados con KLH o CCH, se produce
un aumento de la actividad de las células NK y un perfil de citoquinas del tipo Thl, con el
concomitante cambio de subclases de IgGl a IgG2a, sugiriendo por primera vez que el
sistema inmune de los mamiferos reconoce un patréon-hemocianina, independientemente de

la especie y de su organizacion, ya que KLH y CCH difieren en su estructura cuaternaria.

Sorprendentemente, el efecto inmunomodulador de las hemocianinas no requiere de
adyuvantes adicionales, lo que nos lleva a plantear en este trabajo la hipdtesis que las
hemocianinas inducen sefiales que promueven inflamacion a nivel de la inmunidad innata. Es
asi que en este trabajo se estudid el efecto de hemocianinas per se sobre células NK de
ratones naive, evaluando cambios fenotipicos y funcionales tanto in vitro como in vivo,
utilizando diversas técnicas de microscopia de luz y electronica, citometria de flujo y

ensayos de citotoxicidad, con hemocianina sola o conjugada el fluorocromo AlexaFluor 488.

Los resultados muestran que se establecié la metodologia para cultivar células NK
de ratén in vitro, mediante seleccion negativa de esplenocitos con esferas magnéticas,
encontrandose que en torno a los 10 dias alcanzan el estado de mayor madurez. Su

caracterizacion fenotipica mostré que ellas expresan los marcadores propios de dichas



células (CDNK1.1+ CD49+ CDl1c-) y desde el punto de vista funcional, secretan IFNy. Los
estudios con diferentes dosis de CCH, no mostraron variaciones en la expresion de dichos
marcadores, ni en la intensidad de su expresion, pero si se encontrd un efecto a nivel de la
maduracion, reflejado por el predominio de células de mayor tamafio con respecto al cultivo
control, algunas de las cuales mostraron vacuolas con CCH en su interior. Sin embargo, se
determin6 que CCH no ejerce efecto alguno sobre la capacidad humoral (secrecion de IFNy)

y citotoxica de las células NK cultivadas in vitro.

Los experimentos in vivo, al igual que in vitro, mostraron por primera vez, que existe
una subpoblacion de células NK que incorporan CCH al igual que otras células linfoides
analizadas y entre ellas células dendriticas, macrofagos y linfocitos B. Sin embargo, a
diferencia de los resultados in vitro, si se encontré por primera vez, que CCH induce un
aumento en la actividad de células NK a las 24 horas de inyectada en animales naive con
respecto a los controles, resultado que abre numerosas interrogantes sobre los mecanismos

de inmunoestimulacion de estas facinantes proteinas.



SUMMARY

The hemocyanins from mollusk are metallo-glycoproteins that transport Oxygen.
They are known for their immunogenicity in the mammals, due to their xenogenic nature, its
complex quaternary structure with repeated epitopes, and their enormous size, around to 8
MDa. The hemocyanin used in Biomedicine, during almost 40 years, as carrier protein to
produce antibodies against haptens and peptides, as adjuvant in vaccines, and as nonspecific
inmunoestimulant in the therapy of some tumors, is known as KLLH, and is obtained from the

Californian mollusk Keyhole limpet (Megathura crenulata).

In the recent years, our laboratory has demonstrated that CCH, the hemocyanin from
the Chilean gastropod Concholepas concholepas (Loco) has immunostimulant properties
similar to KLH, as carrier protein, adyuvant, and as non specific antitumor agent. With
respect to the immunological mechanisms involved, we found that in mice sensitized with
KLH or CCH, an increase of the activity of cells NK occurs, a profile of cytokines of the
Th1 type is produced, with a concomitant change of subclasses of IgG1 to IgG2a, suggesting
for the first time, that the mammal immune system recognizes a pattern-hemocyanin,
independently of the species and its organization, since KLH and CCH differ in their

quaternary structure.

Interestingly, the immunomodulatory effect of the hemocyanins does not require the
additional adyuvants, thus, in this work the hypothesis is that the hemocyanins induce signals
that promote inflammation at level of the innate immunity. In this work, the effect of
hemocyanin is studied on NK cells of naive mice, evaluating phenotypic and functional
changes both in vitro and in vivo. With this aim, we use diverse techniques of light and
electron microscopy, flow cytometry, and cytotoxicity assay, with CCH and CCH

conjugated with the fluorochrome AlexaFluor 488.

The results show that we established the methodology to culture mouse NK cells in
vitro, by means of negative selection of spleen cells with magnetic beads. The NK culture
around day 10, reach the state of greater maturity. Their phenotypic characterization showed
that the cells express the markers-cell surface antigens of these cells (CDNKI1.1+ CD49+

CDl11c-), and from the functional point of view, they secrete [IFNy. The studies with different



doses from CCH did not shown variations either in the level expression of these markers or
in their intensity, however an effect in the maturation was observed: the predominance of
cells of greater size with respect to the control culture, some of which showed vacuoles
containing CCH. Nevertheless, we determined that CCH exerts no effect on the humoral

capacity (release of IFNy) and cytotoxic of the NK cells cultured in vitro.

The experiments in vivo, like in vitro, showed for the first time that a subpopulation
of cells NK incorporate CCH, in addition to other linfoid cells as dendritic cells,
macrophages and lymphocytes B. Unlike the results in vitro, we found for the first time, that
CCH induces an increase in the activity of NK cells after 24 hours of injected in animals
naive with respect to the control, result that opens numerous questions on the

immunostimulating mechanism of these fascinating proteins.



INTRODUCCION

Hemocianinas

Las hemocianinas son glicoproteinas que tienen cobre en su estructura para unir y
transportar oxigeno en una variedad de artropodos y moluscos. Tipicamente las hemocianinas
poseen alto peso molecular y multiples subunidades que les otorgan una compleja estructura
cuaternaria. Las subunidades de hemocianinas tienden a agregarse debido a que la molécula
no esta encapsulada en células sanguineas y de esta forma, presentan una alta concentracion

sin el correspondiente aumento de osmolaridad en la hemolinfa (Van Hole ef al., 1997).

Las hemocianinas de moluscos difieren de la de artropodos en su peso, estructura y
organizacion de las subunidades asi como en la capacidad de unir oxigeno, sin embargo en
este trabajo estas diferencias no seran analizadas, porque el foco de interés son las
hemocianinas de moluscos y dentro de este Phylum interesa la Clase de los gastropodos, por

las aplicaciones de su hemocianina en Biomedicina.

Las hemocianinas de moluscos se ensamblan en capas de moléculas cilindricas huecas
formadas por 10 subunidades, organizacion que recibe el nombre de decamero. Cada
subunidad pesa entre 350 y 450 kDa y estd formada por siete u ocho dominios globulares
conocidos como unidades funcionales (FUs), las cuales se encuentran ordenadas como un
collar de perlas y enlazadas covalentemente por pequenas regiones flexibles de 10-15
residuos aminoacidicos. Cada una de las FUs es capaz de unir reversiblemente una molécula
de oxigeno a través de un par de atomos de cobre, lo que confiere su principal funciéon como
molécula transportadora de oxigeno. Los decameros pueden alcanzar una masa molecular de
3.5-4.5 MDa y en bivalvos y gastropodos, ellos pueden autoensamblarse como dimeros
estables. Esta asociacion se debe a una interaccion cara-cara asimétrica entre decameros,
resultando grandes estructuras, cuyo rango de peso molecular va de 8 a 9 MDa (De loannes et
al., 2004). En la Figura 1A se presenta una imagen de moléculas de hemocianina de
gastropodos teflidas mediante tincion negativa y observadas al microscopio electronico de
transmision (MET), ademas se muestra un esquema que resume la organizacion de estas

gigantescas proteinas (1B).



Estructura de las hemocianinas de moluscos y comparacién de KLLH y CCH.

A.
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Figura 1. Estructura y caracteristicas generales de hemocianinas. A. Microscopia electronica con
tincion negativa de moléculas de hemocianina, donde se muestra claramente la estructura didecamérica
con forma de cilindro hueco. Modelo de la conformacion del didecamero. B. Aspecto de hemocianinas
vistas por MET. Analisis electroforético en condiciones nativas, SDS no reductoras y SDS reductoras,
donde se observa las subunidades de KLH y CCH. Inmunoelectroforesis 2-D, que muestra reaccion
cruzada entre las subunidades de CCH y la ausencia de ellas en KLH.



En el campo de la Inmunologia, son ampliamente conocidas por su gran
inmunogenicidad, debida en parte a su naturaleza xenogénica, a su gran tamafio y a su
compleja estructura cuaternaria, lo que permite el reconocimiento de multiples epitopos por
parte de linfocitos T y B (Oliva et al., 2002). En este contexto, la hemocianina mejor
caracterizada y profusamente utilizada como proteina transportadora de haptenos y péptidos
para desarrollar anticuerpos y vacunas, asi como inmunoestimulante no especifico en la
terapia de algunos tumores, proviene del molusco californiano Keyhole limpet (Megathura

crenulata) y su hemocianina conocida como KLH (Harris y Markl, 1999).

El uso creciente de KLH en Biomedicina ha estimulado la busqueda de proteinas con
similares propiedades inmunoestimulantes, no obstante, los mecanismos inmunoldgicos que
las hemocianinas involucran, son escasamente conocidos. Investigaciones recientes han
demostrado que la hemocianina obtenida del molusco Concholepas concholepas (Loco),
denominada CCH, tiene caracteristicas inmunoestimulantes comparables a KLH, tanto como
proteina transportadora para producir anticuerpos contra haptenos y péptidos (Manosalva et
al., 2004), asi como agente antitumoral en la terapia del cancer superficial de vejiga (Moltedo
et al., 2006), sin embargo su estructura es diferente a la de KLH. Ambas hemocianinas estan
compuestas de dos subunidades, en el caso de KLH (denominadas KLH1 y KLH2) forman
homodecameros y no tienen epitopos compartidos, en cambio en CCH (denominadas CCHA
y CCHB) forman heterodecameros y tienen epitopos compartidos y también especificos. La
hemocianina de C. concholepas no requiere de cationes bivalentes adicionales para
estabilizar su estructura cuaternaria, en cambio KLH si los requiere, probablemente esta
diferencia se explica por el mayor contenido de aminoacidos hidrofobicos de CCH, los cuales
darian mayor estabilidad a su estructura cuaternaria (Leyton et al, 2005). Un rasgo
caracteristico de CCH es que la subunidad CCH-A sufre un autoclivaje a medida que
envejece, resultando dos polipéptidos denominados CCH-A1 y CCH-A2 mientras que la
subunidad CCH-B se mantiene inalterada. No obstante, estas grandes deferencias, al mirar la
forma de CCH y KLH mediante MET, son indistinguibles, como se observa en la Figura 1B
(Markl et al., 2001; De loannes ef al., 2004).



La Respuesta del Sistema Inmune

Como es sabido, el éxito en la defensa inmunoldgica de los mamiferos es el resultado de
un mecanismo complejo de resistencia que involucra células tanto de la inmunidad innata
como de la adaptativa. Los linfocitos especializados del sistema inmune adaptativo, tales
como los linfocitos T son cruciales para una respuesta inmune exitosa, sin embargo ellos
necesitan tiempo para ser instruidos (reconocimiento del complejo antigeno-MHC), reclucion
del ntimero suficiente (después de la expansion clonal) y adquirir funcion efectora. Por el
contrario, las células de la inmunidad innata, tales como las células NK (Natural Killer),
estan practicamente listas para atacar a células tumorales o células infectadas con virus,
debido a que no necesitan de expansion clonal ni adquisicion de funcidn efectora, ya que la

poseen (Smyth et al., 2005).

Las células NK tienen un variada gama de receptores de superficie especificos para los
complejos de histocompatibilida de clase I (MHC I), que se han agrupado en tres familias:
KIR (killer cell Ig like receptors) en humanos, Ly49 (lectin like receptors) en ratones y
CD94/NKG2A (lectin like receptors) compartida por humanos y ratones. Ademas posee
receptores de muerte celular como TRAIL y FasL, junto con moléculas coestimulatorias,
tales como: CD27, cuyo ligando es CD70 (Kelly et al., 2002); CD28, que interactiia con
CD80 y CD86 (Azuma et al., 1992) y CD28 expresado en células tumorales (Geldhoft et al.,
1995). Se ha visto que la expresidon de estas moléculas coestimulatorias aumenta
considerablemente en presencia de IL-12. Todos estos receptores se han identificado
mediante estudios in vivo, como se muestra en un esquema en la Figura 2A (Yokoyama W.
et al, 2004). Las células NK censan la expresion de moléculas MHC I propias en potenciales
células blanco usando receptores de superficie especificos para MHC I, tales como los KIR y
el heterodimero CD94-NKG2A, el cual una vez unido a su ligando especifico, inhibe la
citotoxicidad mediada por NK. En ausencia de éste reconocimiento, la célula NK ataca la
célula blanco usando una serie de receptores de superficie activadores que act@ian con
diferentes ligandos. Por lo tanto, una baja en el nivel de MHC I, estrategia usada por células
tumorales y virus para evadir el sistema adaptativo, es sefial inmediata para el ataque de las

células NK (Figura 2B) (Das y Saxena, 2004).



Activacion y expresion de marcadores de células NK

A Adquisicion Etapa Maduracion
de CD94-NKG2 expansion  de células
Ly-49 NK
Etapas I II 11T v A%
CD122 + + + + +
NK1.1 - + + + +
CD94-NKG2 - + + + +
Ly49 - - + + +
c-Kit NA - + + +/-
o NA alta alta baja alta
DXS5(CD49b) NA baja baja alta alta
Mac-1 NA baja baja baja alta
CD43 NA baja baja baja alta
Citotoxicidad NA NA NA baja alta
IFN-y NA NA NA baja alta
Etapas de maduracion desde el precursor (etapa I) hastala célula nK madura (etapa V).
En cada etapa la expresion del marcador es designd “+”, mientras que la ausencia de expresion es indicada por “-*.
Para algunos marcadores, la intensidad de expresion se expresa como “alta” y “baja”. NA, no aplicable.
B. Receptor de activacion

(a)
Blanco

Receptor MHC
inhibitorio clasel

Ligando receptor activador

Blanco

Produccion Citotogquina Liberacion de grianulos (citotoxicidad)

Figura 2. Activacion de células NK. A. Etapas de maduracion in vivo de células NK murinas. En el
cuadro se muestra la expresion de marcadores y capacidad funcional de cada etapa. Modificado de
Yokoyama et al., 2004 *. B. La activacion de células NK es controlada por un balance entre sefiales
proveniente de receptores de activacion e inhibicion. a) receptor inhibitorio de NK que reconoce MHC
I propio e impide su activacion; b) cuando el receptor inhibitorio no reconoce su ligando (ausencia o
baja expresion de MHC 1), la unién del receptor de activacion a su ligando en la célula blanco resulta
en la activacion de célula NK (produccion de citoquinas y liberacion de granulos). Modificado de:
http://arthritis-research.com/content/6/1/8/figure/F1
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El hecho que las células NK posean una potente actividad citolitica contra células
tumorales y la identificacion de mecanismos moleculares involucrados en su funcion,
replantean el papel de éstas células en el contexto de la respuesta inmune, ya que ahora se
sabe que no solo son importantes para la inmunidad innata, sino que también son importantes
reguladores de la respuesta adaptativa, lo que se evidencia en la secrecion de citoquinas y la

expresion de ligando reconocidos por linfocitos T y B.

Las funciones efectoras de las células NK incluyen citotoxicidad y la capacidad de
producir una gran variedad de citoquinas, incluyendo IFNy, que son sefales activadoras de
importancia patofisioloégica. La exocitosis de granulos conteniendo enzimas liticas es el
principal mecanismo de agresion de las células NK ademas de citoquinas de la superfamilia
TNF. La funcién de las células NK es fuertemente regulada por un balance entre sefales
positivas y negativas provistas por diversos receptores de superficie (Cerwenka y Lanier,
2001). La activacion requiere la accion de citoquinas proinflamatorias en combinacion con
receptores de superficie. En especial, citoquinas como, 1L-12, IL-15, IL-18, IL-21 ¢ IFNaf3
pueden producir proliferacion de células NK como también promover la citotoxicidad y/o
produccion de IFNy (Biron et al, 1999). El IFNy secretado por las células NK es clave en la
detencion de angiogénesis, neutralizacion de patdgenos y en la comunicacion y activacion de

las células del sistema adaptativo (Cerwenka et al., 2001).

Debido a todos los antecedentes mencionados anteriormente, es el especial interés que

concitan las células NK como iniciadoras de una potente y exitosa respuesta inmune.

Hemocianinas y células NK

En la actualidad se usan diferentes sustancias como inmunoestimulantes no especificos
que actiian como agentes antitumorales efectivos, es el caso del Bacillus Calmette-Guérin,
empleado en la vacuna contra la tuberculosis, conocido como BCG. La BCG es utilizada en
la terapia del carcinoma superficial de vejiga, sin embargo sus efectos secundarios han

llevado a una busqueda permanente de nuevas alternativas terapéuticas (Lamm et al., 2000).
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En este caso especifico, numerosos estudios en humanos y usando modelos animales

murinos, respaldan la efectividad de la actividad antitumoral de KLH (Markl et al., 2001).

Los estudio pioneros de Olsson et al., 1974 en pacientes con carcinoma superficial de
vejiga recurrente, que estaban siendo evaluados para determinar su grado de
inmunosupresion con diferentes antigenos y entre ellos KLH, demostrd que en los pacientes
que recibieron 5 mg de KLH periddicamente, la recurrencia de los tumores disminuia. Estos
resultados llevaron a la evaluacion de esta proteina en modelos murinos (Linn et al., 2000) y
en forma paralela se continué con pruebas en humanos (Wishahi et al., 1995) iniciandose
estudios para determinar su mecanismo de accion. Es asi como el grupo de Molto et al., 1991
reportd que KLH aumentaba la actividad de células NK en pacientes con cancer superficial
de vejiga. Nuestros estudios recientes, utilizando CCH han confirmado estos resultados y es
asi como hemos demostrado que en ratones previamente sensibilizados con hemocianina de
C. concholepas, aumenta la actividad de las células NK, como también los niveles de IFNy en
el suero (Moltedo et al., 2006) El mecanismo por el cual las células NK estarian siendo
activadas es por citotoxicidad mediada por anticuerpos (ADCC), ya que las células NK
poseen receptores Fc, que al unirse con la porcion constante de los anticuerpos dirigidos
contra las células tumorales (secretados gracias a la accion inmuoestimulante de
hemocianina) activan la capacidad citolitica de las células NK y permiten la lisis de dichas
células, disminuyendo el volumen tumoral y por ende aumentando la sobrevida de los
animales. Ademas, junto con ello, se promueve el cambio de subclase de IgGla a IgG2a,

caracteristico de la respuesta tipo Th1 (Moltedo et al., 2006).

Teniendo presente lo anterior es que surge la siguiente interrogante: Como dos
hemocianinas, tales como KLH y CCH, que difieren tanto en su origen como en la
organizacion de sus subunidades, pueden presentar efectos inmunoestimulantes y
antitumorales similares. Nosotros proponemos que estos efectos se deberian a la organizacion
de las hemocianinas per se, esto significa que ellas actuarian a nivel de inmunidad innata y
adaptativa con un patréon de reconocimiento y procesamiento antigénico inusual, debido a
secuencias peptidicas especificas y probablemente, repetidas en la molécula, como
consecuencia de su simetria de tipo D5 (Orlova ef al., 1997). Considerando ademas que el

efecto inmunoestimulante no requiere del uso de coadyudantes adicionales, nos hace pensar
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que éstas proteinas, debido a su estructura, inducen sefiales que promueven inflamacion, por
lo que su reconocimiento podria estar a cargo de células de la inmunidad innata y entre ellas
las NK, que al activarse secretan IFNy, uno de los principales nexos con la respuesta inmune

adaptativa.

Es importante sefalar que las células que participan en la respuesta inmune innata,
reconocen los patéogenos mediante receptores que no tiene la especificidad de los de la
inmunidad adaptativa (TCR y BCR para linfocitos T y B, respectivamente) entre los cuales se
encuentran los receptores pertenecientes a la familia Toll. Los receptores del tipo Toll en vez
de epitopos reconocen los llamados patrones moleculares asociados a patéogenos (PAMPs)
localizados ya sea en su superficie o secretadas desde su interior; su estimulacion activa el
sistema inmune porque los reconoce como seiales de inflamacion o peligro (Medzhitov et
al., 1997; Akira et al., 2001). Estos hallazgos han permitido identificar la naturaleza quimica
de los adyuvantes y los mecanismos celulares y moleculares involucrados en las respuestas

inmunologicas que ellos desencadenan (Sivori S. et al, 2004).

En este trabajo se estudi6 la participacion de células NK en el efecto inmunoestimulante
de hemocianina (CCH), pero a diferencia de trabajos anteriores, en este caso se utilizo
animales naive, es decir, sin previa sensibilizacidn con hemocianina, por ende, todos los
efectos que se producen en el animal son debido exclusivamente a la molécula per se. El
proposito de este trabajo fue dilucidar si las células NK, pertenecientes a la inmunidad innata,
son las primeras en reconocer y desencadenar una respuesta contra hemocianina, con la
potencial presencia de un receptor especifico o putativo para hemocianinas o si su rol se
limita s6lo a la citotoxicidad mediada por anticuerpos con la necesaria accidon previa de la

inmunidad adaptativa.

HIPOTESIS

Las hemocianinas de moluscos, debido a su estructura, inducen sefiales que promueven
inflamacion, lo que conlleva a la estimulacion de las células NK y por ende la activacion de

la Inmunidad Innata.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la participacion de las células NK en el efecto inmunoestimulante de la
hemocianina de C. concholepas, a nivel de respuesta primaria usando modelos murinos tanto

a nivel in vitro como in vivo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estudiar el efecto, a nivel morfologico, de hemocianinas en células NK cultivadas in
vitro obtenidas de animales naive, mediante microscopia de luz y electronica de

transmision.

e Estudiar efecto a nivel de expresion e intensidad de marcadores de superficie

caracteristicos de células NK, como son NK1.1 y CD49b, mediante citometria de flujo.
e Evaluar la incorporacion de CCH, por parte de células NK cultivadas in vitro, mediante
microscopia electronica de transmision y utilizando CCH unida a fluorocromos y

observadas mediante citometria de flujo y microscopia confocal.

e Estudiar el efecto de CCH sobre la capacidad humoral de células NK in vitro, mediante

medicion de IFNy de sobrenadantes de dichos cultivos por ELISA.

e Evaluar el efecto de CCH sobre la capacidad citotoxica de células NK cultivad in vitro,

mediante el ensayo de liberacion de Cr radioactivo, por parte de células YAC-1.

e Estudiar si existe incorporacion de CCH por parte células NK in vivo, utilizando CCH

unida a fluorocromos y analizadas mediante citometria de flujo y microscopia confocal.

e Evaluar el efecto de CCH sobre la capacidad citotoxica de células NK in vivo, mediante

el ensayo de liberacion de Cr radioactivo, por parte de células YAC-1.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIALES

1.

BIOLOGICOS

1.1 Animales de experimentacion

Ratones Balb/c, C57BL/6 y C3H/HelJ, adquiridos en Jackson Laboratory (Bar Harbor USA)

mantenidos en el bioterio de Biosonda S.A.

Ratones C57BL/6, Departamento de Biologia Celular, Facultad de Odontologia,
Universidad de Chile.

Los animales de experimentacion, de 8-12 semanas de edad fueron mantenidos en un area de
acceso restringido a 22-24°C, con ciclos de 12 hr. de luz y 12 hr. de oscuridad, agua y

alimento ad libitum.

1.2 Lineas Celulares

YAC-1, deficientes en MHC de clase I, que son sensibles a células NK murinas

(proporcionadas por Dr. J. Ortaldo, University of the Health Sciences, Bethesda, USA).

2. REACTIVOS

2.1. Cultivo celular

D-MEM; aminoacidos no esenciales; penicilina 20x; streptomicina 50x; L-Glutamina 100x;
Piruvato de Na de Gibco, USA; Suero fetal de bovino (SFB) de Hyclon, USA; 2-ME;
DMSO (Dimetil sulfoxido) de Merck, Alemania; IL-2 de BD Pharmingen, USA; CFS
(Carboxiluorsceina Diacetato Succimidil ester) de Invitrogen, USA; Poli I:C 10mg/ml;

Ficoll-Hypaque 1083 de Sigma, USA.
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2.2.

Proteinas

Hemocianina de Concholepas concholepas (CCH); hemocianina de Fissurella
latimarginata (FLH); hemocianina de Fissurella maxima (FMH); hemocianina de
Fissurella cumingi (FCH) de Biosonda S. A.; hemocianina de Keyhole limpet (KLH) y
Albumina de suero de bovino (BSA) de Pierce, USA;

2.3. Reactivos inmunoldégicos

2.3.1. Aislamiento Celular: Kit aislamiento células NK; columnas magnéticas (MACS,

magnetic cell sorting) de Miltenyi Biotec, Alemania.

2.3.2. Determinacion interleuquinas: Mouse IFNy Screening Set (Pierce, USA); Mouse Total

IL-12 ELISA Kit (Endogen, USA).

2.3.3. Marcacion de proteinas: Alexa Fluor 488 Protein Labeling Kit (Molecular Probes,

USA).

2.3.4.Marcadores de subpoblaciones linfoides: Marcadores de superficie asociados a

2.4.

fluoréforos, anti-CD49b-PE (células NK); anti-CD19-PE (Linfocitos B); anti-CD14-PE
(macrofagos); anti- CD8-PE (Linfocitos T); anti-CD11c-PE (Células Dendriticas); anti-
NKI1.1-Cy5.5 (células NK); anti-CD11¢-FITC (Células Dendriticas) de BD Biosciences
Pharmingen, USA.

PE: Phycoerythrin, espectro de absorcion de 566 nm (luz verde) y espectro de emision de
575 nm (luz roja).

PerCP-Cy 5.5: proteina clorofilica peridinina, espectro de absorcion de 683 nm y espectro
de emision de 707 nm (luz naranja)

FITC: Isotiocianato de Fluorsceina, espectro de absorcion de 488 nm y espectro de

emision de 530 nm.

Reactivos Radioactivos

Na,”'CrO, (Perkin Elmer, USA)
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3.

SOLUCIONES

3.1.Medios de cultivo vy soluciones estériles

Medio de cultivo Dulbecco: (D-MEM)
Medio D-MEM completo: 10% SFB; 1% aminoacidos no esenciales; 1%
Glutamina; 1% antibioticos; 2*10° M 2-ME y D- MEM.
Solucion lisis de globulos Rojos: NH4Cl (0.15M); KHCO; (10Mm); NaEDTA (0.1Mm)
PBS: Amortiguador Fosfato Salino ph 7.2
PBS-SFB: PBS y suero fetal de bovino al 2%
Equithesian: 8.5 g clorhidrato, 4.25 g MgS04, 1.96 g pentobarbital de sodio en 200 ml agua.

3.2. Soluciones no estériles

PBS: Buffer fosfato salino pH 7.2 (Pierce, USA)

3.3.Soluciones de fijacion de células vy medio de montaje para microscopia

Para microscopia electronica: Solucion de Glutaraldehido al 2% en tampon cacodilato de
sodio pH 7.4

Para citometria de flujo: PBS-Paraformaldehido, 3.7%

Montaje de células para inmunofluorescencia: DABCO 1,4-diazobiciclo[2.2.2]octano 5 gr;

glicerol (45 ml); tampon fosfato salino (5 ml, ph 7.2); azida de 20 mg.

MATERIAL PLASTICO Y OTROS

Material de cultivo: tubos coénicos de 15 y 50 ml (Axygen, USA); pipetas de 1, 2, 5, 10 y
25 ml; placas de Petri y tubos Eppendorf, botellas 50, 75 ml, placas 24 pocillos; placas de
ELISA de 96 pocillos de poliestireno fondo curvo de Nunclon , Dinamarca; Camara de
Neubauer. Material quirtrgico estéril. Jeringas de 1,5 y 20 ml de Terumo, USA. Tubos

Khan. Porta y cubre objetos.
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5.

EQUIPOS

Lector ELISA 7520 con filtros de absorcion a 405 nm, 450 nm, 490 nm y 600 nm
(Cambridge Technology, Inc). Estufa de cultivo de células, con regulacion de CO2 y
temperatura (Nuaire). Campana de flujo laminar (Clean Room Procusts, Inc). Bafio
termoregulado (Lab-Line). Microscopio de contraste de fase (Nikon). Estufa refrigerada de
sobremesa (IEC Centra-7R). Freezer de -80°C (Forma Scientific). Estanque para mantener
lineas celulares en N, (Unién Carbide). pH metro (Orion 3 Star). Balanza analitica;
Balanza granataria electronica (Sartorius). Microcentrifuga (Ependorff). Citometro de flujo
laminar (Beckton Dickinson, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile). Microscopio
de Fluorescencia (Zeiss. Facultad de Quimica y Biologia, Universidad de Santiago).
Microscopio Electronico de Transmision (Phillips Tecnai 12, Servicio Microscopia
Electrénica Pontificia Universidad Catélica). Lavador de placas ELISA (Bio-Tek).
Separador Magnético (MACS); Microscopio de luz invertido. Contador de radiacion vy
(Packard, USA); Agitador de células (Labnet, USA); Amicon (Millipore, USA).

METODOS

1.

1.1.

1.1.1.

ESTABLECIMIENTO Y CARACTERIZACION DE UN CULTIVO IN VITRO DE
CELULAS NK MURINAS.

Aislamiento v cultivo de células NK

Extraccion de células mononucleares

Ratones de la cepa C57BL/6 de alrededor dos meses de edad, fueron sacrificados por
dislocacion cervical, se les extrajo quirurgicamente el bazo y se deposito sobre una placas de
Petri conteniendo 5 ml de medio (D-MEM). Se perfundieron cuidadosamente y se colecto
las células con pipeta Pasteur, luego se centrifugd por 20 min. a 1.800 rpm. Los glébulos
rojos fueron lisados agregando a cada bazo 1 ml de solucion de lisis de globulos rojos
durante 2 min. y luego se agregé 10 ml de medio D-MEM completo y se centrifugd

nuevamente por 20 min. a 1.800 rpm. Finalmente se eliminé el sobrenadante y las células se
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1.1.2.

1.1.3.

1.2.

1.2.1

resuspendieron en medio D-MEM completo. Se contaron las células en un microscopio de

luz con la ayuda de una camara de Neubauer.

Aislamiento de células NK

Una vez contabilizadas las células se centrifugaron durante 10 min. a 1.200 rpm y se
prosigui6 al aislamiento de las células NK segun las indicaciones del Kit de aislamiento de
células NK de Miltenyi Biotec. Este procedimiento consiste en el aislamiento por seleccion
negativa mediante esferas magnéticas que tienen unidos anticuerpos anti-CD contra
diferentes poblaciones linfoides, excepto células NK, de esta manera, al aplicar un campo
magnético, todas las células quedan retenidas en la columna y las células NK eluyen, ya que

las esferas no poseen un anti-CD que las retenga.

Cultivo de células NK

Se cultivaron aproximadamente 1x10° células en 2 ml de medio cultivo en placas de 24
pozos, de acuerdo al procedimiento descrito en “Natural Killer Cell Protocols” con leves
modificaciones. El medio completo de cultivo para células NK consistié en 2 ml de medio
D-MEM completo suplementado con 10.000 U IL-2 y 2x10” M 2-ME. Se cultivaron en una
estufa a 37°C y en un ambiente 10% CO, y 100% humedad. Las células se mantuvieron en

estas condiciones durante 7 dias sin cambio del medio de cultivo.

Caracterizacion de células NK en cultivo

Caracterizacion de las células mediante citometria de flujo

Las células NK se estudiaron en diferentes estados de maduracion entre los dias 0 (al
momento de sembrarse) y 10 del cultivo.

i) Marcacion de las células: Las células sembradas en cada pozo se resuspendieron y
recolectaron en tubos Ependorff y se centrifugaron a 6.000 rpm por 3 min. El sobrenadante
se eliminé y el pellet fue resuspendido en 100 pl de PBS-SFB 2% a razon de 5x10° a 1x10°
células. Se agregd 1 pul del marcador asociado a fluoréforo (CD49b y/o NK1.1), segun
correspondia. Se incubd 20 min. a 4°C con agitacién y luego se centrifugd a 6.000 rpm
durante 3 min., se elimind el sobrenadante y el pellet se lavo dos veces con PBS-SFB 2%,

para eliminar el exceso de fluoréforo. Luego se resuspendio en 300 pl de PBS-
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1.2.2.

1.2.3.

Paraformaldehido 3.7% y se traspaso a los tubos Khan. De esta manera las células quedaron

fijadas para ser analizadas por citometria de flujo.

ii) Criterio de seleccion de poblacion NK: Los datos obtenidos por citometria de flujo
fueron analizados con el programa computacional WINMDI. En éste programa se definio las
poblaciones por graficos del tipo dot plot y density plot. En primer lugar se hizo una region
de una poblacion homogénea tanto en tamafio como en granularidad (SSC v/s FSC, size
scatter v/s forward scatter), luego se hizo otra region, dentro de la region anterior, para
observar el grupo de células que era positivo para el marcador de interés, haciendo el grafico
de FSC v/s FL2 o v/s el laser en el cual emite el fluoroforo de interés. Luego se prosiguid
haciendo regiones con el resto de los laser, para discriminar entre la autofluorescencia propia
de la células y la fluorescencia correspondiente al marcador observado. Todos estos
parametros se estandarizaron con los correspondientes controles de autofluorescencia.

De esta manera, los porcentajes que se muestran en los resultados, corresponden a una
poblacion homogénea y positiva para los marcadores que se queria observar, en el caso de la
cepa C57BL/6, la poblacion NK+ se definio como CD49b+, CD11c- y CDNKI1.1+. Para las
cepas BALB/c y C3H/Hel la poblacion de células NK se designé como CD49b+, CD11c-.

Caracterizacion de células NK mediante microscopia de luz con contraste de fase.

Las células NK cultivadas en placas de 24 pocillos fueron fotografiadas directamente en los
pozos, durante todo el tiempo que duro el cultivo, al momento de ser sembradas y a los dias
4, 7y 10. Se utilizé un microscopio de luz invertido Zeiss equipado con contraste de fase y

fluorescencia.

Caracterizacion de células NK mediante microscopia electronica de transmision

Las células NK contenidas en los pozos de placas de 24, fueron divididos en dos, de manera
que la mitad de las células fueron analizadas por citometria de flujo y el resto fueron
cosechadas mediante centrifugacion y procesadas para microscopia electronica de
transmision (Edwards A. et al, 1999). Brevemente, las células fueron fijadas con
glutaraldehido al 2 % en buffer cacodilato de sodio 0.1 M, pH 7.4 y luego postfijadas con
Os0,, deshidratadas y embebidas en Epon (Poliscience, USA). Estos cortes fueron tefiidos

con acetato de uranilo y citrato de plomo y observados en un microscopio electronico
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Phillips Tecnai 12 en el Servicio de Microscopia Electronica, Pontificia Universidad

Catolica de Chile.

1.2.4. Medicion de secrecion de IFNy

2.

Se tom6 muestras de aproximadamente 200 pl de sobrenadante de medio de cultivo al
momento de sembrar y a los dias 4, 7 y 10 del cultivo de células NK, se guardé congelado a
—80°C hasta su uso. La concentracion de IFNy se midié directamente en los sobrenadantes
mediante un ELISA de captura comercial, segiin las instrucciones del fabricante. Las
determinaciones se realizaron en triplicado y con una curva estandar en un rango de 0-3000

pg/ml de IFNy. La lectura de la reaccion se realizo a 450 nm.

EFECTO DE CCH SOBRE CELULAS NK CULTIVADAS IN VITRO.

2.1. Efectos sobre proliferacion

2.1.

La proliferacion de células NK se midi6 por el método de CFSE (Bisikirska et al., 2005).
Brevemente las células NK, aproximadamente 20x10° células, se resuspendieron en 1 ml de
medio D-MEM y se agregd 2.5 uM de CFSE disuelto en DMSQO, se incub6 por 10 min. a
37°C y luego se lavd dos veces con 1 ml de medio D-MEM completo y se cultivo de la
forma antes sefialada.

El analisis se realizo por citometria de flujo mediante graficos del tipo histograma, donde la
proliferacion se observa como la aparicion de nuevos picos con menor intensidad en la

fluorescencia del CFSE (verde).

Incorporacion de CCH-AlexaFluor488 por células NK mediante microscopia confocal

Los cultivos de células NK que fueron tratados con CCH-AlexaFluor488 y sus respectivos
controles fueron centrifugados a 6.000 rpm por 3 min. y luego se resuspendieron en un
minimo de volimen de PBS-Paraformaldehido. Posteriormente, se traspasaron a
portaobjetos que contenian una gota de DABCO en una relacion 1:1, se cubrieron con un
cubreobjeto y se observaron al microscopio confocal Zeiss. El registro fotografico se realizd

en un sistema digital.
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3.1.

3.2.

33

EFECTO DE CCH SOBRE CELULAS NK IN VIVO

Administracion de CCH, PBS vy OVO en animales de experimentacion

Se constituyeron grupos de 2 ratones de las cepas Balb/c, C57BL/6 y C3H/He y
posteriormente se les administr6 el antigeno (CCH, PBS u OVO) por via endovenosa (endv)

o via intraperitoneal (ip).

i) Via endovenosa: Los animales fueron anestesiados con 50 pl de Equitesian inyectado ip, y
luego se agrego el antigeno de interés con una jeringa de tuberculina. Se trabajé bajo una luz
de 100 watts para dilatar los vasos sanguineos, inyectando directamente a cualquiera de las

cuatro venas de la cola.

ii) Via intraperitoneal: Los animales sin anestesiar, se inyectaron con el antigeno en el

cuadrante inferior de la cavidad abdominal.

Extraccion de células peritoneales

Para extraer las células peritoneales de los animales de experimentacion, se inyectaron
intraperitonealmente 3-4ml de PBS estéril, se masajed el abdomen, luego se sacrificod el
animal mediante dislocacion cervical y se extrajo el exudado peritoneal, evitando la
hemolisis. Luego se centrifugd a 1.800 rpm por 20 min., se eliminé el sobrenadante y se
resuspendio en 1 ml de solucion de lisis de gldbulos rojos y se dejo actuar por 2 min.,
posteriormente se agregd 10 ml de medio D-MEM vy se volvid a centrifugar a 1.800 rpm por
20 min. Finalmente las células fueron marcadas para citometria siguiendo el protocolo

antes mencionado (punto 1.2.2).

Determinacion de la incorporacion de CCH-AlexaFluor488 por células peritoneales in

vivo mediante citometria de flujo y microscopia confocal

Para determinar la incorporacion de la proteina marcada con AlexaFluor 488 por parte de las
células peritoneales in vivo, una vez extraidas y marcadas con CD49b y NKI.1, se
centrifugaron a 6.000 rpm por 3 min. y se resuspendieron en 300 pl de PBS-

Paraformaldehido, Iuego se traspasaron 270 ul a tubos de citometria para ser observadas en
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el citometro. Los 30 ul restantes se mezclaron 1:1 con DABCO y se traspasaron a

portaobjetos para ser observadas en un microscopio confocal Zeiss.

DETERMINACION DEL EFECTO DE HEMOCIANINAS SOBRE LA
CITOTOXICIDAD DE CELULAS NK.

La actividad de células NK se midi6 por medio del ensayo de liberacion de °' Cr, como esta
descrito por Puente ef al., 1996 . Las células YAC-1, blanco de células NK, debido a que son
deficientes en MHCI, fueron cultivadas en DMEM completo a 37°C en una atmosfera 10%
CO,. Las células YAC-1 fueron marcadas incubando 3x10° células /ml con 100 pCi de
Na,’'Cr por 1,5 hr. a 37°C, luego fueron lavadas dos veces con medio D-MEM vy se
resuspendieron en medio D-MEM completo. Como células efectoras, se us6 células
mononucleares esplénicas obtenidas de los animales de experimentacion, purificadas por
Ficoll-Hypaque (Sigma) y resuspendidas (10’ células /ml) en medio completo o células NK
cultivadas in vitro. Luego, 100 ul de medio que contenia 5X10° células YAC-1 fueron
mezclados con 100 pl de células efectoras diluidas de acuerdo a la relacion célula efector :
célula blanco deseada, en caso de experimentos in vivo (25:1, 50:1, 100:1, 200:1) y en
experimentos in vitro (100:1, 1000:1, 10000:1). Las placas de fondo curvo conteniendo las
células fueron incubadas por 4 hr. a 37°C, 5% CO, y 100% humedad, se centrifugaron y 100
pl de cada sobrenadante fue recolectado y medido en un contador de radiaciéon y. Como
control positivo se tomo las células mononucleares obtenidas de ratones tratados 48 y 24 hr
antes con 100 ug de Poli I:C. Todos los ensayos se realizan por triplicado y el valor de lisis
especifica fue calculado de acuerdo a la formula: % Actividad NK = 100 (Lisis
Experimental — Lisis espontanea) / (Lisis Total — Lisis espontanea). Para los controles, las
células blanco fueron incubadas con medio D-MEM completo (Lisis espontanea) o con
detergente (Triton 1%) (Lisis Total).

El decaimiento radioactivo del *'Cr se calculd segiin la siguiente formula:

A=Ay* ¢™ donde A = radioactividad que queda el dia del experimento
A, = radioactividad el dia de la calibracion
A = In2/tiempo de vida media

t = dias que han pasado con respecto a la calibracion
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5. MARCACION DE PROTEINAS CON ALEXAFLUOR488

Se utiliz6 el procedimiento descrito por el fabricante. Brevemente, se tom6 1 ml de CCH o
BSA y se agrego 100 ul de Bicarbonato. Paralelamente se disolvio un vial del fluoréforo en
Dimetilformamida y se dejoé agitando por 1 hr. Se neutralizé por 30 min. con 100 pl de
Hidroxilamina y se dialiso .para eliminar el exceso de Alexa y mantener la proteina libre de
endotoxina. Se usé un equipo Amicon Ultra Free para eliminar agregados y esterilizar la

preparacion.
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1.1

1.2.

RESULTADOS

CARACTERIZACION DE UN CULTIVO IN VITRO DE CELULAS NK

Morfologia

Dado la escasa informacion sobre las caracteristicas morfofuncionales de las células
NK cultivadas in vitro, en primer lugar se hizo una caracterizacion del cultivo, entre los
dias 0 (momento del aislamiento) y 13. Como se observa en la Figura 3 A, mediante
microscopia de luz (A-E) y electronica (F-J), entre el dia 1 y 4 predomina la muerte
celular, principalmente de células que no corresponden al fenotipo NK (CD49b+,
NK1.1+). Sin embargo, en el transcurso entre los 4 y 7 dias, se evidencia un notable
incremento de la proliferacion con un concomitante aumento en el nimero de células y
modificaciones del fenotipo celular. Las células que originalmente eran redondas se
transforman en alargadas (A-C y F-H, respectivamente). Por otro lado, entre los 7 y 10
dias las células empiezan a madurar, predominando las células de gran tamafio (flechas
en D) y las que denominamos maduras, con un mayor % de células que expresan ambos
marcadores, como se describe a continuacion. Luego, entre los dias 10 y 13 el cultivo
empieza a envejecer lo que se evidencia en la aparicion de numerosas células de aspecto

apoptotico, por el estado de su cromatina (J).

Funcionalidad sobre la base de la expresion de marcadores de células NK y

secrecion de IFNy

Ademas de la caracterizacion morfoldgica se realizo una caracterizacion funcional
del cultivo de células NK, la cual consistio en la medicion de la expresion de los
marcadores de superficie CD49b y NK1.1. En la Figura 3B se muestra que entre los dias
1 y 4 la expresion de ambos marcadores se mantienen constante, sin embargo, a partir
del dia 4 hasta el 7, se produce un notable incremento en el porcentaje de células que
expresan ambos marcadores y luego su expresion se mantiene constante hasta los 13 dias
que dur6 la observacion. Por otro lado, se midido IFNy, expresado en pg/ml, en el
sobrenadante de los cultivos en diferentes dias, por ELISA. Se encontrd que entre el dia
1 y 4, hay un aumento progresivo de la secrecion de IFNy, sin embargo, entre el dia 4 y
7, el nivel tiende a mantenerse relativamente constante, para luego volver a subir hasta

el dia 13, que es cuando el cultivo alcanza su estado de mayor madurez (Figura 3 C).
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Caracterizacion de un cultivo in vitro de células NK murinas
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Figura 3. Establecimiento de las propiedades generales de un cultivo in vitro de células NK A.
Caracterizacion morfoldgica al microscopio de luz (A-E) y al microscopio electronico (F-J) de las
principales etapas, esquematizadas en el cronograma, del cultivo in vitro de células NK, obtenidas de
bazo de ratones C57BL/6. Aumento de A-E de 20x; F-J DE 4.800x B. Expresion de marcadores
caracteristicos de células NK de raton C57BL/6. En la ordenada se grafica el porcentaje de células
marcadas con anti-CD49b+CD11c- y NK1.1+ determinadas mediante citometria de flujo. En la abcisa
se grafica los dias transcurridos del cultivo. Los datos representan el promedio de tres experimentos
independientes y las barras el error estandar. C. Secrecion de IFN vy del cultivo in vitro de células NK.
En la ordenada se grafica la concentracion de IFN y determinada mediante ELISA y en la abcisa, los
dias de cultivo. Los datos corresponden a un experimento representativo de tres experimentos
independiente.
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2. EFECTO DE CCH SOBRE CELULAS NK CULTIVADAS IN VITRO

2.1. Efecto de CCH a nivel de la mofologia de células NK

De acuerdo a los resultados anteriores, decidimos trabajar con los cultivos de células
NK de 4 y 7 dias, ya que a los 4 dias, los marcadores y la secrecion de IFNy estan en
ascenso y a los 7 dias ambos parametros tienden a mantenerse constantes. Con este
proposito se agregd 100 pg/ml de CCH y se dejd actuar por 3 hr., 3 y 6 dias, luego de lo
cual, las células fueron fotografiadas directamente de las placas de cultivo en un
microscopio de contraste de fase. En la Figura 4 se presentan los resultados y se observa
que a las 3 hr. y 3 dias de estimulacion en los cultivos de 4 dias de edad, practicamente
no se ve un efecto significativo en comparacion con los controles, sin embargo, cuando
se estimulan por 6 dias se observa un predominio de la poblacion mas madura (mas
grandes y redondas) por efecto de CCH, aunque los controles también presentan este tipo

celular, pero en menor proporcion.

El mismo tratamiento se hizo a las células NK cultivadas in vitro de 7 dias, sin
embargo no se observo un efecto, ya que en todos los tiempos las células tratadas con
CCH vy los controles presentaron una apariencia similar (Figura 4 B). Esto podria
deberse a que el cultivo ya ha alcanzado el estado maximo de maduracion, por lo que no

responde a este tipo de estimulo.

De modo de corroborar los resultados anteriormente observados por microscopia de
luz, las mismas muestras fueron analizadas por MET. En la Figura 5 se presentan los
resultados a diferentes dias de cultivo con los diferentes tiempos de estimulacion. Se
observo que las células NK estimuladas por 3 dias tanto a los 4 como a los 7 dias de
cultivo, muestran diferencias morfologicas con las células controles, caracterizada por un
aumento de los granulos electron-denso que corresponderian a granulos citotoxicos,

indicados con flechas en la figura C e L.
En células NK de 4 dias que fueron estimuladas durante 3 dias con CCH se observo

vacuolas de contenido claro con moléculas aparentemente intactas de CCH,

evidenciando que dichas células estarian incorporando esta proteina (Figura 6).
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Efecto de CCH sobre células NK murinas cultivadas in vitro

Control

CCH
(100pg/ml)

Control

CCH
(100pg/ml) |

Figura 4. Microscopia de luz de células NK tratadas con CCH durante diferentes tiempos. Las
fotografias fueron tomadas directamente de los microcultivos. A. Células NK de 4 dias estimuladas
con 100 pg/ml de CCH durante 3 horas, 3 y 6 dias. B. Células NK de 7 dias, estimuladas de igual
manera que A. Aumento de 20x.
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Microscopia electronica de transmision de células NK cultivadas in vitro

en presencia de CCH

Control CCH: 3 hr 3 dias

4 dias <

7 dias

Figura 5. Aspecto y forma de las células NK de raton C57BL76 cultivadas in vitro en presencia de CCH.
Al momento del tratamiento las células tenian 4 y 7 dias de cultivo y fueron estimuladas con 100 pg/ml de
CCH durante 3 hr. y 3 dias. Las fotografias fueron tomadas con un aumento de 4.800x (A-F) y 9.300x (G-
H).
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Microscopia electronica de transmision de células NK cultivadas in vitro

mostrando la presencia de CCH

Figura 6. Microscopia electronica de transmision de células NK de raton C57BL/6 cultivadas in vitro
durante 4 dias y estimuladas con 100 pg/ml de CCH durante 3 dias. A, D y E corresponden a la misma
fotografia con diferentes aumentos. La flecha en E indica una vacuola conteniendo estructuras que
semejan moléculas de hemocianina, que se observan con mayor nitidez en el inserto, arriba a la derecha.
Aumento: A = 6.800x, B = 9.300x, C = 18.500x, D =11.000x y E =30.000x. La flecha en C indica los
granulos electron-densos (G).

30



2.2. Efecto de CCH sobre marcadores de superficie vy secrecion de IFNy

Con el proposito de evaluar si CCH inhibia o estimulaba la expresion de algunos
marcadores de superficie caracteristicos de las células NK se realizaron estudios con
diferentes dosis de CCH (10 y 100 pg/ml) y mediante citometria de flujo se determino el
porcentaje de células NK que expresaban CD49b y NK1.1. en diferentes momentos del
cultivo (3, 4, 7, 8 y 12 dias) En la Figura 7 A se graficd la intensidad de células
marcadas v/s la forma (grupo celular que es positivo para el marcador observado y
presenta la forma y tamafio del grupo celular a observar). Se observa que el porcentaje
de células que expresan CD49b no se ve afectado por CCH en ninguna de las dos dosis
utilizadas y lo mismo ocurre para la intensidad de expresion, comportamiento que no
varid con la edad del cultivo. En el caso del marcador NK1.1, se observo que al agregar
10 pg /ml de CCH a los 7 dias, hay una disminucion del porcentaje de células NK que
expresan tal marcador con respecto al control sin CCH, pero no asi en el resto de los dias
y con la otra dosis. Ademads, no se observo efecto sobre la intensidad de expresion de
NKI1.1, por lo que el efecto neto de CCH sobre la expresion e intensidad de ambos

marcadores parece ser nula (Figura 7 B).

Con el objetivo de ver si CCH afectaba la capacidad humoral de las células NK, se
midi6 la secrecion de IFNy a los 2, 4 y 7 dias de cultivo con dosis de 50 y 150 pg /ml de
CCH u OVO-LPS, incorporada como una proteina control no relacionada con LPS, que
se sabe induce la generacion de ésta citoquina en numerosas células linfoides que
expresan TLR4 (Akira ef al., 2001 *). En la Figura 7 C, se puede observar que a los 2 y
4 dias de cultivo no hay respuesta alguna frente a dichas proteinas, sin embargo a los 7
dias, las células NK muestran un aumento en la secrecion de esta citoquina, tanto en los

controles como en los diferentes tratamientos.
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Figura 7. Expresion de marcadores caracteristicos de células NK de raton C57BL/6 in vitro. A. Se grafica
el porcentaje e intensidad de la expresion del marcador de superficie CD49b+, donde el eje x corresponde
a los dias transcurridos de cultivo y el eje y al porcentaje e intensidad respectivamente. B.  Porcentaje e
intensidad de la expresion del marcador NK1.1. C. Secrecion de IFN vy de células NK cultivadas in vitro
estimuladas durante 2, 4 y 7 dias con 50 y 100 pg/ml de CCH y OVO-LPS como control. Los datos
corresponden a un experimento y los datos de IFNy corresponden a 3 experimentos independientes,
excepto el de OVO-LPS con 150pg/ml que un experimento de tres experimentos independientes.
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3. INCORPORACION DE CCH POR CELULAS NK IN VITRO

3.1.Evaluacion utilizando CCH marcada con un fluoréforo

Para corroborar la incorporacion de CCH, observada mediante MET (punto 2.1 de
resultados) en las células NK, se utiliz6 CCH-AlexaFluor488, que al estar asociada a un
fluor6foro se puede observar mediante citometria de flujo y microscopia confocal.
Previamente se determind la incorporacion de AlexaFluord88 a CCH mediante

electroforesis (datos no mostrados).

Cuando se agregd 100 pg/ml de CCH a los cultivos de NK de 4 dias y se dejo
estimular durante 24 horas, se observd que un pequefio porcentaje de las células NK
CD49b+ NK1.1+ (1,6%) incorporaron CCH-AlexaFluor488 (cuadrante derecho). Como
control, en este caso, se utilizé cultivos similares de células NK, pero tratados con CCH
sin marcar, ya que CCH per se aumenta la autofluorescencia de las células, de modo que
determinamos los ejes de autofluorescencia basal en estas condiciones. La incorporacion
de CCH-AlexaFluor488 se observa en el cuadrante superior derecho de las figuras
(Figura 8 A). Al estimular los cultivos de células NK de 7 dias, en las mismas
condiciones que a los 4 dias, se observa claramente una subpoblacion de células NK que
si incorporan CCH-AlexaFluor488 (3,6%) resultado significativo con respecto a la de los

4 dias, ya que la intensidad es mayor (Figura 8 B).

Para corroborar los resultados anteriores y confirmar que la subpoblacion de células
NK observadas por MET que contenian vesiculas con moléculas de CCH (células NK de
4 dias, que fueron estimuladas durante 3 dias con 100 pg/ml de CCH, (véase en punto
2.1 resultados), estarian incorporando CCH, las mismas muestras se observaron por

microscopia confocal, donde se usé6 como control negativo CCH sin marcar.

Los resultados se muestran en la Figura 9, donde A corresponde a células NK
tratadas con CCH sin marcar y B a las tratadas con CCH-AlexaFluor488. Se observa las
cé¢lulas NK marcadas con CD49b en rojo, que es positivo en ambos casos, ya que es un
marcador de superficie especifico de células NK; CCH-AlexaFluor488 se observa en

verde, es positivo solo en algunas células NK.
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Incorporacion de CCH en células NK cultivadas in vifro mediante citometria de flujo
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Figura 8. Incorporacion de CCH por células NK cultivadas in vitro, mediante citometria de flujo. La
region analizada corresponde a células CD49b+ y NK1.1+. A. Incorporacion de CCH por células NK de 4
dias, estimuladas durante 24 hr con 100 pg/ml de CCH y CCH-AlexaFluor488. B. Incorporacion de CCH
por células NK de 7 dias estimuladas durante 24 hr., de manera similar a la anterior.

34



Incorporacion de CCH en células NK cultivadas in vitro, analizado mediante

microscopia confocal.

CD49b Contraste de Fase

Figura 9. Microscopia confocal de cultivo in vitro de células NK de raton C57BL/6 de 4 dias estimuladas
durante 3 dias con CCH o CCH-AlexaFluor488. Las imagenes muestran las células CD49b+, CCH-
AlexaFluor488+, contraste de fase y colocalizacion de ambos marcadores, respectivamente. A.
Microscopia confocal de células NK tratadas con CCH. B. Microscopia confocal de células NK tratadas
con CCH-AlexaFluor488.
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En la Figura 9 B se observa que las células NK estarian incorporando CCH-
AlexaFluor488, ya que da positivo al excitar en la longitud de onda de Alexa-Fluor488 y
ademas al colocalizarlo con el marcador de células NK da positivo. Estos resultados
correlacionan los datos obtenidos por citometria de flujo, ya que muestran que
aproximadamente un 4% de las células NK (CD49b+, CDl11c-, NK1.1+) incorporan
CCH.

3.2. Efecto de CCH sobre citotoxicidad de células NK in vitro

Finalmente, para estudiar el efecto de CCH sobre la capacidad citotoxica de células NK
in vitro, se realiz6 el ensayo de liberacion de Cr’! a los 2 dias de cultivo, realizando la
estimulacion de dos maneras: en forma continua y como un pulso de 12 hr. La
estimulacion continua se realizd agregando dos dosis diferentes de CCH (50 y 250
pg/ml) y OVO-LPS al momento de sembrar las células (Figura 10 A). La estimulacion
por pulso se realizé de la misma forma pero agregando CCH u OVO-LPS durante 12 hr.
al cultivo (Figura 10 B). Los datos medidos bajo las condiciones mencionadas no
muestran un efecto positivo sobre la citotoxicidad de células NK. Para corroborar que la
ausencia de respuesta no se debia a la edad del cultivo, probamos a los 6 dias de cultivo
con estimulacion continua (datos no se muestran) y tampoco se observo un aumento en

la capacidad citotoxica de las células NK sobre las células YAC-1 por efecto de CCH.
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Figura 10. Actividad citotoxica de células NK de 2 dias cultivadas in vitro sobre células YAC-1 cargadas
con CR'. A. Células NK in vitro de 2 dias estimuladas con un pulso de 12 hr. con 50 y 250 pg/ml de CCH
y OVO-LPS. En la abcisa se grafica el porcentaje de actividad de células NK y en las ordenada se grafica
el control y las diferentes dosis de CCH y OVO-LPS. B. Células NK de 2 dias estimuladas de forma
continua, en las mismas condiciones que en A. En los graficos se sefiala la relacion células blanco (B,
células YAC-1) v/s células efectoras (E, células esplénicas).
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4.1.

INCORPORACION DE CCH POR CELULAS NK IN VIVO

Analisis de diferentes poblaciones linfoides mediante citometria de flujo vy

microscopia confocal

Paralelamente a los estudios in vitro, se realizaron estudios in vivo, en los cuales
ratones C57BL/6 y Balb/C fueron inyectados con CCH y CCH-AlexaFluor488 para
evidenciar la incorporacion de CCH mediante citometria de flujo por parte de diferentes

poblaciones linfoides. Se estudiaron células extraidas de bazo y de peritoneo.

En la Figura 11 se muestran las citometrias de flujo correspondiente a células
extraidas de bazo de animales inyectados intraperitoenealmente con 500 pg /animal de
CCH o CCH-AlexaFluor488 durante 24 hr. En la Figura 11 A se presenta el grupo de
células CD49b+ correspondiente al fenotipo NK, Figura 11 B células CD14+,
correspondiente a macrofagos, Figura 11 C células CD3+ que son linfocitos T, Figura
11 D células CDI11c+ que corresponden a células dendriticas y en la Figura 11 D se
muestra las células CD19+ correspondiente a linfocitos B. Las células del cuadrante
izquierdo corresponde a las células positivas para los marcadores mencionados
anteriormente y el cuadrante derecho muestra las células positivas para el marcador
correspondiente y positivas para CCH-AlexaFluord88, es decir que estarian
incorporando CCH. En la Figura 11 no se ve que ningun grupo celular que esté

incorporando CCH, comparado con su control (CCH sin marcar).

Debido a estos resultados es que nos preguntamos qué grupo celular estaria
incorporando la CCH marcada, ya que cuando se inyectaron los animales
intraperitonealmente las células del bazo no incorporan CCH, de la misma forma
inyectamos a los animales endovenosamente y observamos las células esplénicas y las
peritoneales y ningn grupo celular tenia incorporado CCH, por esta razon, finalmente

inyectamos CCH intraperitonealmente y observamos las células peritoneales.
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Figura 11. Citometria de flujo expresada en graficos del tipo dot —plot, de células extraidas de bazo de ratones
C57BL/6 inyectados intraperitonealmente durante 24 horas con 500 pg/ animal de CCH o CCH-AlexaFluor488. En el
cuadrante superior derecho se expresa el porcentaje de células positivas para CCH-AlexaFluor488, por ende, las células
que incorporan CCH. A. Poblacion CD49b+, correspondiente a células NK. B. poblacion CD14+, correspondiente a
macrofagos. C. poblacion CD3+, correspondiente a linfocitos T. D. poblacion CD11c+, correspondiente a células

dendriticas. E. poblacion CD19+, correspondiente a linfocitos B.
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En la Figura 12 se muestra la citometria de flujo correspondiente a las células
peritoneales extraidas de animales inyectados intraperitonelamente con 500 pg /animal
durante 48 hr. donde A corresponde a células CD49b+ (NK), B corresponde a células
CD14+ (macrofagos), C corresponde a células CDllct (células dendriticas), D
corresponde a células CD19+ (linfocitos B) y E corresponde a células CD49B+ NK1.1+
(aisladas mediante kit para NK).

En estos resultados se ve que todos los grupos celulares incorporaron CCH, lo que
nos llevo a concluir la importancia de la via de administracion del antigeno y la dosis
para observar que grupo celular esta siendo afectado, como se analizard mas adelante en
la discusion. Ademas, para ver la cinética de incorporacion, estudiamos las dos vias de
administracion y las células tanto de bazo como peritoneales a diferentes tiempos (24, 48
y 72 hr.) para todos los grupos celulares antes mencionados. Se observd que el mayor
porcentaje de células que incorporan CCH y especialmente en células NK, ocurre a las
48 hr. post-inmunizacién. Como se resumen en la Tabla 1, en que se registr6 la via y

grupo celular que incorporan CCH a los diferentes tiempos de estimulacion.

Para confirmar la incorporacion de CCH por parte de células NK peritoneales
extraidas de animales inyectados intraperitonealmente, se analizd las mismas muestras
por microscopia confocal (Figura 13). Se observa en A el control inyectados con PBS
donde el marcador de células NK CD49b (1) que esta conjugado con PE emite en la luz
roja, confirmando el fenotipo NK. De manera analoga, la emision basal para el laser que
excita CCH-AlexaFluord88 se ve en luz verde (2). En B se observan las células de
animales que han sido inyectados con CCH, las cuales muestran un patréon de emision
similar al observado con PBS. En C se muestran las cé¢lulas NK de animales inyectados
con CCH-AlexaFluor488 y se observa una colocalizacion de color amarillo dada por el
marcador de células NK y CCH-AlexaFluor488 (4), corroborando los datos obtenidos
por citometria de flujo. Estos resultados nos llevaron a concluir que las células NK
peritoneales extraidas de animales inyectados via intraperitoneal incorporan CCH, lo que

se corresponde con los resultados de células NK cultivadas in vitro.
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Incorporacion de CCH in vivo por diferentes poblaciones linfoides extraidas de peritoneo

CCCH CCH-AlexaFluor488 CCH CCH-AlexaFluor488
A: CD49b+ B: CD14+
N bl

£l 93.95% 52% | 8§ 13.4% | 2| 893% 62% | & 73.7% 23.8%
E = =
o =l =
o [ o
L I T
3 8 5
I [’ L

Sie T o2 T 7 e o’ 02 10° 0 =g — T T3 3 “ioe [ 07 o’ 10¢

FL1-Height Alexa 468 10 o FL1 _L%igm o i Alexa 488
C: CD3+ D: CD11c+

81 95.6% 23% | & s32% 153% | § 02% | 8
5 z & g
5 : : 3

2 i @ @

('S (1. ('S
i 10’ 102 10% i = n -.. = ' = T z T = 7 z T
10 10 10 10 LT 10! 10* 10% 1 10f 10! 102 107 10
FL1-Heignt Alexa 435 FL1-Height Slexa 450
E: CD19+

g 72% | & 70.8% - 29.3%

E =

o =

£ z

2 3

[T w

= . = =

z I 107 [I°H 102 0 in*

o 0’ i
FL1-Height

Alexa 458

Figura 12. Citometria de flujo expresada en graficos del tipo dot-plot, correspondiente a células peritoneales de
ratones Balb/C inmunizados durante 48 hr. con 500 pg/animal de CCH o CCH-AlexaFluor488. A. poblacion
CD49b+ (NK). B. poblacion CD14+ (macrofagos). C. poblacion CD11ct+ (células dendriticas). D. poblacion
CD19+ (linfocitos B). E. poblacion CD49b+ NK1.1+, correspondiente a células NK peritoneales extraidas de
ratones C57BL/6 inmunizados durante 24 hr. con CCH o CCH-AlexaFluor488. Esta poblacion de células NK
fue aislada mediante kit de aislamiento de células NK, como se describe en Materiales y Métodos en el punto

1.1.2.
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Incorporacién de CCH in vivo, mediante inyeccion endovenosa o intraperitoneal en las

diferentes poblaciones linfoides, tanto esplénicas como peritoneales

Tratamiento Tipo Observacion en el Tiempo(hr)
celular 24 48 72

- CCH* ip DC 0.32 % 1.3% 0.08 %
observacion en Macréfagos | 0.15 % 0% 0.2 %
células bazo Linfocitos B ] 0.06 % 0.24 % 0.04 %

NK 0.7 % 0.6 % 0.01 %

- CCH* ip DC 9.4 % 8.9 % 9%
observacion Macrofagos |10.37 % 25.2 % 16.3 %
en células Linfocitos B | 1.94 % 4.8 % 3.3%
peritoneales NK 2% 7.7 % 3.6 %

- CCH* end. DC 1.12 % 0.25 % 0.08 %
observacion Macrofagos |0 % 0% 0.14 %
en células bazo Linfocitos B | 0.06 % 0.26 % 0.01 %

NK 0.1 % 0.5% 0.01 %

- CCH* end. DC 0% 0.12 % 0.06 %
observacion Macrofagos |0 % 0.1 % 0.1 %
en células Linfocitos B ]10.7 % 0.3 % 0.05 %
peritoneales NK 0.5 % 0 % 0.6 %

Tabla 1. Resumen de los porcentajes de células que incorporan CCH in vivo, cuando se inyecta
endovenosa o intraperitonealmente, analizado mediante citometria de flujo con marcadores especificos de
diferentes poblaciones linfoides, extraidas tanto de bazo como del peritoneo y a diferentes tiempos post-
inyeccion de los animales de experimentacion (24,48 y 72 hr).
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Incorporacion de CCH in vivo por células peritoneales y analizado mediante

microscopia confocal

Figura 13. Microscopia confocal de células NK peritoneales de ratones BALB/c que fueron inyectados
intraperitonealmente durante 24 hr con 500 pug /animal de CCH o CCH-AlexaFluor 488. Control negativo,
animales inyectados con PBS (100 ul). A. Microscopia confocal de células NK de ratones inyectados con
PBS. B. células NK de ratones inyectados con CCH. C. Células NK de ratones inyectados con CCH-
AlexaFluor488. Las fotografias muestran en 1, marcador de superficie de células NK CD49b+ (asociado a
PE, que emite en luz roja), 2 muestra CCH-AlexaFluor488 que emite en luz verde, 3 muestra contraste de
fase de células NK y 4 muestra la colocalizacion de CD49b y CCH-AlexaFluor488.
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4.2.Efecto de CCH sobre la accion citotéoxica de células NK in vivo

Una vez confirmado que las células NK incorporan CCH, evaluamos su efecto sobre
la capacidad citotoxica de células NK esplénicas mediante el ensayo de liberacion de
Cr’' de células YAC-1 enfrentadas a células NK, de manera similar al ensayo realizado
con las células NK in vitro. El ensayo se realizo a diferentes tiempos de estimulacion y
con diferentes relaciones célula blanco: célula efectora. Es importante mencionar que
este ensayo también se realizo con células NK peritoneales, pero debido al bajo numero

de recuperacion de células NK los datos no son confiables.

En la Figura 14 se muestra los datos obtenidos a los diferentes tiempos de
estimulacion, con los diferentes antigenos, donde se puede ver que CCH aumenta la
citotoxicidad de las células NK de animales naive a las 24 hr de estimulacion comparada
con los controles positivos que corresponden a las células extraidas de animales
inyectados con Poli I:C y OVO-LPS (A), efecto que decae rapidamente, como lo
demuestran las mediciones a las 48 hr. (B) y 72 hr. (C). A este ultimo tiempo se realizo
un experimento con KLH (D), pero al igual que con CCH, no hubo efecto. En E se
muestra un grafico que resume éstos experimentos y en el que se observa que CCH y la
proteina control OVO-LPS producen un aumento de la actividad citotoxica de células
NK a las 24 hr. post-inyeccion de dichas proteinas, con respecto al control que tiende a

mantenerse constante en los tiempos de observacion.
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Figura 14. Efecto de CCH sobre la capacidad citotoxica de células NK frente a células YAC-1 marcadas
con Cr51, en una relacion blanco:efector de 1:25 y 1:50. A. Efecto de CCH sobre células NK in vivo de
ratones Balb/C estimulados durante 24 hr con 500 pg de CCH, OVO y 100 pg de Poli I:C. En el eje de las
abcisas se grafica el porcentaje de actividad citotoxica de células NK y en el de las ordenadas se muestran
los diferentes estimulos. B. se grafica lo mismo que en A, pero con una estimulacion de 48 hr. C.
estimulacion durante 72 hr. D. comparacion del efecto sobre la capacidad citotoxica de células NK de
CCH y KLH, junto con el control positivo. E. Grafico resumen de comparacion de las actividades
citotoxicas de células NK en diferentes tiempos y con diferentes estimulos en una relacion blanco:efector
de 1:25. Las barras corresponden el error estandar de tres experimentos independientes.
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DISCUSION

En la actualidad muchas investigaciones buscan alternativas mas eficaces y menos
invasivas para tratar diferentes tipos de cancer y entre ellos el de tipo recurrente como es
el caso del cancer superficial de vejiga. En este contexto es que se situa el creciente
interés en la busqueda de moléculas fuertemente inmunoestimulantes que presenten
bajos efectos colaterales como es el caso de las hemocianinas de moluscos, que ha sido

utilizada exitosamente en este tipo de terapia (Lamm ez al., 2000).

Las hemocianinas, como se mencioné anteriormente, son moléculas gigantescas con
gran poder inmunogénico que permiten la optimizacion de la respuesta inmune frente a
diversos patogenos o situaciones patologicas para el organismo. Su uso inicial como
proteina transportadora de haptenos y péptidos para producir anticuerpos, se ha ampliado
a adyudantes en la terapia de melanoma maligno con células dendriticas cargadas con
extracto de melanomas, que se coadministra con KLH (Escobar et al., 2005) y también
su uso directamente como agente terapéutico una vez extraido quiriirgicamente el cancer

de vejiga (Jurincic-Winkler et al., 1995)

Pese al amplio uso de estas proteinas en el campo de la Biomedicina, es muy poco
lo que se sabe acerca de su funcionamiento y mecanismos especifico a través de los cual
la hemocianina es capaz de desencadenar tan potente respuesta. La inmunogenicidad de
una molécula depende de varios factores: caricter extrafio al organismo, dotacion
genética del individuo, propiedades quimicas de la molécula (los mejores inmundgenos
son proteinas y polisacaridos), tamafo, dosis y via de administracion, caracteristicas que
la hemocianina cumple casi en su totalidad, ya que es una glicoproteina xenogénica de
gran tamafio, de ahi que sea per se un antigeno timo dependiente. Lo sorprendente es que
a diferencia de otros antigenos proteicos, no necesita un coadyudante para producir la
respuesta del sistema inmune y ser reconocida por linfocitos T y B, previo
procesamiento y presentacion por células presentadoras de antigeno como macrofagos

y/o células dendriticas.
El hecho que las hemocianinas tengan efecto inmunomodulador sin adyudantes

adicionales, nos llevo a plantear en esta tesis que las hemocianinas, por sus peculiares

caracteristicas estructurales, podria inducir inflamacion, la cual es fundamental para
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desencadenar la respuesta inmune que parte con componentes de la inmunidad innata y
entre ellos, por los antecedentes entregados en la introduccion, que se sehalan también
mas adelante, nos propusimos estudiar la participacion de uno de los actores de la

respuesta innata, como son las células NK.

Las células NK son protagonistas claves de la respuesta inmune contra patdogenos y
tumores y poseen receptores tanto de activacion como de inhibicion. Participan en
numerosos procesos de la respuesta inmune como en la regulacion de secrecion de
anticuerpos, aumentando su secrecion, ya sea por contacto directo con linfocitos B o
mediante secrecion de citoquinas helper, como es el caso de IFNy (Wilder et al., 1996),
seflalando la vasta comunicacion que existe entre los componentes de todo el sistema
inmune. En la activacion de células NK se ha demostrado la participacion activa de
células dendriticas, ya que células dendriticas y células NK se pueden activar unas a
otras reciprocamente, lo que se evidencia en el hecho que la actividad antitumoral de
c¢lulas NK aumenta gracias a la accion de las DC in vivo y también, induce la secrecion
de IFNy de las células NK, via secrecion de IL-12, entre otras citoquinas (Hamerman et
al., 2005). De ahi la importancia de ésta células como principal componente de la

inmunidad innata y activo nexo con la inmunidad adaptativa.

En este trabajo, se estudia el papel de células NK en el efecto inmunoestimulante de
hemocianinas, utilizando CCH como modelo. El por qué nos centramos en estas células
radica en la base de estudios previos que demuestran que animales previamente
sensibilizados, con diferentes dosis de CCH, disminuyen el volumen de tumores,
aumentan la tasa de sobrevivencia y aumentan la capacidad citotoxica de células NK
conjuntamente con el aumento en la secrecion de IFNy (Moltedo et al., 2006). Esto nos
llevod a pensar, lo sefialado anteriormente, que las hemocianinas al ser moléculas tan
alejadas filogenéticamente de los mamiferos, podrian ser reconocidas por las células NK,
porque poseen una variedad de receptores del tipo Toll que reconoce patrones
moleculares asociados a patégenos como por ejemplo LPS, RNA lineal, DNA
bacteriano, entre otros (Smyth et al., 2005). Por otra parte, se sabe que el reconocimiento
de algunos receptores de las células NK es mediado, en algunos casos, por carbohidratos
(Brennan et al., 1995) y al ser las hemocianinas glicoproteinas, es plausible pensar que

podria existir un receptor especifico o putativo para hemocianina en células NK.
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Con el proposito de sentar las bases para buscar este posible receptor, es que
establecimos el cultivo in vitro de células NK, ya que de esta manera, se simplifica el
estudio al tener una poblacion homogénea y purificada, pero sin olvidar la observacion
de los efectos in vivo, ya que es posible que las células NK por si solas no sean
suficientes para desencadenar la respuesta inmune y necesiten de otras células linfoides
directa o indirectamente. Debido a esto, es que el presente trabajo se divide en dos
grandes temas, los estudios realizados en células NK cultivadas in vitro y los estudios
realizados sobre células NK in vivo. En el corto plazo, nuestro laboratorio espera
complementar estos estudios, evaluando el efecto de hemocianinas sobre co-cultivos de

células NK y DCs.

EFECTO DE CCH SOBRE CELULAS NK CULTIVADAS IN VITRO

En primer lugar estandarizamos y caracterizamos un cultivo de células NK in vitro,
de ratones naive, ya que los datos sistematicos al respecto presentes en la literatura son

€scasos.

Los estudios para la obtencion de células NK se iniciaron con el objetivo de obtener
células LAK (células NK activadas por linfoquinas) que son mas citotoxicas que células
NK, pero presentan un fenotipo adherente y expresan marcadores que las células NK no
poseen (Gunji et al., 1989) . Teniendo presente lo anterior, es que muchos investigadores
se centraron en el estudio de células NK cultivadas in vitro y ya no células LAK. En
tales estudios se observo que desafortunadamente las células NK esplénicas de raton en
cultivo, disminuyen rapidamente su funcion citolitica, (Hebert et al., 2001), de ahi que
las células NK cultivadas in vitro necesiten de citoquinas presentes en el cultivo para que

este sea viable, principalmente IL-2 (Toomey et al., 2003).

Al lograr estandarizar el cultivo observamos que éstas células en condiciones in vitro
son dependientes de IL-2, como se menciond anteriormente, ya que de lo contrario
sufren apoptosis y el cultivo no es viable. En estudios realizados con aislados frescos de
células NK humanas, se observd que IL-2 activa a células NK mediante la via de
transduccion de sefiales MKK/ERK activando a las células NK para expresar al menos
cuatro de las funciones bioldgicas conocidas: generacion de LAK, secrecion de IFNy y

expresion de CD25 y CD69 (Yu et al., 2000). En células NK murinas no se ha descrito

48



con tal precision la via de activacion que es utilizada por IL-2 para activar células NK,

pero se sabe que es imprescindibles en el cultivo, al igual que en células NK humanas.

Teniendo presente lo anterior y dado que IL-2 induce la maduracion de células NK,
fue necesario estudiar el tiempo en el cual incubariamos las células NK con el
inmunoestimulante de interés, ya que como se mostro en la Figura 3, el estado de
maduracion depende directamente de la edad del cultivo. Una vez determinado este
lapso comenzamos el estudio del efecto de CCH sobre las células NK in vitro. Es
importante mencionar que tales estudios se realizaron con células NK extraidas de
animales naive, es decir, sin estimulacion previa y con la molécula de CCH sin
adyuvante, de esta manera estudiamos los efectos debidos exclusivamente a la molécula
per se sobre este actor de la inmunidad innata. Por otra parte, controles realizados en
nuestro laboratorio y por otros investigadores, confirmaron que la CCH utilizada en este
trabajo es libre de endotoxina (LPS) detectable por ELISA y bioensayos en células

dendriticas, por lo tanto cualquier efecto debe ser atribuido a la molécula per se.

Lo primero que evaluamos fue si se producian cambios morfoldgicos en las células
NK debido a CCH; como se muestra mediante microscopia de luz en la Figura 4, el
cultivo experimenta una maduracion por si solo (debido a IL-2), por lo que no se
observaron cambios notables con respecto al control, salvo un aumento, por efecto de
CCH, de células del tipo maduro (mayor tamafio). Sin embargo, el analisis mediante
MET mostr6 que las células NK de 4 dias tratadas durante 3 dias con CCH presentaron
un aumento en el tamafio y granularidad, evidenciando el aumento de granulos electron-
densos. Al observar las células con mayor aumento (Figura 6), se observd vacuolas
transparentes con moléculas de CCH aparentemente intactas, lo que sugirio que CCH
estaba siendo incorporada por células NK, sin embargo, no fue posible determinar, por
esta metodologia, si las moléculas fueron endocitadas como cualquier proteina o si esto
era mediado por un receptor, no obstante este es un resultado de gran relevancia para

esta linea de investigacion.

Ademas de la evaluacion morfoldgica, analizamos el efecto de CCH sobre la
expresion de algunos marcadores de superficie especificos de células NK, que
corresponden a CD49b y NKI.1. Estos marcadores fueron seleccionados desde una

amplia gama de moléculas de superficie, ya que NK1.1 esta presenta solo en células NK
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desde etapas muy tempranas de su diferenciacion y CD49b es un marcador que se
mantiene en niveles bajos de expresion y solo se sobreexpresa en las etapas de expansion
y maduracion de células NK, efectos que nosotros quisimos evaluar por adecion de
hemocianina (Yokohama et al., 2004). Sin embargo, no encontramos efecto alguno de
CCH en la expresion e intensidad de ambos receptores de la superficie celular. También
medimos la secrecion de IFNy por parte de células NK estimuladas con CCH y se
introdujo como control la proteina OVO, contaminada con LPS por el fabricante (OVO-
LPS) y se observo que al aumentar la dosis de antigeno, pareciera disminuir levemente la
secrecion de tal citoquina, especialmente con OVO-LPS, con la menor dosis, lo cual
interpretamos como que con la dosis de 50 pg/ml la cantidad de LPS seria suficiente para
activar al maximo la capacidad humoral de células NK. Sin embargo, esto es poco
probable o requiere ser evaluado con mayor detalle, ya que no conociamos la cantidad

exacta de LPS contaminante que tiene incorporada la OVO.

Como no se observaron efectos sobre la expresion e intensidad de los dos
marcadores evaluados y tampoco en la secrecion de IFNy, nos preguntamos si las
vacuolas que contenian CCH observadas por MET, en realidad correspondian a
moléculas de CCH incorporadas por células NK. Para responderlo, trabajamos con CCH
unida a un fluoréforo y medimos su presencia mediante citometria de flujo (Figura 8).
Como se analizd en resultados, se observod claramente que existe una subpoblacion de
células NK que muestran CCH, sobre todo en cultivos de 7 dias estimulados durante 24
hr., lo que concuerda con los datos obtenidos por MET y que fueron también

confirmados por microscopia confocal.

Entonces, con los datos obtenidos hasta el momento, podriamos decir que se obtuvo
una subpoblacion de células NK que estarian incorporando CCH, pero que tal fenomeno
no afecta la expresion ni intensidad de dos marcadores de superficie importantes de
células NK (CD49b+ y NK1.1), ni tampoco la secrecion de IFNy, por lo que pensamos
que era posible que CCH pudiera afectar la capacidad citotoxica de estas células. Para
resolver tal interrogante realizamos el ensayo de liberacion de Cr’'. Los datos mostrados
en la Fgura 10, muestran que no hay ningun efecto de CCH sobre la capacidad litica de

células NK cultivadas in vitro.
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Con el conjunto de datos obtenidos podemos concluir parcialmente, que las células
NK cultivadas in vitro por si solas son capaces de incorporar CCH, pero que ésta no
ejerce ningun efecto sobre las capacidades funcionales de las células NK. Esto puede
deberse a la importancia de otros grupos celulares para desencadenar la capacidad
citotoxica de células NK, ya que puede ser que éstas células reconozcan solo una parte
de la molécula y no la molécula entera, por lo que necesitaria la accion de otros
componentes inmunes, quizas macrofagos que degraden de alguna manera la proteina
dejando expuestos sitios que si serian reconocidos y causen la activacion de células NK.
Por otro lado, es probable que al tratarse de células cultivadas in vitro, en condiciones
bastante diferentes a las fisioldgicas y ademads tratadas con IL-2 a grandes dosis, las
células se hayan activado en tiempos mdas tempranos, que los estudiados, logrando su
activacion maxima, por lo que se hacen insensibles a cualquier estimulo extra que se le
agregue, ya que en estos casos, tampoco fueron sensibles a Poli I:C que es un conocido
inductor de la actividad citotoxica de células NK (Dong et al., 2004) utilizado como

control positivo.

EFECTO DE CCH SOBRE CELULAS NK IN VIVO

Paralelamente al cultivo in vitro de células NK, comenzamos a trabajar con células
NK in vivo, para estudiar el papel que desempefian en la respuesta primaria a CCH, pero
esta vez en su medio fisioldgico. Lo primero que quisimos corroborar, es que si al igual
que in vitro, las células NK in vivo eran capaces de incorporar CCH. Para esto
estudiamos diferentes vias de administracion y dosis del antigeno. Los resultados de
todos los ensayos efectuados en los diferentes tiempos, en las diferentes células linfoides
analizadas, se resumen en la Tabla 1, donde se observa que la tinica forma en la cual se
obtienen grupos celulares que incorporan CCH es usando la via de inyeccion
intraperitoneal y analizando células linfoides peritoneales. Como esto no era concordante
con lo obtenido por otros autores en que inmunizan via endovenosa y a las 3 hr.
recuperan células esplénicas marcadas (Delamarre et al., 2006), indagamos la causa y lo
que fue evidente, es que en esos casos, la forma de obtener células linfoides positivas
desde el bazo para un antigeno dado, es utilizando dosis muy elevadas del antigeno, en
torno a 8 mg, hecho que difiere enormemente con nuestra aproximacion experimental, ya
que las dosis utilizadas en este trabajo son dosis terapéuticas (0,5-1 mg), lo que puede

explicar la ausencia de células esplénicas marcadas. Por otra parte, al tratarse de una
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proteina tan grande, puede ser que al inyectar CCH endovenosamente, la velocidad del
torrente sanguineo, junto a la presencia de otras proteinas que impidan su llegada como
tal hasta el bazo, podria ser retenida o dispersada en otros 6rganos o tejidos antes de
llegar al bazo. Debido a esto, es que concluimos que tanto la via de administraciéon como
la dosis de antigeno son muy importantes a la hora de estudiar el efecto de antigenos
como la hemocianina sobre células inmunes. En nuestro caso, se corrobor6 que células
inmunes peritoneales y especialmente células NK, incorporan CCH cuando es inyectada
intraperitonelamente en dosis terapéuticas, como fue confirmado mediante microscopia

confocal.

Al igual que en los estudios realizados in vitro, una vez confirmado que células NK
incorporan CCH in vivo, estudiamos el efecto de CCH sobre la citotoxicidad de células
NK, con el mismo ensayo mencionado anteriormente. En la Figura 14 se observa el
efecto de CCH y OVO-LPS en diferentes tiempos y a diferentes relaciones células
blanco: célula efectora. Se observo que CCH aumenta la capacidad citolitica de células
NK con respecto al control, pero que este efecto no responde de forma dosis-respuesta,
ya que al aumentar el nimero de células NK la citotoxicidad de estas no aument6 e
incluso disminuye levemente. Es probable que este efecto se deba a un exceso de células,
mas que a un fenomeno especifico, porque ocurre tanto en los controles como en los
tratados con CCH u OVO-LPS. En este tltimo caso, este efecto perfectamente podria ser
mediado por DCs que al ser cultivadas con LPS inducen la secrecion de 1L-12 y ésta

activa a las células NK.

Podemos concluir que bajo las condiciones descritas anteriormente, CCH aumenta la
capacidad citotdxica de células NK in vivo, efecto que no se evidencia en las células NK

cultivadas in vitro.

En consecuencia, las células NK incorporan CCH tanto in vitro como in vivo, pero la
CCH incorporada ejerce un efecto positivo en la capacidad funcional solamente in vivo.
Es importante hacer notar que los efectos de CCH sobre células NK medidos en este
trabajo son muy parciales, ya que medimos capacidad citotoxica y secrecion de
citoquinas, pero no podemos descartar que CCH esté activando la expresion de otras
proteina vitales quizés para una respuesta secundaria, o la activacion de otras células

inmunes, que en su conjunto permiten el desarrollo de la respuesta inmune. Ademas es
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importante recordar que el papel que ejerce las células NK a través del mecanismo
ADCC en el efecto inmunoestimulante de hemocianinas, esta estudiado y lo que
nosotros evaluamos es el papel que ejercen éstas células en la inmunidad innata, tema
que posee varias aristas, ya que el Sistema Inmune es, como su nombre lo dice, un
sistema formado por varios componentes, en donde una respuesta inmune exitosa es el
resultado de la activacion y comunicacion de diferentes grupos celulares. Por ejemplo, es
de vital importancia el Sistema del Complemento, que en este trabajo no se estudié y en
general su participacion no ha sido evaluada y podria ser crucial para el inicio de la

respuesta inmune inducida por hemocianinas.

En conclusion, en este trabajo se determind por primera vez, que una subpoblacion
de células NK incorporan hemocianina in vitro e in vivo y que CCH induce la activacion
de células NK de animales naive a las 24 hr. de inyectada. El hecho que sea solo un
porcentaje de las células NK las que incorporan CCH y no todas, es tal vez por la
existencia de subpoblaciones dentro de las células NK que cumplen roles distintos, es
decir, que existe un poblacion de células NK con mayor capacidad citotoxica y otras con

un rol mas bien regulador, mediante secrecion de citoquinas.

La subpoblacion de células NK que esta incorporando CCH, no la podemos discernir
con los estudios presentados y tampoco la relevancia fisiologica de este hallazgo, pero
son interrogantes que esperamos dilucidar en el transcurso de la investigacion de nuestro

laboratorio.
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CONCLUSION

Se logré establecer las condiciones para cultivar células NK murinas in vitro,
obtenidas desde esplenocitos de ratones naive. El cultivo es viable hasta los 10 dias,
mostrando cambios fenotipicos caracterizados por un aumento del tamafio de las
células, la expresion de los marcadores propios de células NK (CD49b+ NK1.1+) y

secrecion de IFNy.

In vitro, CCH induce un efecto a nivel de la maduracion de la poblacion de células,
caracterizado por el predominio de células de mayor tamafio con respecto al control.
Mediante microscopia electronica de transmision y confocal, se demostrd que
algunas de estas células muestran CCH en vacuolas citoplasmaticas y un aumento en
el nimero de granulos electron-densos. Sin embargo, CCH no afecta la expresion ni
intensidad de los marcadores CD49b y NK1.1, ni tampoco la capacidad humoral y

citotoxica de las células NK en cultivo.

In vivo, CCH es incorporada por varias células linfoides, incluyendo células NK
extraidas desde el peritoneo de animales inyectados durante 24 hr.
intraperitonealmente con CCH-AlexaFluor 488. A diferencia de lo observado in
vitro, se determind por primera vez, que en este mismo periodo, CCH produce un

aumento en la capacidad citotoxica de células NK esplénicas de ratones naive.
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