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Resumen

En la respuesta inflamatoria aguda localizada es indispensable el reclutamiento de
leucocitos circulantes hacia el sitio de lesion, lo cual requiere de la activacién del endotelio
a través del que migran los leucocitos en respuesta a agentes quimiotacticos; éstos pueden
ser moléculas secretadas después de la activacion de células del sistema inmunolégico y
no inmunoldgica, o bien componentes celulares que funcionan como alarminas o DAMPs.
Entre estas ultimas se encuentran los fMLP, parte de las proteinas mitocondriales, que
pueden ser reconocidos por receptores expresados en monocitos, linfocitos y neutrofilos.
Es indispensable que las células endoteliales estén activadas para permitir que los
leucocitos se frenen y migren a través de ellas. Se ha descrito que este contacto induce en
leucocitos humanos la expresién de moléculas de adhesion y MMPs indispensables para su
desplazamiento en el tejido; ademas, el contacto con células endoteliales aumenta la
resistencia a apoptosis de monocitos pro-inflamatorios. Algunos reportes recientes sugieren
gue la actividad inflamatoria se favorece con el contacto con células endoteliales, ya que
aumenta la produccion de quimiocinas; sin embargo no esta claro si otras respuestas, como
la secrecion de citocinas y fagocitosis, que también forman parte de la respuesta
inflamatoria, se modifican después del contacto con células endoteliales. Nuestro objetivo
fue analizar el efecto de las células endoteliales sobre el fenotipo inflamatorio de CMSP en
presencia de fMLP como agente quimioatrayente, utilizando un modelo de migracion in

vitro.

Observamos que son los monocitos clasicos (CD14°CD16) los que preferentemente
migran en nuestro modelo a las 4 horas en presencia de fMLP (0.457 nM). La cantidad de
citocinas y quimiocinas en sobrenadante es menor en las CMSP migrantes respecto a
aquellas que no tuvieron contacto con células endoteliales. Esta disminucion en la
secrecion de citocinas no depende de la dosis de LPS utilizada y no es debida a cambios
(disminucién o aumento) en la expresion de TLR-4 en la superficie de los monocitos. La
capacidad de fagocitosis de bacterias E. coli opsonizadas tiende a aumentar en células
migrantes respecto a las no migrantes, pero sin alcanzar diferencias significativas.
Concluimos que el contacto con células endoteliales, y en presencia de un gradiente
guimiotactico, disminuye el fenotipo inflamatorio en monocitos, lo cual in vivo podria estar
relacionado con respuestas de contencién y/o resolucion de la inflamacion y a favor de la

reconstitucion del tejido.



Marco Tedrico

La inflamacion es una respuesta de tejidos vascularizados ante el dafio producido por
un agente de naturaleza microbioldgica, quimica o fisica. Es un proceso de vital
importancia, ya que, después de las barreras fisicas, es la primera linea de defensa del
organismo. De su adecuado desarrollo depende la eliminacién de agentes infecciosos o

detritus celulares y la restitucion del tejido™.

El proceso de inflamacion local requiere de la activaciéon de células residentes del tejido
(ej. células epiteliales y macrofagos residentes), de células endoteliales y de leucocitos
circulantes que migraran hacia el tejido, atraidos por gradientes de quimiocinas y
citocinas. La activacion endotelial, indispensable para favorecer que los leucocitos
circulantes se frenen y atraviesen las paredes vasculares hacia el tejido, también
depende de estos mediadores solubles. Una vez en el tejido, neutrofilos y monocitos
comienzan los procesos de fagocitosis y estallido respiratorio, lo que ayuda a controlar
la infeccidn por microorganismos y/o depurar detritus celulares. Fisiolégicamente, se
requiere que se redireccione el proceso inflamatorio a fin de favorecer los mecanismos
de reconstruccion del tejido. En esta ultima fase predomina la presencia de citocinas

anti-inflamatorias y la actividad de células reguladoras™ 2.

En caso de que el dafio y los mediadores inflamatorios no puedan ser contenidos, el
proceso inflamatorio se puede extender, tanto en tiempo como espacio, dando asi lugar
a inflamacion crénica, granulomatosa o procesos de inflamacién sistémica®. En estos
estados patologicos donde fallan los mecanismos de contencion de la inflamacion, los
monocitos activados participan en el desarrollo de aterosclerosis®, hipertension arterial*

y sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS)>.



Proceso inflamatorio

La respuesta inflamatoria tipica consiste de cuatro componentes: inductores
inflamatorios, receptores que los detectan, mediadores inflamatorios inducidos por
estos Ultimos, y los tejidos que son blanco de estos mediadores?.

En condiciones basales, las células del endotelio vascular mantienen y regulan el flujo
sanguineo, controlan la permeabilidad de las paredes de los vasos sanguineos y
pueden interaccionar por tiempos cortos con algunos leucocitos®. Durante el proceso
inflamatorio, el endotelio vascular establece interacciones directas con los leucocitos
circulantes mediante integrinas y selectinas (por ejemplo, P-selectina, E-selectina,
VCAM-1 e ICAM-1), contacto indispensable para la migracién hacia los tejidos”
adicionalmente, el endotelio puede también liberar factores de crecimiento y

mediadores inflamatorios hacia el sitio de inflamacion” .

Para la migracion transendotelial, en la region venular postcapilar de los vasos
sanguineos, se promueve el rapido reclutamiento de leucocitos por un proceso
denominado “activacién de células endoteliales”, definido como la adquisicion de
nuevas capacidades funcionales diferentes a las del resto de las células de éste tejido.
Este proceso es inducido por mediadores inflamatorios que pueden ser primarios o
secundarios. Los mediadores primarios son moléculas enddégenas como las alarminas,
también conocidas como patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs) (por
ejemplo, proteinas de choque térmico y DNA), o moléculas exdgenas como los
patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPSs), entre los que se encuentran el
lipopolisacarido (LPS) y la flagelina®. Por otro lado, entre los secundarios se encuentran
citocinas inflamatorias (TNFa, IL1p e IL-6, etc.), quimiocinas (MCP-1 e IL-8, entre otras),
aminas vasoactivas (histamina) y eicosaniodes (prostaglandina E, (PGE,) y leucotrieno
Bs (LTB,)), todos los cuales se liberan ante diferentes inductores involucrados de la
respuesta inflamatoria. Estos mediadores secundarios puede ser liberados por células
residentes de los tejidos (como células epiteliales, macrofagos y células dendriticas) al
ser reconocidos los inductores primarios por los receptores de reconocimiento de patrén
(PRRs), entre los que se encuentran los receptores tipo Toll (TLRS), receptores tipo
NOD (NLRs) o receptores tipo RIG (RLRs) *°.



Reclutamiento, migracion y participacion de leucocitos en el proceso inflamatorio

La atraccion de los leucocitos hacia el tejido dafiado es un paso esencial en el proceso
inflamatorio y la respuesta natural del huésped ante una infeccion u otro tipo de insulto.
Las células migrantes en un tejido se encuentran con multiples sefales
quimioatrayentes capaces de guiar su camino®. Entre los agentes quimioatrayentes mas
importantes y mejor descritos se encuentran las antes mencionadas quimiocinas®®, que
son citocinas liberadas por los leucocitos y células residentes de tejido, y que inducen la
quimiotaxis o movilizacién de leucocitos hacia la zona de dafio, siendo uno de sus

principales efectos la activacion dinamica de integrinas y otras moléculas de adhesion'"
14

Existen agentes quimiotacticos cuya liberacion, a diferencia de las quimiocinas, es
independiente de la activacion de las vias de sefalizacion de los PRRs, ya que estos
otros quimioatrayentes se encuentran preformados en la célula e incluso pueden ser
parte integral de estructuras subcelulares, como es el caso de los N-formil péptidos
(fMLP) que se encuentran en productos proteicos provenientes de mitocondrias, y que

se pueden liberar al morir las células™.

En las células endoteliales, los agentes quimiotacticos incrementan la expresion de las
moléculas de adhesion y favorecen su movilizacion desde la superficie basal hacia la
apical, lo que promueve la interaccién de los leucocitos circulantes con las paredes
vasculares activadas'®. Esta comunicacion celular es capaz de modificar el fenotipo y
funcionalidad de los leucocitos, que estrechan su interaccidon con las células
endoteliales para disminuir su velocidad (rodamiento, rolling en inglés) y poder migrar a
los tejidos (diapédesis)'®. En esta fase tiene gran importancia la interaccion entre el
antigeno asociado a funcion de linfocito tipo | (LFA-1) y la molécula de adhesion
intercelular tipo |1 (ICAM-1) asi como la participacion de diferentes selectinas para la

estabilizacién del contacto y reduccién en la velocidad del rodamiento®” 2.

Las principales selectinas que median el anclaje de leucocitos en el proceso de
migracion son L-selectina (expresada en leucocitos), P-selectina y E-selectina (ambas
expresadas en el endotelio activado), que son glicoproteinas de tipo 1 que se unen a

hidrocarbonos fucosilados y sialilados en forma dependiente de calcio (Ca®")™. La



glicoproteina-1 ligando de la P-selectina (PSGL-1) es el ligando de mayor afinidad de
estas tres selectinas; la asociacion de PSGL-1 con L-selectina favorece la interaccion
leucocito-leucocito; asi los leucocitos adheridos al endotelio facilitan la captura de otros
leucocitos circulantes hacia el endotelio activado®. Asi mismo, PSGL-1 es capaz de
unirse a otras glicoproteinas, como CD44 y el ligando 1 de E-selectina (ESL-1)%.
PSGL-1 es la principal molécula implicada en el anclaje inicial de monocitos, mientras
gue ESL-1 es necesario para convertir el anclaje inicial, que es transitorio, en un lento y
mas estable rodamiento. Finalmente, CD44 controla la velocidad del rodamiento e
interviene en la polarizacion de PSGL-1 y L-selectina®.

Ademéas de las selectinas y sus ligandos, existen otras moléculas con un papel muy
importante en el anclaje de los monocitos al endotelio vascular, denominadas
integrinas. Por ejemplo, las integrinas a4f; (expresada en linfocitos) y asB; (expresada
en monocitos) interaccionan con la molécula de adhesion celular vascular (VCAM)-1 y
la molécula de adhesion celular adresina de mucosa (MAdCAM)-1 respectivamente,

mediando asi el proceso de anclaje®.

En el caso especifico de los monocitos, una vez que se anclan al endotelio y durante el
rodamiento, monitorizan el repertorio de moléculas quimioatrayentes y ligandos de las
integrinas presentes en el endotelio?®. Este mecanismo también es mediado por la
activacion de las integrinas en los monocitos (en su mayoria las integrinas B1 y B2), las
cuales son requeridas para la migracién hacia los tejidos?. En esta fase es que los
monocitos, al reconocer IL-8 o MCP-1, pasan por un proceso de detenimiento o

23,24

arresto® ?* en el que también intervienen ICAM-1 y VCAM-1%°.

Los elementos fisiolégicos que principalmente median la adhesion celular son las
integrinas, y lo hacen a través de dos procesos: a) el incremento de la afinidad y de la
avidez y b) el incremento de la valencia de las mismas. Estos procesos ocurren en
tiempos muy cortos que van desde milisegundos hasta minutos®®?%. Se sabe que,
ademas de la adhesion, las integrinas generan sefiales intracelulares que regulan la

motilidad, capacidad de proliferacién y apoptosis en los leucocitos .

Una vez frenados y adheridos al endotelio, los leucocitos atraviesan las paredes

vasculares, lo que incluye penetrar la monocapa endotelial y la membrana basal



subyacente®® *°.

Los extremos venosos de los vasos capilares, con espacios
intercelulares méas amplios que en el polo arterial, son los sitios donde primordialmente
ocurren esta migracion de leucocitos; aparentemente este proceso esta guiado por
neutrofilos y monocitos se “arrastran” (realizan crawling) por la pared del vaso

sanguineo, en un proceso que depende de MAC-1 e ICAM-13" 32,

La extravasacion de leucocitos a través del continuo endotelial puede ocurrir, como lo
esquematiza la Figura 1, por dos mecanismos 0 vias: la via paracelular y la
transcelular® 4. La via paracelular es aquella en la que los leucocitos pasan a través
de las uniones entre células endoteliales adyacentes; involucra la liberacion o
redistribucion de cadherina vascular endotelial (VE-cadherina), ya que esta molécula
podria obstaculizar el paso de los leucocitos®, y es facilitada por compartimentos
intracelulares de membrana que contienen una reserva de la molécula de adhesién
plaquetaria/endotelial tipo 1 (PECAM-1) y posiblemente otras moléculas de adhesion
como la molécula de adhesién cruzada (JAM-A)*. La ruta transcelular ocurre en partes
“delgadas” del endotelio dénde, por lo tanto, la distancia por recorrer para los leucocitos
es menor y estos migran a través del cuerpo de las células endoteliales; se ha
observado que este proceso se lleva a cabo en el sistema nervioso central (SNC), en
distintos escenarios inflamatorios, como uveitis y etapas primarias de desmielinizacion

34,3739 v en modelos in vitro®* **#%: aunque representa la ruta migratoria

autoinmunes
minoritaria (~5-20% de las células migrantes a través de HUVEC activadas con
citocinas)®® el proceso puede ser muy rapido (<1 min)*. Se ha observado que si el
proceso de crawling se encuentra deshabilitado, la migracion se retarda y ocurre

preferentemente la via transcelular sobre la paracelular®.

Es importante sefialar que hacia la zona de dafio se pueden convocar distintos
leucocitos, importantes tanto para la respuesta inmunoldgica innata como adaptativa.
En el infiltrado de inflamacién aguda predominan neutréfilos, monocitos y células
asesinas naturales (NK). Entre estas células se han descrito las que tienen una
capacidad predominantemente inflamatoria, asi como aquellas con capacidades anti-
inflamatorias que pueden favorecer la limitacion del proceso inflamatorio y los

mecanismos de reconstitucién del tejido™®.
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Figura 1. Cascada de adhesion leucocitaria. Las moléculas clave involucradas en cada paso se
indican en los cuadros. ESAM, molécula de adhesion selectiva de células endoteliales; ICAM-1,
molécula de adhesion intercelular-1; JAM, molécula de adhesién cruzada; LFA-1, antigeno linfocitico
asociado a funcién-1(integrina o;f,); MAC-1, antigeno de macréfagos-1; MAdCAM-1, molécula de
adhesion celular adresina de mucosa; PSGL-1, glicoproteina-1 ligando de la P-selectina; PECAM-1,
molécula de adhesion plaquetaria/endotelial; cinasa PI3, fosfoinositol-3 cinasa; VCAM-1, molécula de
adhesion celular vascular-1; VLA-4, antigeno muy tardio-4 (integrina o4B:). Modificado de Ley, et. al.;
Nat Rev Immunol, 2007.

Subclases de monocitos circulantes y su relacion con el proceso inflamatorio

Se han descrito, en raton, subpoblaciones de monocitos analogas a las humanas. En
muridos estas subpoblaciones se caracterizan por la expresiéon del antigeno de
superficie GR-1, una glicoproteina miembro del grupo de la familia de genes
pertenecientes a Ly6 y que son empleados para identificar la procedencia

hematopoyética de linea mieloide de las células de raton®.

Los monocitos circulantes humanos se han clasificado de acuerdo a la expresion de las
moléculas de superficie CD14 (co-receptor en la deteccion de LPS) y CD16 (receptor de
Fc de baja afinidad)*. Dos subtipos principales han sido descritos: 1) los llamados
“monocitos clasicos”, con un patrén de expresion CD14"*CD16 (o CD14”"CD16),
cuyo fenotipo es mas cercano a la descripcion original de los monocitos, es decir, alta
capacidad de fagocitosis y de secrecion de citocinas proinflamatorias; representan el

90% de los monocitos en sangre periférica de humanos adultos sanos; y 2) los
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“monocitos no-clasicos”, con patrén de expresién CD14*'CD16™ (CD149™CD16""), que
se encuentran en sangre periférica en una frecuencia de 10 a 15% de los monocitos en
circulacion. También ha sido propuesta una tercera clase de monocitos, con fenotipo
CD147™CD16", conocidos como “monocitos intermedios" y que corresponden al 2 a 5 %
de los monocitos circulantes*' *®. Los monocitos Grl*, son equivalentes a los monocitos
clasicos humanos, mientras que los monocitos no-clasicos se asemejan a los monocitos
Grl’, que son descritos como los principales productores de citocinas inflamatorias tipo
TNF-a e IL-1B en respuesta a lipopolisacérido (LPS)*. Asimismo, los monocitos Grl,
después de una infeccién con Listeria monocytogenes, son los Unicos productores de
TNF-a, y en modelos de infeccidon pulmonar e isquemia, los monocitos Grl  cumplen la
funcion de células guia en la extravasacion de otros leucocitos, como neutrdfilos, a los

focos inflamatorios*” 8.

En humano, de acuerdo a lo que se ha reportado, los monocitos clasicos producen
niveles mas bajos de citocinas pro-inflamatorias y son mas eficaces en la eliminacion de
bacterias en comparacion con los monocitos no-clasicos. Por el contrario, los monocitos
no-clasicos son mejores en la presentacion de antigenos y han mostrado ser mejores

productores de citocinas pro-inflamatorias®® °;

asi mismo, poseen una elevada
expresion de diversos genes implicados en la reorganizacion del citoesqueleto como
RhoC y RhoF (Rho GTPasas) lo cual representa la base molecular de su gran movilidad
sobre el endotelio en modelos in vivo (en ratdén), en un comportamiento denominado
"patrullaje"*® **. Estos monocitos también muestran diferencias en la expresion de
moléculas asociadas a la migracion celular. Se ha encontrado, en los monocitos
clasicos, mayor expresion de CCR1 (receptor de la proteina quimiotactica de
monocitos-1a y 3 6 MCP-1a, -3, y RANTES), CCR2 (receptor MCP-1), CX3CR1
(receptor de fractaltina), CD11b (o integrina ay), CD33 (receptor de acido sidlico) y
CD62L (ligando de MAACAM-1, PSGL-1 y CD34), en comparacion con los monocitos
no-clasicos, que expresan en mayor proporcion el receptor CCR5 (receptor de la
proteina inflamatoria de macréfagos 1a (MIP-1a))** °'. Se propone que la expresion
diferencial de receptores de quimiocinas y moléculas de adhesion entre estos

subgrupos de monocitos puede corresponder a diferencias en su capacidad migratoria.



Liberacibn de DAMPs durante lesiones tisulares

En la respuesta inflamatoria, las células, a través de sus PRRs, reciben sefiales tanto
de los PAMPs como de los DAMPs®?, que también se conocen con el nombre de
Moléculas Asociadas a Muerte Celular (CDAMs)*3, que se liberan tanto en presencia
como ausencia de infeccién en respuesta al dafio celular®. Los PAMPs incluyen
moléculas como el LPS, peptidoglicano, acido lipoteicéico y material genético de virus y
bacterias (como RNA de cadena sencilla (sSRNA) y regiones de DNA ricas en guanina-
citocina (CpG DNA)). Por otro lado, los DAMPs, corresponden a moléculas propias de
las células que se re-localizan activa (por secrecion) o pasivamente (por liberacion) o
bien corresponden a metabolitos de procesos de protedlisis y oxidacion, asociados con
muerte celular®® *® *’. Entre los DAMPs que funcionan como sefiales de alarma cuando
son liberadas al medio extracelular estan: HMGB-1°® *°, 4cido Grico®®®?, glucosa® y
proteinas de choque térmico® ®* . Otros DAMPs conocidos son los componentes
degradados de la matriz extracelular como el hialuronano, heparan sulfato, colagena y
fibrina®. El repertorio de DAMPs presente en un tejido dafiado puede variar de forma
importante dependiendo del tipo de células (epiteliales 0 mesenquimales, por ejemplo) y

componentes de matriz extracelular que se encuentren en el mismo>°.

Los DAMPs tienen la capacidad de modular el sistema inmune al afectar la funcion de
células presentadoras de antigeno (APCs, como células dendriticas y macrofagos), ya
gue pueden alterar su maduracién y estado de activacion, y con ello su capacidad de
procesar y presentar antigenos>. Estos DAMPs también pueden ser reconocidos por

67, 68

otras estirpes leucocitarias, como eosinofilos , mastocitos®’ y neutréfilos®.

En los ultimos afios, las mitocondrias se han dado a conocer como una importante
fuente de DAMPs, por lo que tienen un papel en la respuesta inflamatoria. Las
mitocondrias organizan diversos procesos metabdlicos basicos y también tienen un
papel esencial y diferencial en el proceso de muerte celular por necrosis y apoptosis®’.
Entre las moléculas mitocondriales que son capaces de actuar como DAMPs se
encuentran el material genético (mtDNA, rico en islas CpG), lipidos de membrana como
la cardiolipina, ATP* y los fMLP, que son subproductos de traduccién mitocondrial,

diferentes al resto de los productos traduccionales de la célula®’.



Por ejemplo, se ha reportado que en algunas formas de dafio tisular (como ruptura
celular por presion, lisis mediada por complemento e hipoxia), mitocondrias funcionales
son liberadas al espacio extracelular y éstas, a su vez, liberan ATP que es reconocido
por el receptor purinérgico P2X7, expresado especificamente en células del sistema
inmune, lo que activa el inflamosoma NIrp3 sin la necesidad de que haya endocitosis; la
activacion del inflamosoma resulta en la activacién de la caspasa 1, con el posterior
procesamiento y secrecion de IL-1B, capaz de reclutar neutréfilos al sitio de lesion pero

también de producir dafio al tejido del hospedero " ™.

fMLP, como agentes quimioatrayentes, y sus receptores

La quimiotaxis es la migracion dirigida de células a lo largo de un gradiente quimico y
se ha demostrado en diferentes sistemas de células procariontes y eucariontes, como

bacterias’® y leucocitos’*"°.

En el caso de estos dltimos, la quimiotaxis puede
desencadenarse por componentes séricos, como las proteinas del complemento™, y
compuestos producidos por bacterias’®.

Un ejemplo de compuestos con capacidad quimiotactica para los linfocitos son fMLP,

6. 77 o mitocondriales’®; los

cuyas unicas fuentes naturales son proteinas bacterianas
fMLP son péptidos pequefios que se encuentran formilados en su extremo amino-
terminal”®. Se ha demostrado que estos compuestos funcionan como potentes
guimioatrayentes para neutrofilos y macrofagos, y que su actividad depende del tipo y

nimero de aminoAcidos que los componen®.

Debido al origen de estas moléculas, se piensa que los receptores a los que se unen
pueden mediar el trafico de fagocitos, tanto a los sitios de infeccion como de dafio
tisular. El receptor humano de formil-péptidos (FPR), y sus variantes tipo 1 (FPRL-1) y
tipo 2 (FPRL-2), pertenecen a la familia de receptores de siete dominios
transmembranales acoplados a proteinas G (GPCR)™; FPR y FPRL-1 se unen a fMLP

con alta y baja afinidad respectivamente™ "

, mientras que FPRL-2 no se une o
responde a fMLP®!, pero si a péptidos quimiotacticos no-formilados identificados para

FPRL-1%,
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Inicialmente FPR y FPRL-1 fueron detectados, con un alto nivel de expresién, en
neutréfilos y monocitos, pero se ha observado que otros tipos celulares también
expresan estos receptores, aunque se desconoce su significancia biolégica'®. Se sabe
que los fMLP se unen a su receptor y activan respuestas quimiotacticas y

antimicrobianas en neutréfilos’® 77,

Efecto del contacto con endoteliocitos en la funcionalidad de leucocitos.

Los diversos mecanismos de interaccion endotelio-leucocito, que se han mencionado
previamente, traen como consecuencia cambios en la capacidad de respuesta de los
leucocitos. Por ejemplo, se ha observado que la migracion de neutréfilos a través de
monocapas de células endoteliales induce la expresién vy liberacion de elastasa’® &,
una proteasa secretada por los granulos primarios, capaz de degradar distintos
componentes de la matriz extracelular como elastina, colagena, proteoglicanos y

81, 82, 84

fibronectina , capaces de potenciar la respuesta inflamatoria.

La interaccion de las células endoteliales activadas (con IL-1B, por ejemplo) con
monocitos humanos induce, en éstos ultimos, la expresion de genes como NAIP, que
inhibe apoptosis, y de quimiocinas como MCP-1, -3, CCL2 y CCL7. Adicionalmente la
interaccion celular, cuando es mediada por la molécula de adhesion PECAM-1, reduce
la produccion de proteinas antimicrobianas como a-defensina, catelicidina y catepsina
G (CTSG) en monocitos®; ejemplos que nos muestran claramente que las interacciones
leucocito-endotelio son relevantes para la funcionalidad de los primeros y, en

consecuencia, para el desarrollo de la respuesta inflamatoria en tejidos lesionados.
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Planteamiento del Problema

La comunicacién entre endotelio y leucocitos, que ocurre durante el reclutamiento de
estos Ultimos hacia los tejidos periféricos, deriva en la expresion de multiples moléculas
de adhesién y modificaciones del citoesqueleto de estas células migrantes. El contacto
directo con endotelio aumenta la resistencia a la apoptosis de leucocitos, con lo que se
incrementa la participacion de estas células en los eventos inflamatorios. Aunque varias
evidencias sugieren que estas modificaciones funcionales sobre leucocitos podrian
alcanzar eventos directamente relacionados con su activacibn, como secrecion y
sintesis de citocinas o factores quimioatrayentes y fagocitosis, hasta el momento se

desconoce como impacta la interaccién con endotelio en estas funciones.

Justificacion

Las interacciones endotelio-leucocito son eventos sumamente frecuentes e
indispensables en el proceso de reclutamiento celular en inflamacién localizada. Se
sabe que éste contacto tiene efectos sobre algunas funciones leucocitarias, como
aumentar su capacidad de resistencia a apoptosis, o que podria traducirse en un mayor
potencial inflamatorio dada la sobrevivencia aumentada; sin embargo, esto no ha sido

estudiado a profundidad.
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Hipotesis
El contacto con células endoteliales incrementara la capacidad de secrecion de

citocinas inflamatorias y de fagocitosis de células mononucleares de sangre periférica.

Objetivo General

Analizar el fenotipo inflamatorio de CMSP que, en respuesta a fMLP, migran o no a

través de células endoteliales.

Objetivos Particulares

e Determinar la capacidad de migracion de diferentes subtipos de CMSP humanas.

e Determinar la capacidad funcional de CMSP humanas al migrar a través de
monocapas de células endoteliales, mediante la cuantificacion de
citocinas/quimiocinas secretadas en respuesta a LPS.

e Determinar la expresion de TLR-4 en superficie de CMSP humanas que migran o
no a través de monocapas de células endoteliales.

e Determinar la viabilidad y frecuencia de apoptosis que en respuesta a LPS tienen
CMSP humanas que migran o no a través de monocapas de células endoteliales.

e Determinar la capacidad fagocitica de CMSP humanas que migran o no a través

de monocapas de células endoteliales.
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Materiales y Métodos
Cultivo y mantenimiento de células endoteliales.

Se aislaron células endoteliales de vena de corddén umbilical humano (HUVEC) como se
ha descrito anteriormente’®. Después de aisladas, las HUVEC se mantuvieron en una
atmdsfera himeda con 5% de CO,, a 37°C, en medio de cultivo EBM®-2 (Endothelial
Basal Medium — 2, 190860 Lonza®) enriquecido con EGM®-2 MV SingleQuots®
(Endothelial Cell Growth Medium, CC-4147 Lonza®) en placas recubiertas con colagena
V.

Aislamiento de CMSP mediante gradiente de densidad.

A partir de concentrados leucocitarios (buffy coats) o de muestras de sujetos sanos
obtenidas por venopuncién humeral en tubos Vacutainer® (367878 BD® Biosciences)
con heparina de litio como anticoagulante, se realizo la separacion de CMSP mediante
un sistema de gradientes de densidad por centrifugacion (600 x g/20min, 4°C, sin freno)
con Lymphoprep® (LYS 3773 Axis-Shield®) como se ha descrito previamente’’. Se
recupero la region del gradiente correspondiente a CMSP. Se lavaron las células en dos
ocasiones, agregando 10 mL de PBS y centrifugando a 400 x g/5 min. El concentrado
(“botdn”) celular se resuspendié en la cantidad de medio EBM®-2 enriquecido requerido

para obtener una densidad de 1-2 x10° cel/mL.

Modelo de migracién in vitro.

24 h antes del ensayo de migracion, se colocaron HUVECs sobre la membrana de la
camara superior de camaras de Boyden (Transwell®, 3386 Corning® Inc.).
Posteriormente, 1x10° CMSP aisladas se colocaron sobre las monocapas de células
endoteliales en camaras de Boyden y se incubaron durante 4 horas, con 0.457nM de
fMLP en la camara inferior. Como controles se manejaron: CMSP expuestas
unicamente al sobrenadante de células endoteliales y a fMLP (MS) y CMSP incubadas

con fMLP pero en ausencia de células endoteliales (M). La distribucion de las diferentes
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células, en las camaras de Boyden, se muestra en la figura 2. Las células migrantes
(ME) y los controles MS y M fueron recuperadas de la cdmara inferior para las

posteriores determinaciones.

ME MS M

Figura 2. Descripcion del tipo de CMSP obtenidas con el modelo compartamentalizado de
migracion in vitro. Mediante la utilizacion de camaras de Boyden, se generan dos espacios: la camara
superior, donde se colocan las CMSP; y la camara inferior, donde se colocan fMLP como
guimioatrayente y de donde: a) se recuperan las células que migran a través de la monocapa de células
endoteliales (ME); o b) las células que no migraran, pero estaran en contacto con factores solubles
liberados por endoteliocitos (MS); o ¢) donde se colocan CMSP en camaras de Boyden no recubiertas
con endotelio (M).

Curva concentracion-respuesta a fMLP.

24 h antes del experimento, se colocaron HUVECs sobre la membrana de policarbonato
de la camara superior de camaras de Boyden (Transwell®, 3386 Corning® Inc.) con poro
de 3.0 um. Posteriormente, 1x10°> CMSP aisladas se colocaron sobre las monocapas de
células endoteliales en camaras de Boyden y se incubaron durante 4 horas, con
diferentes concentraciones (0.0457, 0.457, 4.57, 45.7 y 457 nM) de N-formil-Met-Leu-
Phe (fMLP, F3506 Sigma®) como agente quimioatrayente en la camara inferior. Al
finalizar el tiempo de incubacién, las células migrantes (ME, ver Figura 2) fueron
recuperadas y se realizo el conteo automatizado de las mismas (Countess® Automated

Cell Counter, Invitrogen®).
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Cinética de migracion.

24 h antes del ensayo, se colocaron HUVECs sobre la membrana de la camara superior
de camaras de Boyden (Transwell®, 3386 Corning® Inc.). Posteriormente, 1x10° CMSP
aisladas se colocaron sobre las monocapas de células endoteliales en camaras de
Boyden y se incubaron durante diferentes tiempos (15 min — 240 min), con 0.457 nM de
fMLP en la camara inferior. Al finalizar el tiempo de incubacion, las células migrantes
(ME) fueron recuperadas y se realizO el conteo automatizado de las mismas
(Countess® Automated Cell Counter, Invitrogen®).

Secrecion de citocinas en respuesta a LPS de células migrantes o no migrantes.

5.4x10* células de las condiciones ME y M fueron re-suspendidas en 500 pL de medio
EBM®-2 enriquecido y colocadas en nuevas placas de cultivo. Estas células fueron
estimuladas o no con diferentes concentraciones (5 — 100 ng) de LPS (E. coli O26: B6,
L8274 Sigma Aldrich®), durante 8 horas, en incubacién en una atmésfera htimeda con
5% de CO,, a 37°C. Una vez transcurrido el tiempo de incubacién, las placas fueron
centrifugadas a 500g durante 5 min, y el sobrenadante fue colectado y almacenado a -
70°C.

Cuantificacion de citocinas en sobrenadante.

La cuantificacién de citocinas y quimiocinas se realiz0, en sobrenadante, mediante kits
de arreglos citométricos de perlas (BD® Cytometric Bead Array (CBA)), siguiendo el
protocolo indicado por el fabricante. Los kits utilizados fueron: CBA Human MCP-1 Flex
Set (558287 BD® Biosciences, limite de deteccién: 1.3 pg/mL), y CBA Human
Inflammatory Cytokines Kit (551811 BD® Biosciences), para la cuantificacion de TNF,
IL-18, IL-6, IL-10 e IL-8 (limites de deteccion: 3.7 pg/mL, 7.2 pg/mL, 2.5 pg/mL, 3.3
pg/mL y 3.6 pg/mL, respectivamente).
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Evaluacion de la expresion de TLR-4 y determinacion de mecanismo de muerte celular.

5.4x10* células de las condiciones ME y M fueron re-suspendidas en 500 pL de medio
EBM®-2 enriquecido y colocadas en nuevas placas de cultivo. Estas células fueron
estimuladas o no con 25 ng de LPS, durante 4 horas, en incubaciéon con una atmdsfera
himeda y 5% de CO,, a 37°C. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se realizé
la coleccion, lavado con PBS e inmunofenotipificacion de las células, con los
anticuerpos especificos a-HLA-DR (PE, 555812 BD Biosciences®), a-CD14 (PE-Cy7,
301814 Biolegend®), a-CD19 (FITC, 555412 BD Biosciences®), a-CD3 (FITC, 555319
Pharmingen®), a-TLR-4 (APC, 17-9917-73 eBiosciences®); Annexina V (PB, V35124
Invitrogen®) y 7-Aminoactinomicina D (7-AAD) (V35124 Invitrogen®) fueron utilizados
para determinar el mecanismo de muerte celular en el cual podrian encontrarse las

células.

Evaluacion de la capacidad de fagocitosis.

2.5x10° células de las condiciones M y ME fueron co-incubadas, durante 30 minutos
(37°C, agitacién oscilatoria 5Hz), con 10° unidades formadoras de colonias (UFC) de
bacteria E. coli cepa DH5a transfectada con el plasmido que contiene el gen de la
proteina verde fluorescente (GFP), previamente opsonizadas con suero humano
descomplementado al 1%. Posteriormente, las células se incubaron 5 minutos con
gentamicina, se lavaron e inmunofenaotipificaron identificando antigenos de superficie
con los anticuerpos a-CD14 (PE-Cy7, 301814 Biolegend®), a-CD16 (APC-Cy7, 302018
Biolegend®), a-HLA-DR (PE-Cy5, 555813 BD® Biosciences) y a-CD3 (PB, 300431

Biolegend®), a través de citometria de flujo.

Andlisis por citometria de flujo.

Se realiz6 la inmunofenotipificacion de las células M y ME, con los anticuerpos
especificos a-HLA-DR (PE-Cy5, 555813 BD® Biosciences), a-CD14 (PE-Cy7, 301814
Biolegend®), «-CD16 (APC-Cy7, 302018 Biolegend®) y o-CD3 (PB, 300431
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Biolegend®). Los leucocitos macados inmunofenotipificacion, las células del ensayo de
fagocitosis y las perlas de CBAs, fueron adquiridas con un citbmetro de flujo FACSAria
(BD® Biosciences), con el software FACSDiva versién 6.0 para Windows (BD®
Biosciences) después de realizar el acondicionamiento del equipo. Los datos obtenidos
se analizaron con el software Infinicyt® para Windows (Cytognos®).

Analisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 mediante una prueba de prueba no paramétrica de
Kruskall-Wallis, seguida de una prueba de Dunn (produccion de citocinas) o una prueba
estadistica no paramétrica de Mann-Whitney de dos colas (ensayo de fagocitosis),
utilizando el programa GraphPad Prism versién 5.0 para Windows (GraphPad® Software
Inc.).
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Resultados

Estrategia de analisis de las CMSP de trabajo.

Se obtuvo el inmunofenotipo de las CMSP de trabajo, utilizando como marcadores de
identificacion las moléculas de superficie HLA-DR, CD3, CD14 y CD16, ademas de las
caracteristicas de tamafio y complejidad relativas de cada una de las poblaciones
celulares. De acuerdo a lo que se muestra en la tabla 1 y con la estrategia de seleccion
gue se ejemplifica en la figura 3, se clasifico a las CMSP en cinco poblaciones
diferentes: monocitos clasicos, monocitos no-clasicos, linfocitos T, linfocitos B y células
NK like (dado que no incluimos a-CD56, no se puede descartar que éstas células sean

monocitos que perdieron CD14 o contaminacion de granulocitos).

Tabla 1. Inmunofenotipo de identificacion de las CMSP aisladas.

Poblacién Inmunofenotipo
B  Monocitos Clasicos FSC™d ssc™? HLA-DR* CD3 CD14' CD16
Monocitos No-Clasicos FSc™d ssc™d HLA-DR' CD3 CD14 CDi16*
M Linfocitos T FSC'Y SSC'Y HLA-DR CD3* CD14 CD16
M Linfocitos B FSC'“ sSSC™Y HLA-DR' CD3 CD14 CD16
B NKlike FSC” SSC'Y HLA-DR CD3 CD14 CD16"
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Figura 3. Identificacién de las CMSP aisladas: Estrategia de andlisis. De acuerdo a la expresion de
los marcadores HLA-DR, CD3, CD14 y CD16, asi como sus caracteristicas de tamafio (FSC) y
complejidad (SSC) relativos, se clasificd a las células de trabajo en: Monocitos clasicos, monocitos no-
clasicos, linfocitos T, linfocitos B y células NK.
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Estandarizacion del modelo de migracion in-vitro.

Para la estandarizacién del modelo se evalud la dosis de fMLP y tiempo Optimo de
migracién del sistema. Como primera parte, se realiz6 una curva dosis-respuesta a
fMLP, en la que observamos que la respuesta de CMSP al agente quimiotactico es
dosis dependiente con niveles de saturacion a dosis superiores a 4.57 nM, en las que la
migracion se ve disminuida (Figura 4a). Utlizando una concentracion 0.457 nM de
fMLP, realizamos una cinética de migracién. En los tiempos mas cortos (15 y 30
minutos), la cantidad de células migrantes es indeterminable mediante conteo
automatizado; a partir de los 60 min y hasta los 240 min (4 horas) se observa un
aumento en la cantidad de células migrantes (Figura 4b).
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Figura 4. La exposicion a fMLP favorece la migracion de CMSP. Utilizando el modelo in vitro de
migracién de CMSP humanas a través de monocapas de HUVEC, sostenidas en camaras de Boyden,
se cuantifico el nimero de células que atravesaron de la camara superior a la inferior (células
migrantes) en: a) en presencia de diferentes concentraciones de fMLP y b) a diferentes tiempos (dosis
fMLP 0.457 nM). n=2; I = error estandar.

Se realiz6é la inmunofenaotipificacion de las CMSP de trabajo, con los marcadores de
superficie HLA-DR, CD3, CD14 y CD16. Con los resultados representativos de tres
individuos, encontramos las siguientes proporciones: Monocitos clasicos = 26.45 *
1.22%, monocitos no-clasicos = 9.77 + 2.54%, linfocitos T = 27.80 + 1.52%, linfocitos B
=27.11 £+ 2.55%, células NK like = 8.87 £ 3.02% (Figura 5a).
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Pasadas 4 horas de migracion, se realizd la inmunofenotipificacion de las células
migrantes con el mismo panel de anticuerpos. Encontramos una modificacion en la
proporcion de las diferentes poblaciones celulares, de acuerdo a los resultados
representativos de tres individuos: Monocitos clasicos = 71.25 + 11.29%, monocitos no-
clasicos = 12.84 + 1.35 %, linfocitos T = 9.03 + 6.33%, linfocitos B = 3.83 + 4.18%,
células NK like = 3.05 + 2.33% (Figura 5b).

a) b) Linfocitos B NK
Linfocitos T 4% /3%
9%

Monocitos,
No-Clasi
13%

Monocitos
No-Clasicos
10%

Figura 5. Monocitos clasicos son los leucocitos con mayor capacidad de migraciéon ante fMLP.
Se muestra la frecuencia de Linfocitos T, B, NK, monocitos clasicos y monocitos no clasicos en las
CMSP a) aisladas de concentrados leucocitarios y b) recuperadas de la camara inferior después de 4
horas de incubacién (células migrantes), n = 3.

Evaluacion de la secrecion de citocinas por estimulacion con ligandos de TLRs.

Después de 8 horas de estimulacion con LPS, se obtuvieron las concentraciones de las
citocinas en sobrenadante y los siguientes valores en cada una de las curvas de
referencia: TNF: m = 4.45, b = -1185.66, r* = 0.912; IL-18: m = 5.85, b = -1418.04,
r> = 0.920; IL-6: m = 6.96, b = -1557.88, r? = 0.925; IL-10: m = 7.65, b = -1901.01,
r> = 0.919; IL-8: m = 5.32, b = -1207.94, r* = 0.926; MCP-1: m = 7.55, b = 26.31,

r* = 1.000. No se observé diferencia estadisticamente significativa en el incremento de

la produccion de ninguna de las citocinas (Figura 6).
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Figura 6. CMSP, que migran a través de células endoteliales, no modifican significativamente su
produccidén de citocinas en respuesta a un estimulo con LPS. CMSP aisladas de concentrados
leucocitarios, que migraron (ME, barras negras) o no (M, barras blancas) a través de monocapas de
células endoteliales y que sélo tuvieron contacto con sobrenadante de las mismas (MS, barras
rayadas). Después de incubarse con LPS (25 ng) durante 8 h, se analiz6 el incremento en produccion
de a)TNF, b)IL-1b, ¢)IL-6, d)IL-8, €)IL-10 y f)MCP-1 en sobrenadante. n = 3; I = error estandar.
Prueba estadistica no paramétrica de Kruskall-Wallis, con prueba de Dunn a posterior; p < 0.1.
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La curva dosis-respuesta a LPS, arrojo los siguientes valores en cada una de las curvas
de referencia: TNF: m = 3.55, b = 140.42, r* = 1.000; IL-18: m = 5.07, b = 338.39,
r* = 1.000; IL-6: m = 7.53, b = 424.13, r* = 1.000; IL-10: m = 8.439, b = 308.03,
r> = 1.000; IL-8: m = 4.24, b = 336.06, r? = 1.000. En todos los casos se observé menor

secrecion de citocinas por parte de las células que migraron a través de células

endoteliales (ME), con respecto al control de células M. Las células de ambas
condiciones mostraron un comportamiento similar, con practicamente nula secrecion en
ausencia de LPS; secrecion constante en el intervalo de concentraciones de 5 — 50 ng
LPS, con un aumento al encontrarse en presencia de la concentracion mas alta (100 ng
LPS) (Figura 7).

Como un acercamiento a las posibles causas del comportamiento observado en la
secrecion de citocinas, se analizé la modificacion del receptor tipo Toll — 4 (TLR-4), en
la superficie de células M y ME, después de 4 horas de haber sido estimuladas o no
con 25 ng de LPS; no se observdo un cambio significativo en la expresion de TLR-4,

como se muestra en la figura 8.

Asimismo, se determind el mecanismo de muerte celular de células ME y células M, con
y sin estimulo de LPS durante 4 horas. Los resultados muestran que la suma del
porcentaje de células en apoptosis temprana y no viables se mantiene alrededor del

10% y sin diferencias significativas entre las distintas CMSP analizadas (Figura 9).
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Figura 7. El contacto con las células endoteliales predispone a las CMSP a una menor
produccién de citocinas ante un estimulo con diferentes concentraciones de LPS. CMSP aisladas
de concentrados leucocitarios, que migraron (ME, circulos abiertos y linea discontinua) o no (M, circulos
cerrados y linea continua) a través de monocapas de células endoteliales. Después de incubarse o no
con diferentes concentraciones de LPS (0, 5, 10, 25, 50 y 100 ng) durante 8 h, se analiz6 las
concentraciones de a)TNF, b)IL-1b, c)IL-6, d)IL-8 y €)IL-10 en sobrenadante. n = 3; L = error estandar.
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incubarse o no con LPS (25 ng) durante
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Figura 9. La viabilidad de las CMSP
humanas no se modifica al contacto
con células endoteliales. CMSP
aisladas de concentrados leucocitarios,
que migraron (ME) o no (M) a través de
monocapas de células endoteliales.
Después de incubarse o no con LPS (25
ng) durante 4 h, se analizé la viabilidad
(segmento gris) y frecuencia de células
en apoptosis (segmento blanco). n = 3;
I = error estandar. Prueba estadistica
no paramétrica de Kruskall-Wallis, con
prueba de Dunn a posterior; p < 0.1.
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Evaluacion de la capacidad de fagocitosis.

Se realizO un ensayo para determinar la capacidad fagocitica de las diferentes
poblaciones de monocitos, clasicos y no-clasicos, en las ME, con respecto al control de
M. No se encontraron diferencias significativas entre la capacidad fagocitica de las
células de estudio y el control; sin embargo, si se observa un aumento en la intensidad
media de fluorescencia correspondiente a GFP, como se muestra en los histogramas y
las graficas de la figura 10, cuando los monocitos tuvieron previo contacto con las

células endoteliales.
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Figura 10. El contacto con las células endoteliales no modifica la capacidad fagocitica de CMSP.
A partir de 10° CMSP M y ME, fueron expuestas durante 30 min a 10° UFC de bacterias opsonizadas E.
coli que expresan la proteina verde fluorescente (GFP). La capacidad fagocitica fue evaluada como la
intensidad media de fluorescencia de células GFP* en a) monocitos clasicos (HLA-DR'CD14" CD16
CD3) y b) monocitos no clasicos (HLA-DR'CD16" CD14'CD3). Como control (AF) se utilizaron CMSP
gue no fueron expuestos a la bacteria. n = 3; I = error estandar. Prueba estadistica no paramétrica de
Mann-Whitney de dos colas; p < 0.1.
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Discusién

La inflamacion es un proceso, propio de tejidos vascularizados, en respuesta a una
lesion. En éste proceso el endotelio vascular tiene la capacidad de proporcionar
factores de crecimiento, mediadores inflamatorios y quimiotacticos, asi como colaborar
en la regulacién de la migracién de leucocitos hacia los tejidos lesionados™®. La cascada
de respuestas celulares en el proceso de migracion, involucra la captura, rodamiento y
firme adhesion de los leucocitos a la luz de la superficie endotelial, culminando con la
subsecuente diapédesis a través de esta barrera’®. Todos estos pasos en los que el
leucocito mantiene una estrecha relacién de contacto con el endotelio son mediados por
moléculas de adhesion, como las selectinas e integrinas, cuya expresién en los

leucocitos depende de factores de comunicacién como las quimiocinas % 8,

Ademas del papel que tienen las selectinas en mediar la adhesion de los leucocitos al
endotelio, la interaccion de las mismas con sus ligandos, en los leucocitos induce
cambios en la movilizacion de calcio intracelular, potenciacion del estallido respiratorio,
y activacion de vias de sefalizacion de las MAP (Proteinas activadas por mitdgenos) y
JNK (Jun N-terminal) cinasas, ademas de la activacion de B1y B2 integrinas®®. Una vez
gue las integrinas se encuentran en su forma de activa (alta afinidad), la interaccion de
las mismas con sus ligandos tiene la capacidad de inducir vias de sefalizacion
dependientes de moléculas como DAP12 y FcRy®, entre las que destacan las cinasas
de proteinas activadas por mitogenos (MAP) fosfolipasa C (PLC)y/Ca2+, Vav/Rac y NF-
kB®. Tomando en cuenta que estas vias de sefializaciéon, son comunes con las

descritas para la produccién de citocinas inflamatorias® %2

, huestro objetivo fue
entonces evaluar las modificaciones en el perfil inflamatorio de CMSP que migran a

través endotelio en presencia de fMLP como quimioatrayente.

Para ello utilizamos un modelo de migracion in vitro para el que estandarizamos el
tiempo y concentracion de fMLP necesaria para poder obtener suficientes células para
los diferentes ensayos. En la curva de respuesta de las CMSP al gradiente
guimiotactico de los fMLP utilizamos concentraciones desde 0.048 a 467 nM, que
corresponden las dosis previamente reportado en ensayos de migracion de neutrofilos y
macréfagos®®. Como se observa en la figura 4a, el sistema se comporta de manera
dosis dependiente, donde en concentraciones de 4.67 nM de fMLP se obtiene mayor
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namero que células que migran a través de las células endoteliales. En el mismo
sistema, mientras se incrementa la concentracion de fMLP en la camara inferior, el
namero de células que se recuperan es inversamente proporcional a la concentracion
del quimioatrayente presente; ésto, en parte puede deberse a diferentes mecanismos,
en los que podemos mencionar que el hecho de incrementar la concentracion de fMLP
puede interrumpir el gradiente quimiotactico, igualando las concentraciones del
quimioatrayente en la camara superior, considerando la capa de células endoteliales

como un sistema semipermeable®.

En cuanto a la cinética de migracion (Figura 4b) partimos de 15 minutos, en funcion del
tiempo en que en modelos, tanto in vitro como in vivo, se observa la infiltracion de
leucocitos hacia un ambiente inflamatorio®®, hasta 4 horas, ya que de acuerdo con
resultados previamente obtenidos en el laboratorio®, después de este tiempo el sistema
no muestra mayor cantidad de leucocitos migrantes, lo cual se puede deberse a
diferentes factores, como la interaccion de los leucocitos que durante la diapédesis
pueden polarizar las moléculas de adhesion (como B, integrinas, JAM-C e ICAMs)® **
e inclusive a través del proceso denominado trogocitosis, mediante el cual los
leucocitos extraen moléculas de adhesion de las células endoteliales y las incorporan a
su membrana®, impidiendo a otros leucocitos utilizar éstas moléculas de adhesion para
adherirse y, por ende, migrar. Otra posibilidad es la induccion de muerte celular de las
células endoteliales, por leucocitos, de manera paracrina; se ha observado que las L-
selectinas de neutréfilos inducen la secrecién de citocinas como TNF-a e IL-B%, cuyo
reconocimiento por las células endoteliales las lleva a muerte por apoptosis®’. Con los
resultados anteriores, decidimos utilizar el tiempo de 4 horas por que fue en el que
recuperamos mayor cantidad de CMSP migrantes con un porcentaje de viabilidad de al
menos 90% (Figura 9). Asi, la dosis y tiempo empleados para evaluar la funcionalidad
de las CMSP ME, en los siguientes experimentos, fueron 0.457 nM y 4 horas de
migracion.

En cuanto a las diferencias en la capacidad de migracién de las CMSP en nuestro
sistema, observamos que los monocitos con fenotipo clasico (CD14"CD16") migran de
forma mas eficiente que el resto de las células (Figura 5), lo cual probablemente se

debe a que los monocitos tienen mayor cantidad y expresan mas isoformas de los

28



receptores para fMLP, a diferencia de los linfocitos, para los que sélo se han reportado
un tipo de receptor y cuya actividad se relaciona principalmente con quimiotéxis y no
migracion™.

Debido a que se ha reportado previamente la activacion de diferentes vias de
sefializacién por la interaccion entre los leucocitos y el endotelio®, esperabamos el
incremento en la secrecion de citocinas inflamatorias cuando las CMSP migrantes eran
expuestas a estimulos inflamatorios como lo son el LPS, el cual es ligando de TLR-4 y
es un potente estimulador de la respuesta inflamatoria®, esto aunado al hecho de que la
proporcién de monocitos fue mayor en las CMSP migrantes y estas células resultan
mejores productores de citocinas inflamatorias que los linfocitos®. Sin embargo, como
se observa en la figura 7, la concentracion de las citocinas pro-inflamatorias TNF, IL-13
e IL-6 es menor respecto a CMSP que no tienen contacto con las células endoteliales,
asi como la produccién de la quimiocina IL-8, e IL-10, citocina clasicamente anti-

inflamatoria.

Encontramos que la disminucion en la capacidad de secrecion de citocinas no es
debida a la concentracion del LPS (25ng), puesto que estimulando a las células
migrantes con concentraciones por arriba y por debajo de ésta, resulta en respuestas
de secrecion de citocinas inflamatorias disminuida en los monocitos migrantes, con
respecto al control de CMSP M (Figura 7). Tampoco es debido a una modificacion en la
expresion de TLR-4 en superficie (Figura 8) o por que los monocitos se encuentren en
procesos de apoptosis 0 necrosis (Figura 9) posterior a 4 horas de estimulacién, lo que
contrasta con reportes previos donde se observa que la migracion de células a través
de células endoteliales activadas con IL-1B incrementa la expresion de los transcritos
de TLR-4 y genera resistencia a estimulos que llevan a apoptosis®. La discrepancia
entre estos resultados puede atribuirse a diferentes aspectos, por ejemplo: en el modelo
aqui presentado se mide la expresion del producto traduccional (TLR-4) en superficie,
aunque probablemente de manera intracelular podrian estar desacopladas las vias de
sefalizacion; por otra parte, se ha reportado que el LPS puede inducir apoptosis en
macréfagos®, sin embargo, no encontramos diferencias en la resistencia a la apoptosis
por el LPS; finalmente, utilizamos fMLP como agentes quimioatrayentes, en lugar de

activar directamente a las células endoteliales. Por lo tanto, la explicacion para esta
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secrecion disminuida de citocinas puede encontrarse en otros factores, como lo son
modificaciones en la expresion de moléculas accesorias para el reconocimiento del
LPS, vias de sefializacion, factores de transcripcion, etc., aspectos que aun no han sido
explorados. Se sabe de la importancia de receptores asociados a inmunorreceptores
basados en motivos de activacion (ITAM) en la regulacion de la sefializacién por TLRs,
aungue no se conocen con exactitud los mecanismos de inhibicién cruzada'® ***. Se ha
observado que la activacion de integrinas como CD11b, encontrada en heterodimeros
de proteinas transmembranales tipo I, como Mac-1 (CD11b-CD18; auf), que sefializa
via receptores asociados a ITAM, ejerce regulacién negativa sobre la sefializacién por
TLRs. El mecanismo se basa en la fosforilacion de MyD88 y TRIF, moléculas
adaptadoras para la activacién del factor de transcripcion NF-xB, que las convierte en
blanco de la ubiquitin-ligasa Cbl-b con lo que posteriormente son degradadas via
proteosoma'®?, asi, la via de activacién de NF-xB se interrumpe y no permite la
expresion de citocinas como IL-1p, TNF-a, IL-6, y probablemente en tiempos mas largos

de estimulacion IL-10.

Ademas de la sintesis y liberacion de citocinas, el proceso inflamatorio incluye otros
mecanismos como la fagocitosis, definida por algunos autores como aquel mecanismo
usado por células especializadas, como macréfagos, monocitos, células dendriticas y
neutrofilos, para internalizar, degradar y, eventualmente, presentar péptidos derivados

de antigenos particulados'®.

En el presente estudio analizamos el primer paso de éste complejo mecanismo: la
internalizaciéon, especificamente de bacterias E. coli opsonizadas; nuestros datos no
muestran diferencia estadisticamente significativa entre la capacidad de internalizacion
de monocitos que han migrado (ME) o no a través de células endoteliales (M) (Figura
10), aunque si una tendencia. Es factible que in vivo, en presencia de otros
componentes que regulan la migracion, existan diferencias suficientes para observar
una modificaciéon funcional. En éste resultado podemos descartar la adhesion
inespecifica de las bacterias a la superficie de los leucocitos, ya que fueron tratados con
gentamicina para eliminar a las bacterias no fagcitadas, con lo que las Unicas células
gue mostraban la marca de la proteina verde fluorescente (GFP) eran aquellas con

potencial fagocitico: los monocitos. Esperdbamos que los monocitos clasicos tuvieran
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mayor capacidad de fagocitosis, segin lo reportado anteriormente®®, pero en este
sistema tanto los monocitos clasicos como los no clasicos mostraron la misma
capacidad de internalizar la bacteria. Sin embargo, cuando comparamos la respuesta
entre los monocitos que no tienen contacto con las células endoteliales (M), respecto a
las que si (ME), las ultimas tienden a incrementar la sefial de GFP, lo cual puede
traducirse como mayor capacidad fagocitica. Este incremento podria asociarse a que
en las células migrantes, como ya se ha reportado previamente, aumenta la expresion y
maduracién de las integrinas Mac-1, axBz y avfs>> %, funcionando como receptores que
promueven la fagocitosis de la bacteria. Sumando la modificacion en la expresion y
activacion de integrinas, mediada por la accion de selectinas en la interaccion leucocito-
endotelio, a la expresién de receptores para Fcy, que facilitan la fagocitosis de

particulas opsonizadas por componentes del suero'® %

(como en el caso de las
bacterias utilizadas en nuestro ensayo), es posible que los monocitos migrantes
tuvieran una mayor capacidad de reconocer y, con ello, internalizar a la bacteria.
Ademas, se sabe que los leucocitos que migran mediante trogocitosis sustraen
moléculas como ICAM-1 o de receptores scavenger®, lo que también podria tener un
efecto potenciador en el reconocimiento y posterior fagocitosis de bacterias. Por otro
lado, la tendencia observada puede deberse a modificaciones en la maquinaria de
remodelacién de citoesqueleto inducida por las células endoteliales'®; no obstante,
estas posibilidades deben de ser exploradas mas a fondo y falta determinar si el
incremento en la capacidad de internalizacion se traduce en un aumento en la

destruccion de las particulas internalizadas.

Por otra parte, la activacion de la respuesta inmune en los leucocitos que migran a
través del endotelio no solo esta dada por la secrecidn de citocinas o fagocitosis, en un
futuro podrian explorarse aspectos como la generacién de moléculas antimicrobianas,
factores de coagulacion, procesamiento y presentacién de antigenos, regulacion de la
respuesta inflamatoria, interaccion intercelular o diferenciacion a otras células, por
ejemplo, los monocitos modificados pueden diferenciarse a macréfagos o células

dendriticas, lo que podria tener implicaciones en la respuesta inmune adaptativa.

Nuestros hallazgos sugieren que el endotelio, ademas de mantener la fluidez

sanguinea, regular el tono vasomotor, funcionar como barrera semipermeable y
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controlar el trafico leucocitario, modula la respuesta inflamatoria al disminuir la
capacidad proinflamatoria de monocitos que migran a través de él. Es relevante
considerar que las respuestas observadas por activacion in vitro pueden no reflejar el
proceso in vivo, pero analizar el mecanismo de comunicacion endotelio-leucocito nos
podria ayudar a entender enfermedades inflamatorias, tanto cronicas como agudas,
donde se reconoce ampliamente que la migracién de leucocitos y el potencial
inflamatorio estan relacionados. Como ejemplo de enfermedades cronicas podemos
mencionar la aterosclerosis, donde el endotelio se encuentra en un estado de activacion
continuo y permite la infiltracion de leucocitos, mayoritariamente monocitos, a las capas
de los vasos sanguineos, promoviendo el engrosamiento y endurecimiento de la pared
arterial e incrementando asi el riesgo de sufrir las manifestaciones clinicas propias de la
enfermedad; por otro lado el sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS) es un
ejemplo de proceso inflamatorio donde la activacion endotelial es uno de los
marcadores mas caracteristicos de la enfermedad y la infiltracion de los leucocitos
hacia los tejidos puede ser determinante para la resolucion o agravamiento de la
misma. Futuros estudios podrian conducir a la generacion de estrategias diagnosticas

o terapéuticas que ayuden a combatir estos padecimientos.

Conclusioén

El contacto con células endoteliales no activadas, tras la migracion inducida por fMLP
no induce un aumento significativo de la produccion de citocinas o de la fagocitosis en
monocitos, lo que puede indicar que el contacto con el endotelio promueve un control

de la respuesta inflamatoria ante infecciones o dafio de los tejidos.
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