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RESUMEN 

 

 

Las hemocianinas de moluscos son ampliamente conocidas por sus efectos 

inmunomoduladores y, además, por ser utilizadas como carrier/adyuvante de 

antígenos tumorales. Sus efectos sobre el sistema inmune han sido atribuidos a 

su gran tamaño, xenogenicidad y estructura compleja rica en azúcares, siendo esta 

última característica donde se han enfocado los estudios de nuestro laboratorio. 

Se ha establecido que la incorporación de las hemocianinas a las células 

presentadoras de antígenos (APCs) ocurre por macropinocitosis y endocitosis 

mediada por receptores, participando el receptor de manosa (MR) y el receptor de 

tipo Toll 4 (TLR4), entre otros. No obstante, es poco conocida la destinación 

intracelular de las hemocianinas y como ocurre su procesamiento y presentación 

antigénica. 

 

El objetivo de esta memoria ha sido caracterizar la línea celular de 

macrófagos murinos J774.2 y determinar si es adecuada para estudiar la 

destinación intracelular de las hemocianinas incorporadas por endocitosis en las 

APCs. Es de especial interés a futuro, establecer si estas glicoproteínas, como 

antígenos exógenos, pueden ser destinadas a compartimentos endosomales 

tempranos (Rab5+) para ser presentadas en moléculas del complejo de 

histocompatibilidad de clase I (MHC-I) mediante presentación cruzada, además de 

ser incorporadas en endosomas tardíos (Rab7+) para su presentación por la vía 

canónica en MHC-II. En este contexto, la hipótesis es: “Las hemocianinas al ser 

endocitadas por las células J774.2 inducen la secreción de citoquinas 

proinflamatorias como IL-6 e IL-12p40 y también, la expresión al alza de 

moléculas coestimulatorias como CD86 y CD80 y los antígenos MHC-I y MHC-

II. 
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En este contexto, se evaluó en la línea de macrófagos J774.2, el efecto funcional 

sobre algunos parámetros de la respuesta inmunológica de tres hemocianinas modelo, 

a saber: KLH de Megathura crenulata, FLH de Fissurella latimarginata y CCH de 

Concholepas concholepas. El efecto inmunológico de dichas hemocianinas se evaluó 

mediante su capacidad de inducir la secreción de algunas citoquinas proinflamatorias 

como IL-6 e IL-12p40, evaluadas mediante ELISA y también, la expresión al alza de 

moléculas coestimuladoras como CD80, CD86 y los antígenos de histocompatibilidad 

MHC-I y MHC-II. 

 

Los resultados mostraron que la línea celular de macrófagos J774.2 no es el 

modelo más adecuado para evaluar el efecto inmunomodulador de las hemocianinas, por 

cuanto se observó un aumento de la secreción de IL-6 y un incremento en la expresión 

de las moléculas coestimulatorias CD80 y CD86. Sin embargo, en las condiciones 

analizadas no se encontró un aumento en la expresión de MHC-I y MHC-II, aspecto 

clave este último para establecer una apropiada sinapsis inmunológica con linfocitos 

T.  
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ABSTRACT  

“EXPLORATORY STUDY OF THE INTRACELLULAR DESTINATION OF MOLLUSKS 
HEMOCYANINS TO ENDOSOMAL COMPARTMENTS IN MURINE 

 ANTIGEN-PRESENTING CELLS” 

 

Hemocyanins from mollusks are widely known for their immunomodulatory 

effects, as well as being used as carrier/adjuvants for tumor antigens. Their effects 

have been attributed to their large size, xenogenicity, and carbohydrate-rich complex 

structure. It is on this last characteristic where the studies of our laboratory have 

focused. It has been established that the incorporation of hemocyanins into antigen-

presenting cells (APCs) occurs by macropinocytosis and receptor-mediated 

endocytosis, involving the mannose receptor (MR) and the Toll like receptor 4 (TLR4). 

However, the intracellular destination of hemocyanins and their antigenic 

presentation process are poorly understood. 

 

The objective of this study has been to characterize the murine macrophage 

cell line J774.2, and to determine if it is a suitable model to study the intracellular 

destination of hemocyanins incorporated by endocytosis. It is of special interest in the 

future, to establish whether these glycoproteins, as exogenous antigens, can be 

destined to early endosomal compartments (Rab5+) to be presented in molecules of 

the class I histocompatibility complex (MHC-I) by cross presentation, in addition to 

being incorporated into late endosomes (Rab7+) for canonical presentation in MHC-

II. In this context, the hypothesis is: “Hemocyanins, when endocyted by J774.2 

cells, induce the secretion of pro-inflammatory cytokines such as IL-6 and IL-

12p40 and also increase the expression of costimulatory molecules such as 

CD86 and CD80 and the MHC-I and MHC-II antigens”. 

   

In this context, the functional effect on some parameters of the immune 

response of three model hemocyanins was evaluated in the J774.2 macrophage cell 

line, namely: KLH from Megathura crenulata, FLH from Fissurella latimarginata and 

CCH from Concholepas concholepas. The immunological effect of these 

hemocyanins was evaluated through their ability to induce the secretion of some pro-
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inflammatory cytokines such as IL-6 and IL-12p40, evaluated by ELISA and  the 

upward expression of costimulatory molecules such as CD80, CD86 and 

histocompatibility antigens MHC-I and MHC-II. 

 

The results showed that the J774.2 macrophage cell line is not the most 

suitable model to evaluate the immunomodulatory effect of hemocyanins, since an 

increase in IL-6 secretion and CD80 and CD86 expression were observed. However, 

under the conditions analyzed, there was no increase in the expression of MHC-I and 

MHC-II, which are essential for establishing an appropriate immunological synapse 

with T lymphocytes.  
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I. INTRODUCCIÓN 

 
Las hemocianinas son enormes metaloglicoproteínas oligoméricas con un 

peso molecular entre 4-8 MDa, que circulan en la hemolinfa de diferentes moluscos 

transportando oxígeno, entre otras funciones1. Se destacan por sus usos clínicos y 

biotecnológicos, debido a sus propiedades inmunomoduladoras al ser inoculadas en 

mamíferos. Algunas de sus aplicaciones incluyen su uso como 

adyuvante/transportadores (carrier) para producir anticuerpos contra diferentes 

haptenos y péptidos, y también como adyuvantes para inducir la respuesta de 

linfocitos T en pacientes con cáncer, mediante la generación de vacunas 

terapéuticas basadas en células dendríticas cargadas con lisados tumorales, entre 

otras2. 

 

1.1 Estructura de las hemocianinas 

 

La estructura cuaternaria de las hemocianinas de moluscos es el decámero 

(figura 1). Cada decámero está compuesto por 10 subunidades, y cada una de ellas 

incluye entre 7-8 dominios globulares que reciben el nombre de unidades funcionales 

(FUs) (figura 1D). Las FUs contienen dos átomos de cobre que coordinan oxígeno a 

través de triadas de histidina3. En los gastrópodos, de interés en este trabajo, los 

decámeros se asocian de a pares formando estructuras de tipo didecámero los cuales 

requieren la presencia de cationes divalentes en el medio de mantención para 

ensamblarse y mantener la estructura. 

 

Las hemocianinas poseen oligosacáridos complejos y heterogéneos en su 

estructura, cuya abundancia varía entre las distintas FUs, no obstante, presentan 

secuencias consensuadas de N-glicosilación (Asn-X-Ser o Thr, donde X≠P)4,5. Estas 

glicosilaciones son principalmente N-glúcidos ricos en manosa, y N-glúcidos mixtos 

ricos en fucosa, galactosa, y N-acetilglucosamina. Por otra parte, algunas 
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hemocianinas contienen O-glúcidos ricos en galactosa y N-acetilgalactosamina. Al 

respecto, es relevante mencionar que, además de la abundancia y heterogeneidad de 

estas estructuras, se ha descrito la presencia de patrones oligosacáridos altamente 

inmunogénicos que también se encuentran en algunos patógenos, tales como 

Fuc(⍺1-3)GalNAc(ꞵ 1-4)[Fuc(⍺1-3)]GlcNAc, y Gal(ꞵ 1-6), presente en Schistosoma 

mansoni y como parte de la cadena O del lipopolisacárido bacteriano (LPS), 

respectivamente6–8. Además, también presentan oligosacáridos que se encuentran 

en células tumorales, como el antígeno T9. Resultados previos demuestran que los 

carbohidratos de las hemocianinas son relevantes para conformar su estructura 

cuaternaria, ya que la desglicosilación de estas glicoproteínas induce la disociación 

de las estructuras decaméricas y didecaméricas10,11. 

 

La hemocianina más conocida por sus tempranas aplicaciones en estudios 

biomédicos se purifica del gastrópodo Megathura crenulata, una lapa que habita las 

costas de California, conocida como KLH (keyhole limpet hemocyanin)12. 

Posteriormente, se ha logrado purificar y caracterizar una variedad de nuevas 

hemocianinas cuyas propiedades bioquímicas e inmunológicas han sido estudiadas. 

De interés para esta memoria de investigación son CCH y FLH, las cuales se 

obtienen de los gastrópodos Concholepas concholepas y Fissurella latimarginata, 

conocidos como Loco y Lapa negra, respectivamente, que habitan las costas 

chilenas y del sur del Perú13. 

 

 

Hemocianina de Megathura crenulata (KLH) 

 

 

La estructura de KLH está formada por dos subunidades que no tienen epítopos 

comunes, las cuales se agrupan formando homodecámeros y consecuentemente, 

homodidecámeros que coexisten en la circulación del animal. Las subunidades se 

denominan KLH1 y KLH2 (figura 1E), con pesos moleculares de 390 kDa y 360 kDa, 

respectivamente14. 
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Figura 1. Estructura de las hemocianinas de moluscos. Microscopía electrónica de 

transmisión (MET) con tinción negativa, que muestra la estructura de cilindro hueco de las 
hemocianinas KLH (A), CCH (B) y FLH (C). Las estructuras circulares y rectangulares 
corresponden a vistas desde arriba y laterales, respectivamente. Las flechas negras 
muestran los decámeros y las flechas amarillas muestran los didecámeros. Barra 
corresponde a 100 nm. (D) Esquema de la organización de las hemocianinas desde la 
unidad funcional al didecámero. (E) Organización de las subunidades en KLH, CCH y FLH 

(Modificado de Jiménez JM, Tesis Doctorado, 2019). 
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Dichos homodidecámeros no solamente difieren en su peso molecular, sino 

también en la abundancia relativa de cada uno de ellos y en la composición de 

oligosacáridos presentes en cada subunidad15. 

 

Las propiedades bioquímicas e inmunológicas de KLH han sido estudiadas 

durante décadas, principalmente por su uso en procedimientos clínicos para evaluar 

la inmunocompetencia en pacientes inmunosuprimidos y como transportador de 

moléculas de haptenos y péptidos. Además, al ser un inmunoestimulante no 

específico, se utiliza actualmente en la inmunoterapia del cáncer recurrente 

superficial de vejiga una vez que se ha extirpado el tumor y también, en vacunas 

terapéuticas contra el cáncer como carrier de antígenos tumorales, especialmente 

del tipo gangliósidos16,17. 

 

 

Hemocianina de Concholepas concholepas (CCH) 

 

La estructura cuaternaria de CCH difiere de KLH porque sus subunidades 

forman un heterodecámero y un heterodidecámero, que contienen dos subunidades 

entremezcladas (figura 1E), denominadas CCH-A y CCH-B, con pesos moleculares 

de 405 kDa y 350 kDa, respectivamente18. Sus patrones de glicosilación tienen 

semejanzas con los de KLH, siendo ambas proteínas altamente manosiladas cuyo 

porcentaje de glicosilación oscila entre 3-4% p/p, sin embargo, también muestran 

diferencias en el contenido de algunos monosacáridos, tales como galactosa. Así 

mismo, los patrones de glicosilación difieren entre las subunidades; se ha observado 

que CCH-A tiene N- y O- glicosilaciones, mientras que en CCH-B están ausentes los 

azúcares de tipo O19. 

 

Las ventajas de CCH sobre otras hemocianinas de moluscos descritas, son 

su gran estabilidad y solubilidad. Además, luego de ser purificada no necesita la 

presencia de Ca+2 y Mg+2 en el medio para mantener su estructura cuaternaria18. 
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CCH se ha utilizado exitosamente como proteína transportadora para 

generar anticuerpos contra haptenos de diversa naturaleza química20, además, se ha 

utilizado en una innovadora vacuna contraceptiva en ciervos como proteína 

transportadora de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH)21. 

 

Su gran poder inmunoestimulador ha llevado a CCH a ser una alternativa al 

uso de KLH en vacunas terapéuticas para el tratamiento del cáncer, viéndose su 

efecto antitumoral en modelos murinos de distintos tipos de cáncer, tales como 

cáncer oral22, melanoma23, y cáncer superficial de vejiga24. Además, CCH se ha 

utilizado en estudios clínicos como adyuvante en vacunas de células dendríticas 

activadas con TRIMEL (lisado de células tumorales de melanoma), comprobándose 

que CCH no produce reacciones adversas a diferencia de otros adyuvantes usados 

comúnmente25. 

 

Hemocianina de Fissurella latimarginata (FLH) 

 

La estructura de FLH comprende un solo tipo de subunidad (figura 1E), la 

cual conforma homodecámeros y homodidecámeros26. El contenido de N- y O- 

oligosacáridos unidos a la FLH es mayor que en CCH y KLH, y además presentan 

mayor heterogeneidad, como se demostró recientemente mediante un análisis tipo 

ELISA usando lectinas fluorescentes27. 

 

Funcionalmente, FLH ha demostrado ser un potente inmunoestimulador 

debido a que presenta respuestas humorales y antitumorales superiores a CCH y 

KLH en modelos murinos de melanoma y de cáncer oral, resultados que han sido 

confirmados in vitro en cultivos de células dendríticas derivadas de médula ósea 

(BMDCS), en macrófagos peritoneales y además en líneas celulares de macrófagos 

murinos como la línea J774.226–29. 
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1.2 Inmunogenicidad de las hemocianinas 

 

 
Si bien el uso biomédico de las hemocianinas es ampliamente conocido, los 

mecanismos de estimulación de la respuesta inmune inducida por CCH, FLH y KLH 

han sido poco estudiados. 

Previamente se ha demostrado que las glicosilaciones de las hemocianinas 

contribuyen a algunos de sus efectos inmunomoduladores. Específicamente, la 

remoción de N- y O-glúcidos de CCH, FLH y KLH mediante oxidación química con 

periodato de sodio, mostró una disminución en la secreción de citoquinas por parte de 

las APCs, específicamente células dendríticas y macrófagos cultivados in vitro. 

También se observó una disminución en los efectos antitumorales inducidos por las 

hemocianinas en el modelo murino de melanoma B16/F1030. Además, la remoción 

enzimática de N-glicosilaciones con PNGasa F, confirmó un rol de estos azúcares en 

el reconocimiento y respuesta proinflamatoria inducida por las hemocianinas, 

principalmente FLH y KLH27,28. 

 

Por otra parte, estudios previos de nuestro laboratorio mediante MET 

muestran que CCH, FLH y KLH son reconocidas por APCs. Su incorporación en 

estas células ocurre principalmente mediante macropinocitosis y también, mediante 

endocitosis mediada por receptores, específicamente por familias de receptores de 

inmunidad innata que reconocen ligandos glicosilados31. Entre ellos destacan los 

receptores de tipo lectina C (CLRs) tales como el receptor de manosa (MR), DC-

SIGN (dendritic cell- specific intercellular adhesion molecule-3 grabbing non- integrin) 

y el receptor macrophage galactose-type lectin (MGL), y los receptores de tipo Toll 

(TLRs), específicamente el tipo-Toll 4 (TLR4)28. Estos receptores son expresados 

por las APCs y contribuyen al proceso de endocitosis, así como también a la 

destinación subcelular de sus ligandos, siendo determinantes en el curso que toma 

la respuesta inmune adaptativa32, mecanismos que serán detallados a continuación. 

 

 

 



11  

1.3 Hemocianinas y endocitosis mediada por receptores de inmunidad innata 

 

Luego de que las hemocianinas son reconocidas por los receptores 

anteriormente señalados, CLRs y TLR4, ingresan en las APCs mediante vesículas 

conocidas como endosomas. Los receptores involucrados en este proceso incluyen 

el MR31, DC-SIGN31 y TLR428, que junto con mediar la endocitosis de sus ligandos, 

activan vías de señalización que promueven la secreción de citoquinas 

proinflamatorias tales como IL-6, IL-12p40 y TNF-α (figura 2). En BMDCs también se 

ha descrito un aumento de señales coestimuladoras inducidas por hemocianinas 

tales como CD86, CD80 y CD40, además de un aumento en la expresión de los 

antígenos de histocompatibilidad de clase I (MHC-I) y de clase II (MHC-II) en la 

superficie de las APCs28, siendo la sinapsis inmunológica que conforman este 

conjunto de moléculas, previo al procesamiento antigénico, la encargada de dirigir la 

respuesta de linfocitos T, finalmente, hacia un fenotipo Th1, Th2 y Th1733. 

 

En el interior de las APCs, la interacción de las hemocianinas con los CLRs 

y TLRs podría tener diversas consecuencias, tales como determinar la destinación 

subcelular y el procesamiento de CCH, FLH y KLH. Por ejemplo, se ha demostrado 

que los ligandos de MR y TLR4 favorecen la presentación cruzada de antígenos, en 

donde los antígenos exógenos que siguen una vía canónica de presentación 

mediante MHC-II, son presentados por MHC-I a linfocitos T citotóxicos CD8+34. Así, 

la interacción de hemocianinas con receptores en APCs podría modular su 

destinación y su presentación a linfocitos T CD4+ o CD8+, evento indispensable para 

el desarrollo de la respuesta inmune adaptativa y necesaria para el efecto antitumoral 

de dichas hemocianinas. Diversas investigaciones han determinado que el 

procesamiento de un antígeno exógeno conduce a una presentación por MHC-II, y 

en el caso de KLH se reportó que promueve la maduración de DCs humanas in vitro 

a las 24 h de incubación, con un aumento en la expresión de los MHC-II y moléculas 

coestimulatorias. Este fenómeno fue parcialmente inhibido por la presencia de un 

anticuerpo anti-receptor de manosa, sugiriendo la ruta canónica de procesamiento de 

las hemocianinas. Sin embargo, debido a que también se observó en BMDCs un 
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aumento en la expresión de MHC-I, a las 24 horas de ser estimuladas con FLH y, 

además, se demostró la interacción de las hemocianinas con receptores quiméricos 

de TLR428, nuestro laboratorio ha sugerido que las hemocianinas podrían 

presentarse en MHC-I mediante el proceso de presentación cruzada y, así, a los 

linfocitos TCD8+ que poseen actividad citotóxica, lo cual podría explicar en parte su 

efecto antitumoral. Además, como grupo de investigación proponemos que la 

participación de los receptores MR y TLR4 en APCs murinas y MR y DC- SIGN en 

APC humanas, en la incorporación de las hemocianinas podría explicar el aumento 

de la expresión de MHC-I. 
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Figura 2. Modelo de la cooperación entre el MR y TLR4 en el efecto 
inmunoestimulante de las hemocianinas en APCs. Se muestra un posible mecanismo 
de cooperación entre el MR y TLR4 en el reconocimiento de las hemocianinas para iniciar 
la respuesta proinflamatoria. Las hemocianinas serían reconocidas primero por las APCs 
a través del MR por sus glicosilaciones ricas en manosa. Luego, vía agrupaciones o 
clusters con TLR4 estimulan las vías de señalización dependientes de Mal y ERK1/2, 
llevando a los efectos proinflamatorios benéficos de las hemocianinas (Modificado de 
Jiménez et al,2019). 
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1.4 Presentación cruzada de antígenos 

 

El procesamiento de los antígenos, una vez que ingresan vía endosomas 

en las APC y su posterior presentación de antígenos en MHC-I o MHC-II a linfocitos 

T CD4+ o CD8+, respectivamente, es un paso fundamental en la respuesta inmune 

adaptativa para activar a los linfocitos T. Los ligandos del MHC-II corresponden a 

antígenos proteicos exógenos, a menudo péptidos con una longitud de entre 15 y 20 

aminoácidos, los cuales se generan principalmente por proteólisis lisosomal y son 

cargados en compartimentos endosomales tardíos, que a menudo se presentan 

como cuerpos multivesiculares, llamados MIIC. En la ruta del procesamiento clásico 

de antígenos exógenos, se reconocen proteínas que marcan el tráfico en las distintas 

etapas de su estadía en los endosomas. Destacan entre ellas Rab5, que corresponde 

a una GTPasa que se encuentra en endosomas tempranos; para endosomas tardíos 

Rab7 es la GTPasa más utilizada como marcador de este estadio; Lamp-1 es una 

proteína transmembrana que se encuentra en los lisosomas que serán el organelo 

de destinación a continuación del endosoma tardío35. Los péptidos son cargados en 

MHC-II por chaperonas HLA- DM y en linfocitos B HLA-DO y posteriormente se 

trasladan a la superficie de la membrana plasmática de las APCs para ser 

reconocidos por linfocitos T CD4+, en la sinapsis inmunológica36. 

 

En el caso de los ligandos de los MHC-I, corresponden a péptidos 

endógenos que previamente a ser ubiquitinados, son procesados vía proteosomal 

generándose péptidos con una extensión en torno a 10 aminoácidos, los cuales 

desde el citosol son incorporados por proteínas transportadoras TAP (transporter 

associated with antigen processing) al interior del retículo endoplásmico, lugar donde 

los péptidos son cargados por chaperonas como calreticulina, Erp57, proteína 

disulfuro isomerasa y tapasina, conocidas como complejo de carga del péptido, en 

moléculas del MHC-I34. Además, los antígenos extracelulares que son presentados 

en MHC-I se encuentran por largo tiempo en endosomas tempranos Rab5+37. Así, la 

co-localización de FLH y KLH con Rab5+ observada en resultados preliminares 

utilizando cultivos primarios de APCs murinas y líneas celulares de macrófagos, 
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sugiere que estas proteínas pueden seguir un procesamiento no- clásico cuya 

consecuencia sería la presentación cruzada a linfocitos T CD8+ vía MHC-I. Se ha 

reportado que, antígenos de S. cervisiae, ovoalbúmina (OVA), y LPS, entre otros, 

tienen presentación cruzada38–40 . 

 

La presentación cruzada es necesaria para inducir respuestas de células T 

CD8+ contra antígenos exógenos. Como ha sido demostrado en experimentos con 

células dendríticas (CDs) murinas que carecen de la capacidad de presentar 

antígenos (por ejemplo, debido a la deficiencia de TAP). Dichos animales no pueden 

generar respuestas de células T CD8+ a células tumorales42. 

 

Dependiendo del compartimento subcelular donde se procesa el antígeno, 

se han descrito al menos dos vías de presentación cruzada. La primera corresponde 

a la vía citosólica, en la cual los antígenos son internalizados, se transfieren desde 

el lumen de los compartimentos endocíticos al citosol, y posteriormente, los 

productos de degradación proteosomal son transportados por las TAP, ya sea para 

el retículo endoplásmico o al lumen de los endosomas o fagosomas, que permiten 

la formación de complejos péptido-MHC-I. En la vía vacuolar, los antígenos 

internalizados se degradan dentro de los compartimentos endocíticos por proteasas 

lisosomales y moléculas cargadas43 (figura 3). En experimentos preliminares usando 

BMDCs, se observó que CCH, FLH y KLH son destinadas mayoritariamente a 

endosomas tardíos (Rab7+) y lisosomas tempranos (Lamp-1+). La principal 

diferencia entre ellas fue la presencia de FLH y KLH, pero no de CCH, en endosomas 

tempranos (Rab5+), sugiriendo que la ruta endocítica que siguen estas proteínas no 

es la misma para todas las hemocianinas; FLH y KLH podrían estar siguiendo una 

ruta de procesamiento alternativa, que las conduce a la presentación en MHC-I a 

linfocitos T CD8+31. 

 

Aunque ha habido avances en el conocimiento de los mecanismos de acción 
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de las hemocianinas, aún se requieren estudios adicionales para comprender sus 

diversos efectos en el sistema inmune. Con la finalidad de dilucidar dichos efectos, 

es importante determinar la ruta intracelular que siguen las hemocianinas luego de 

ser endocitadas mediante receptores, tales como MR, DC-SIGN o TLR4, que están 

involucrados en la destinación de antígenos manosilados y en la presentación 

cruzada44,45, sugiriendo que las hemocianinas podrían seguir estas vías. De este 

modo, en esta memoria es de interés establecer un modelo de estudio que permita 

realizar esta investigación, para lo cual se ha considerado el uso de la línea celular 

de macrófagos J774.2 como modelo de célula presentadora de antígeno, basado en 

sus propiedades previamente descritas entre las que destacan su capacidad para 

secretar citoquinas, expresar en su superficie los receptores TLR4 y MR, además de 

presentar MHC-I y MHC-II en su superficie celular 19,67 . 
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Figura 3. Vías moleculares que conducen a la presentación cruzada en las células dendríticas. Las 
CD incorporan los antígenos por al menos dos mecanismos: endocitosis mediada por receptores y 
macropinocitosis. Una vez que el antígeno alcanza la vía endolisosómica, dependiendo de la ruta 
específica, puede ser degradado por el ambiente de pH suave y por catepsinas y otras proteasas. En este 
punto, el antígeno degradado puede ser directamente cargado en MHC-I en el fagosoma (vía vacuolar). Si 
todavía necesita más procesamiento será transportado al citosol (vía citosólica) donde se degrada, junto 
con las proteínas endógenas y productos defectuosos del ribosoma o DRiP, por el proteasoma. Los 
péptidos generados son transportados por TAP o un transportador al RE donde se cargan en MHC-I con la 
ayuda del complejo de carga de péptidos. Un recorte adicional en el RE antes de la carga, es posible por la 
presencia de endopeptidasas localizadas en el RE (ERAP1 y 2). R, ribosoma; CNX, calnexina; CRT, 
calreticulina; b2m, b2microglobulina; UGT1, UDP-glucosa: glicoproteína-glucosiltransferasa1; ERAP 1/2, 
ER-aminopeptidasas1/2; PLC, complejo de carga de péptidos; ERp57, protein-disulfideisomerasa3; 
TAP1/2, transportador asociado con presentador de antígeno 1/2; DRiP, productos defectuosos 
ribosomales; ROS, especies reactivas de oxígeno; NOX2, NADP oxidasa2; CLR, receptores de lectina tipo 
C; FcR, receptores Fc;  SR,  receptores  de  barrido (Fehrer C et al, 2014). 
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              II.      HIPÓTESIS 

 

 

Considerando que: 

 

a. Las hemocianinas son utilizadas en la inmunoterapia del carcinoma superficial de vejiga 

y, además, se ha probado su efecto antitumoral en modelos murinos de melanoma y 

cáncer oral. 

 

 

b. Estudios preliminares muestran que en APCs murinas incubadas con FLH se 

induce un aumento en la expresión de moléculas MHC-I. 

 

 

c. Las hemocianinas son reconocidas por los receptores MR, DC-SIGN y TLR4, 

los cuales están involucrados en la presentación cruzada de antígenos exógenos. 

 

 

En esta memoria se plantea la siguiente hipótesis: 

 

 

 

“Las hemocianinas al ser endocitadas por las células J774.2 inducen 

la secreción de citoquinas proinflamatorias como IL-6 e IL-12p40 y también, 

la expresión al alza de moléculas coestimulatorias como CD80 y CD86 y los 

antígenos MHC-I y MHC-II”. 
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                                         III.      OBJETIVOS 

 

 

3.1 Objetivo general 

 

Determinar si la línea celular macrofágica J774.2. es apropiada para, 

a futuro, realizar estudios sobre la destinación intracelular de las hemocianinas 

(CCH, FLH y KLH) incorporadas por endocitosis en las APCs y conducente a 

la presentación antigénica mediante MHC-I y MHC-II a linfocitos T.  

 

 

 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

1. Evaluar en células de la línea J774.2, el efecto de las hemocianinas sobre 

la secreción de citoquinas proinflamatorias (IL-6 e IL-12p40) mediante 

ELISA, usando como control positivo un antígeno exógeno, en este caso 

LPS. 

 

2. Evaluar la expresión de CD80 y CD86 y de los antígenos MHC-I, MHC-

II, inducido por las hemocianinas en el contexto de los parámetros 

establecidos en 1, en la línea celular J774.2.
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IV.       MATERIALES Y METODOLOGÍA 

 

 

4.1 Hemocianinas 

 

 

Hemocianinas de los moluscos Concholepas concholepas (CCH) y 

Fissurella latimarginata (FLH), obtenidas bajo condiciones estériles y libres de 

endotoxina fueron proveídas por (BIOSONDA S.A, Chile) según De Ioannes et al, 

2004 y Arancibia et al, 2014. En tanto KLH, la hemocianina de Megathura crenulata, 

libre de LPS fue adquirida en (Calbiochem, USA). 

 

 

4.2 Línea celular 

 

Se utilizó la línea celular J774.2, correspondiente a macrófagos murinos de 

la cepa BALB/c (ATCC, EE.UU)68. 

 

4.3 Anticuerpos 

 

En la Tabla 1, se muestran los anticuerpos usados en esta memoria, 

correspondientes a los anticuerpos primarios y secundarios utilizados para identificar 

CD-80, CD86 y los antígenos MHC-I y MHC-II en la superficie de las células J774.2  
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Tabla 1. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados para la evaluación moléculas 

coestimulatorias CD86 y CD80 y los antígenos MHC-I y MHC-II  

Anticuerpos primarios Antígeno Fabricante Anticuerpos 

secundarios 

Antígeno Fabricante 

Ratón anti-ratón MHC 

clase I (clon 34-1-2S) 

MHC-I Abcam.UK Cabra anti-rata 

IgG-Alexa Fluor 647 

IgG rata Abcam 

Rata anti-ratón 

MHC clase II (clon 

MS/114.15) 

MHC-II Abcam Cabra anti-ratón IgG 

(h+L)Alexa Fluor 647 

IgG ratón Abcam 

Anti-ratón CD86- 

Clon GL-1 

CD86 Abcam    

Anti-ratón CD80-

FITC Clon 16-10A1 

CD80 Biolegend    

 

4.4 Cultivo de células J774.2 

 

La línea celular de macrófagos J774.2 se mantuvo en condiciones de 5% 

CO2, 100% y a 37°C, en medio RPMI completo que contiene: (HyClone, EE.UU), 

suplementado con penicilina (100 U/mL, HyClone), estreptomicina (100 mg/mL, 

Sigma-Aldrich, EEUU), L-glutamina (2 mM, HyClone), piruvato de sodio (HyClone), 

aminoácidos no esenciales (HyClone) y 10% de suero fetal bovino (SFB) (HyClone), 

Las células se mantuvieron en crecimiento a una densidad entre 3x105 a 9x105 

cél./mL. Las células fueron cosechadas mediante raspado o mediante una 

incubación con tripsina 0,25% EDTA 0,1% (HyClone) durante 10 minutos, y posterior 

adición de un volumen equivalente de medio completo para neutralizar la tripsina. Las 

células cosechadas se centrifugaron a 1.600 rpm durante 5 minutos a 4°C, y se 

resuspendieron en 10 mL de medio RPMI sin suero. Se contaron con una cámara de 

Neubauer. Para expandir las células, estas fueron diluidas 1:6 en medio completo, 

mientras que, para los análisis posteriores, se sembraron entre 3x105 y 1x106 células 

por condición experimental, en medio sin suero, en placas de 24 pocillos. 
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4.5 Medición de citoquinas proinflamatorias en macrófagos tratados con 

hemocianinas 

 

Células de macrófagos J774.2 fueron sembrados a una densidad de 5x105 

células/mL y estimuladas durante 24 horas con las distintas hemocianinas a una 

concentración 1 mg/mL, además de LPS de Escherichia coli Serotipo R515 (Enzo 

Life Sciences, EEUU) 100 ng/mL y RPMI como controles positivo y negativo, 

respectivamente. Posteriormente, los sobrenadantes fueron recolectados y 

congelados a -80ºC hasta su análisis. Las citoquinas de ratón IL-12p40 e IL-6 se 

cuantificaron desde los sobrenadantes usando kits de ELISA BD OptEIA (BD 

Biosciences, EE.UU), según las instrucciones del fabricante. La absorbancia se 

medió a 450 nm en el lector de placas de ELISA SynergyHTX (Biotek, EE.UU). En 

los ensayos cada estándar o muestra fueron analizadas en triplicado y la 

concentración se obtuvo interpolando en la curva de calibración respectiva y 

posteriormente considerando la dilución correspondiente. 

 

4.6 Análisis de la expresión de MHC-I, MHC-II y moléculas coestimulatorias 

CD80 y CD86 por citometría de flujo en macrófagos de la línea J774.2 

 

Las células de la línea J774.2 fueron sembradas a una densidad de 5x105 y 

fueron cultivadas con las hemocianinas a una concentración de 1 mg/mL. Como control 

positivo se utilizó LPS (Enzo Life Sciences) 100 ng/mL y como control negativo medio 

RPMI durante 24 horas. Luego, las células fueron cosechadas con una solución de PBS 

con lidocaína 4 mg/mL (Sigma-Aldrich) y EDTA 10 mM (Invitrogen, EEUU), 

centrifugadas a 1800 rpm durante 5 minutos y resuspendidas en tampón FACS (PBS 

Dulbecco modificado que contiene SFB 2%). Posteriormente, las muestras se 

incubaron con los siguientes anticuerpos diluidos 1:100 en 100 μL de tampón FACS 

durante 60 minutos a 4ºC en oscuridad: ratón anti-ratón MHC-I, rata anti-ratón MHC-II-

FITC y ratón anti-ratón CD86. Después de ser lavadas con el tampón FACS las 

muestras fueron incubadas con los siguientes anticuerpos secundarios en una dilución 

1:100 en 100 μL de tampón FACS: cabra anti-IgG de rata-Alexa Fluor-647, cabra anti-
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IgG de ratón-Alexa Fluor-647, también se utilizó cabra anti-IgG de rata- FITC, cabra 

anti-IgG de ratón-FITC. Además, cada mezcla de anticuerpo secundario contenía la 

sonda de viabilidad eFluor780 (Thermo Fisher Scientific) en una dilución 1:1.000. De 

manera independiente se marcaron las células usando un anticuerpo anti-ratón CD80-

FITC durante 30 minutos a 4°C en oscuridad. Finalmente, las células fueron lavadas 

dos veces con tampón FACS, y fijadas con PBS-Paraformaldehído (PFA) 2%, 

manteniéndolas a 4ºC protegidas luz hasta su lectura en el citómetro de flujo 

(FacsCantoII BDbioscience, USA. Laboratorio Dra. María Rosa Bono, Facultad de 

Ciencias, Universidad de Chile). 

 

4.7 Análisis estadístico 

Los experimentos de secreción de citoquinas IL-6 e IL-12p40 a 24 horas se 

realizaron al menos 3 veces al igual que para el análisis de la expresión de MHC-I y 

MHC- II. 

Para la expresión de MHC-I y MHC- II a las 48 horas, así como para la secreción 

de citoquinas, la expresión de CD80 y CD86, los experimentos se realizaron 2 veces 

de forma independiente, en duplicado o triplicado cuando fue posible.  

Los resultados fueron graficados como el promedio ± SEM, utilizando el 

programa GraphPad Prism 6 (California, EEUU), y analizados mediante test T de 

Student, según corresponda en cada caso. 
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     V.    RESULTADOS  

 

 

5.1 Efecto de las hemocianinas en la secreción de las citoquinas proinflamatorias 

IL-6 e IL-12p40 evaluado por ELISA. 

 

 

La línea celular J774.2, derivada de macrófagos de ratones BALB/c, se utilizó 

para determinar el efecto de CCH, FLH y KLH en la secreción de IL-6 e IL-12p40, 

mediante ELISA. Para validar esta línea celular como modelo de estudio de la respuesta 

inmune inducida por las hemocianinas, los macrófagos fueron estimulados con LPS a 

una concentración de 100 ng/mL. Para determinar el tiempo óptimo de cuantificación 

de citoquinas inducidas por hemocianinas, se realizó una incubación a las 3, 6, 18, y 24 

horas. En estas condiciones, se midió sólo IL-6, debido a que datos previos del laboratorio 

mostraron que la secreción en macrófagos es mayor que IL-12p40. Para dicho 

experimento se utilizó solo FLH, ya que induce efectos proinflamatorios más potentes 

que CCH y KLH
27,28,31,47 

(figura 4A). No se observó aumento en la secreción a tiempos 

anteriores a las 24 horas, inducido por FLH. Para evaluar el efecto de las tres 

hemocianinas se realizó una estimulación de la línea J774.2 con los mismos controles, 

positivo y negativo mencionados anteriormente, y a una concentración de CCH, FLH y 

KLH de 1 mg/mL por 24 horas. Los resultados mostraron que en estas condiciones las 

células estimuladas con FLH y KLH aumentan significativamente la secreción de IL-6 

(figura 4B), sin embargo, no aumentó la secreción de IL-12p40 (figura 4C). Como fue 

mencionado anteriormente, las hemocianinas son antígenos que tienen un 

procesamiento lento, por este motivo, se realizó una evaluación a las 48 horas de 

estimulación. Sin embargo, tampoco se observó un aumento de la secreción de estas 

citoquinas (figura 4D-E). Los resultados fueron concordantes solo con IL-6, en 

comparación con los obtenidos previamente en macrófagos peritoneales y BMDCs. 

 

Así, se estableció que las células J774.2 responden a las hemocianinas 

luego de 24 horas de estimulación, secretando al menos una de las citoquinas 

proinflamatorias evaluadas en esta memoria, como es IL-6. 
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Figura 4. Efecto de las hemocianinas sobre la secreción de citoquinas proinflamatorias IL-6 e IL- 
12p40 en células J774.2. Los macrófagos, a una densidad de 5x105 cél./mL, fueron tratados con 100 
ng/mL de LPS (control positivo), RPMI (control negativo) y 1 mg/mL de cada hemocianina en forma 
independiente (CCH, FLH y KLH). Luego se recogieron los sobrenadantes y se cuantificaron las 
citoquinas usando kits de ELISA para IL-6 e IL-12p40. (A) Análisis de la secreción temporal de IL-6 
inducida por FLH y los controles. Para la curva se realizaron 2 experimentos independientes. El gráfico 
muestra el promedio ± SEM. (B, C) Secreción de IL-6 e IL-12p40 luego de 24 horas de estimulación con 
CCH, FLH, KLH y controles Análisis estadístico mediante prueba t de Student pareada, donde *p<0,1; 
ns= no significativo 6 y 3 experimentos independientes, respectivamente (D, E) Medición de IL-6 luego de 
48 horas de estimulación con hemocianinas y controles bajo las condiciones descritas anteriormente 2 
experimentos independientes. Para los gráficos a 24 y 48 horas de incubación, los datos se muestran 
como promedio ± SEM.  
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        5.2 Efecto de las hemocianinas sobre la expresión inducible de MHC-I y MHC-II 

en la línea celular J774.2 evaluado por citometría de flujo. 

 

 

Considerando que CCH, FLH y KLH son antígenos exógenos, se espera que 

luego de ser incorporadas por las células de la línea J774.2 sigan la vía clásica de 

procesamiento antigénico, esto es aumentando las moléculas de MHC-II para ser 

presentadas a linfocitos T CD4+. Sin embargo, ya que su incorporación en las células 

presentadoras de antígeno murinas está mediada por los receptores MR y TLR4, 

también podrían seguir la vía de presentación en MHC-I aumentando su expresión 

para ser presentadas a linfocitos T CD8+. Como antecedente, se debe señalar que 

esta línea fue utilizada previamente para determinar la incorporación de las 

hemocianinas y la posterior expresión de moléculas de superficie obteniéndose 

resultados negativos27. Sin embargo, la literatura muestra una inducción de la 

expresión de MHC-I usando como antígeno LPS. Debido a esto se realizó una 

búsqueda bibliográfica de los haplotipos de los anticuerpos utilizados anteriormente 

y se determinó que no eran específicos para BALB/c, cepa que provienen esta línea 

celular. Por lo tanto, se evaluaron con nuevos anticuerpos específicos51. 

 

Para determinar el efecto de las hemocianinas sobre la expresión inducible 

de MHC-I y MHC-II, usando los anticuerpos específicos para la cepa de ratones de 

la cual proviene la línea J774.2, las células fueron sembradas a una densidad de 

5x105 y luego estimuladas con hemocianinas a una concentración de 1mg/mL. Como 

control positivo se utilizó LPS (100 ng/mL). 
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Figura 5. Expresión de MHC-I y MHC-II inducida por FLH en macrófagos J774.2. Análisis de 

citometría de flujo de células J774.2 tratadas con 100 ng/mL de LPS (control positivo), RPMI (control 
negativo) y 1 mg/mL de FLH. (A, B) Gráficos comparativos de la MFI de MHC-I y MHC-II inducidos por 
hemocianinas. Se midió la expresión de MHC-I y MHC-II a distintos tiempos (3, 6, 18 y 24 horas post 
estimulación), y se marcaron las células con un anticuerpo anti-MHC-I y un suero de cabra anti-IgG de 
ratón-Alexa Fluor-647. Para MHC-II se utilizó un anticuerpo anti-MHC-II y un suero de cabra anti-IgG 
de rata-Alexa Fluor-647. Los datos se muestran como promedio ± SEM de 2 experimentos 
independientes. (C) Gráfico comparativo de la MFI de MHC-I luego de 18 horas post-estimulación con 
FLH o controles. Promedio ± SEM de 3 experimentos independientes. Análisis mediante test T de 
Student pareado, donde * p<0,1. 
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Figura 6. Efecto de las hemocianinas sobre la expresión de MHC-I y MHC-II en macrófagos de la 
línea celular J774.2, luego de 24 horas de estimulación in vitro. Análisis mediante citometría de flujo 
de células J774.2 tratadas durante 24 horas con 100 ng/mL de LPS (control positivo), RPMI (control 
negativo) o 1 mg/mL de CCH, FLH y KLH, y marcadas con la sonda de viabilidad eFluor780.(A)Análisis 
representativo de la selección de células viables a partir de la población total. Se muestra un gráfico de dot 
plot de FSC-A vs. SSC-A y la estrategia de selección de macrófagos J774.2 viables. Histograma 
representativo de la expresión de MHC-I inducida por hemocianinas. Las células fueron estimuladas con 
hemocianinas o controles durante 24 horas e incubadas con un anticuerpo anti-MHC-I y un suero de cabra 
anti-IgG de ratón-FITC. (C) Cuantificación de la MFI de MHC-I inducida por hemocianinas. Se muestra el 
promedio ± SEM de 4 experimentos independientes. Análisis estadístico mediante test t de Student 
pareado, donde *p ≤ 0,05. (D) Histograma representativo de la expresión de MHC-II inducida por 
hemocianinas. Las células fueron estimuladas con hemocianinas o controles durante 24 horas e incubadas 
con un anticuerpo anti-MHC-II y un suero de cabra anti-IgG de rata-FITC. (E) Cuantificación de la MFI de 
MHC-II inducida por hemocianinas. Se muestra el promedio ± SEM de 4 experimentos independientes. 
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Considerando que, estudios preliminares en macrófagos intraperitoneales 

sugieren que la expresión de MHC-I aumenta a las 24 horas post-estimulación con FLH, 

se realizó una medición a este tiempo. Adicionalmente, ya que las hemocianinas poseen 

características que las diferencian de otros antígenos, se cuantificaron los niveles de 

MHC-I a 3, 6, 18, 24 horas post-estimulación (ver figuras 5A y C), con la finalidad de 

determinar si FLH induce una respuesta temprana en esta línea macrofágica. Sin 

embargo, no se evidenció un aumento en la expresión de MHC-I. Al analizar el efecto 

de las tres hemocianinas a las 24 y 48 horas en la expresión de MHC-I, no se observó 

un incremento (ver figura 6B,C y 7A,B).  

 

 

Teniendo en cuenta que las hemocianinas son antígenos exógenos y, que su 

procesamiento ocurre mediante la presentación antigénica por moléculas MHC-II48, 

también se determinó su efecto sobre los niveles de MHC-II en macrófagos J774.2, similar 

a los experimentos realizados para MHC-I. Los resultados fueron negativos a las 24 y 48 

horas de estimulación con CCH, FLH y KLH y con LPS (ver figura 6D,E Y 7C,D). 

Además, al realizar la curva de los niveles de MHC- II en tiempos anteriores a 24 horas, 

tampoco se observaron cambios significativos (ver figura 5B). Ya que no se observó un 

cambio en los niveles de MHC-II con el control positivo, se realizó una búsqueda 

bibliográfica, confirmándose que el LPS no induce MHC-II en esta línea celular56. 

 

Además, se determinó el aumento de MHC-I y MHC-II luego de 48 horas de 

estimulación con hemocianinas, debido a que, al ser glicoproteínas de alto peso 

molecular, su procesamiento es más lento29 y su efecto podría ser tardío. Sin embargo, 

los resultados no mostraron un alza en ninguna de las condiciones ensayadas. 

 

Se concluye que las hemocianinas no inducen la expresión de MHC-I ni 

de MHC-II en la línea celular J774.2. En el caso de MHC-II el alto porcentaje de 

células que expresaban de manera basal esta molécula indica una expresión 

constitutiva, por lo que no es posible observar una inducción por las 

hemocianinas. 
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Figura 7. Efecto de las hemocianinas sobre la expresión de MHC-I y MHC-II en macrófagos de 
la línea J774.2, luego de 48 horas de estimulación. Análisis mediante citometría de flujo de células 
J774.2 tratadas durante 48 horas con 100 ng/mL de LPS (control positivo), RPMI (control negativo) 
o 1 mg/mL de CCH, FLH y KLH, y marcadas con la sonda de viabilidad eFluor780 1:1.000 durante 30 
minutos a 4°C en oscuridad. (A) Histograma representativo de la expresión de MHC-I inducida por 
hemocianinas. Las células fueron estimuladas con hemocianinas o controles e incubadas con un 
anticuerpo anti-MHC-I y un suero de cabra anti-IgG de ratón-FITC. (B) Cuantificación de la MFI de 
MHC-I inducida por hemocianinas. Se muestra el promedio ± SEM de 2 experimentos 
independientes. (C) Histograma representativo de la expresión de MHC-II inducida por hemocianinas. 
Las células fueron estimuladas con hemocianinas o controles e incubadas con un anticuerpo anti-
MHC-II y un suero de cabra anti-IgG de rata-FITC. (D) Cuantificación de la MFI de MHC-II inducida 
por hemocianinas. Se muestra el promedio ± SEM de 2 experimentos independientes. 
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5.2 Determinación de la expresión de moléculas coestimuladoras CD80 y CD86 

mediante citometría de flujo. 

 

 

Para comprobar la activación de las células presentadoras de antígeno por 

efecto de las hemocianinas, además de medir las citoquinas y las moléculas MHC-I y 

MHC-II, se determinó la expresión de las moléculas coestimuladoras CD80 y CD86 a las 

24 horas post estimulación.  

 

Para dicho objetivo, las células fueron sembradas a una densidad de 5x105 

cél/mL y estimuladas con una concentración de 1mg/mL de CCH, FLH y KLH, además 

de LPS como control positivo. Las células se marcaron con los anticuerpos anti-ratón 

CD80-PE, y anti-ratón CD86 más un suero de cabra anti- IgG de ratón acoplado a Alexa 

Fluor-647; luego se analizaron por citometría de flujo. 

 

Como resultado preliminar, se estimó la expresión de CD80 (ver figura 8), donde 

se observó una tendencia al alza en la MFI de CD80 luego de la estimulación con KLH. 

Además, al analizar el porcentaje de células CD80+, se observó un aumento con las 

tres hemocianinas (ver figura 8B). En el caso de la expresión de CD86, se encontraron 

dos poblaciones positivas, las que se denominaron células de expresión media y de alta 

expresión. Al analizar las últimas, se evidencia un alza en el MFI de CD86 inducido por 

FLH y KLH (ver figura 9) y también, un cambio en el porcentaje de células de alta 

expresión de CD86+ con KLH. 

 

Se concluye que las hemocianinas inducen la expresión de CD80 y de 

CD86 en la línea J774.2. 
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Figura 8. Efecto de las hemocianinas en la expresión de CD80. Análisis mediante citometría de flujo 
de células J774.2, a una densidad de 5x105 cél/mL, tratadas con 100 ng/mL de LPS (control positivo), 
RPMI (control negativo) y 1 mg/mL de CCH, FLH y KLH durante 24 horas. Se utilizó un anticuerpo anti 
CD80-PE como marcador y la viabilidad celular fue medida por la sonda eFluor 780.(A) Expresión de 
CD80 inducida por hemocianinas y controles. Gráfico dot plot según las condiciones de estimulación y 
controles descritas anteriormente. (B) Gráfico comparativo de MFI de CD80 inducido por hemocianinas 
y controles. Los datos corresponden al promedio ± SEM de 2 experimentos independientes. (C) Gráfico 
del porcentaje de células con alta expresión de CD80. Las barras corresponden al promedio ± SEM de 
2 experimentos independientes.  
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Figura 9. Efecto de las hemocianinas en la expresión de CD86. Análisis mediante citometría de flujo 
de células J774.2 a una densidad de 5x105 cél/mL, tratadas con 100 ng/mL de LPS (control positivo), 
RPMI (control negativo) y 1 mg/mL de CCH, FLH y KLH por 24 horas. Se utilizó un anticuerpo anti-
CD86 y un suero de cabra anti-IgG de rata-Alexa Fluor-647 como marcador, y la viabilidad celular fue 
medida por la sonda eFluor 780. (A) Expresión de CD80 inducida por hemocianinas y controles en 
células J774.2. Gráfico dot plot con las condiciones de estimulación y controles descritas anteriormente. 
(B) Gráfico del porcentaje de células con alta expresión de CD86+. Los datos se muestran como 
promedio ± SEM de 2 experimentos independientes. (C) Gráfico comparativo de MFI de CD86 inducida 
por hemocianinas. Los datos corresponden al promedio ± SEM de 2 experimentos independientes.  
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VI.   DISCUSIÓN 

 

Las hemocianinas de moluscos son glicoproteínas conocidas por sus 

aplicaciones biomédicas y biotecnológicas. Por sus características 

inmunomoduladoras, que favorecen el desarrollo de la respuesta inmune adaptativa 

de tipo Th1, las hemocianinas han sido ampliamente usadas en clínica en humanos 

y también en aplicaciones agropecuarias. Entre sus ventajas se puede destacar su 

baja toxicidad, y la ausencia de efectos adversos o reacciones alérgicas. Estas 

propiedades han permitido que las hemocianinas sean utilizadas como 

transportadoras de moléculas de haptenos (toxinas, hormonas y péptidos, entre 

otros), como adyuvantes en vacunas terapéuticas en base a células dendríticas, y 

que, además, sean utilizadas como agentes antitumorales por sí mismas, 

convirtiéndose en una alternativa terapéutica al Bacillus de Calmette-Guérin en 

pacientes que no toleran esta inmunoterapia post-operatoria para el carcinoma 

superficial de vejiga. En dichas aplicaciones, la hemocianina más utilizada es KLH, 

razón por la cual ha sido muy estudiada, sobre todo en cuanto a sus propiedades 

estructurales. Sin embargo, se han descrito hemocianinas con efectos comparables, 

tales como las obtenidas en nuestro laboratorio, correspondientes a CCH y FLH, 

además de las que se obtienen de otros moluscos gastrópodos como las de Rapana 

thomasiana, Helix aspersa y Haliotis tuberculata, entre otras13. 

 

Debido a que son escasas las investigaciones que abordan los mecanismos 

subyacentes a la respuesta inmune inducida por las hemocianinas y por sus 

aplicaciones clínicas, se hace necesario entender sus mecanismos de acción, para 

lo cual se requiere estudiar los receptores que permiten su reconocimiento y, su 

procesamiento y presentación antigénica en las APCs. En este contexto, nuestro 

grupo ha estudiado algunas de las características estructurales de las hemocianinas 

que contribuyen a sus efectos inmunomoduladores, focalizando la atención en la 

abundancia y heterogeneidad de los azúcares presentes en su estructura. Se ha 

demostrado que las glicosilaciones de las hemocianinas contribuyen a su interacción 
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con receptores de inmunidad innata que reconocen glicosilaciones en patógenos27,48. 

Sin embargo, los mecanismos relacionados con su tráfico y destinación intracelular al 

interior de las APCs, así como los mecanismos mediante los cuales ocurre su 

presentación antigénica son escasamente conocidos. 

 

Nuestra investigación pretende contribuir al conocimiento de la destinación 

intracelular de las hemocianinas y, específicamente, a las rutas de su procesamiento 

y presentación antigénicas en células presentadoras de antígenos, ya que son las 

encargadas del reconocimiento e incorporación de las hemocianinas para después 

iniciar la respuesta inmune innata y adaptativa inducida por dichas glicoproteínas. 

Conocer estos procesos ayudaría a la comprensión de las propiedades antitumorales 

de las hemocianinas, así como también a sus efectos inmunomoduladores. Estudios 

previos, usando células especializadas en la presentación antigénica, como son las 

BMDCs, mostraron que estas enormes glicoproteínas son incorporadas tanto por 

macropinocitosis como por endocitosis mediada por receptores31. Así mismo, se 

estableció que algunos CLRs están involucrados en el reconocimiento de las 

hemocianinas, destacando el rol del MR y DC-SIGN en este proceso 31. Además, se 

observó que las hemocianinas son destinadas a endosomas tardíos, y que el 

procesamiento de CCH podría ser distinto al de FLH y KLH. Sin embargo, existen otros 

tipos celulares capaces de realizar presentación antigénica, que corresponden a los 

macrófagos, los cuales fueron utilizados en esta memoria, permitiendo comparar 

elementos comunes observables tanto en células dendríticas como en macrófagos 

murinos. 

 

La línea celular de macrófagos murinos J774.2 expresa el MR y TLR4, 

ambos receptores involucrados en el reconocimiento e incorporación a las células 

presentadoras de antígenos27. Además, estas células secretan citoquinas en 

respuestas a diversos antígenos, tales como los de Mycobacterium avium52. Se ha 

reportado que en células J774.2 se puede evaluar la destinación intracelular de los 

antígenos, usando los marcadores propuestos en esta memoria, a saber, Rab5, 

Rab7 y Lamp-153, para ver la incorporación en compartimentos endosomales y para 
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visualizar fagosomas. Dichas características fundamentaron la elección de este 

modelo de macrófagos murinos para investigar la destinación intracelular de las 

hemocianinas y su presentación antigénica. 

 

Es importante destacar como resultado de este trabajo, el efecto 

inmunoestimulante parcial observado en células J774.2 cultivadas con 

hemocianinas. En este modelo se observó un aumento en la secreción de citoquinas 

proinflamatorias, el cual fue significativo en las células tratadas con FLH y KLH 

durante 24 horas (figura 4). Estos resultados son similares a los obtenidos en BMDCs 

murinas, por lo que el efecto es comparable en el caso de IL-6 con lo observado en 

otros modelos de APCs28,48. La citoquina IL-6 es esencial en el sistema inmune, ya 

que promueve la diferenciación y maduración de los linfocitos T y B, y también, 

estimula la producción de inmunoglobulinas por parte de las células B54. 

 

También cabe destacar el resultado de este trabajo, sobre la expresión de 

moléculas co-estimuladoras, tales como CD80 y CD86, inducidas por las 

hemocianinas en los macrófagos J774.2 (figura 8 y 9) las cuales mostraron una 

tendencia al alza luego de 24 horas de incubación. Esto sustenta el efecto 

inmunomodulador de estas glicoproteínas, ya que CD80 y CD86 son señales 

indispensables en la sinapsis inmunológica para la activación de los linfocitos T55. 

Para que el linfocito T se active y sea capaz de elaborar una respuesta inmune contra 

un antígeno necesita al menos de tres señales esenciales. La señal 1 es la activación 

del TCR, dada por el reconocimiento de un antígeno unido al complejo MHC, ya sea 

I o II. La señal 2 corresponde a la unión de CD86/CD80 al co-receptor CD28. Si no 

ocurre dicha unión, el linfocito puede entrar en un estado de anergia llegando hasta 

la apoptosis. La señal 3 corresponde a la estimulación del linfocito por las citoquinas 

proinflamatorias. Además de estas señales, la unión del receptor de linfocitos T con 

el complejo antígeno-MHC es altamente específica, pero de baja afinidad; debido a 

esto las moléculas de adhesión como LFA-1, que es una integrina y por sus ligandos 

ICAM-1, ICAM-2 e ICAM-3, que pertenecen a la superfamilia de la inmunoglobulinas, 

permiten estabilizar la unión TCR-antígeno-MHC y consolidar el proceso de 
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activación63. 

 

Los resultados obtenidos con la línea celular J774.2 mostraron una evidente 

alza en dos de estas señales, correspondientes a la señal 2 y señal 3, y restaría por 

establecer las condiciones experimentales apropiadas para determinar la activación 

entre linfocitos T con TCRs que reconozcan péptidos de hemocianina presentados 

en MHCs-I y/o MHCs-II. 

 

Sobre el efecto de las hemocianinas en la expresión de MHC tanto de clase I 

como de clase II en la línea celular J774.2, los resultados no fueron los esperados, ya 

que CCH, FLH y KLH no generaron un aumento de dichas moléculas en las 

condiciones estudiadas. En experimentos previos realizados con BMDCs 

estimuladas con hemocianinas, se observó un aumento al menos en MHC-II48, 

resultado esperado debido a que las hemocianinas son proteínas exógenas y su 

procesamiento conduciría a la vía canónica de presentación restringida a MHC-II. 

Del mismo modo, en experimentos previos se observó un aumento significativo en la 

expresión de MHC-I en macrófagos peritoneales estimulados con FLH, antecedente 

que sugiere que las hemocianinas podrían ser presentadas por MHC-I, a través de 

una vía alternativa como es la presentación cruzada31. Aunque los resultados no 

fueron los esperados, no es posible concluir que las hemocianinas no siguen la vía de 

presentación cruzada en macrófagos, ya que esta línea celular difiere 

significativamente de un cultivo celular primario. Si bien los macrófagos J774.2 

presentan algunas características morfológicas y funcionales similares a los cultivos 

primarios, existen diferencias tanto genéticas como fenotípicas que podrían dar 

cuenta de los resultados obtenidos. 

 

Por otra parte, en cuanto a los resultados negativos obtenidos al cuantificar 

la expresión de MHC-II en los macrófagos J774.2 cultivados en presencia de las 

hemocianinas, y el control positivo LPS, surge la interrogante de si existe un error 

asociado al modelo o al diseño experimental. El uso de LPS como control positivo ha 

sido ampliamente documentado en este tipo de experimentos y, además, esta 
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molécula es reconocida tanto por TLR4 como por MR, dos de los receptores 

involucrados en el reconocimiento de hemocianinas. No obstante, realizando una 

búsqueda bibliográfica, se encontró que la expresión de MHC-II en macrófagos 

depende del ciclo celular en que se encuentren las células, y que, además, el LPS 

detiene el ciclo celular en la etapa G1, por lo que no permite la inducción de la 

expresión de MHC-II56. Esto podría explicar que no exista un aumento significativo en 

los niveles de MHC-II al estimular con LPS y, por este motivo, se sugiere que el LPS 

no es el control positivo más adecuado para estudiar la expresión de MHC- II en esta 

línea celular. Además, otro aspecto a considerar es que prácticamente el 98% de las 

células eran positivas para MHC-II a nivel basal, por lo que su expresión podría ser 

constitutiva y no inducible. Se propone entonces que, para estudiar la expresión de 

MHC-II por efecto de las hemocianinas, se use otra línea celular donde esta molécula 

sea inducible, como por ejemplo la línea celular BM A3.1A7 (BMA) derivada de 

macrófago de ratón C57BL/657. 

 

Con los resultados obtenidos en el primer objetivo consideramos que es 

importante analizar qué sucede en un cultivo primario, para lo cual se trabajaría con 

macrófagos peritoneales debido a dos antecedentes. Primero, trabajos previos de 

nuestro laboratorio muestran la mejor secreción de citoquinas entre distintos tipos 

celulares evaluados28. Segundo, estudios realizados por otros grupos de 

investigación, muestran que el fenotipo de macrófagos del tipo1 (M1), que se 

caracteriza por la secreción de citoquinas proinflamatorias y la expresión inducible de 

la óxido nítrico sintasa, podrían realizar presentación cruzada58. Por otra parte, los 

macrófagos peritoneales expresan altos niveles de TLR4 y MR, involucrados en el 

reconocimiento de las hemocianinas, que además están involucrados en la 

presentación cruzada45. En estos experimentos se espera que los macrófagos 

peritoneales muestren un fenotipo proinflamatorio, con una alta secreción de 

citoquinas como IL-6 al ser estimuladas con hemocianinas. El tiempo seleccionado 

para medir la secreción de citoquinas y la expresión de MHC-I, MHC-II, CD80 y CD86 

sería a las 24 horas de estimulación con las hemocianinas, usando como control 

positivo LPS y OVA. Se propone este nuevo control debido a que esta proteína es 
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ampliamente utilizada como antígeno exógeno tanto en células dendríticas como en 

macrófagos peritoneales, porque es capaz de inducir la expresión en MHC-I y MHC-

II64-66. 

 

El uso de macrófagos peritoneales murinos permitiría acercar los resultados 

obtenidos a lo que sucede fisiológicamente en seres humanos que son inoculados 

con hemocianinas de forma terapéutica, por ejemplo, en la inmunoterapia contra 

algunos cánceres, tales como el cáncer superficial de vejiga y en melanoma23,24,59. Si 

bien existen diferencias genéticas y fenotípicas entre este modelo y el humano, las 

pruebas en animales corresponden a una primera etapa y han permitido escalar de 

manera segura el uso de fármacos y vacunas60. 

 

La destinación intracelular de las hemocianinas en los macrófagos 

peritoneales permitirá conocer el procesamiento de estas glicoproteínas, cuyos 

efectos antitumorales sugieren fuertemente que siguen la vía de presentación 

cruzada, además de la ruta clásica de procesamiento en moléculas de MHC-II. Estos 

experimentos se realizarán determinando la colocalización, mediante la obtención 

del coeficiente de Manders’, de las hemocianinas acopladas a fluoróforos (Alexa 

Fluor-488 o Alexa Fluor-594) con los distintos marcadores intracelulares (Rab5 para 

endosomas tempranos, Rab7 para endosomas tardíos y Lamp-1 para el 

compartimento lisosomal). Para ello, se debería determinar la colocalización de las 

hemocianinas con los marcadores a distintos tiempos, para fijar el tiempo óptimo de 

análisis61. Posteriormente, y tomando como referencia los trabajos anteriores 

realizados en BMDCs, esperaríamos localizar a las hemocianinas principalmente en 

endosomas tardíos (Rab7+), y en menor medida en endosomas Lamp-1+. Con este 

resultado se confirmaría la presentación vía MHC-II. 

 

Estudios reportados en la literatura muestran que los macrófagos peritoneales 

obtenidos mediante inducción intraperitoneal de ratones con tioglicolato, realizan 

presentación cruzada, principalmente por la vía vacuolar58, observándose que el 

antígeno está localizado en el compartimento lisosomal Lamp-1+, después de 48 
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horas de estimulación. Este antecedente sugiere que las hemocianinas deberían 

colocalizar en tiempos tardíos con Lamp-1 si siguen la vía vacuolar de presentación 

cruzada. Además, sería interesante determinar mediante microscopía confocal si las 

hemocianinas y moléculas intracelulares marcadas con fluoróforos también pueden 

colocalizar con MHC-I y MHC-II, describiendo así la ruta de procesamiento de las 

hemocianinas en macrófagos. 

 

Como proyección de esta memoria, es relevante analizar los efectos de los 

distintos inhibidores de estas rutas de procesamiento y presentación antigénica, 

como por ejemplo leupeptina para inhibir la vía vacuolar de la presentación cruzada o 

epoximicina para inhibir el proteasoma y la ruta citosólica de la presentación 

cruzada41. Mediante la utilización de estos inhibidores, se espera establecer qué ruta 

o rutas de procesamiento siguen las hemocianinas que conducen a un aumento en 

la secreción de citoquinas y moléculas coestimuladoras, entre otros parámetros 

como se muestra en la figura 10. La importancia de dilucidar la destinación 

intracelular de las hemocianinas y su procesamiento permitiría modular la respuesta 

inmunológica a un fenotipo que potencie aún más la respuesta antitumoral 

desencadenada por estas glicoproteínas. 

 

 



41  

 

 

Figura 10. Modelo propuesto para presentación cruzada de las hemocianinas.   Las hemocianinas son reconocidas 
por receptores de inmunidad innata, tales como TLR4 y MR, e incorporadas por las APCs en endosomas. 
Posteriormente, dentro de la célula podrían seguir dos rutas de procesamiento vía presentación cruzada de antígenos. 
1. Vía citosólica: las hemocianinas escapan del endosoma temprano, son ubiquitinizadas y proteolizadas en el 
citoplasma. Luego, sus péptidos son incorporados al RE, donde se cargan a un MHC-I, siguiendo la ruta canónica por 
el aparato de Golgi y son presentados a la superficie. 2. Vía vacuolar: las hemocianinas siguen el procesamiento dentro 
de los endosomas hasta llegar al lisosoma, donde son proteolizadas por diferentes proteasas. Luego, se fusiona el 
lisosoma con un fagosoma que contiene MHC-I, se cargan los péptidos antigénicos de las hemocianinas en MHC-I, y 
son transportados en vesículas a la superficie de la APC.
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VII.   CONCLUSIONES 

 

 

 

A partir del análisis teórico y del trabajo experimental desarrollado en esta 

memoria, las conclusiones son: 

 

 

1. La línea celular de macrófagos J774.2 no es el modelo óptimo para evaluar el 

efecto inmunomodulador de las hemocianinas: aumentó la secreción de IL-6 e 

incrementó la expresión de moléculas coestimuladoras CD80 y CD86. Sin 

embargo, en las condiciones analizadas no se encontró un aumento en la 

expresión de MHC-I y MHC-II, requisito fundamental para la sinapsis 

inmunológica con linfocitos T. 

 

2. Los antecedentes sustentan que, si ocurre la presentación cruzada en MHC-I 

de las hemocianinas en macrófagos, la vía vacuolar sería la más probable por 

la compleja estructura de estas glicoproteínas. 

 

3. Se concluye que para futuros estudios sobre la destinación intracelular de las 

hemocianinas en APCs, ya sea macrófagos o células dendríticas, aunque las 

líneas celulares tienen ciertas ventajas, el uso de cultivos primarios sería el 

mejor modelo, porque reflejan mejor la complejidad genética y fenotípica de los 

organismos en que estas glicoproteínas son utilizadas. 

. 
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