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RESUMEN

Las células presentadoras de antigeno (APCs) son un conjunto celular esencial
del sistema inmune que se caracterizan por su capacidad de capturar
antigenos, lo cuales son procesados y posteriormente presentados mediante el
complejo mayor de histocompatibilidad a los linfocitos. Su funcién como
“guardianes” del sistema inmune hace que su presencia en cada organo y tejido
sea indispensable para establecer una adecuada inmunidad innata y adaptativa.
Dichas células expresan en su superficie receptores que le confieren diversas
funciones bioldgicas, entre ellos se encuentra la familia de receptores lectina
tipo C. Un receptor que forma parte de esta familia es Clecl12A, el cual se
expresa diferencialmente en células dendriticas CD8" de bazo de raton. Esto
permiti6 emplear la técnica de direccionamiento de antigeno hacia Clec12A
obteniendo como resultado una mejor respuesta humoral. Ademas se ha
demostrado que la expresion de Clecl2A en sangre de humano se restringe a
células mieloides. Actualmente los estudios realizados en este receptor se han
hecho en ratén y humano, sin embargo, se cuenta con la secuencia de Clec12A
en otras especies, una de ellas es el cerdo. En estudios preliminares se observo
gue hay transcritos de Clec12A en diversos tejidos de cerdo, pero la expresion
de dicho receptor no ha sido evaluada a nivel de proteina en esta especie. El
objetivo de este estudio fue caracterizar la expresion de Clec12A en células de
diferentes tejidos de cerdo. Se sacrificaron 8 cerdos sanos de acuerdo a la
NOM-033-Z00-1995 para la obtencion de los tejidos. Mediante digestion
enzimatica y maceraciéon se logré la liberacién celular en piel y ganglios
respectivamente. En el caso de la sangre se tomaron solo las células
mononucleares obtenidas por gradiente de densidad. Las células de los
diversos tejidos fueron marcadas con el anticuerpo primario anti-Clec12A para
su posterior lectura mediante citometria de flujo. Los resultados de los

marcajes sencillos en los diferentes tejidos revelaron que las
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células mononucleares de sangre de cerdo, asi como las de ganglios son
negativas (Clec12A’), mientras que las células de la piel son positivas
(Clec12A"), por lo que se realizé un marcaje triple con los anticuerpos anti-MHC
II'y anti-CD172a a partir del cual se observé que el receptor de interés se
expresa principalmente en células cuyo fenotipo no pertenece a APCs
(Clec12A®, MHC II" CD172A"). Por ello se concluye que Clec12A se expresa en

piel de cerdo, sin embargo no tiene una expresion diferencial en APCs.

Palabras clave: Células presentadoras de antigeno, tejidos, cerdo, lectina tipo
C, Clecl2A.
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ABSTRACT

Antigen presenting cells (APCs) are a key immune cell group characterized by
its ability to capture antigens, which are processed and then presented by the
major histocompatibility complex to lymphocytes. Their role as “guardians” of the
Immune system makes its presence in every organ and tissue is essential to
carry out the innate and adaptive immunity. These cells express surface
receptors which confer various biological functions, including the family of C-
type lectin receptors. The Clecl2A receptor is part of this family and is
differentially expressed in CD8" dendritic cells from mouse spleen. This allowed
employ the technique of targeting antigens to Clecl2a, which resulted in
improved humoral response. It has also been shown that Clec12A expression in
human blood is restricted to myeloid cells. Current studies in this receptor have
been made in mouse and human, however, the Clec12A sequence is available
for other species such as for pig. In preliminary studies was found that there are
Clecl12A transcripts in various tissues of pig, but the expression of this receptor
has not been evaluated at the protein level in this specie. The objective of this
study was to characterize the Clec12A expression in different pig tissues. 8
healthy pigs were sacrificed according to NOM-033-Z00-1995 to obtain tissues.
The cell release from skin and lymph nodes was achieved by enzymatic
digestion and maceration. In the case of blood were taken only mononuclear
cells obtained by density gradient. Cells from various tissues were stained with
primary antibody anti-Clec12A for later analysis by flow cytometry. The results of
simple staining in different tissues revealed that the blood mononuclear cells
and the lymph are negative (Clec12A’), while skin cells are positive (Clec12A"),
whereby a triple staining with the anti-MHC 1l and anti-CD172a antibodies was
performed from which It found that the receptor of interest is expressed mainly in
cells which does not belong to APCs phenotype (Clec12A*, MHC II" CD172A).

Therefore it is con-
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cluded that Clecl2a is expressed in skin, however it is not differentially
expressed in APCs.

Key words: antigen presenting cells, tissues, pig, C-type lectin, Clec12A.
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l. INTRODUCCION

Las células presentadoras de antigeno (APCs) son células del sistema
inmunitario que tienen la habilidad de captar, procesar y presentar antigenos
presentes en el organismo hospedero. Juegan un papel fundamental tanto en la
respuesta inmune innata como en la adaptativa. Las APCs expresan en su
superficie diferentes clases de receptores, de entre los cuales se destacan los
receptores tipo Toll y los receptores Lectina Tipo C (CLRs) (Pasare y
Medhzitov, 2004; Cambi y Figdor, 2003).

Los CLRs tienen importantes funciones, como la regulacion de la activacion e
inhibicion celular, de tal manera que pueden regular la produccion de citocinas y
controlar la citotoxicidad (Marshall et al., 2006). Ademas reconocen e
internalizan antigenos, lo cual le permite a la célula procesarlos y convertirlos a
péptidos que posteriormente seran presentados mediante el complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) (Cambi y Figdor, 2003). Por lo tanto tienen un papel
importante en el control de la homeostasis y la inmunidad (Pyz et al., 2008). Por
ello la caracterizacion de la conformacion de los receptores y el nivel de
expresion que estos tienen en células presentadoras provenientes de diversos
tejidos tiene un papel fundamental en el desarrollo de nuevas tecnologias que

mejoren el sistema inmune.

Particularmente Clec12A es un receptor Lectina tipo C de aproximadamente
45 kDa que ha sido previamente caracterizado en raton y humano, conservando
entre ambas especies un 65% de similitud en la secuencia de aminoacidos (Pyz
et al.,, 2008). Se ha demostrado que dicho receptor tiene diversas funciones,

una



de ellas esté relacionada con el control de las respuestas inflamatorias, ademas
se considera un buen marcador para la deteccion de leucemia mieloide (Larsen,
et al., 2012; Neumann et al., 2014). Asimismo se ha demostrado que Clec12A
tiene una alta expresion en células dendriticas (DC) CD8" de bazo de ratén y en
DC plasmocitoides. Debido a que el receptor se expresa principalmente en DC
se utiliz6 para la técnica de direccionamiento de antigenos, con lo cual se
observdé que hay una mayor activacion de la inmunidad humoral del ratén
(Larsen, et al., 2012; Lahoud et al., 2014).

La técnica del direccionamiento de antigenos ha demostrado tener un uso
potencial en el mejoramiento de las vacunas convencionales ya que el antigeno
llega directamente a receptores presentes casi exclusivamente en las APCs de
interés (Shortman et al, 2009). Por ello se considera interesante caracterizar la
expresion de Clecl2a en tejidos que son la principal via de entrada de
antigenos o bien en aquellos donde se da la presentacion de antigeno en
especies consideradas de importancia por su valor comercial 0 por su uso como
modelo de estudio como lo es el cerdo. Por lo que en este trabajo se busco
caracterizar la expresion del receptor Clec12A en APCs de diferentes tejidos de

cerdo.






IILANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

2.1 Generalidades del Sistema Inmune

El sistema inmune es un conjunto de células, moléculas y procesos biol6gicos
cuya principal tarea es la defensa del organismo hospedero frente a cualquier
agente infeccioso o extrafio. Este se compone de la inmunidad innata y la
adquirida. La inmunidad innata es inespecifica, sin embargo le proporciona al
hospedero la defensa temprana contra virus, hongos y bacterias mediante el
reconocimiento de patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs). Una
vez llevado a cabo el reconocimiento de PAMPs se promueve la fagocitosis y la
destruccion de los microbios, asi como también la inflamacion, que permite el
reclutamiento de mas células fagociticas y la reparacion de los tejidos dafiados.
Por otra parte la inmunidad adaptativa o adquirida, la cual se considera tardia,
implica un reconocimiento especifico del antigeno. La participacién de células
capaces de presentar antigenos da lugar a la activacién de la inmunidad celular
llevada a cabo por los linfocitos T y/o la inmunidad humoral a cargo de los
linfocitos B, lo cual permite la proliferacion de los linfocitos y la produccion de
células efectoras y de memoria (Fainmboim L. y Geffner J., 2014; Abbas et al,
2004).



2.2 Caracteristicas de las Células Presentadoras de Antigeno

Las células presentadoras de antigeno representan un conjunto celular del
sistema inmune compuesto por macréfagos, linfocitos B y células dendriticas,
que tienen en comun la expresion del complejo mayor de histocompatiblidad
(MHC) mediante el cual presentan el péptido antigénico a los linfocitos T. En
términos generales las APCs tienen la capacidad de capturar, procesar y
presentar antigenos de diferente naturaleza (Sanz et al., 2013). Aunado a esto
proveen moléculas coestimuladoras que son esenciales para la activacion y

proliferacion de linfocitos T (Sprent, 1995).

2.2.1 Células Dendriticas

Las células dendriticas (DC) son una poblacion heterogénea de origen
hematopoyético. Se les conoce como centinelas ya que se encuentran por todo
el organismo y se distinguen por ser las células presentadoras de antigeno mas
potentes, que dan lugar al inicio de las respuestas inmunes (Segura y
Amigorena, 2014). Las DC pueden ser identificadas por su morfologia tipica que
consiste en largas, proyecciones citoplasmicas llamadas dendritas. Las DC
pueden encontrarse en organos linfoides y no linfoides y también circulantes en
linfa aferente y sangre periférica, con diferentes hombres segun su ubicacion,
pero manteniendo caracteristicas y funciones similares entre si (Coronato et al.,
1998).

El fenotipo de las DC varia debido a la expresion de receptores de membrana,
asi como de moléculas asociadas al reconocimiento de estructuras patdégenas y

receptores especificos como los tipo Toll, lectinas, receptores



intracelulares, receptores scavengers, entre otros (lwasaki y Medzhitov,
2004). Esta diversidad de subpoblaciones de DC es la clave para obtener la

respuesta inmunologica apropiada a los diferentes antigenos.

Las DC se encuentran en su estado inmaduro cuando no hay un proceso
inflamatorio (Banchereau et al., 2000), en cuyo caso su funcion principal es la
captura de antigenos. Posterior al reconocimiento de una sefial de peligro
exdgena o enddgena, las DC inmaduras dejan de sensar el microambiente y
comienzan el proceso de diferenciacion denominado “maduracion” (Skoberne et
al., 2004). Durante el proceso de maduracion liberan factores proinflamatorios
gue regulan la activacion y el reclutamiento de otras células inflamatorias dando
lugar a la inmunidad innata (Chen et al, 2006). Ademas pierden su capacidad
fagocitica y hay un aumento en la produccién de moléculas coestimuladoras
necesarias para la activacion de linfocitos T virgenes (Iruretagoyena et al.,
2005). A su vez, migran hacia los organos linfoides secundarios donde
presentaran los antigenos a los linfocitos T. Este proceso da inicio a la
respuesta inmune adaptativa antigeno-especifica mediada por linfocitos T
(Kalergis et al., 2004).

2.2.2 Macroéfagos

Los macrofagos son células con la capacidad de ingerir y destruir antigenos,
ademas tienen un papel importante en la presentaciéon de antigenos para la
activacion de linfocitos T. La activacion de los macréfagos es necesaria para
gue desempefiien cada una de las funciones en las que participan (Matarese y
Gotschlich, 2004). Al ser estimulados secretan citocinas que promueven la
respuesta innata y adquirida, contribuyen a la reparacion de los tejidos dafiados
debido a su gran capacidad fagocitica y controlan la inflamacién. En su estado

inmaduro circulan por la sangre y se denominan monocitos. Cuando hay una
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sefal de dafio los monocitos migran a los tejidos y se diferencian a macrofagos
(Tizard, 2009).
2.2.3 Linfocitos B

Son células del sistema inmune adaptativo responsables de la respuesta
humoral. Su funcién principal es secretar anticuerpos que reconocen moléculas
antigénicas esto permite defender al hospedero contra los gérmenes. La unién
del antigeno a la inmunoglobulina de membrana causa la activacion celular que
lleva a la proliferacion celular y a la diferenciacion hacia linfocitos B de memoria
o células plasmaticas (Micheli, 2002). También tienen otras funciones como la
presentacion de antigenos a los linfocitos T, la regulacion de las respuestas
frente a autoantigenos y asimismo la regulacion negativa de las respuestas
inflamatorias (Prieto et al., 2013).

2.3 Receptores de Superficie de las Células Presentadoras de Antigenos

Las APC utilizan diferentes receptores expresados en su superficie para llevar a
cabo la endocitosis, mecanismo que les permite capturar antigenos. Los
linfocitos B utilizan el receptor Ig, mientras que macréfagos y DC cuentan con
una mayor variedad de receptores. Los receptores de mayor importancia para
los macréfagos son los Scavenger, que ademas de favorecer la captura de
antigenos también realizan el transporte de lipidos, los receptores de manosa,
que pertenecen a la familia de las lectinas, los receptores Fc que reconocen a
aguellos anticuerpos que se han unido a células infectadas o microorganismos
patdgenos y receptores tipo Toll (TLRS), los cuales inducen la produccién de

citosinas inflamatorias (Mora y Rosales, 2009; Canton et al, 2013). En las DC al



igual que en los macréfagos destaca la expresion heterogénea de receptores
tipo lectina, TLRs y Fc (Gutiérrez, 2010).

2.4 Estructura y Funcion de los Receptores Lectina Tipo C

Los receptores lectina tipo C (CLR) representan una gran familia de receptores
entre los cuales se encuentran selectinas, colectinas, proteoglicanos y lectinas
de linfocitos. Se expresan principalmente en macrofagos y células dendriticas y
se caracterizan por la presencia de uno o mas dominios lectina tipo C conocidos
también como CTLD por sus siglas en inglés (Lepenies et al., 2013). La
estructura de este dominio consiste en dos bucles que son estabilizados por
puentes de hidrogeno que provienen de residuos de cisteina altamente
conservados y se encuentran en las bases de los bucles (Zelensky y Gready,
2005) (Figura 1). El CTLD tiene la habilidad de reconocer una gran diversidad
de ligandos asociados a patdégenos bacterianos, virales, de parasitos y hongos;
asi como antigenos propios derivados de tejidos dafiados y células muertas
(Sancho y Reis, 2013). Ademas, utiliza mecanismos alternativos para el
reconocimiento de carbohidratos y proteinas (Redelinghuys y Brown, 2012).
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Figura 1. Estructura del dominio lectina tipo C. a y  forman los bucles y las C representan las
cisteinas que dan lugar a los puentes disulfuro (Lepenies et al, 2013).



La capacidad de este dominio para unirse a estructuras de carbohidratos
depende del Ca?*. Las interacciones entre lectinas y carbohidratos son débiles
por lo que se esta trabajando en el disefio de estrategias en las que ligandos
multivalentes sean dirigidos a esta clase de receptores para aumentar la

afinidad de la union (Lepenies et al, 2013).

Los CLR estan clasificados en dos grupos: Los CLR tipo | y CLR tipo Il. Los
CLR tipo | son de la familia de receptores de manosa y cuentan con multiples
CTLDs que facilitan la unién e internalizacion de antigenos glicosilados
(Redelinghuys y Brown, 2012). En este grupo se encuentran los receptores de
manosa a los cuales actualmente se esta tratando de dirigir compuestos de
interés. También se encuentra dentro de este grupo el receptor DEC205 que es
expresado por células dendriticas y facilita la presentacion de antigenos (Ring
S., etal 2013).

El segundo grupo denominado CLR tipo Il pertenece a la familia de receptores
de asialoglicoproteinas (ASGPR) que comprende el grupo de proteinas
transmembranales con un solo dominio de reconocimiento de carbohidratos
(CDR). Este grupo de lectinas cuenta con caracteristicas especiales que lo hace
atractivo para ser utilizado en inmunoterapia o como vehiculo para el
direccionamiento de antigenos, herramienta que es utilizada para el desarrollo
de vacunas. Esto se debe a que se expresan principalmente en APCs, ademas
pueden funcionar como receptores endociticos y modulan la respuesta inmune

cuando se utilizan conjuntamente con otros estimulos (Chen et al, 2006).

Los receptores que forman parte de este grupo son los macrofagos tipo
galactosa lectina (MGL) los cuales se ha reportado que reconocen gangliosidos
propios y helmintos paréasitos (Van Vliet et al., 2005). También comprende a los
receptores langerina, DC-SIGN y a los miembros de la familia de lectinas DCIR
que incluye a los receptores DCIR (Clec4A), DCAR (Clec4B), dectin-2 (Clec6A),
Mincle (Clec4E), MCL (Clec4dD) BDCA-2 (Clec4C). Finalmente también se



encuentran dentro de los CLR tipo 2 la familia dectin-1 conformada por dectin-1
(CLEC7A), CLEC-1 (CleclA), CLEC-2 (CleciB), LOX-1(Clec8A), MICL
(Clec12A), UNQ5782 (Clec12B) y UNQ9341 (Clec9A) (Kanazawa, 2007).

Actualmente dirigir antigenos y farmacos a receptores especificos es un nuevo
enfoque para la creacion de vacunas. Esto requiere de un profundo
conocimiento de todas las partes que conforman al receptor, su expresion en
los diferentes tejidos y sus interacciones con los epitopes. En la medida en que
se tenga mas conocimiento sera mas facil manipularlas con la finalidad de
regular las funciones celulares, ya que a través de sus receptores llevan a cabo

la endocitosis, tienen influencia en las rutas de sefalizacion intracelular y en la

W

| |

activacion celular.

Figura 2. Esquema correspondiente a la familia de las lectinas.
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2.5 Imnunoreceptor Lectina Tipo C Clec12A (MICL)

El inmunoreceptor lectina Tipo C Clec12A es una glicoproteina transmembranal
que al ser parte de los CLR tipo Il cuenta con s6lo un CDR (Kanazawa, 2007).
Ha sido previamente caracterizado en raton y en humanos, en ambas especies
tiene un peso molecular de aproximadamente 45 kDa y genOmicamente se
ubica dentro del cluster Dectin-1 (Sobanov et al., 2001). Pyz y colaboradores
(2008) caracterizaron Clec12A en raton, el cual es expresado como un dimero
poco glicosilado. A diferencia del raton en humanos se encuentra altamente
glicosilado y presenta variantes generadas por splicing (Marshall et al., 2004).
Sin embargo existe un 65% de similitud entre las secuencias de aminoacidos de
raton y humanos (Pyz et al., 2008) que constan de 267 y 265 aminoacidos
respectivamente (nUmeros de acceso en GenBank: NP_612210 y NP_808354).
A pesar de que solo se ha caracterizado en dos especies se cuenta con la
secuenciacion del gen Clecl2a de diversas especies, por ejemplo de cerdo,

perro, chimpancé, camello, entre otros.

Se ha descrito que Clecl2A posee un inmunoreceptor con motivo inhnibidor
basado en tirosina (ITIM) en su cola citoplasmica. La sefializacion de esta clase
de receptores generalmente suprime la activacién celular, sin embargo bajo
ciertas circunstancias pueden llegar a potenciar respuestas celulares. Tal es el
caso del receptor TLT1 que contiene dos ITIMs en su cola citoplasmica con los
cuales reclutan fosfatasas SHP-2 mejorando la sefializacién de calcio (Barrow
et al., 2004; Han et al., 2004; Redelinghuys y Brown, 2011).
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Con respecto a las caracteristicas funcionales del receptor se ha reportado que
Clec12A de ratén reconoce ligandos endbgenos, sin embargo no se ha
reportado su interaccion con ligandos microbianos (Pyz et al., 2008), lo cual
puede ser ocasionado por la falta de residuos conservados que se requieren
para el enlace con carbohidratos (Marshall et al., 2004).

Recientemente se demostré que Clec12A reconoce ligandos expuestos sobre
células muertas, por lo tanto tiene similitud con los receptores Clec9A y Mincle.
Tanto en ratdbn como en humanos Clec12A es capaz de reconocer cristales de
acido urico los cuales son sefiales de peligro generadas por células muertas. El
sistema inmune innato genera respuestas inflamatorias cuando se da el
reconocimiento de dichas sefiales, sin embargo en ensayos in vitro se ha visto
gue Clecl12A en contacto con los cristales puede inhibir este tipo de respuesta.
Asimismo se observé que ratones con deficiencias en este receptor presentaron
respuestas hiperinflamatorias al ser inyectados con células muertas de rifién o
al ser sometidos a radiacion para generar muerte celular. Hasta la fecha
basicamente es nulo el conocimiento que se tiene sobre la cascada de sefiales
que se generan cuando este receptor entra en contacto con los cristales
(Neumann et al., 2014).

Otros estudios publicados revelan que la expresién de Clec12A en humanos es
un marcador altamente confiable para el diagnéstico y seguimiento de la
leucemia mieloide aguda ya que el 92% de los pacientes que padecen esta
enfermedad resultaron positivos a la expresion del receptor. La expresion de
Clec12A de los pacientes se comparé con la de donadores sanos, resultando
ser significativamente mas alta (P=0.01) en pacientes. Ademas se mostré un
patron de expresion estable durante el curso de la enfermedad (Larsen, et al.,
2012). Posteriormente se demostro que Clecl2A y el marcador CD123 en
combinacion con CD45/CD37/CD117 es capaz de detectar un menor niamero

de células que permitan el diagndstico de la enfermedad (Rough et al., 2014).
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En un novedoso estudio se ha utilizado a Clec12A para dirigir antigenos a las
células dendriticas que expresan el receptor en su superficie esto aunado a
pequefias cantidades de lipopolisacarido (LPS) o CpG que en sinergia con el
anticuerpo produjeron una mayor activacion de la respuesta inmune humoral.
Estos resultados se atribuyen a que el receptor tiene una alta expresion en DC
plasmocitoides y en DC CD8" del bazo. Aungue cabe mencionar que una
proporcion de DCs CD8’, células B, monocitos y macrofagos expresan bajos
niveles de Clecl2A (Lahoud et al., 2014). Por otra parte en humanos también
se ha reportado la expresion de este receptor, en células como monocitos y DC
de la sangre, DC derivadas de monocitos y en lineas celulares de macréfagos
(Marshall et al., 2006).

Aungue los estudios de este receptor se han realizado principalmente en ratén y
humano, recientemente se ha buscado su caracterizaciébn en otras especies,
como el cerdo. Actualmente en el cerdo se cuenta con la secuencia del gen
Clecl2A que consta de 13873 pb (numero de acceso en GenBank:
NC _010447). Ademas se tienen estudios preliminares obtenidos en el
laboratorio de Inmunologia del Centro de Investigacion en Alimentacion vy
Desarrollo A. C. en los cuales se detectd la expresion de Clecl2a a nivel de
MRNA en diferentes tejidos linfoides, sin embargo no se conoce su expresion a

nivel de proteina.

Por los antecedentes previamente descritos se cree que si el receptor Clec12A
se expresa diferencialmente en APCs de los tejidos de cerdo, este receptor
pudiera ser empleado para dirigir hacia él antigenos acoplados a anticuerpos, lo
gue posteriormente conllevaria a mejorar la inmunidad de esta especie. Por lo
cual la caracterizacion de la expresion de dicho receptor es un paso clave para

lograr avances posteriores en sanidad porcina.
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. HIPOTESIS

El receptor Clecl12A se expresa diferencialmente en células presentadoras de

antigeno de diferentes tejidos de cerdo.
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IV. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la expresion de Clec12A en células presentadoras de antigeno de

piel, sangre periférica y ganglios linfaticos de cerdo.

4.1 Objetivos Especificos

1.-Caracterizar la expresion de Clec12A en células de piel, sangre periférica,
ganglio mediastinal, ganglio mesentérico, tonsila y bazo de cerdo, mediante

citometria de flujo.
2.-Determinar subpoblaciones de células presentadoras de antigeno que

expresan Clecl2A en piel, sangre periférica, ganglio mediastinal, ganglio

mesentérico, tonsila y bazo de cerdo, mediante citometria de flujo.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Animales

Para realizar los experimentos se utilizaron un total de 8 cerdos sanos de 4 a 8
semanas de edad. Los animales fueron mantenidos en las instalaciones del
Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A. C. con acceso a
alimento y agua, y se sacrificaron de acuerdo a lo establecido en la norma
NOM-033-Z00-1995 mediante insensibilizacién con electricidad seguido por

exsanguinacion.

5.2 Obtencién de Células de Piel

Las células de la piel se obtuvieron siguiendo el protocolo desarrollado por
Marquet y colaboradores (2011) con algunas modificaciones. Después del
sacrificio se lavo la espalda del cerdo con agua y jabdén, posteriormente se
rasurd y desinfectd con alcohol al 70% y yodo (Isodine, Boehringer Ingelheim).
Los cortes de piel se hicieron manualmente utilizando un sacabocados y bisturi.
Se obtuvieron biopsias de 8 mm de diametro y de 3 a 5 mm de grosor que
fueron colectadas en tubos que contenian 10 mL de buffer de fosfato salinos
(PBS)
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(Gibco Laboratories, USA) frio suplementado con 100 IU de gentamicina (Gibco
Laboratories, USA) para su transporte a un ambiente estéril.

Las biopsias se lavaron dos veces con PBS estéril y se cultivaron durante un
periodo de 12 a 16 horas en placas Petri. Cada placa contenia 30 biopsias y 15
mL de medio X-VIVO (Lonza, USA) suplementado con 3 mg/mL de dispasa
(Gibco, USA), 1 mg/mL de colagenasa tipo 1 (Worthington Biochemical Corp,
USA), 100 pg de desoxirribonucleasa | (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA),
ademas de antibioticos (Img/mL de penicilina, 1mg/mL de anfotericina y
1mg/mL de gentamicina). Las muestras se incubaron a 37 °C en una camara
con 5% de CO,. Una vez cumplido el tiempo de incubacion se filtré el medio con
una malla de nylon con tamafio de poro de 100um (Thermo Fisher Scientific,
USA) para colectar las células, y se lavo cada placa utilizando 15 mL de medio
DMEM por placa. Por dltimo se centrifugdé la muestra a 1200 rpm a 25 °C
durante 10 minutos y se resuspendié en PBS con suero fetal bovino (SFB) al
0.01% hasta llegar a un volumen de 5 mL. La viabilidad de las células fue
evaluada mediante por tincion con azul de tripan (Sigma-Aldridch, USA) en la
camara de Neubauer. Se contabilizé el numero de células vivas y el total de

células para calcular el porcentaje de células viables.

5.3 Obtencion de Células de Ganglios Linfaticos

Para el procesamiento de los ganglios se siguié un protocolo previamente
reportado (Flores-Mendoza et al, 2012) al cual se le hicieron pequefas
modificaciones. Después del sacrificio se colectaron los diferentes ganglios
(mesentérico, mediastinal, tonsila y bazo el cual también es considerado como
ganglio) en tubos por separado que contenian 5 mL de PBS con 25 ug/mL de
desoxirribonucleasa | (Sigma-Aldrich, USA) para transportarlos a un ambiente
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estéril. Se tomd otro tubo Falcon de 50 mL al que se le agregé 1 mL de PBS
con 25 pg/mL de desoxirribonucleasa | y se le colocé una malla de nylon con
tamafo de poro de 100um (Becton-Dickinson, USA) en la parte superior, ahi se
deposito el ganglio para ser macerado con el émbolo de una jeringa. Se agregé
la misma solucién hasta alcanzar un volumen de 5 mL para finalmente evaluar

la viabilidad.

5.4 Obtencion de Células Mononucleares de Sangre Periférica

Se colectd sangre en un tubo con EDTA (Becton-Dickinson, USA). Las células
mononucleares (CMN) fueron separadas por gradiente de densidad utilizando
Ficoll-Hypaque (GE Healthcare Life Sciences) densidad 1,0773 siguiendo las
instrucciones del fabricante con pequefias modificaciones. La muestra se
sometié a centrifugacién durante 30 minutos a 4°C y 1600 rpm. Se utiliz6 una
pipeta Pasteur para colectarlas en un tubo Falcon de 15 mL. Inmediatamente se
afor6 a 10 mL con PBS para centrifugar la muestra a 1200 rpm a 25°C durante
10 minutos. Se decantd el sobrenadante y después de resuspender el botén
celular se le agregaron 5 mL de NH4CI a las células y se incubaron durante 5
minutos a temperatura ambiente, esto para eliminar la mayor cantidad de
eritrocitos. Posteriormente se dio un lavado afororando a 10 mL con PBS y
centrifugando a 1200 rpm a 25°C durante 10 minutos. La muestra se
resuspendiéo en PBS con albumina al 0.01% hasta llegar a un volumen de 10

mL y se evaluo la viabilidad.
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5.5 Anticuerpos y Citometria de Flujo

Para el marcaje se utilizaron 1x10° células por tubo. Se realiz6 un bloqueo
agregando 200 pL de PBS con 10% de suero de cerdo inactivado.
Posteriormente se hizo un lavado con PBS y el marcaje celular, para lo cual se
utilizé el anticuerpo anti-Clecl2a (clona: 1C4H9) el cual fue previamente
producido en nuestro laboratorio y para el marcaje triple en piel se utilizaron los
anticuerpos anti-MHC Il conjugado con PE 1:100 (clona: H42A, VMRD, Inc.) y
anti-CD172a 1:100 (clona: 74-22-12, VMRD, Inc.). Las células fueron incubadas
con los anticuerpos a temperatura ambiente por 15 minutos y se lavaron dos
veces afiadiendo 2 mL de PBS con 0.01% de SFB a 1200 rpm y 25 °C durante
10 minutos. Para finalizar se llevd a cabo una segunda incubacion con los
anticuerpos secundarios de isotipo especifico FITC conjugated goat anti-mouse
IgG2a 1:200 (VMRD, Inc.) y Alexa Fluor 647 conjugated goat anti-mouse 1gG2b
1:200 (VMRD, Inc.) y dos lavados con las mismas condiciones anteriores. La
lectura de las muestras se realiz6 en el citbmetro de flujo BD FACSCanto Il y

los datos se analizaron en el FACSDiva software (BD/Pharmingen, USA).
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VI. RESULTADOS

Los resultados fueron analizados en base a los perfiles de deteccién de
dispersion frontal (FSC) y lateral (SSC). Primero se descartaron los detritos,
clasificados asi en base a su tamafio. Posteriormente se eliminaron los
dobletes, que consisten en dos células unidas las cuales son leidas en el
citbmetro como una sola célula, llegando a generar falsos positivos (Fig. 3). Las
células seleccionadas fueron evaluadas en base a la expresion de Clecl2a en
marcajes sencillos, esto se hizo en las células provenientes de los diversos
tejidos. Los controles negativos utilizados consistieron en células con el
anticuerpo secundario, esto Ultimo para confirmar que no hay pegado
inespecifico. Como controles positivos fueron utilizadas células tefiidas con el
marcador MHC Il en el caso de ganglios y piel (Figs. 5 y 6). Para las células
obtenidas de la sangre el andlisis tuvo algunas variaciones, puesto que se
selecciond directamente la poblacién de interés y se utiliz6 como control

positivo el marcador CD4 (Figs.4y 7).
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Figura 3. Seleccion de la poblacion de interés en ganglios y piel. Procedimiento utilizado en
ganglios y piel para llevar a cabo el andlisis. (A) Eliminacion de detritos (B) Eliminacion de dobletes
(C) Poblacién en base a SSC y FSC.
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Figura 4. Seleccion de la regién de andlisis en CMN. La poblacién de CMN de interés fue
seleccionada en base a su FSC y SSC.

A partir del andlisis se observé que el porcentaje de células positivas a Clec12A
es similar al que aparece en el control negativo, que consiste en células
marcadas solamente con el anticuerpo secundario, por ello se considera que es
pegado inespecifico y por ende puede decirse que el receptor Clec12A no se
expresa en ganglio mesentérico, ganglio mediastinal, tonsila, bazo y CMN de
cerdo (Figs. 5,6y 7).
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Figura 5. Expresion de Clec12A en ganglio mediastinal, ganglio mesentérico, bazo y tonsila
de cerdo. Resultados obtenidos mediante citometria utilizando (A) células marcadas con
anticuerpo secundario (FITC) como control negativo, (B) el marcador Clec12A y (C) MHC Il como
control positivo, cada uno de ellos fue evaluado contra la complejidad. Cada grafica es
representativa de tres experimentos independientes de ganglio mediastinal (n=3), ganglio
mesentérico (n=3), tonsila (n=3), bazo (n=3).
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Figura 6. Expresion de Clec12A en piel de cerdo. Resultados obtenidos mediante citometria
utilizando (A) células marcadas con anticuerpo secundario (FITC) como control negativo, (B) el
marcador Clec12A y (C) MHC Il como control positivo, cada uno de ellos fue evaluado contra la
complejidad. Cada gréfica es representativa de al menos tres experimentos independientes de piel
(n=3).
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Figura 7. Expresion de Clec12A en CMN de cerdo. Resultados obtenidos mediante citometria
utilizando (A) células marcadas con anticuerpo secundario (FITC) como control negativo, (B) el
marcador Clec12A y (C) CD4 como control positivo, cada uno de ellos fue evaluado contra la
complejidad. Cada gréfica es representativa de tres experimentos independientes de CMN (n=3).

Las células obtenidas de piel fueron las Unicas que resultaron positivas a
Clec12A, es por eso que solo en ese tejido se realizaron marcajes triples para la
identificacion de APCs. Se utilizaron los marcadores MHC Il y CD172a, los
cuales han sido previamente utilizados para la fenotipificacion de APCs (Lopez

et al., 2015), ademéas del marcador de interés Clecl2A. El andlisis de la
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expresion de MHC Il y CD172a se hizo a partir de las células Clec12A" y
Clec12A  (Fig. 8).
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Figura 8. Expresion de Clec12A en poblaciones de APCs en piel. Las gréaficas representan un
experimento independiente de un total de tres experimentos con resultados similares (n=3). (A)
Eliminacién de dobletes, (B) determinacion de células Clec12A” y Clec12A’, (C) Expresion de
MHC-Il y CD172a a partir de las células Clec12A" y (D) Expresion de MHC-Il y CD172a a partir de
las células Clec12A'.
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CONTROL CONTROL
Tabla 1. ExpiediB®de Clec12ANfzCanidISs en los HifeFehteOrejidos CLEC12A

PIEL 0.030.05 3.56+0.55 2.430.4

G. MEDIASTINAL 0.030.05 10.16+2.85 0.06+0.05
G. MESENTERICO 0+0 19.5+11.03 0.10

TONSILA 0.10.1 23.56+0.11 0.16+0.11

BAZO 0.06+0.05 14.76+12.61 0.06+0.05

CMN 0.13+.05 28.13+9.0 0.13+0.05

*Cada resultado representa la media + desviacibn estdndar de 3 experimentos
independientes. Los datos fueron analizados en el paquete estadistico NCSS versién 2007.
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Figura 9. Comparacion de medias de la expresion de Clec12A en los diferentes tejidos. Se
realiz6 un ANOVA de una via, en el cual se determind que la expresion de Clec12A en las
células de la piel es estadisticamente diferente (P<0.05) a la de ganglios y CMN.
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Figura 10. Subpoblaciones Clec12A" y Clec12A de piel. La gréafica representa las medias
obtenidas a partir de 3 repeticiones (n=3) y sus respectivas desviaciones estandar.
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VII. DISCUSION

La expresién de Clecl2A se ha descrito previamente en sangre periférica de
humanos y se ha demostrado que se restringe a células mieloides como
granulocitos, monocitos, macrofagos y células dendriticas (Marshall et al, 2004;
Chen et al, 2006; Pyz et al, 2008; Lahoud et al, 2014). Por otra parte un estudio
realizado en ratbn se observaron altos niveles de Clecl12A en células
dendriticas CD8+ y células dendriticas plasmocitoides de bazo de ratdn.
Asimismo este receptor tiene bajos niveles de expresion en monocitos,
macrofagos y células B de bazo de ratén (Lahoud et al, 2014). Los resultados
obtenidos en el cerdo difieren a lo reportado en las especies anteriormente
mencionadas, ya que tanto en CMN como en bazo de cerdo la expresion de
Clecl12A es negativa. Por otra parte en el resto de los ganglios la expresion de
Clec12A también fue negativa, sin embargo no existen reportes previos en los

que se haya caracterizado la expresion del receptor en ganglios.

En lo que respecta a la piel, tampoco se ha caracterizado la expresion de este
receptor, pero cabe sefialar que este es el Unico tejido en el cual se obtuvo un
2.4+0.4% de células positivas a Clec12A. La expresion de Clec12A se evalud
con un marcaje sencillo y también triple utilizando los marcadores MHC-Il y
CD172a. El andlisis se realiz6 partiendo de las células Clec12A" y Clec12A’, y
posteriormente a partir de cada grupo se evalu6 la expresion de MHC-II y
CD172a para la identificacion de APCs. En las células Clec12A" se observaron

4 subpoblaciones diferentes (Figura 8).

A partir de las células Clec12A" se definié una subpoblacion CD172a” MHC II" la
cual estad constituida por una mayor cantidad de células (91.46+2.6%). Se
asume que esta subpoblacion esta integrada principalmente por

gueratinocitos ya que son células muy abundantes en la piel y representan en

29



ella la primera linea de defensa frente a lesiones e infecciones. Dichas células
pueden expresar en su superficie receptores tipo toll y lectinas tipo C como lo
es Clec12A (Di Meglio et al., 2011; Szolnoky et al., 2001).

Los queratinocitos ademas de expresar una amplia gama de TLR, son capaces
de secretar enzimas proinflamatorias y péptidos antimicrobianos como las
catelidicinas, las cuales juegan un papel muy importante en la proteccion contra
infecciones bacterianas en la piel (Summerfield et al, 2014). A pesar de que las
funciones esenciales de los queratinocitos se centran en el desarrollo de la
respuesta inmune innata, bajo ciertas condiciones estos pueden llevar a cabo la
presentacion de antigeno, en ambos casos Clec12A podria tener alguna funcién
biolégica importante (Bal et al., 1990). O bien también podria tratarse de
linfocitos los cuales no expresan CD172a debido a su origen linfoide y a que no
tienen una expresion constitutiva de MHC 1.

Por otra parte se observd una expresion baja de Clecl2A en las tres
subpoblaciones restantes. Una de ellas es la subpoblacion CD172a” MHC II
(0.96+0.11%), también se identificaron las subpoblaciones CD172a” MHC II*
(5.46+2.31%) y CD172a" MHC II" (2.16+0.55%) que de acuerdo a Summerfield
y colaboradores (2015) podria tratarse de células dendriticas mieloides cDC2 y
cDC1 respectivamente. Para confirmar lo anterior se requiere un marcaje mas
complejo que incluya marcadores como CDla y CADM1 que permita distinguir
de manera especifica estas subpoblaciones. Sin embargo, es notable que
Clec12A no se expresa primordialmente en APCs por lo tanto en cerdo no seria
considerado un receptor candidato para la técnica del direccionamiento de

antigenos.

El hecho de que Clecl2A solo se exprese en piel y no esté presente en los
ganglios analizados puede deberse a que en su mayoria se expresa en
queratinocitos, células residentes de la piel. Aunado a esto, en el caso de las

APCs que expresan Clec12a, una vez que este receptor entra en contacto con
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su ligando, este se podria internalizar y a su vez regular positivamente la
expresion de CCR7 (receptor que favorece la migracién celular) tal como
sucede en las células Clec12A* de humanos (Chen et al., 2006). Es por eso
qgue una vez que las células llegan a los ganglios no es posible detectar la
expresion de Clecl12A. Esto podria confirmarse con estudios posteriores en los
que se haga una tincion intracelular de Clec12A. Por otra parte, de acuerdo a
los hallazgos realizados por Marshall y colaboradores (2006) Clec12A es un
receptor que se regula negativamente bajo condiciones inflamatorias y de
activacion celular, lo cual fue probado en modelos in vitro e in vivo. Esto sugiere
que la funcion de Clec12A en el cerdo puede estar relacionada con el control de

la activacion de células mieloides durante la inflamacion.

Existe la posibilidad de que el receptor se encuentre en CMN, bazo y ganglios
linfaticos de cerdo solo a nivel de mRNA, ya que en humanos se detectaron
transcritos de este receptor en diferentes tejidos como bazo, ganglios linfaticos,
higado fetal, corazén, colon, placenta y pulmén, también en sangre y médula
O0sea (Marshall et al.,2004). Ademas existen datos preliminares obtenidos
mediante RT-PCR en el laboratorio de Inmunologia del Centro de Investigacién
en alimentacién y Desarrollo, A.C. (CIAD) donde se observd que hay transcritos
de Clec12A en diferentes ganglios de cerdo (submaxilar, inguinal, tonsila, bazo,

mesentérico y retrofaringeo).

La expresion de Clec12A en CMN o en cualquier tejido a nivel de transcrito pero
no de proteinas, podria deberse a que el transcrito maduro de este receptor
tiene un tiempo de vida muy corto, por lo que en lugar de traducirse este tiende
a ser degradado. El tiempo de vida de aquellas proteinas que estan presentes
en concentraciones bajas o cuyos niveles deben cambiar en respuesta a
sefiales, normalmente son sintetizadas a partir de mRNA de vida media corta, lo
cual afecta directamente la cantidad de proteina producida ya que las

variaciones en la vida media de los distintos mMRNA es un mecanismo que
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ayuda a la célula a especificar el nivel de cada proteina que se sintetiza (Alberts
et al, 2006).
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VIIl. CONCLUSION

El receptor lectina tipo C Clecl2a se expresa Unicamente en piel de cerdo. Al
evaluar la expresiéon de Clecl2a se observo que se encuentra principalmente en
células con el fenotipo CD172a” MHC II', lo que sugiere que se encuentra
presente en queratinocitos, cuyas células son muy abundantes en dicho tejido,
asi como también existe la posibilidad de que se exprese en linfocitos, sin
embargo se requieren mas estudios que confirmen lo anterior. Clecl2a no se
expresa diferencialmente en células presentadoras de antigeno de ninguno de

los tejidos analizados en cerdo.
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