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OBJETIVOS

Realizar una revisibn de la informaciébn mas reciente, sobre las funciones
morfoldgicas, diferenciacion, migracion y activacion de las células que conforman

el SFM mediante una busqueda bibliogréafica, hemerografica y electrénica.

Documentar la relevancia que ha tenido el uso de técnicas histoquimicas y
cultivos celulares para establecer los criterios de clasificacion de las células que

conforman al SFM.
Describir la importancia del desarrollo de técnicas de diagnéstico e

inmunoterapia sobre las células que conforman el SFM como blanco terapéutico
y profilactico en patologias como la arterioesclerosis y el cancer.
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RESUMEN

El presente trabajo se realizO mediante una busqueda bibliografica, hemerografica y
electronica de informaciéon actual del Sistema Fagocitico Mononuclear (SFM), tomando
como base la importancia en los avances de la comprension en la ontogenia,
morfologia y funciones de las células que integran a este sistema, para hacer uso de
este documento como una fuente de consulta util y confiable para alumnos cursantes
de la carrera de Bioquimica Diagndstica, y todas aquellas relacionadas con las Ciencias

Biologicas de la Salud.

Al mismo tiempo, se presentan algunas de las enfermedades en las que el SFM esta
involucrado, como lo es el cancer y la ateroesclerosis, en las que se ha observado que
el SFM juega un papel fundamental en la patogénesis de ambas, al generar un
ambiente inmunosupresor mediante la secrecidbn de citocinas provenientes de
macrofagos M2 intratumorales para el primer caso, y al promover la inflamacion por
parte de células dendriticas, acompafiado de la formacién de células espumosas a
partir de monocitos reclutados al sitio de inflamacién para el segundo caso, por lo que la
generacion de nuevas técnicas de diagnéstico, terapeuticas y profilacticas con el uso
del SFM, representan prometedoras herramientas para el control de estas
enfermedades

Ademas, se hace mencion de la controversia que se ha generado en la clasificacion de
las células que forman parte del SFM, ya que los monocitos, macrofagos y las células
dendriticas comparten numerosas caracteristicas fenotipicas y funcionales, por lo
tanto, las nuevas modulaciones farmacoldgicas que hacen uso del SFM deben de tener
en cuenta los efectos que se generaran en la respuesta inmune del organismo al
manipular las células que integran a este sistema, como lo es el caso de: la inhibicidon
de adhesiéon de monocitos en las placas ateromatosas, el uso de Células Dendriticas
(DC) como adyuvantes de respuesta antitumoral, la induccién de maduracién de DC
directamente en el tumor y la inhibicion de la polarizacion de macrofagos M2

intratumorales.
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INTRODUCCION

Los estudios modernos de los fagocitos mononucleares en mamiferos comenzaron con
Elie Metchnikoff en el siglo XIX, siendo hasta finales del siglo XX que se desarroll6 el
término de “Sistema Fagocitico Mononuclear” (SMF). El entendimiento de la ontogenia,
cinética y la funcion fagocitaria de estas células en animales llevaron al desarrollo de
este concepto, conocido anteriormente como “Sistema Monocito-Macréfago” (SMM). El
SFM constituye una poblacién celular de gran importancia para el sistema inmunitario, y
consta de células que tienen una estirpe comun y cuya funcion abarca la fagocitosis y la
presentacion de antigenos. Las células que incluyen el SFM son todas aquellas
derivadas de los precursores monociticos de médula 6sea (monoblasto y promonocito),
monocitos de sangre periférica, macrofagos libres o alojados en distintos 6rganos y
tejidos, y actualmente se ha incorporado a este grupo a las células dendriticas
mieloides y plasmocitoides.

Los monocitos y macrofagos se encuentran dispersos por todo el cuerpo y son capaces
de interactuar con células hospederas y particulas extrafias, para que, mediante su
biosintesis versatil y respuestas secretoras, mantengan la homeostasis fisiologica.
Estas células estan especializadas en la fagocitosis, motivo por el cual pueden estar
presentes en circulacion o en compartimientos de tejidos extravasculares, lo que las
hace contribuir en diversas enfermedades hematol6gicas mediante la produccién de
productos bioactivos. Debido a su extensa heterogeneidad y plasticidad no se ha
puesto profunda atencion a estas células, pero la importancia del estudio de los
monocitos abarca desde su maduracién a macrofagos, hasta la relacién que tienen con
las células dendriticas, ya que estas dos Ultimas, son las principales células
presentadoras de antigenos, interviniendo de esta forma en la defensa del organismo
mediante la inmunidad innata y adquirida; ademas de su papel en otros aspectos como
la inflamacion, la remodelacion de la matriz extracelular y la angiogénesis, asi como en
el control de procesos infecciosos, tanto en el interior como en el exterior de los

organos linfohematopoyéticos. Por esta razon, los desérdenes que presentan las
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células del SFM generan alteraciones significativas en el mantenimiento homeostatico

del organismao.

En la actualidad, se ha involucrado a las células del SFM en diversos estados
patologicos; como lo es en la ateroesclerosis, en la que los receptores toll-like (TLR) y
receptores scavenger (SR) de los monocitos-macroéfagos juegan un papel fundamental
en la formacién de células espumosas, y por lo tanto son las principales iniciadoras de
placas ateromatosas. Ademéas se ha observado que las DC también contribuyen en
esta patologia al generar una respuesta inmune local contra los antigenos oxLDL,
amplificando la inflamacion. Otro punto de interés son los macrofagos asociados a
tumores (TAM), los cuales se han convertido en prometedores marcadores tumorales.
Por lo tanto, el campo de estudio de estas células no solo se limita a la comprension de
las mismas, también son una ventana para poder generar una modulacion
farmacoldgica frente a diversos estados patolégicos, por lo que contar con fuentes de
consulta recientes, confieren una herramienta fundamental en el estudio e investigacion
del SFM.
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1

SISTEMA INMUNOLOGICO




(Paul Ehrlich, 1854-1915)

1.1. Elsistemainmuney sus componentes celulares.

El sistema inmunoldgico tiene como principal funcidn generar una respuesta global
coordinada, tras la introduccion de sustancias extrafias al organismo, para evitar el
desarrollo de enfermedades. Para ser eficaz, este sistema debe detectar una gran
variedad de patégenos y distinguirlos de las células-tejidos del propio organismo. En el
humano, estos mecanismos de defensa son: externos e internos. Las defensas
externas constituyen la primera linea de defensa contra patégenos y forman parte de la
respuesta inmune innata (RIl), estos mecanismos pueden ser de tres tipos: fisicos (piel
y mucosas), quimicos (secreciones del organismo como; sudor, la lisozima de lagrimas
y saliva, etc.) y microbiolégicos (flora bacteriana autdctona). Cuando un agente
extrafio atraviesa la primera linea de defensa y penetra al organismo, se ponen en

funcionamiento las defensas internas, que son la: Respuesta Inmune Innata (RIl) y la

Respuesta Inmune Adaptativa (RIA) (Sanchez, 2011).

La RIl se caracteriza por ser una respuesta rapida y poco especifica, ya que actia
directamente sobre el patdgeno sin necesidad de seleccion o maduracion celular y
constituye la primera linea de defensa para limitar la infeccién tras la exposicién a
microorganismos o cualquier antigeno. Este sistema de defensa incluye componentes
celulares como: células epiteliales, células dendriticas (DC), macrofagos, neutrofilos y
células NK, ademéas de moléculas del sistema del complemento y citocinas. Cada una
de las células anteriormente mencionadas se encuentran equipadas con receptores de
reconocimiento de patrones (PRR), que reconocen patrones moleculares asociados a
patdgenos (PAMP’s), tales como: lipopolisacaridos, peptidoglicanos, acido lipoteicoico,
lipoproteinas, DNA, glicolipidos, fragmentos de pared celular, etc. También los PRR son
capaces de reconocer sefiales endodgenas asociadas a dafio tisular (DAMP) (Vega,
2008).
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La RIl es capaz de “activarse” unicamente frente a estas “sefiales de peligro”
detectadas por los PRR de forma especifica. A tal efecto, la inmunidad innata emplea
principalmente a cinco familias de PRR: los receptores tipo Toll (TLR), los receptores
lectina tipo C, los receptores de tipo NOD, los receptores de tipo RIG-1 (receptor de
reconocimiento de patrones intracelulares) y los receptores scavengers (SR). De
manera generalizada, en la Figura 1 se hace mencién de los eventos principales en la

inmunidad innata (Vega, 2008).

TEJIDOINFLAMADO

VASOS SANGUINEOS

MEDULA y VASOS AFERENTES
OSEA LINFATICOS

Corteza

Figura 1. Eventos principales que tienen lugar durante una respuesta innata. (1) Las
células mieloides se originan en médula 6sea a partir de un precursor comun, dando lugar a
los distintos linajes de (2) DC y (3) monocitos/macréfagos En respuesta a la inflamacion o
infeccién en un determinado tejido, estas células mieloides son movilizadas (4) hacia el sitio
de inflamacion donde son capaces de interaccionar con el antigeno a través de los
receptores TLR y (5) ejercer una primera linea de defensa. Las DC son capaces de migrar a
ganglios linfaticos donde presentan estos Ag’s a LT inexpertos, siendo asi la clave de la
iniciacion de RIA (Sanchez, 2011).

Las distintas familias de receptores difieren en el tipo de ligandos que reconocen, en su
localizacion celular, en los mecanismos transduccionales que ponen en marcha al

activarse y en las funciones celulares que regulan. Sin embargo, comparten una
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estrategia general: reconocen un conjunto discreto de motivos propios o indicativos de
un proceso infeccioso o lesivo para el hospdero. Por lo tanto, definen una estrategia
opuesta, y a la vez complementaria respecto de los mecanismos de reconocimiento
propio de la inmunidad adaptativa, basada en el reconocimiento de lo particular
mediante un universo inmenso de receptores antigénicos, expresados por células By T
(Goasgen, 2009).

De forma generalizada, y para su estudio se puede clasificar a la RIA en dos tipos:
inmunidad humoral y celular, ambas actdan en conjunto con el fin de eliminar a los
microorganismos, tumores y antigenos propios. La inmunidad celular esta mediada por
dos subpoblaciones de linfocitos T (LT), los LT cooperadores (LT CD4") y los LT
citotoxicos (LT CD8"). Inicialmente los LT inexpertos por si solos no son capaces de
identificar a los antigenos extrafios, por lo tanto necesitan que les sean “presentados”
(Goasgen, 2009). Para cumplir esta funcibn de gran importancia, el sistema
inmunologico consta de un grupo de células denominadas células presentadoras de
antigeno (APC), dentro de las cuales se incluyen los macréfagos, linfocitos B (LB) y DC.
Estas comparten la particularidad de que expresan en sus membranas MHC-l y MHC-
II), a estas Ultimas se les asocia un péptido extrafio y de esta manera lo pueden

“presentar” a los LT inexpertos (Kelley, 2007).

Una vez efectuado el reconocimiento entre el LT inexperto y la APC, el LT se activa y
se induce el perfil en uno de los dos subtipos de células T efectoras: LT CD8" o LT
CD4", tal y como se muestra en la figura 2. Dependiendo del microambiente celular y
del tipo de APC que los activa, los LT CD4" pueden dar lugar a células tal y como se

muestra en la figura 2:

) Thl; productoras de INF-y e IL-2 con las que activan propiedades
microbicidas en macrofagos para asi resistir infecciones intracelulares.
1)} Th2; productoras de IL-4, 5 y 13, que permiten reclutar a otros leucocitos y

cooperar con LB para producir diferentes isotipos de Ig.
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) Thl17; productoras de IL-17 e IL-6, que movilizan a neutrdfilos y fagocitos
mononucleares para combatir infecciones.

IV)  Trg algunas CD4" son inducidas a producir IL-10, diferenciandose a células
CD25+Foxp3*, con capacidad de suprimir la funcion de Thl, Th2 y Thl7
(Gonzélez, 2010).

GANGLIO LINFATICO TEJIDO INFLAMADO

VASOS LINFATICOS
EFERENTES

Respuestas
inmunes

j ; 4. Generacion de respuestasinmunes
1 Presentacion del antgeno delas DCs alas TCs 5. Resolucion de lainfaccioninflamacion
2 Diferenciacion de células Tefecteras
3 Migracion altejido inflamado

Figura 2. Eventos principales de RIA y generacion de los diferentes tipos de LT. (1) En
los ganglios linfaticos las APC presentan antigeno a LT inexpertos, (2) estos a su vez se
activan y diferencian a LT efectores: Thl, Th2, Th17 o T (3) Las células T cooperadoras y
de memoria que se generan en este proceso, migran a través de los vasos linfaticos
aferentes a los tejidos inflamados (4) para ejercer su funcién de regulacion en la respuesta
inmune o (5) en la proteccion frente a patdgenos constituyendo asi la segunda linea de
respuesta inmune (Sanchez, 2011).

Los LT CD8" o citotdxicos, por otro lado tienen la capacidad de lisar a las células
infectadas con microorganismos intracelulares, que no pueden ser eliminadas por los
fagocitos. Los LT CD8" reconocen a los péptidos presentados sobre moléculas MHC-I,
las cuales pueden ser expresadas por todas las células nucleadas. Una vez que el
LT CD8" interactia con el MHC-I y sus moléculas coestimuladoras, es activado y esto
lleva a la exocitosis de sus granulos, los cuales contienen perforinas y granzimas,
provocando asi la lisis celular. Los LT CD8" también expresan FasL, que interactiia con

Fas en la membrana de las células blanco induciendo la apoptosis (Espinoza, 2005).
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Una vez que se ha iniciado la respuesta inmunoldgica contra un antigeno, se generan
anticuerpos y simultdneamente se producen LB de memoria, que facilitardn la
respuesta inmunologica en posteriores exposiciones al antigeno. La respuesta
inmunologica humoral consiste en la produccion de anticuerpos por parte de las células
plasmaticas, la unidon de anticuerpos a los patdgenos para neutralizarlos, y la
destruccion del patdégeno unido al anticuerpo por parte de otras células inmunoldégicas a
través de la opsonizacion y la fagocitosis. Los LB son activados por los LT Th2 para
diferenciarse en células plasmaticas y producir anticuerpos. Los anticuerpos se
producen en diferentes isotipos, en primera instancia IgM o 1gG, y en posteriores
estimulos IgA, IgD o IgE, que son distribuidos a diferentes areas del organismo con
diversos efectos. Una vez que el anticuerpo se une al patdgeno, el receptor, en un
fagocito, de la fraccion cristalizable (Fc) se une al anticuerpo adherido al patdgeno.
Ademas, los anticuerpos pueden activar la via clasica del sistema de complemento para

destruir a los patdgenos (Goesgen, 2009).

En resumen, el resultado final de la activacion de las células de la inmunidad adaptativa
es la produccion de anticuerpos, la activacion de mecanismos de citotoxicidad, la
liberacién de citocinas, la activacion de otros tipos celulares, todos ellos conducentes a
la remocion del antigeno, que de forma controlada y adecuada, permite la generacion
de memoria inmunoldgica y la induccién de una respuesta rapida y eficaz frente a

posteriores retos con el antigeno (Gonzélez, 2010).
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2.1. Definicion de SFM e importancia.

El SFM es un grupo celular conformado por: monocitos circulantes y sus precursores en
médula 6sea, macréfagos (M1 y M2) y DC (mieloides y plasmocitoides). Todas estas
células comparten caracteristicas morfoldgicas, funcionales y ontogénicas en comun,
razon por la cual se les considera como un sistema. EI SFM tiene como principal
funcién coadyuvar con el sistema inmunolégico en la eliminacion de agentes patdégenos
o de particulas extrafias a través de la fagocitosis. Ademas intervienen en el proceso de
inflamacion, reparacién de tejidos, autoinmunidad y en el desarrollo de cancer
(Kaushansky, 2010).

Debido a su amplia heterogeneidad y plasticidad funcional, antiguamente era dificil

definir a las células que integraban a este sistema, sin embargo con el desarrollo de

22



nuevas tecnologias el tema se ha ido clarificando (Granados, 2008). Ademas las
funciones que tiene el SFM en el mantenimiento homeostatico asi como su
participacion en la patogénesis de distintas enfermedades ha hecho necesario
profundizar el estudio sobre el SFM, abarcando desde la caracterizacion de sus
propiedades fenotipicas y funcionales, hasta la incorporacion reciente de las DC a este
sistema; ya que las DC comparten propiedades con macrofagos, monocitos y sus
precursores, y la importancia de esto es debido a que el nuevo uso de terapias

involucra a todas las células que conforman al SFM (Castarfio, 2010).

Uno de los temas en el que el SFM ha tenido gran impacto, es su participaciéon en la
progresion y mantenimiento de células cancerigenas a través de los Macréfagos
Asociados a Tumores (TAM) y de las DC, ya que las citocinas y factores de crecimiento
derivadas del tumor como: Interleucina 10 (IL-10), factor de crecimiento transformante
beta (TGF-B), factor estimulante de colonias de macrofagos (M-CSF), factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) y la proteina quimioatrayente de monocitos 1
(MCP-1), provocan un aumento en la generacion de macrofagos y reducen la
diferenciacion de DC vy, en consecuencia el sistema inmune contra células
cancerigenas se ve afectado (Solinas, 2009). De esta manera, estas células han sido
propuestas como un blanco terapéutico prometedor para la profilaxis e incluso detener

la progresion y crecimiento de tumores (Allavena, 2008).

Otro punto de interés en el SFM es la patogénesis de la ateroesclerosis. Durante mucho
tiempo se sabia que los monocitos/macréfagos eran las principales células que estaban
involucradas en la formacién de placas ateromatosas, sin embargo, investigaciones
recientes han descrito la participacion crucial de los LT (CD4" y CD8") y de las DC,
considerando a estas Ultimas como principales iniciadoras de la ateroesclerosis (Tian,
2009).

La participacion del SFM no solo se limita a las enfermedades aqui mencionadas, hay
gue recordar que las células de este sistema pueden ser reservorio de agentes

patdgenos como virus, bacterias, hongos, etc. (Castafio, 2010). Ademas, hay que
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considerar los trastornos que las mismas células de este sistema llegan a presentar en
su morfologia y funcién, las cuales son conocidas como histicitosis. Por lo tanto, el
campo de estudio sobre el SFM es bastante amplio y el conocer las caracteristicas de
las células que conforman a este sistema resulta fundamental para el desarrollo de
nuevas terapias y métodos de diagndstico contra multiples enfermedades (Geissmann,
2010a).

2.2. Desarrollo en la definicion de SFM.

Inicialmente la definicion de SFM se hizo para separar a las células de esta familia de
las células linfoides (linfocitos T y B), granulocitos (polimorfonucleares) y de células
endoteliales. En 1866, Metchnikoff fue el primero en observar el proceso de absorcion y
digestién de particulas extrafias mediada por células fagociticas, clasificandolas en
macrofagos (células grandes) y microfagos (células pequerias con capacidad fagocitica,
ahora conocidas como neutrdéfilos), ademas mediante sus observaciones propuso que
existia una estrecha relacion entre los fagocitos que se encuentran dentro de 6rganos
linfohematopoyéticos con los que residen en érganos no linfohematopoyéticos, razén
por la cual introdujo el término “sistema macrofago” (Geissmann, 2010a).
Posteriormente Aschoff en 1924, llevo este concepto aun mas lejos, clasificando a
diversas células del organismo en base a su actividad fagocitica, integrandolas en el
“Sistema Reticulo Endotelial” (SRE), (Tabla 1). En esta clasificacion se tomaba a las
células reticulares del bazo y nédulos linfaticos, asi como las células reticulo-
endoteliales de los senos linfoides y sangre, como constituyentes estrictos del SRE,
mientras que los histiocitos (macrofagos) y monocitos formaban parte de este sistema
como constituyentes poco importantes. Con el tiempo, el concepto de SRE fue
ampliamente criticado, e incluso considerado inapropiado, esto debido a que las células
del endotelio vascular son funcional y morfolégicamente diferentes a los histiocitos y
mas aun de células reticulares. También se comprobd que el llamado “aclaramiento” en
el torrente sanguineo se realiza principalmente por macrofagos del higado (células de
Kupffer) y por macrofagos que se encuentran en la pulpa roja de bazo, y no por células
endoteliales o reticulares. Ademas el método utilizado por Aschoff para realizar esta

clasificacion se considera poco confiable, ya que se basaba en la absorcion celular de
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colorante vital, y por lo tanto, algunas células con baja actividad fagocitica (células
endoteliales, fibrocitos, células reticulares, etc.) pueden tefirse como resultado final de
la pinocitosis, especialmente cuando se aplican grandes cantidades de colorante
(Chang, 2009).

Tabla 1. El Sistema Reticulo Endotelial de Aschoff. Basado en la actividad fagocitica de
colorante vital. * SRE en sentido estricto, ** SRE en sentido més amplio (adaptado de Furht,

1972).
- Células endoteliales.
- Fibrocitos.
Incremento de la - Células reticulares de bazo y nédulos linfaticos*.
Actividad Fagocitica - Células reticulo endoteliales de senos linfoides y
sangre, incluyendo células kupffer*.
v

- Histiocitos**.

- Esplenocitos y monocitos**.

Tiempo después se desarroll6 el término “sistema reticulo-histiocito” por Thomas, 1949,
en el cual no solo se consideraba la capacidad fagocitica de las células, también se
tomaba en cuenta la actividad metabdlica de las células, por ejemplo, la elevada
sintesis proteica considerada esencial para la proliferaciéon y crecimiento. Pero ni el
concepto de SRE o0 el de sistema reticulo-histiocito proporcionaban un marco
completamente satisfactorio. Por esa razon, en 1969, surgié una nueva clasificacion
tomando en cuenta morfologia, funcidén, origen, cinética celular y la capacidad de
adherirse a superficies de vidrio, haciendo posible colocar a las células mononucleares
altamente fagociticas y sus precursores en un solo sistema, denominado "sistema

fagocitico mononuclear" (SFM) (Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas fenotipicas de Fagocitos Mononucleares. Establecidas durante
la conferencia de fagocitos mononucleares en Leiden, Paises Bajos 1969. (+/-: presente 0
ausente, +: Escaso, ++: Moderado, +++: Elevado y ++++: Abundante, Vr: tamafio variable)
(Adaptado de Kaushansky, 2010).

Propiedades morfologicas y funcionales del SFM
Promonocitos | Monocitos Tejido
en Médula | ensangre | Macréfagos | Macréfagos
Osea periférica libres residentes
Diametro celular 14-20 pm 10-14 um 10-25 um Vr
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Forma nuclear Plegado Reniforme Reniforme u Reniforme u
oval oval

Nucléolos + + + +
Sintesis de DNA 50-70 % 0-1 % 0.5-3% 15-25%

Citoplasma
C. Golgi Amplio Menor Vs Vs
Poliribosoma +++ + +/- +/-
R.E. aF + + ++
Mitocondria + ++ ++ a +++ ++ a +++
Lisosomas + + ++ a ++++ ++ a ++++
Vesiculas endociticas + + ++ a ++++ ++ a ++++

Propiedades funcionales
Adherencia a vidrio +++ +++ +++ a ++++ +++ @ ++++
Pinocitosis + ++ +++ +++
Fagocitosis ++ +++ +H++ o+

En la actualidad el SFM sigue desafiando a los sistemas biolégicos celulares, debido a
los sutiles limites entre los monocitos-macréfagos y otros tipos de células, derivados de
su plasticidad fenotipica y trans-diferenciacion, asi como la prueba de la renovacion de
las poblaciones locales de macréfagos tisulares frente al reclutamiento de monocitos
(Geissmann, 2010b).

Un claro ejemplo es la incorporacion reciente de las DC al SFM (Geissmann, 2010b).
Tras su descubrimiento en 1973 por R. Steinman, estas células fueron consideradas
inicialmente como no fagociticas, debido a que no cumplian con los criterios
establecidos para los fagocitos mononucleares; se consideraban morfolégicamente
diferentes a cualquier célula del SFM y su origen no estaba totalmente definido, por lo
tanto no podian ser parte del SFM, lo cual era erroneo. Con el tiempo, mediante el
desarrollo de nuevas tecnologias inmunohistoquimicas, cultivos celulares y de biologia
molecular se comenz6 a conocer mas sobre las -caracteristicas funcionales,

morfologicas y origen de las DC (Geissmann, 2010a).

2.3. Establecimiento del grupo celular que conforma al SFM: Marcadores de

superficie y progenitores mieloides.

Se han realizado numerosos estudios que justifican la incorporacion de las DC al SFM,
empezando por la identificacion de los factores de crecimiento implicados en el
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desarrollo de las DC, ademas de la busqueda de las células en médula Gsea, torrente

sanguineo o en tejidos que estan comprometidas en la conversion a DC (Chang, 2009).

Recientemente se ha resuelto parte de la ontogenia de las DC con la identificacion de
una ceélula progenitora comun en meédula 6sea, llamada Ceélula Progenitora de
Macréfagos y DC (MDP). Esta célula es la precursora de los monocitos de sangre, de
los macréfagos tisulares y de las DC €D103*CD11b~ 6 DC €D103~CD11b* de diversos
tejidos (Figura 3) (Chown, 2011 y Geissmann, 2010a).

En cuanto a los factores de crecimiento, la produccién de los fagocitos mononucleares
a partir de su célula progenitora es dirigida por: M-CSF (también llamado factor
estimulante de colonias-1, CSF-1), factor estimulante de colonias de granulocitos y
monocitos (GM-CSF) y el ligando para el receptor tipo tirosin-protein cinasa (FIt3L),
entre otros. Se ha observado que mutaciones en CSF-1 y CSF-1R en ratones producen
una reduccion significativa en poblaciones de DC y en sus presuntos precursores,
razén por la cual se comenzé a relacionar su progenie con la de monocitos-macréfagos
(Goasgen, 2009).

27



MACROFAGO
GRANULOCITO

) (o) —

¥ MONOCITO
LINAJE ERMROCMO
LINFOIDE MEGACARIOCITO

DC
PLASMOCITOIDE

TEJIDO LINFOIDE DCs CD8+ y CD8-
TEJIDO NO LINFOIDE DCs CD103+CD11b-

| TEJIDO NO LINFOIDE DCs CD11b+CD103-

Figura 3. Ontogenia de monocitos, macrdfagos y células dendriticas a partir de una

célula progenitora comun en médula 6sea. La MDP puede dar lugar al CDP o monocitos.

La CDP es un precursor comun de las DC y a la vez puede dar lugar a DC CD8" o CD8" en

tejidos linfoides, y a DC CD103'CD11b™ en tejidos no linfoides y en sangre periférica.

Ademas los monocitos pueden dar lugar a algunas DC CD103'CD11b" o a macréfagos.

HSC: célula madre hematopoyética; CMP: progenitor mieloide comin; GMP: progenitor de

macréfagos y granulocitos; CDP: progenitor comun de DC. (Chown, 2011).
Un descubrimiento clave en el campo de las DC que ayudoé a relacionarlas directamente
con el SFM, fue la observacion en cultivos celulares de que el GM-CSF (solo o en
combinacion con IL-4) promueve la proliferacion-diferenciacion de monocitos circulantes
y de médula 6sea en APC potenciales, las cuales pueden madurar ain mas con
estimulos, tales como productos microbianos (Hume, 2008). Este descubrimiento ha
motivado diversos estudios en los que las células estimuladas con GM-CSF se
asemejan a CD, y contrastan con las células estimuladas con CSF-1 (macréfagos) en
términos de habilidad para presentar antigenos. Curiosamente, los estudios de la

biologia del macrofago se han realizado con células estimuladas con GM-CSF como un
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modelo alternativo para el desarrollo de macréfagos. Lo anterior debido a que el CSF-1
se encuentra en circulacién y en todos los tejidos in vivo, mientas que el GM-CSF se
produce por estimulos con Lipopolisacaridos (LPS) o mitdogenos de células T. En
resumen, las células del SFM estan expuestas durante su diferenciacion y migracion a
distintos factores de crecimiento, como: CSF-1/IL-34, GM-CSF, IL-4, IFN-y y FIt3L, cada
una contribuye a determinar el fenotipo celular. Las células crecen con cualquiera de
estos factores y probablemente no tienen contrapartes in vivo, y no hay evidencia para
identificar un factor de crecimiento que ayude a especializar la formacién de CD, y por
lo tanto sean excluidas del SFM (Ginderachter, 2008).

Geissmann F., Gordon S., Hume D. y Howat A. (2010) mencionan que otro punto de
apoyo para el estudio de la relacién entre las DC y las células del SFM ha sido el
analisis de sus marcadores de superficie. Sin embargo, los rasgos fenotipicos de estas
células han despertado mucho mas confusion, de tal manera que se ha concluido que
las DC son un linaje de los macréfagos o simplemente son un subconjunto de los
mismos; tal y como sucede con los LT CD4", que pueden diferenciarse en distintos
subconjuntos (tales como LT cooperadores 1 (Thl), TH2, TH17 y Trg). Por lo tanto, los
monocitos, macrofagos y DC también pueden diferenciarse en subconjuntos
funcionales discretos. Ademas, se ha comparado la actividad de presentacion de
antigenos de las DC derivadas de monocitos humanos (cultivadas con GM-CSF) y de
macrofagos derivados de monocitos (cultivadas con CSF-1), observando que ambos
tipos de células se agruparon con LT inexpertos y formaron una sinapsis inmunoldgica
(Silva, 2012).

Entre los marcadores de superficie recientemente estudiados se encuentran el F4/80
(considerado como especifico para macrofagos), CD11c y CD11b (considerados como
especificos para DC), sin embargo, diversos estudios han encontrado expresados estos
marcadores en ambas células (Silva, 2012). Generalmente, se ha determinado que
todas aquellas células que presentan niveles elevados de F4/80 en su superficie, son
consideradas como macrofagos, mientras que aquellas que tienen bajos niveles de este

marcador, se consideran como DC. Distintas observaciones indican que el antigeno
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F4/80 se detecta facilmente en las DC inmaduras, a pesar de que este disminuye en
cuanto madura la DC. En la Figura 4, se muestran tinciones en las que se hace uso de
los marcadores antes mencionados, con el fin de identificar las similitudes de las DC

con los macrofagos en cuestion de morfologia y su ubicacion anatémica (Hume, 2008).

Figura 4. Tincién del antigeno F4/80 y de la proteina EGFP. (A) Lamina propia intestinal y
(B) una seccién de médula renal a partir de una tinciéon del antigeno F4/80 restringido para
macréfagos (café). Note la morfologia dendritica y la extension en el plano de la membrana
basal del epitelio. (C) Pequefias secciones de intestino y (D) de pulmén de ratones
MacGreen en los cuales la EGFP es expresado a partir de la region promotora de CSF1R.
En base a la localizacién, morfologia y cantidad, es dificil sostener el argumento de que
estos macrofagos son distintos de DC identificadas con base a CD11c en estas ubicaciones
(Hume, 2008).

Muchos han considerado al CD11c como marcador especifico de DC en ratones, pero
la especificidad de este marcador depende del sitio anatomico donde se encuentre la
célula y su expresion en células humanas resulta ain mas compleja. En érganos
linfoides las células mieloides que presentan niveles elevados o intermedios de CD11c,
son consideradas como DC; sin embargo, en el pulmén, se han encontrado macréfagos
con niveles elevados de CD11c, ademas en otros sitios fuera de los 6rganos linfoides,

existen macréfagos que son CD11c” (Aghaallaei, 2010).

Por otra parte, se penso utilizar al CD11b como un marcador universal, pero no
especifico, para macrofagos; sin embargo, se encontré que los macréfagos esplénicos

son CD11b o presentan bajas concentraciones de este marcador. Existe un grupo de
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lectinas tipo C que parecen ser expresadas especificamente por DC, pero aun no hay
suficiente informacion que confirme esta aseveracion acerca de cualquier combinacion

de marcadores, especialmente en 6rganos no linfoides (Geissmann, 2010b).

Chown, A. y cols. mencionan que el gran problema al que se enfrentan los
investigadores es que los estudios sobre marcadores celulares generalmente se
realizan en tejidos linfoides, y por lo tanto, los marcadores convencionales (F4/80,
CD11c, CD11b y MHC II) utilizados para identificar macrofagos y DC en humanos y
ratones, han mostrado no ser especificos. Esto parece ser incluso mas problematico en
tejidos como el tracto respiratorio y el intestino, donde el ambiente es
inmunologicamente diferente al tejido linfoide y no hay exposicibn constante al
antigeno. Por lo tanto la amplia variabilidad y plasticidad del SFM se relaciona con las
multiples localizaciones anatémicas donde se encuentra. Cada una de las variables
expuestas debe influir en la respuesta funcional de los fagocitos mononucleares como
parte del Sl y como moduladores del SIA. Finalmente es importante mencionar que el
término CPA no se refiere a un tipo especifico de célula, sino a una actividad (Castario,
2010).
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3
MONOCITOS

(Karl Albert Ludwing Aschoff, 1866-1942)
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3.1. Ontogeniay factores de crecimiento involucrados.

Los monocitos que circulan en torrente sanguineo proceden de un precursor comun de
la médula Osea para monocitos, macréfagos y DC, el MDP con un fenotipo
caracteristico lin'c-kit" CD115" CX3 CR1 FIt3*. Una vez generados los monocitos se
liberan al torrente sanguineo, donde constituyen un 10 % de los leucocitos circulantes
en humanos. Los monocitos de sangre periférica tienen una vida media relativamente
corta (24 a 72 horas), y contribuyen a la renovacién de los macréfagos y DC tisulares
(Silva, 2012).

El uso de la hibridacién fluorescente in situ multicolor (M-FISH) ha permitido la
identificacion de los progenitores y de las poblaciones celulares diferenciadas que dan
lugar a los monocitos, basandose en la expresion de multiples proteinas de la superficie
celular. Los modelos actuales proponen gue, tanto los monocitos de sangre, muchos
subconjuntos de macréfagos y la mayoria de las DC se originan in vivo a partir de:
células madre hematopoyéticas (HSC), las cuales dan lugar a células mieloides con
potencial de diferenciacion restringido (MP) (Figura 5). Las etapas comprenden la
diferenciacion de la MP a un precursor comun de monocitos, macréfago y DC, el MDP
(Van Hemer S, 2009).

Los MDP son un subconjunto de células proliferantes en la médula 6sea que comparten
caracteristicas fenotipicas con poblaciones precursoras mieloides, pero en gran medida
no pueden diferenciarse en granulocitos (otro tipo de células del linaje mieloide). Dentro
de la médula 6sea, los MDP se pueden diferenciar a monocitos, o en el precursor
comun de DC (CDP) (Hume, 2008).

Cuando el ambiente celular promueve la formacién de monocitos, la MDP se diferencia
en monoblasto y este posteriormente en promonocito. En humanos el promonocito
puede dar lugar a dos subpoblaciones de monocitos, las cuales se definieron
inicialmente con la expresion de las moléculas de superficie CD14 y CD16. Hay dos
tipos principales de monocitos, unos con alta expresion de CD14 y carentes de CD16

(CD14°CD16) y otros con baja expresion de CD14 y que expresan CD16
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(CD14"CD16"). En ratones también el promonocito puede generar dos subgrupos de
monocitos, Ly-6C" y Ly-6C", estos saldran de la médula 6sea hacia la sangre. Los
monocitos Ly-6C" generan los macréfagos residentes tisulares que se encuentran en el
bazo, higado, pulmon e intestino, y realizan un papel como centinelas en dichos tejidos.
Mientras que los monocitos Ly-6C* se diferencian en macréfagos inflamatorios en

respuesta a infecciones o procesos inflamatorios (Geissmann 2010b y Wittamer, 2011).
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Figura 5. Diferenciacion de monocitos, macré6fagos y células dendriticas. La MDP da
lugar a monocitos y CDP. Los dos monocitos Ly-6C" y Ly6-C™ abandonan la médula 6sea y
salen a torrente sanguineo. Los CDP dan lugar a pre-cDC y a PDC. Las pre-cDC circulan en
sangre y entran a tejidos linfoides, donde daran lugar a DC CD8a" y CD8a, y en tejidos no
linfoides se generan DC CD103" de lamina propia. Bajo condiciones homeostéticas, los
monocitos Ly-6C" pueden contribuir con los macréfagos y monocitos Ly-6C* para convertirse
en DC CD103" en tejidos no linfoides. Durante la inflamacion los Ly-6C* dan lugar a TiPDC,
macrofagos inflamatorios y tal vez contribuyen con la generacion de MDSCs asociadas con
tumores. La HSC también puede dejar la médula y dirigirse a tejidos periféricos y diferenciarse
en células mieloides durante la inflamacion. HSC: célula madre hematopoyética; CDP:
progenitor comin de DC; MDP: precursor comiUn de monocitos, macrofago y DC; MP: células
mieloides con potencial de diferenciacion restringido; pre-cDC: células dendriticas
preclasicas; PDC: células dendriticas plasmocitoides, MDSCs: células supresoras de origen
mieloide (Geissmann, 2010a).
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Los procesos de diferenciacion mieloide poseen gran plasticidad; asi, se ha observado
que en situaciones de infeccion e inflamacion, la migracién de los monocitos a los sitios
de inflamacion y posteriormente su diferenciacion a DC. Los monocitos Ly-6C" pueden
ser movilizados de la médula 6sea hacia los tejidos inflamados por un mecanismo
dependiente de CCR2, y una vez alli, pueden diferenciarse a DC productoras de TNF-a
(TipDC) o macrofagos M1 (Kaushansky, 2010).

A lo largo de toda la ruta de diferenciacion, las células de linaje mieloide son reguladas
por un amplio numero de citocinas, entre las que se encuentran: GM-CSF, M-CSF, IL-3,
IL-4, e IL-6. Cabe mencionar que ademas de las citocinas estimuladoras de la
mielopoyesis existen también un nimero considerable de citocinas que la inhiben, como
sucede con el TNF-a, el TGF-, la proteina inflamatoria de macrofagos-1la (MIP-1a) e
interferones, entre otras. Estas moléculas son capaces de disminuir los niveles de
células madre y células progenitoras hematopoyéticas mediante la inhibicion de su
proliferacion; dicha inhibicibn puede ocurrir de manera directa, disminuyendo la
expresion de receptores de moléculas estimuladoras o a través del efecto sinérgico
entre dos o mas factores, causando una supresion en la proliferacion y formacién de

colonias hematopoyéticas (Chang, 2009).

De forma general, las citocinas son el estimulo critico para que los monocitos avancen
hacia cada una de sus alternativas de diferenciacién. De hecho, la primera citocina con
la que los monocitos entran en contacto determina el programa de diferenciacion y su
perfil de respuesta a otras citocinas. La diferenciacion in vitro de monocitos a
macréfagos o DC es un ejemplo de dicha dependencia (Figura 6). Las citocinas
comunmente empleadas para generar DC derivadas de monocitos (MDDC) in vitro son
GM-CSF e IL-4, mientras que los macréfagos se diferencian en presencia de GM-CSF o
M-CSF. En humanos, la IL-4 favorece la diferenciacion de monocitos a DC e impide la
generacion de macréfagos, mientras que la presencia de IL-6 limita la generacién de
estas ceélulas y promueve la diferenciacion a macrofagos de manera dependiente de
M-CSF. Por otra parte, el entorno celular y la presencia de estimulos externos también

condicionan la diferenciacion del monocito inducida por citocinas (Chang, 2009).
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Figura 6. Diferenciacién in vitro de monocitos. Esquema ilustrativo de la plasticidad y la
estimulo-dependencia de la diferenciaciébn de monocitos de sangre periférica (Sierra, 2010).

En general, las células del SFM proceden de un progenitor comun, incluso dependiendo
de las condiciones homeostaticas, los monocitos pueden diferenciarse tanto en
macrofagos como en DC en los distintos compartimientos del organismo, y dicha
localizacion anatomica definird las caracteristica fenotipicas y funcionales de estas
células, razén por la cual la heterogeneidad y plasticidad del SFM resulta bastante

compleja (Villalta y Chang, 2009).

3.2. Morfologia de monocitos y sus precursores.

Los monoblastos y promonocitos son los precursores directos una vez que la MDP se
diferencia hacia el linaje de los monocitos. Estas células se caracterizan por tener
cromatina nuclear dispersa finamente y nucléolos que se pueden apreciar en frotis de

sangre o médula ésea mediante tincidbn Wright (Bennink, 2009).

El monoblasto tiene un periodo de vida muy bajo en medula 6sea, es una célula
redonda con un gran nucleo redondo, provisto de cromatina muy laxa con numerosos
nucléolos, su tamafio es superior al de los mieloblastos (15-25 um). Su citoplasma, mas
abundante que el del mieloblasto es intensamente baséfilo (azulado con Tincion de

Wright), un dato muy importante en el monoblasto es la existencia de una elevada
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positividad esterasa inespecifica fluorosensible (Van Hemer, 2009). Los promonocitos
son claramente identificables en médula 0sea, pese a su escaso numero, miden 12 a
18 um y tienen una elevada relacién nucleo-citoplasma. El nucleo es de aspecto
irregular, con pliegues y muescas, posee una cromatina relativamente condensada, a
pesar de lo cual son visibles los nucléolos. El citoplasma es altamente baséfilo por su
gran riqueza de poli-ribosomas y puede contener granulaciones azurdfilas, lo que en
ocasiones hace dificil distinguirlos de los promielocitos (Figura 7a y 7b).
Citoquimicamente contienen fosfatasa acida, naftol-As-D-acetoesterasa fluorosensible,

peroxidasa y arilsulfatasa (Mayani, 2007).
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Figura 7. Tincidon de Wright de muestra de Médula 6sea. A) Monoblasto y B) Promonocito
(Kaushansky, 2010).

Los monocitos tienen un diametro de 12 a 15 uym (Figura 8) y sus caracteristicas
morfologicas son variables, dependientes de la actividad que ejerceran. El nucleo de los
monocitos ocupa aproximadamente la mitad de la superficie de la célula y por lo general
es excéntrico, es de forma arrifionada, pero puede llegar a ser redondo o irregular, el
cual contiene una red de cromatina caracteristica con filamentos formando pequefios
puentes de grupos de cromatina. Los agregados de cromatina se organizan a lo largo
de la cara interna de la membrana nuclear. Mediante la tincion de Wright, el citoplasma
presenta manchas de color gris azulado y numerosos granulos de color rosa-puarpura,
gue a veces, son lo suficientemente numerosos para dar una apariencia completamente
rosada al citoplasma, ademas de esto, se llega a apreciar a las vacuolas

citoplasmaticas (Figura 9) (Bennink, 2009).
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Figura 8. Monocito en sangre periférica tefiido con Wright. Nicleo reniforme con una
relacion nucleo-citoplasma elevada. Se observa la cromatina condensada formando
agrupaciones ademas de estar presentes vacuolas citoplasmaticas (Bennink, 2009).

Figura 9. Monocito con nucleo de forma circular. Las granulaciones azurdfilas son
evidentes en el citoplasma de la célula (Kaushansky, 2010).

Cuando se examina a través de un Microscopio de contraste de fases, el nacleo de los
monocitos tiene un patrén de cromatina claro sobre un fondo nublado, este nucleo
presenta una depresion yuxtanuclear ocupada por un centrosoma con movimiento
activo ondulante similar al de otros leucocitos. El citoplasma es de color gris claro, las
mitocondrias son muy finas y en ocasiones forman una roseta pequefia yuxtanuclear

alrededor del centrosoma (Kelley, 2007).
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La locomocion de los monocitos tiene el mismo patron de pseuddpodos citoplasmaticos
ondulantes que los macréfagos. En general los monocitos adoptan una forma triangular
al momento de desplazarse de un punto a otro. La forma de propagacion de los
monocitos revela que el ndcleo y los granulos se encuentran en el centro y el
hialoplasma es abundante en la periferia de la célula, terminando en bordes, lo cual
demuestra el movimiento ondulante de esta célula (Kelley, 2007).

Cuando se observa al microscopio de contraste de fases, los monocitos pequefios,
pueden confundirse con los linfocitos grandes; sin embargo una caracteristica notable
de los monocitos es la membrana plasmatica ondulante, que forma prominentes
pliegues densos en la superficie y bordes celulares. La ondulacion de la membrana
plasmatica y la presencia de vesiculas en la superficie de los monocitos, tiene un

significado funcional (Yang, 2011).

Tanto para la fagocitosis y movilidad del monocito, estas funciones requieren de
contacto fisico con particulas o superficies celulares. De forma que la reduccion en el
radio de curvatura de la superficie celular por la formacion de ondulaciones
(pseuddpodos) o microvellosidades pueden ser por la reduccién de las fuerzas de
repulsion cuando grupos de carga negativa en la superficie celular se aproximan y se
ponen en contacto con sustratos con carga negativa o con otra célula. Ademas, esta
reduccion de la membrana puede proveer de reservas a la membrana para la

fagocitosis y locomocién (Yang, 2011).

Visto al microscopio de transmision electrénica, el nucleo de los monocitos contiene uno
o dos nucléolos rodeados por cromatina, el citoplasma contiene pequefias cantidades
de reticulo endoplasmico y una cantidad variable de ribosomas, Las mitocondrias son
numerosas, pequefas y alargadas, el Aparato de Golgi esta bien desarrollado y esta
situado cerca del centrosoma dentro de la hendidura nuclear, los microtubulos son
numerosos y las microfibrillas se encuentran agrupadas alrededor del nucleo (Figura
10) (Webster, 2010).
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Figura 10. Microscopia de transmision electronica de barrido de un monocito. El nacleo
excéntrico de forma reiforme con un patrén caracteristico de cromatina dispersa. El aparato
de Golgi (G) se encuentra en una posicidn yuxtanuclear. Pequefias cantidades de reticulo
endoplasmico (er) y poli-ribosomas (r) estan presentes, sobre todo alrededor de la periferia
celular. Las mitocondrias (m) se encuentran en la region de aparato de Golgi, ademas se
encuentran dispersas sobre la periferia celular. Los lisosomas (L) se observan como
pequefios granulos densamente electronegativos, delimitados por una membrana
(Kaushansky, 2010).

En los cultivos celulares de macréfagos, los microfilamentos se encuentran debajo de la
membrana plasmatica, cerca de los sitios en los cuales la célula se une a sustratos o a
particulas fagocitables. Como ya se ha mencionado, la superficie celular se caracteriza
por sus numerosas microvellosidades y vesiculas para micropinocitosis. Los granulos
citoplasmaticos se asemejan a los encontrados en los granulocitos, miden
aproximadamente 0.05 a 0.2 um de diametro, son densos y homogéneos, se
encuentran delimitados por una membrana y estan empaquetados por el Aparato de
Golgi, asi como los granulos lisosomales de otros leucocitos (Mayani, 2007).

El contenido enzimético es producido por el complejo ribosomal de la célula, estos
granulos contienen fosfatasa acida y arilsulfatasa, por lo tanto son los principales
lisosomas. Después de la endocitosis, estos lisosomas se funcionan con el

fagolisosoma, formandose asi lisosomas secundarios (Webster, 2010).
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3.3. Histoquimica de monocitos.

Los monocitos contienen una importante cantidad de enzimas proteoliticas e
hidroliticas, las cuales pueden ser identificadas mediante tinciones histoquimicas. El fin
de producir estas enzimas es para su liberacion a partir de granulos primarios y
secundarios dentro del fagosoma, bajo estimulos de complejos, por ejemplo: los de
antigeno-anticuerpo. Al mismo tiempo se pueden sintetizar compuestos microbicidas
dependientes de oxigeno o radicales libres, los cuales actian sobre diferentes

patogenos: bacterias, virus, hongos (Kelley, 2007).

Los leucocitos contienen esterasas, un grupo de enzimas lisosémicas que hidrolizan los
esteres alifaticos y los aromaticos. Las esterasas se asocian a los granulos azurdfilos
(inespecificos). Se han distinguido distintas isoenzimas de esterasas con una variable
distribucion celular y diferente especificidad de sustrato; las isoenzimas 2, 7 y 9 en los
neutrofilos, la isoenzima 6 en las células plasmaticas y las isoenzimas 4 y 5 en los
monocitos. Las esterasas de monocitos son inhibidas por fluoruro de sodio, mientras
que las esterasas de la serie granulocitica no lo son. La reaccién esterasa no especifica
es positiva en promielocitos y mielocitos, por lo tanto, en el andlisis de la inhibicién de
fluoruro es necesario distinguir monocitos de médula 6ésea de mielocitos tempranos
(Kaushansky, 2010).

Los granulos de los monocitos, aunque heterogéneos en tamarfio, no son separables en
poblaciones por criterios habituales de microscopia electronica. Los promonocitos
humanos de médula y los monocitos de sangre contienen granulos que comprenden
dos poblaciones funcionalmente distintas. Una poblacion contiene fosfatasa-acida,
arilsulfatasa y peroxidasa (Ruiz, 2004). Estos granulos son modificados por los
lisosomas primarios y son analogos a los granulos azurdfilos de los neutrdfilos. La
poblacion de granulos en monocitos es heterogénea en la reactividad citoquimica de la
peroxidasa, la fosfatasa acida, y arilsulfatasa. Ademas, los granulos primarios que son
morfolégicamente idénticos con otras vesiculas pueden ser identificados

citoguimicamente como lisosomas. El contenido de la otra poblacion de granulos en los
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monocitos se encargan del reciclaje de hierro proveniente de eritrocitos mediante la

formacién de siderosomas (cumulos de ferritina/hierro) (Goasgen, 2009).

En la tabla 3 se compara el contenido de enzimas hidroliticas de los monocitos,
neutrofilo y linfocitos:

Tabla 3. Reacciones Citoquimicas de enzimas leucocitarias. Muchas lisozimas
producidas por fagocitos mononucleares son secretadas en lugar de almacenarse
intracelularmente (+: moderadas, ++: abundantes) (adaptado de Kaushansky, 2010).

Reacciones Citoquimicas de enzimas leucocitarias
Enzimas Monocitos | Neutrofilos Linfocitos
Fosfatasa acida ++ + +
B-Glucurodinasa ++ - -a+
Sulfatasa + + -
N-Acetilglucosaminidasa ++ ++ -
Lisozima ++ ++ -
Peroxidasa + ++ -
Fosfatasa alcalina - -a+ -
Naftol AS-D Cloroacetato esterasa -a+ ++ -
3.4. Receptores de superficie de Monocitos y Macrofagos.

Los fagocitos mononucleares tienen receptores en su superficie que pueden ser
caracterizados por su unién especifica a anticuerpos monoclonales especificos. Estos
receptores (Tabla 4) son marcadores importantes para el origen, crecimiento,
diferenciacion, activacién, reconocimiento, migracion y para la funcién tanto del

monocito como para el macréfago (Sierra, 2010).

3.4.1. Receptores para péptidos y moléculas pequenas (receptores FcYR).

Los FCYR se expresan en la superficie de las células mononucleares, granulocitos y
plaguetas. Los FCYR se unen especificamente a las subclases de IgG humanas: IgG; e
IgGs. Estos FCYR se dividen en tres distintas clases: FCYRI, FCYRIl y FcYRIII. Tienen
un amplio alcance de expresion en distintas células. El primer receptor de IgG, el FcYRI
(CD64), es un receptor que se encuentra en los monocitos, macréfagos y neutréfilos
activados. Este receptor se une a la IgG monomérica a través de la porcion Fc de la

molécula, este receptor de inmunoglobulina tiene una mayor expresion en monocitos,

42



macrofagos activados y DC. EI CD64 permite mediar la endocitosis a partir del complejo
antigeno-lgG para la presentacion a los LT, ademas puede desencadenar la liberacion

de citocinas e intermediarios reactivos de oxigeno (Van Hemer, 2009).

Tabla 4. Receptores de superficie de fagocitos mononucleares (adaptado de
Kaushansky, 2010).

Receptores de superficie de Monocitos-Macréfagos

Receptores Fc IgG2a, IgG2b/lgG1l, 1gG3, IgA, IgE
Receptores de complemento | C3b, C3bi, C5a, Clq
Receptores LPS CD14

MIF, MAF, LIF, CF, MFF, TNF-q, IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-10,
IL-18, INF-a, INF-B, INF-y, GM-CSF, MCSF/CSF-1

Receptores de quimiocinas CCR1, CCR2A, CCR2B, CCR3, CXCR4, CCR5

Receptores de citocinas

Receptores para factores de
crecimiento de macréfagos
Receptores Toll-like TLR2, TLR4, TLR5, TLR9

Receptores para agentes
coagulantes y
anticoagulantes

Receptores de hormonas Insulina, glucocorticoides, angiotensina

M-CSF, GM-CSF

Fibrindgenof/fibrina, factor de coagulacion VI,
al-antitrombina, heparina e integrinas (CD11b,CD18)

Lipoproteinas de baja densidad anionicas, PGE2, LTB4,

Receptores de lipoproteinas LTC4, PAG

El segundo receptor de IgG, Fc YRII (CD32), es un receptor de amplia distribucion, esta
presente en muchos tipos de células, como monocitos, plaquetas, neutrofilos, LB,
algunos LT, y algunas de endotelio capilar. Este receptor se puede unir al complejo IgG
en lugar de la IgG monomérica. Este FcYR también puede inducir la liberacién de

mediadores de células mieloides y la fagocitosis de particulas recubiertas de Ig in vitro.

El tercer receptor de 1gG, FcYRIIl (CD16), se expresa en neutrofilos, células NK vy
macrofagos tisulares. Este receptor se puede unir a los complejos inmunes de Ig y en
aguellas que se encuentran en la superficie de las membranas celulares. Este FCYR es
el principal responsable de la respuesta celular citotoxica dependiente de anticuerpos.
La interaccion de FcYR en los macrofagos con complejos inmunes da como resultado la

"activacion" de la célula y un aumento de la fagocitosis, asi como en la produccion de

43



superoéxido y de prostaglandinas, ademas de la liberacién de leucotrienos (Kaushansky,
2010 y Ruiz, 2004).

3.4.2. Receptores para complemento.

Se han identificado receptores que se unen a fragmentos del componente C3 del
complemento. El receptor de complemento CR1 (o CD35) se une a C3bi dimérica y se
encuentra en monocitos y macrofagos. Su activacion contribuye a la ingestion de
células blanco. El receptor de complemento CR3 (CD11b) se une al fragmento C3b.
CR3 es una glicoproteina heterodimérica que se compone de dos polipéptidos unidos
no covalentemente. Este receptor y los antigenos leucocitarios funcionan asociados al
antigeno (CD11a) y a la cadena de la integrina alfa-X (CD11c) formando una familia de
heterodimeros que comparten una subunidad comun (CD18). Esta familia se designha
como subfamilia de integrinas (B2) leucocitarias. Estos heterodimeros estan implicados
en las interacciones célula-célula, incluyendo el tréfico de leucocitos en los tejidos, la
unién de particulas opsonizadas y proteinas del plasma, y la unién a diversos sustratos.

También pueden modular la adhesion intercelular (Ezparza, 2007).

3.4.3. Receptores tipo Toll.

En mamiferos se han descrito hasta el momento diez proteinas TLR (Tabla 5) de las
cuales los TLR 2, 4, 5y 9 se encuentran presentes en fagocitos mononucleares, todas
con un dominio intracitoplasmico y una region homéloga al receptor para IL-1, y por lo
tanto, son capaces de transducir sefiales (Figura 11) (Espinoza, 2005).

Aunque hay vias particulares de sefalizacion y activacion celular segun el TLR
involucrado, una secuencia representativa de eventos podria ser la siguiente: la
interaccion del TLR con su ligando promueve el reclutamiento de la proteina adaptadora
MyD88 con el receptor. EI complejo formado, recluta a su vez a alguna(s) de las
cinasas asociadas al receptor para IL-1 (IRAK1/IRAK4). Durante la formacion de este
complejo, IRAK4 se activa ocasionando la hiperfosforilacion de IRAK1, lo cual
promueve la asociacion de TRAF6 con el complejo. La asociacion entre
IRAK4/IRAK1/TRAF6 causa cambios conformacionales en uno o mas de estos factores,
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ocasionando su separacion del complejo IRAK1/TRAF6 del receptor y su translocacion
a la membrana donde interacciona con otro complejo preformado compuesto por TAK1,
TAB1 y TAB2. Esta interaccion induce la fosforilacion de TAB2 y TAK1, los cuales
entonces se translocan al citosol junto con TRAF6 y TAB1. TAK1 es subsecuentemente

activado en el citoplasma para activar a su vez al inhibidor de kB (IkB) (Phillip, 2007).

Tabla 5. Receptores TLR en mamiferos y sus ligandos. No se han identificado con
certeza los ligandos naturales para TLR7, TLR8 y TLR10 (adaptado de Espinoza, 2005).

RECEPTOR LIGANDO

TLR1 Triacil-lipopéptidos (bacterias, micobacterias)
Factores solubles (Neisseria meningitides)
Peptidoglicanas y lipoproteinas
Glicoinositolfosfolipidos (Trypanosoma cruzi)

TLR2 Glicolipidos (Treponema)
Porinas (Neisseria)
Zimozan (Zimosan)

TLR3 ARN doble cadena (virus)
Lipopolisacaridos (G-negativos)

TLR4 Acido lipoteicoico (G-positivos)
Lipoarabinobananas (micobacterias)
HSP60 y HSP70 (huésped)

TLRS Flagelina (bacterias)

TLR6 Lipoproteinas (diacil-lipopéptidos de micoplasma

TLR9 CpG ADN

El IkB inactivo secuestra al NF-kB en el citoplasma pero su activacion induce su
fosforilacion y degradacion con la consecuente liberacion de NF-kB. EI NF-kB liberado
pasa al nucleo donde se asocia a promotores de genes codificantes de citocinas
promoviendo asi la estimulacién celular para generar una repuesta contra un patégeno
(Figura 11) (Phillip, 2007).
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Figura 11. Via de sefializacion del TLR en fagocitos mononucleares. Fosforilacién de IkB
ocasionando su rapida degradacion y la liberacion de NF-kB, el cual entonces pasa al nlcleo
donde se enlaza a secuencias promotoras especificas de genes inmunomoduladores,
promoviendo la sintesis de citocinas y de moléculas coestimuladoras que regulan la
actividad de los LT y LB, mediadores de la inmunidad especifica (Espinoza, 2005).

La importancia de los TLR en la inmunidad innata se deduce de situaciones como la
observada en los ratones C3H/HeJ, donde una mutacién homocigética en el TLR4 esta
relacionada con defectos de sefializacion y con su alta susceptibilidad a infecciones por

microorganismos Gram-negativos (Hartman, 2011).

3.4.4. CD14, CD16 Y CD68.
La molécula CD14 es uno de los antigenos de superficie mas caracteristicos en los

monocitos, su expresion es elevada en la superficie, pero es débil en la de los
granulocitos y en la mayoria de los macréfagos que se encuentran en tejidos. El CD14
funciona como un receptor para endotoxinas (LPS). Los LPS se unen a una proteina del
suero, lo que facilita la union del LPS a CD14. El correceptor MD2 y TLR4 también son

vitales en este proceso. Cuando los LPS se unen a CD14/MD-2/TLR4, expresados por
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monocitos o neutréfilos, las células se activan y liberan citocinas como el TNF y regula
la elevacion de moléculas de superficie celular, tales como las moléculas de adhesion.
En sistemas in vitro, el CD14 soluble se une a LPS, y el complejo formado estimula a
células que no expresan CD14 a secretar citocinas y coregular moléculas de adhesion
(Yu, 2007 y Kaushansky, 2010).

Un subconjunto de monocitos en sangre humana expresan bajos niveles de CD14 y
altos niveles de FcyRIIl (CD16) ha sido identificado. Estos monocitos CD14" CD16"
representan entre el 5 y 10 % de los monocitos en sangre periférica de individuos
normales y pueden elevarse considerablemente en condiciones patolégicas, como:
sepsis, VIH y cancer. Los monocitos CD16" que producen altos niveles de citocinas
pro-inflamatorias que, in vivo, pueden ser precursores de DC, ya que tienden a
diferenciarse a este tipo de células. Los mecanismos de reclutamiento de monocitos
CD16" dentro de los tejidos siguen siendo desconocidos. El antigeno CD68 es un
marcador “especifico” de monocitos y macréfagos. Los anticuerpos contra este
antigeno, sefialan a macréfagos y a otros miembros de los fagocitos mononucleares en
secciones de tejidos procesadas rutinariamente y su expresion en estas células parece
estar relacionada con la captacion de lipoproteinas de baja densidad asi como en

procesos de fagocitosis (Kunisch, 2006).

3.4.5. CD11c/CD18.

Esta familia de integrinas, de adhesion, esta constituida por tres heterodimeros, que

comparte una subunidad 3, denominada CD18, con una subunidad o diferente: CD11a
(LFA-1), CD11b (MAC-1) y CD11d (aD). Este grupo de integrinas participa en la
migracion, supervivencia y en la proliferacion celular. La subunidad CDlla es
expresada en todos los leucocitos; CD11b y CD11d se expresan predominantemente
en monocitos y macrofagos, en menor proporcion en LB, pero mas en leucocitos
polimorfonucleares. CD11b se expresa en mas del 95 % de los monocitos y macréfagos
inmaduros, pero disminuye rapidamente en células que se mantienen in vitro. Los
anticuerpos especificos para CD11b, como OKM1l o Mol, pueden bloquear la

capacidad de este receptor de complemento, ya que es capaz de unirse a CD3bi, de
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hecho, una de las propiedades primeramente descritas fue la habilidad de CD11c para
mediar la fagocitosis de particulas opsonizadas por C3bi, como consecuencia, se le
conoce como el receptor 4 de complemento. Para el caso del CD18, participa en
conjunto CD11c en procesos de adhesion celular y en la respuesta inmune (Sadhu,
2007).

3.4.6. CDA4.

El antigeno de superficie CD4 se expresa exclusivamente en LT cooperadores. El CD4
y su RNAm correspondiente se han encontrado en monocitos, macrofagos, y la linea
celular de monocitos U-937. La molécula CD4 est4 involucrada en la induccion de la
proliferacion y funciones de los TH, en respuesta a una estimulacion antigénica, sin
embargo, su papel especifico en la funcién de los monocitos/macréfagos aun no se ha
determinado. Un aspecto importante del fenotipo de los monocitos/macréfagos es la
presencia de moléculas CD4 en su superficie que pueden actuar como receptores para
el HIV tipo 1 (HIV-1). El HIV-1 utiliza los receptores CD4 como via de entrada para la

infeccion de células (Suzu, 2005).

3.4.7. Receptores de guimiocinas.

Las quimiocinas ejercen su actividad uniéndose a receptores especificos de la célula
blanco, estos pertenecen a una amplia familia de receptores acoplados a proteina-G,
con siete dominios transmembranales. En humanos, los fagocitos mononucleares
expresan varios receptores para quimiocinas. Los monocitos responden a sefales de
activacion mediadas por quimiocinas, permitiendo asi, poner en marcha numerosos
eventos, como la adhesiéon y migracion, los cuales estan asociados con la diapédesis
(Chihara, 2010).

Uno de los receptores para quimiocinas predominantes en monocitos/macréfagos es el
CCR2. El CCR2 es un receptor de quimiocinas inflamatorias, lo cual media la migracion
de linfocitos, neutrdfilos, células dendriticas y monocitos/macréfagos a sitios
inflamados. Varias quimiocinas se pueden unir al CCR2 humano y estimulan la

migracion celular, tales como: CCL2, CCL7 y CCL13. La figura 12 muestra algunos de
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los receptores implicados en la activacion de los monocitos. Estos incluyen a receptores
de quimiocinas, moléculas de adhesién y de inmunoregulacién, asi como receptores
involucrados en el reconocimiento de microorganismos, en la inmunidad innata,

fagocitosis y en mecanismos de muerte celular (Volpe, 2012).
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Figura 12. Representacion esquemética de moléculas estructurales de monocitos, de
receptores y antigenos de superficie (Kaushansky, 2010).

La identificacion de los receptores de superficie en los fagocitos mononucleares ha sido
de gran ayuda, ya que ha colaborado con el establecimiento del grupo celular que
conforma al SFM, asi como su papel en patologias como el cancer, infecciones virales y
bacterianas, entre otras (Wittamer, 2011). Por ejemplo, se sabe que M. tuberculosis
ingresa a los fagocitos mononucleares a través de una endocitosis mediada por
receptores: de manosa, de complemento (CR1, CR2, CR3 y CR4), de la proteina
surfactante y SR, entre otros. Por lo tanto, conocer los receptores que comparten las
células del SFM pueden conducir a la generacién de nuevos agentes terapéuticos y

profilacticos contra diversas enfermedades (Roja, 2010).
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3.5. Interaccién de los Monocitos/Macr6fagos con plaquetas y en la cascada
de coagulacion.
La participacion de los fagocitos mononucleares en la cascada de coagulacion es
sumamente importante, aunque este tema aun no ha recibido la atencién que merece.
Se ha observado que los monocitos circulantes pueden llegar a interaccionar con las
plaguetas y células endoteliales, iniciando una serie de uniones que produciran una
interaccion estable entre los leucocitos y plaquetas formando un coagulo, y al mismo
tiempo se induce a los monocitos para expresar factor tisular (TF), contribuyendo asi en

la trombogénesis y el primer nivel de curacién de la herida (Shechter, 2009).

También los monocitos y macréfagos que se encuentran en los sinusoides hepaticos
(células de Kupffer) y en el bazo, facilmente reconocen a plaquetas activadas,
uniéndose a ellas para removerlas y destruirlas. Ademas, los monocitos participan en la
produccion de potentes procoagulantes, expresando TF sobre su superficie, iniciando
de esta forma la cascada de coagulacion que, si es mal regulada, puede conducir a
coagulacion intravascular difusa durante el shock séptico. Se sabe que el TF expresado
por los monocitos, en presencia de fosfolipidos es capaz de incrementar la activacion

del factor VIl de la via extrinseca de la coagulacion (Shechter, 2009).

El macréfago activado también expresa en su superficie TF y otras moléculas que
participan en la hemostasis, tales como: protrombina, factores Il, VII, IX y Xl y
activadores e inhibidores del plasminégeno. Los macréfagos, son capaces de sintetizar
y secretar productos derivados del acido araquiddnico, incluyendo prostaciclina y
tromboxano, ayudando a modular la adhesividad de la plaqueta al endotelio y a
fendmenos del tono vascular mediante el leucotrieno B4. Las citocinas como la IL-1 y el
TNF-o pueden inducir la sintesis y expresion de TF por las células endoteliales y
favorecer una regulaciébn negativa de la actividad de la proteina C endotelial,

actividades que promueven la trombogénesis (Shechter, 2009 y Kelley, 2007).

Después de una lesidon o inflamacion, los monocitos/macrofagos son capaces de

producir urocinasa, para generar plasmina, que en conjunto con las células endoteliales
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derivan al activador de plasmindégeno tisular. La produccién de urocinasa por
macréfagos estd regulada por estimulos fagociticos principalmente, la activacion
enzimatica puede enlazar al receptor activador de plasmindgeno tipo urocinasa (UPAR)
en la superficie celular en un complejo que interacciona con proteasas-antiproteasas,
dando lugar a la fibrindlisis, la cual es importante en la reparacion del tejido (Rojas,
2009).

La naturaleza y origen del TF lipidico producido por los monocitos no esta bien
caracterizado. Estas células, al igual que los macrofagos, también producen una mezcla
compleja de metabolitos lipidicos, que consisten en prostaglandinas labiles,
leucotrienos y tromboxanos, por la utilizacion de precursores derivados del acido
araquidodnico y sustratos para enzimas como la fosfolipasa y la ciclooxigenasa, entre
otros. El uso de la lipidomica para caracterizar dichos productos y estudiar su papel en
el inicio y la resolucién de la inflamacion puede ser de utilidad para comprender el papel
de los monocitos/macréfagos durante la hemostasia (Kaushansky, 2010 y Shechter,
2009).

3.6. Quimiotaxis y migracién de monocitos

Las situaciones de infeccidon o trauma propician cambios en el microambiente tisular,
dando origen a la formaciébn de materiales tanto exdégenos como enddgenos con
actividad quimiotactica. La respuesta tisular a la agresién, o inflamacién, de forma
general, contempla cuatro acontecimientos interrelacionados entre si: a) la estimulacién
de las terminaciones nerviosas libres provocando dolor y liberacion de péptidos
bioactivos (neuropéptidos), b) las células dafiadas (piroptosis) liberan proteinas
constitutivas intracelulares (HSP, factor nuclear HMGB1 y N-formil-péptidos
mitocondriales); c¢) los microorganismos y sus diferentes productos incitan, en
colaboracion con los anteriores, una respuesta inmunoldgica innata, y d) sefiales
emanadas del foco inflamatorio reclutando leucocitos en el lugar de la lesion (Espinoza,
2005).

51



Una rapida respuesta para el reclutamiento de fagocitos mononucleares requiere de
células centinelas residentes en los tejidos. Los macrofagos y especialmente las células
cebadas, cumplen tal funcion. Después de una lesion, las terminaciones nerviosas
libres sensitivas liberan neuropéptidos pertenecientes a la clase de taquininas
(sustancia P y neurocininas), las cuales estimulan a las células cebadas, que en
respuesta exponen sobre su membrana receptores especificos para mediadores pro-
inflamatorios (Espinoza, 2005). Una vez iniciada la secuencia inflamatoria, estas células
liberan histamina, triptasa, TNF-a preformado, eicosanoides, prostaglandinas
inflamatorias, tromboxanos y leucotrienos, todos ellos en conjunto promueven los
sintomas de inflamacién y colaboraran con el reclutamiento celular en el sitio de
afeccion. Por ejemplo: las triptasas mastociticas cortan el extremo N-terminal
extracelular de receptores activados por proteasas, develando secuencias previamente
ocultas que autoactivan al receptor. Este pertenece a la clase de receptores acoplados
a proteina G (GPCR) y esta presente en células cebadas, endotelio vascular, plaquetas
y neutréfilos (figura 13). Esto potencia la estimulacion de los mastocitos y de las
terminaciones nerviosas; haciendo al endotelio adherente para los monocitos,

permeable al fluido intravascular y procoagulante (Laskin, 2009).

Los monocitos también son reclutados por sefiales quimioatractoras clasicas de los
fagocitos mononucleares como: los péptidos formilados (PF) bacterianos, el factor 5a
del complemento (C5a), la IL-8, el factor activador de plaquetas (PAF) y el leucotrieno
B4 (LTB4). Los linfocitos también producen algunas citocinas leucotacticas para
polimorfonucleares y mononucleares. El factor quimiotactico derivado de linfocitos
(LDQF) es una de las citocinas mejor definidas y constituye un excelente

guimioatrayente para los mononucleares (Vega, 2008).
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Figura 13. Mecanismo de autoactivacion de los receptores activados por proteasas
(PAR). Tras la escision proteolitica del extremo N-terminal (NH;") del PAR por tripsina o
triptasa (dependiendo del subtipo del receptor), se expone un nuevo resto N-terminal (*NH3")
y se desenmascara la secuencia [+] que autoactiva [-] el receptor acoplado a proteina G.
TM1: primer domino transmembranal. TM7: séptimo domino transmembranal. COO™: grupo
carboxiterminal (Barreno, 2008).

Ademas se ha demostrado que durante la lesion tisular, pueden ser liberadas HSP al
compartimiento extracelular y estas presentan una serie de efectos inmunoldgicos, que
incluyen la induccion de secrecién de citocinas proinflamatorias y de expresion de
moléculas de adhesion por diversos tipos celulares. Recordemos que las HSP
(proteinas de choque térmico) son una familia de proteinas cuya expresion incrementa
en respuesta a una gran variedad de estimulos metabdlicos participando asi en la
homeostasis celular. La HSP60 activa, en humanos, a las células endoteliales
vasculares para expresar selectina-E, ICAM-1 y VCAM-1 (Dotor, 2009). La misma
proteina de estrés induce la secrecidbn de IL-6 por células endoteliales, células
musculares lisas y macréfagos. De manera similar al LPS de las bacterias Gram
negativas, la HSP60 induce la rapida liberacién de TNF-a y de oxido nitrico (NO) por los
macrofagos, asi como la expresion de IL-12 e IL-15. Las HSP, en su funcion
extracelular como citocinas, activan a los monocitos y macréfagos a través de los
mismos correceptores CD14, que utlizan los LPS bacterianos para incitar una

respuesta inmunoldgica innata (Figuras 14 y 15) (Phillip, 2007).
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Figura 14. La HSP60 como una molécula proinflamatoria de sefializacién intercelular
(Barreno, 2008).
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Figura 15. Las proteinas HSP60 y HSP70 inducen la secrecion de citocinas
proinflamatorias por monocitos/macrofagos. La HSP60 estimula la secrecion de IL-6 a
través del receptor CD14, y se une al complejo del receptor TLR4, del que CD14 es un
correceptor, para provocar la expresion de TNF-a y de oxido nitrico sintasa; esta Ultima es
responsable de incrementar la producciéon de NO. La HSP60 también induce la expresién de
IL-12 e IL- 15, a través de vias no identificadas (Barreno, 2008).

El proceso quimioatrayente mediado por células y moléculas antes mencionadas,

continua con la cascada de adhesibn monocitica, la cual es una secuencia de

acontecimientos de adhesion y activacion que concluye con la diapédesis de monocitos;

con la finalidad de que tales células ejerzan sus efectos en el foco inflamatorio. En

dicha cascada pueden distinguirse, al menos, cinco etapas bien definidas: marginacion,

captura, rodamiento, anclaje y migracion (Laskin, 2009).
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a) La marginacion es el proceso en el que los monocitos circulantes abandonan el eje
del flujo sanguineo, lo que permite iniciar una serie de interacciones entre las células

circulantes y el endotelio (Vega, 2008).

b) El proceso de captura o atamiento representa el primer contacto de un monocito con
el endotelio activado. La captura ocurre tras la marginacion, que permite mover al
monocito hacia una posicién proxima al endotelio, lejos del eje del flujo (Campal,
2004). Para que lo anterior se pueda llevar a cabo, es necesario la activacion de
células endoteliales, la cual es causada por mediadores inflamatorios incrementando
la expresion de moléculas (selectinas E y P) de adhesion en estas mismas y de sus
ligandos en la superficie de los monocitos. La interaccion entre las selectinas y sus
ligandos hacen que los monocitos se deslicen rodando lentamente por la superficie
del endotelio (Tabla 6) (Campal, 2004 y Pacheco 2011).

c) El rodamiento ocurre a una velocidad similar o menor a la de las células que
circulan libremente en el mismo vaso y en la misma posicion radial. La velocidad que
separa el rodamiento del flujo celular libre se denomina velocidad critica o velocidad
hidrodindmica. El rodamiento facilita la interaccién entre las integrinas del monocito
(VLA) y el CD11/CD18 con las proteinas de la familia de las inmunoglobulinas
expresadas en las células endoteliales, como el ICAM-1 y VCAM-1, mediando la

adhesion firme o anclaje (Tabla 6) (Pacheco 2011).

d) Posteriormente, los monocitos migran hacia la capa intima en un proceso estimulado
por quimiocinas, tales como la proteina quimioatrayente de monocitos (MCP-1),
CXCL8 y CX3CL1, que interactdan con sus respectivos receptores CCR2, CXCR2 y
CX3CRL1. La MCP-1 es el principal factor encargado del reclutamiento de monocitos.
Se ha demostrado que ratones deficientes en MCP-1, 0 en su receptor, poseen un
menor numero de monocitos infiltrados, a la vez que una disminucion en el desarrollo
de las lesiones ateromatosas. Una vez que migran a la intima se diferencian a
macrofagos, en respuesta a factores producidos localmente, como el M-CSF. De
forma general, se puede observar el proceso de adhesion y diapédesis en la Figura
16 (Pacheco, 2011).
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Tabla 6. Moléculas involucradas en el rodamiento, adhesiéon y transmigracion de
monocitos a través de células endoteliales (adaptado de Echeverri, 2004).

FAMILIAS TAMANO (kDa) ADHESION CELULAR
1.- Selectinas
a. Selectina-E (ELAM-1) 115 PMN, monocito
b. Selectina (GMP-140/PADGEM) 140 PMN, monocito

2.- Inmunoglobulinas

a. VCAM-1 (INCAM-110) 110 Linfocito, monocito
b. ICAM-1 (CD54) 100 Linfocito, monocito y PMN
c. ICAM-2 46 Linfocito, monocito y PMN
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Figura 16. Rodamiento, adhesion y transmigracién de monocitos (Pou, 2007).

A principios de los 90's ya se habia propuesto que PECAM1 (CD31) tenia un papel
central durante la transmigracion del monocito, pero evidencia reciente indica que CD11
en monocitos humanos e ICAM-1 y Il en células endoteliales son esenciales para la
locomocion de monocitos durante la extravasacion. Ademas, CD62L y CD44 en los
monocitos juegan un papel critico directamente con el trafico de monocitos circulantes
in vivo durante la inflamacion (Campal, 2004 y Pou, 2007).

Como se habia mencionado anteriormente, existen dos subconjuntos de monaocitos, y

como consecuencia presentan diferencias en las moléculas de adhesion y en la
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expresion de receptores de quimiocinas para su reclutamiento. Los monocitos
CD14%/CD16™ expresan CD62L y CD64 (FCyRI), mientras que los monocitos
CD14""/CD16" tienen elevados niveles de MHC-Il y FCyRIl (CD32). Ademas, los
monocitos inflamatorios expresan niveles elevados de CCR2, el receptor para MCP-1,
bajos niveles de CCR5 y niveles intermediarios de CX3CR1 (receptor para la
fractalkina). Los monocitos CD16" expresan elevados niveles de CCR5 y CX3CR1
(receptor de la proteina la de macréfagos inflamatorios, conocida como MIP-1a). En
consecuencia, la fractalkina y la MIP-1a son capaces de inducir la migracion
transendotelial de células CD16", el reclutamiento de monocitos inflamatorios es
principalmente dependiente de MCP-1 (Alegret, 2007 y Pacheco, 2011).

Existe evidencia sustancial que identifica a los monocitos como una llave celular para la
iniciacion y desarrollo de placas de ateroma (AP). La inhibicion de la expresién de
moléculas de adhesion, de quimiocinas o sus receptores provoca una menor infiltracion
de monocitos que, teniendo en cuenta el papel de estas células en la aterosclerosis,
puede reducir el desarrollo de lesiones. La figura 16 muestra los puntos de actuacién de
farmacos de wuso clinico (estatinas y fibratos) sobre estas células diana

antiateroscleréticas tempranas (Pou, 2007).
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MACROFAGOS

(Lewis Thomas, 1913-1993)
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4.1. Diferenciacién de macrofagos.

Como se describié anteriormente, los macréfagos se originan a partir de células madre
hematopoyéticas (HSC), y derivan en su mayoria de monocitos circulantes que se
extravasan a los tejidos por el influjo de citocinas y quimiocinas. A pesar de ello, un
pequefio porcentaje de macréfagos (aproximadamente 5 % del total en el organismo)
derivan de la division local de fagocitos mononucleares tisulares (Scechter, 2009). La
heterogeneidad de los macréfagos se genera por diversos factores (Figura 17), los
cuales generan variaciones en la morfologia (diametro, granularidad, forma, estructura,
etc.), del fenotipo de marcadores de membrana y de las respuestas funcionales que
pueden llevar a cabo los macréfagos. Se cree que esta variabilidad obedece a las
diversas localizaciones anatémicas donde se pueden alojar, al estado de maduracion y

diferenciacion, y al tipo de activacién que reciben estos fagocitos (Tiang, 2009).

La heterogangsdad dol sistema fagocitico
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Figura 17. Aspectos implicados en la heterogeneidad del sistema fagocitico
mononuclear (Castafio, 2010).

La diversidad de las funciones y la variacion de sus respuestas y fenotipos cuando
colonizan diferentes tejidos, son solo algunos de los elementos por las que se puede

apreciar la elevada heterogeneidad de estas células (Smith, 2008).
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4.1.1. Citocinas implicadas en la ontogenia de macréfagos.

Las principales citocinas que determinan la supervivencia, diferenciacion y quimiotaxis
de los macréfagos son GM-CSF, M-CSF e IL-3. EI M-CSF es la principal citocina que
regula el desarrollo y funciones efectoras de las células del SFM. Es sintetizado
constitutivamente por numerosos tipos celulares (macréfagos, células endoteliales,
fibroblastos, osteoblastos, células del estroma, etc.), y su concentracion en suero oscila
entre 3 y 8 ng/mL. Su produccién es inducida por la activacion de células
hematopoyéticas y fibroblastos con GM-CSF, TNF-a, IL-1 e IFN-y (Sierra, 2010).

La sintesis de M-CSF es regulada de manera especifica por cada tejido y sus niveles
son elevados en estados de inmunosupresion (embarazo, tumores) con el fin de inducir
la formacién de fagocitos mononucleares para proteger al organismo frente a
infecciones o antigenos extrafios (Vereyken, 2011). A diferencia del GM-CSF, esta
citocina juega un papel fundamental en el desarrollo mieloide, los ratones M-CSF™”
exhiben una generacién deficiente de macréfagos, mientras que los ratones GM-CSF™
s6lo muestran alterada la maduracion de los macréfagos alveolares (Ordofiez, 2007).
Las funciones biolégicas efectoras del M-CSF son mediadas por un receptor Unico
codificado por el proto-oncogen c-fms, un receptor tirosin cinasa. La union de M-CSF
induce la dimerizacion del receptor y la activacidon de esta cinasa. Esto lleva a la
autofosforilacion de residuos especificos de tirosina en el dominio citoplasmético y a la
consecuente interaccion de los residuos fosforilados con otras proteinas, cada uno
iniciando sefalizaciones mediante rutas especificas. Recientemente se ha identificado a
la IL-34 como un ligando alternativo del receptor codificado por el proto-onogen c-fms,
pero con actividad bioldgica y sefiales de activacion distintas a las de M-CSF (Barreno,
2008 y Vereyken, 2011).

El GM-CSF es una citocina pleiotropica y es producida por diversas células, incluyendo
LT, LB, macréfagos, células cebadas, eosindfilos, neutrdéfilos y células endoteliales. En
condiciones fisiologicas el GM-CSF se encuentra en suero a una concentracion entre
20 y 100 pg/mL. EI GM-CSF promueve la viabilidad, proliferacion y maduracién de

precursores de neutroéfilos, eosindéfilos y macréfagos, y sus funciones dependen de su
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concentracion, los efectos en la viabilidad celular requieren menores concentraciones
que las necesarias para afectar la proliferacién celular (Smtih, 2008). Los efectos
biologicos del GM-CSF estan mediados por el receptor de GM-CSF que, a diferencia
del receptor homodimérico del M-CSF, estd compuesto por una cadena o de unidén a
GM-CSF, y una cadena B necesaria para la transduccion de sefiales. Este receptor
también tiene sitios de unién con IL-3 e IL-5, por lo tanto, esta familia de citocinas se
encargan de regular la supervivencia, diferenciacion y las activaciones funcionales de
las células hematopoyéticas. También el GM-CSF es capaz de controlar las funciones
de DC y LT, vinculando asi la inmunidad innata y adquirida (Hansen, 2008).

El receptor para GM-CSF, IL-3 e IL-5 es expresado en muy bajos niveles en la
superficie de células hematopoyéticas (100 a 1000 por célula) (Hansen, 2008). Cada
subunidad a se une a las citocinas con baja afinidad (Ko: 0.2-100 pM), pero la presencia
de la subunidad B le confiere una elevada afinidad (Kp: 100 pM), causando la
dimerizacion de ambas subunidades y la activacion del receptor, con la consecuente
transfosforilaciéon de tirosina sin embargo los mecanismos fundamentales de activacion

del receptor aun no son claros (Vega, 2008).

4.1.2. Macro6fagos generados en presencia de GM-CSF y M-CSF.

El GM-CSF y M-CSF presentan una modulacién cruzada de sus respectivas actividades
funcionales: mientras que el M-CSF aumenta la generacion de macréfagos en
presencia de bajos niveles de GM-CSF, altas concentraciones de esta Ultima impiden el
desarrollo de macréfagos mediado por M-CSF, debido a la accion inhibitoria de
GM-CSF sobre la expresion del receptor para M-CSF. Aunque los macrofagos humanos
derivados de monocitos (MDM) diferenciados en presencia de GM-CSF o M-CSF in
vitro se consideran equivalentes a los macrofagos residentes en los tejidos en
condiciones homeostéticas, ambas citocinas se usan indistintamente en la generacion
in vitro de MDM, dando lugar a poblaciones fenotipica y funcionalmente diferentes
(Figura 18).
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En presencia de GM-CSF se generan macréfagos, denominados M1, que producen
citocinas proinflamatorias (IL-23, IL-12, IL-18, IL-6, TNF-a) en respuesta a infecciones,
como Mycobacterium sp., y promueven la diferenciacion de linfocitos T CD4" a tipo Thl
(Correa, 2007).

GM-CSF
M-CSF
Macrofago pro-inflamatorio Macrofago anti-inflamatorio
(M1) (M2)

IL-23, IL-12, IL-1B, IL-6, TNFa
Th1

IL-10

Figura 18. Esquema ilustrativo de macr6fagos generados en presencia de GM-CSF o
M-CSF. Diferencias en la respuesta inmunitaria (Mantovani, 2004).

A los macrofagos inducidos por M-CSF se les denominan M2 y secretan IL-10 (citocina
inmunoreguladora de las APC) en respuesta a estimulos externos, inhiben respuestas
Thl, y se han implicado en la induccién de tolerancia. Los macréfagos M2 actian como
moduladores de autoinmunidad, ya que inducen la diferenciacion de células Ty €
inhiben la diferenciacién de linfocitos Thly Th17 (Villalta, 2009).

Por lo antes expuesto, los macréfagos M1 y M2 juegan papeles opuestos durante la
respuesta inmunitaria, y son considerados como macrofagos pro- y anti-inflamatorios,
respectivamente. Del mismo modo, como se habia mencionado con anterioridad, el
GM-CSF y M-CSF se emplean para la generacion in vitro de macréfagos a partir de
precursores de médula 0sea de raton, y sus propiedades pro- y anti-inflamatorias se
ajustan a las de los macrofagos M1 y M2 derivados de monocitos humanos (Silva,
2012).
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4.1.3. Fenotipo y funcién de los macréfagos M1y M2.

Los macrofagos se dividen en subclases segun su posicion anatémica y fenotipo
fisiologico. Anteriormente, se mencion6 que existe una regulacion cruzada entre M-CSF
y GM-CSF durante la diferenciacion y maduracion de los macrofagos, a consecuencia
de esto, los macrofagos generados llegan a presentar diferencias fenotipicas y
funcionales. Los macréfagos M2 presentan una morfologia elongada en forma de huso,
mientras los macrofagos M1 son méas redondeados. Por otro lado, los macrofagos M2
presentan mayor expresion de CD14, receptor para M-CSF y del receptor scavenger
CD163, mientras que los macréfagos M1 expresan mayores niveles de HLA-DQ y HLA-
DR (Hansen, 2010).

Respecto a la expresion del receptor de reconocimiento de patrones (PRR), ambos
tipos de macréfagos expresan niveles similares de TLR2 y TLR4, y la expresion de DC-
SIGN es baja pero significativa en macréfagos M1 y mayor en macrofagos M2. El DC-
SIGN (por sus siglas en inglés: molécula de adhesién intracelular 3 no-integrina
“especifica” de células dendriticas), es un receptor de lectina tipo I, conocido también
como CD-209 cuya principal funcion es regular los procesos de adhesion, tal como la
formacion de la sinapsis inmunoldgica con células T, asi como participar en la captura

de antigenos (Geijtenbeek, 2012).

Desde el punto de vista funcional, ambas poblaciones de macréfagos también se
comportan de forma diferente (Tabla 7). Los macréfagos M2 presentan mayor
capacidad de fagocitosis mediada por receptores de Fcy, mayor actividad fungicida
debida a la producciéon de ROS, y mayor produccion de H,O, en respuesta a estimulos
fagociticos. Por su parte, los macrofagos M1 tienen mayor capacidad de presentacion
de antigeno que los macrofagos M2. Aunque ambos tipos de macréfagos son blancos
de la infeccién inicial por HIV-1, convirtiéndose en reservorios virales, los macréfagos
M2 tienen mayor capacidad de produccion de particulas virales, mientras que los
macréfagos M1 inhiben la replicacion viral a nivel post-transcripcional (Geijtenbeek,
2012).
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Otra de las diferencias existentes es la secrecion de quimiocinas. Los macréfagos M2
sblo son capaces de producir CCL18 después de ser estimuladas, mientras que los
macrofagos M1 secretan niveles constitutivos de CCL22, CCL17 y CCL18, que se
mantienen al ser estimulados. A pesar de que los macréfagos M2 producen niveles
bajos de citocinas pro-inflamatorias y altos niveles de IL-10 después de ser
estimulados, son capaces de secretar quimiocinas atrayentes de otros tipos celulares
(neutrdfilos, monocitos y LT), debido a su fenotipo anti-inflamatorio/regulador. En ese
sentido, CXCL8 (IL-8) es producida tanto por macréfagos M1 como M2, mientras que
sélo los macréfagos M2 secretan constitutivamente CCL2 (MCP-1). A su vez, ambos
tipos de macrofagos son capaces de secretar CXCL10, CCL3 (MIP-1a), CCL4 (MIP-1p)
y CCL5 (RANTES) tras ser estimulados con LPS, importante para la respuesta celular
durante la inmunidad innata (Tabla 7) (Vereyken, 2011).

Tabla 7. Caracteristicas fenotipicas y funcionales de los macrofagos generados in
vitro en presencia de GM-CSF (M1) o M-CSF (M2) (adaptado de Webster, 2010).

CARACTERISTICAS M1 M2
Receptores
FCcYR | (CD64) + +
FCcYR Il (CD32) + +
FcYR Il (CD16) - +
Receptor “scavenger” tipo A 1 +
M-CSFR (c-fms) 4 1
Funciones
Fagocitosis mediada por FCYR Débil Fuerte
Produccion de H,0, Débil Fuerte
Sensibilidad de H,0, Resistente Sensible
Actividad catalasa Alto Bajo
Susceptibilidad HIV-1 Resistente Susceptible
Susceptibilidad a M. tuberculosis Susceptible Resistente
Produccion de IL-10 Débil Fuerte
Antigenos de superficie
CD11b AFF ++
CDllc AFF ++
CD14 - ++
CDh71 + =
CD163 - +
CD209 - +
HLA-DR AF +
HLA-DQ + -

Actualmente no esté claro si un macréfago al ser estimulado adquiere un fenotipo que
conserva durante su vida funcional, por lo que existirian in vivo subpoblaciones de

macrofagos con estados de activacion definidos, o si el patrén de activacion de los
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macréfagos cambia de manera constante de acuerdo a los estimulos que encuentren,
lo que generaria un amplio rango de fenotipos no estables representantes de una

activacion variable (Vereyken, 2011).

4.1.4. Activacion de macrofagos (clasicay alternativa).

Los macréfagos juegan un papel critico en el desarrollo de la respuesta inmunitaria,
debido a que actuan como primera barrera de defensa, al detectar y eliminar particulas
“‘extranas” mediante la fagocitosis 0 secrecion de enzimas, citocinas o produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y de nitrégeno (RNS), por lo tanto su activacion
debe ser regulada de tal manera que sus funciones sean benéficas para el
mantenimiento homeostatico del organismo (Steinman, 2006).

La variedad de estimulos para la activacién/desactivacion de macrofagos, combinada
con la heterogeneidad y plasticidad de los macréfagos residentes en tejidos en
condiciones homeostéticas, permite la existencia de numerosos estados de activacion
de macréfagos. Actualmente se sabe que los macréfagos se pueden activar por dos
distintas vias: clasica y alternativa, cada una definira la funcién que tendra el macrofago
(Sierra, 2010).

El IFN-y producido por células Thl, LT CD8" y células NK, convierte a los macréfagos
en células con elevada capacidad citotdxica, microbicida (especialmente de patdégenos
intracelulares) y anti-proliferativa. La adquisicion de estas propiedades es debida a la
produccion de mediadores toxicos (ROS, RNS) y citocinas pro-inflamatorias. Este tipo
de activacion, denominada clasica (CAM®, M1), da lugar a macréfagos que secretan
altos niveles de IL-12 e IL-23 y muy bajos niveles de IL-10 en respuesta a
Mycobacterium sp., y promueven fuertes respuestas inmunitarias Thl (recordemos que

este tipo de respuesta es celular) (Figura 19) (Vereyken, 2011).

Las funciones inflamatorias y citotoxicas de los macréfagos activados contribuyeron a la
percepcion de que solo citocinas Thl promovian la activacion de macrofagos, mientras

que citocinas de tipo Th2 (respuesta humoral) las bloqueaban o desactivaban; sin
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embargo, ademas de inhibir respuestas Thl, las citocinas Th2 provocan un aumento de
las funciones de los macréfagos como lo es la presentacién de antigeno, reparacion
tisular y capacidad endocitica. Por ello, los factores que inhiben la generacién y
actividad de los CAM® (citocinas Th2 como IL-4 e IL-13, citocinas desactivadoras como
IL-10 y TGF-B, hormonas como glucocorticoides y la vitamina D3), e incluso las células
apoptéticas, han sido agrupados como inductores de una forma “alternativa” de
activacion de macréfagos (AAM®, M2). Los AAMO producen grandes cantidades de IL-
10 y TGF-B y niveles muy bajos de IL-12 bajo estimulacion, y pueden presentar

funciones inmunosupresoras e inhibir la proliferacion de LT (Figura 19) (Hirose, 2011).

o
IL12

IFNy
[ ]
e IL-4
e °0 g @ ‘\Jn\ o @
o8 NK oo ®
@ IL-13 DC‘I o Th2
Thi @
Activacion clasica Activacion alternativa Eosingilo MK
(CAM@) (AAM@) Basdfilo

Figura 19. Tipos de activacion de macréfagos. Representacién esquematica de la
activacion de macrofagos mediante estimulacion con IFN-y (activacion clésica) o citocinas
Th2 como IL-4 e IL-13 (activacion alternativa) (Meléndez, 2010).

Las diferencias en las funciones de CAM® y AAMO® han sido demostradas en
numerosos ensayos in vitro, donde los AAM® inducen mayor proliferacion celular y
deposicion de colageno de células fibroblasticas e inhiben la proliferacién de linfocitos
inducida por mitégenos (Sierra, 2010). Al mismo tiempo, los AAMO® contribuyen a la
vascularizacion in vivo y exhiben actividad angiogénica in vitro, similar a las células
dendriticas derivadas de monocitos (MDDC) maduras en presencia de citocinas como
IL-10, TGF-B, o glucocorticoides (Vereyken, 2011).
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Debido al variable comportamiento de los AAMO®, se han clasificado las formas de

activacion alternativa de acuerdo con el estimulo inductor:

e Los macrofagos estimulados por las citocinas Th2 IL-4/IL-13 son denominados M2a.

e Los activados por complejos inmunes y ligandos de TLR son denominados M2b.

e Los macrofagos activados en presencia de IL-10 son denominados M2c (Figura 20)
(Meléndez, 2010).

Recientemente se ha propuesto otra clasificacion de macréfagos activados de acuerdo
con sus funciones en el mantenimiento de la homeostasis: macrofagos involucrados en
la defensa del organismo (M2a), en reparacion de heridas (M2c) y en regulacion
inmunitaria (M2b); sin embargo, es preciso enfatizar que ademas de estos tres grupos
es posible definir numerosos estados funcionales intermedios, lo que avala la existencia

de un amplio rango de estados de activacion de macrofagos (Figura 20) (Sierra, 2010).

Defensa

Reparacién

Reguladores de heridas

Inmuno-

o
M2b complejos - M2c

Figura 20. Propuestas de clasificacion de macréfagos activados. Los macréfagos
polarizados se pueden clasificar en funcién del estimulo de activacion (izquierda) o de su
funcion efectora primordial (derecha). Los tres colores primarios (rojo, amarillo, azul)
representan las tres poblaciones de macrofagos definidas, mientras que los colores
secundarios representan macréfagos con funciones intermedias (Sierra, 2010).
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4.1.5. Caracteristicas fenotipicas de macréfagos activados.

Los macrofagos activados presentan diferentes propiedades fenotipicas y funcionales
en base al estimulo de activacion. Aunque los macrofagos AAM® (M2) exhiben niveles
moderados de expresion de moléculas de adhesion (CD1la, CD54, CD58) y
coestimuladoras (CD40, CD80, CD86) similares a los CAM@ (M1), la activacion
alternativa de macréfagos en respuesta a IL-4 e IL-13 va unida a la adquisicion de un
repertorio de receptores fagocitarios caracteristicos. Estos receptores dotan a los
macréfagos M2 de potentes actividades endocitotoxicas y fagociticas, y entre ellos son
destacables:

e El receptor de manosa (MR1, CD206), cuya sefializacion intracelular esta asociada
a la produccion de IL-10, la expresion de IL-1Ra, y a la inhibicion de la produccion
IL-12 en respuesta a endotoxina.

e El receptor “scavenger” 1 de macréfagos (MSR1, CD204), con un claro papel en el
reconocimiento y eliminacion de lipoproteinas.

e El receptor de B-glucanos Dectin-1, con especificidad por glucanos $-1,3 y B-1,6,
tipicos de hongos y algunas bacterias, y que colabora funcionalmente con TLR2 en
la respuesta inflamatoria anti-fungica. (Ginderachter, 2008).

De manera esquematica, en la Figura 21 se presenta la distribucién de receptores en
M1y M2,

4.1.5.1. Uso de la expresion génica para el control del metabolismo celular como
marcador de M1y M2.
La expresion de genes que controlan el metabolismo celular también se utiliza para
discernir entre los diferentes tipos de macréfagos activados. Asi, la expresion de genes
gue participan en el metabolismo de la arginina, permite diferenciar CAMZJ y AAM@ en
ratbn, pero no en macréfagos humanos. La arginasa 1 (Arg-1) es un marcador
prototipico de activacion alternativa, ya que su expresion es dependiente de IL-4/IL-13
(M2), mientras que la Oxido nitrico sintasa (INOS) es inducida por IFN-y (M2). Los
CAM@ metabolizan arginina via iINOS, generando NO, que posee elevada actividad
microbicida. Por el contrario, la expresion de Arg-1 permite a los AAM@ producir
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poliaminas y prolina, que son esenciales para la proliferacion celular y la produccion de
coldgeno, respectivamente. Otros marcadores de AAM@ en ratén, y que carecen de
homologos en humanos, son los miembros de la familia quitinasa Ym1y Ym2 (Chi3I3 y

Chi3l4), y Fizz1, involucrado en el metabolismo de lipidos (Correa, 2007).

1
1
1 Crecimiento tumoral
Fesistencia al tunmor 1 Respuesta Th2
M Respuesta Thi 1 Alergia M2Za
Eliminacion de patdgenos intracelulares 1 Eliminacién de parasitos
: Encapsulacion de parasitos
1
cClL2> 5 1L-1 3 CD23 CD163 CCL11
CCL11 IL& 1 CCL17T
CCLAT IL-12 CCL18
CCL2> IL-23 oL
CHCL1-5 THFc CClL2g
CHCLE-11
CXCL16 )
1
1
CCL1 IL-1 :
CCL11 IL-& 1 CCL16
CCLATF IL-10 1 CCL18
CCL22 THF 1 CHCL13
cCL24 1 i
1
1
1
1
: Crecimiento tumoral
Respuesta Th2 1 Inmunoregulacion
M2b Inmunoregqulacian 1 Deposicion de matri=z M2c
1 Remodelacion de tejido
1
1

Figura 21. Caracteristicas fenotipicas y funcionales de macréfagos polarizados en
funcion del estimulo de activacion (Geijtenbeek, 2012).

La polarizacion del macrofago hacia un fenotipo alternativo lleva asociado un aumento
en la expresion de genes relacionados con el metabolismo de lipidos, especialmente de
aguellos implicados en la captacion y oxidaciéon de acidos grasos. Asi, ademas de
Fizz1, la Stab-1 y la lipoxigenasa ALOX15 presentan mayor expresion en AAMJ. A
diferencia de AAM@, los CAM@ sobreexpresan genes involucrados en el metabolismo
del colesterol como ABCA1l y apolipoproteinas L (APOL1-3,6), involucrados en su
transporte y en el desarrollo de aterosclerosis (Villalta,2009). A su vez, genes que
codifican para las enzimas implicadas en el metabolismo de mediadores lipidicos
(eicosanoides, leucotrienos, esfingosina y ceramida) también se expresan
diferencialmente entre CAM@ y AAM@ (Hirose, 2011).
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Otro marcador significativo es el receptor PPARy, y alguno de sus genes blanco
(FABP4), los cuales incluyen dentro de los genes con mayor expresion en AAMdJ, ya
que IL-4 es un inductor de este receptor y de sus activadores metabdlicos. Los ratones
deficientes en PPARYy tienen disminuidos los niveles de mRNA y la actividad de Argl,
por lo que no presentan macrofagos con fenotipo alternativo y, dado su papel en el
metabolismo de acidos grasos, tienen mayor tendencia a la obesidad. Ademas, se ha
descrito a PPARy como regulador negativo de la activacion clasica del macrofago
(Sierra, 2010). Por tanto, PPARy regula las respuestas dependientes de IL-4, y es
requerido para la adquisiciéon y mantenimiento del fenotipo alternativo en macréfagos
activados. Mientras que PPARy es un factor critico para la activacion alternativa
inducida por IL-4, la activacion de los factores de transcripcion NFkB, STAT-1 y AP-1

son esenciales para la activacion clasica del macrofago (Pacheco, 2011).

4.2. Poblaciones de macrofagos en tejidos y su participacion en la reparacion
tisular.

Los macréfagos maduros se encuentran estratégicamente ubicados en todo el cuerpo y
se encargan de la vigilancia inmunoldgica. Constantemente examinan su entorno en
busca de signos de dafio tisular o de invasién de organismos, y estan preparados para
estimular a los linfocitos y otras células del sistema inmune para responder cuando las
sefales de peligro son fagocitadas o detectadas por receptores de su superficie celular
(Goasgen, 2009).

Una caracteristica principal de los macrofagos es su elevada heterogeneidad y
plasticidad funcional, la cual, puede ser reflejada por su especializacion en sus
diferentes localizaciones anatomicas. Los macréfagos localizados en tejidos que estan
en contacto con el entorno exterior (pulmén, placenta, mucosas intestinales, etc.) se
encuentran continuamente expuestos a patdgenos y desafios ambientales. Por ello
existen mecanismos de inhibicién “temporal” de las funciones de estos macrofagos, lo
gue evita dafios colaterales en el tejido y permite que sélo se generen reacciones pro-

inflamatorias cuando son absolutamente requeridas (Shechter, 2009).
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Los macréfagos peritoneales, y los que estan situados en el intestino son ejemplos de
macréfagos que han desarrollado estrategias para regular a la baja sus funciones
efectoras. Por ejemplo, los macréfagos del tracto digestivo se encuentran
estratégicamente localizados en la lamina propia, y en tejidos linfoides secundarios
asociados al sistema digestivo, como amigdalas y placas de Peyer. Funcionalmente, los
macréfagos intestinales carecen de actividad presentadora de antigeno, pero poseen
gran capacidad fagocitica y bactericida (Shechter, 2009). Estas células tienen una
produccion reducida de citocinas pro-inflamatorias debido a la inhibicion de NFkB por el
TGF-B liberado por las células del estroma. Este estado de falta parcial de respuesta a
estimulos externos ha sido definido como “anergia inflamatoria”, y explica la
incapacidad de los macréfagos intestinales de mediar en la inflamacion de la mucosa.
De hecho, en pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal se han descrito
alteraciones en la via de sefializacion de TGF-f3, lo que hace que un gran porcentaje de
macrofagos sean capaces de liberar citocinas pro-inflamatorias. En consecuencia, los
macrofagos intestinales son un claro ejemplo de macréfagos anti-inflamatorios (M2) in
vivo (Laskin, 2009).

Ademas de su participacion contra las infecciones, los macréfagos residentes también
estan involucrados en el mantenimiento de los tejidos, contribuyendo crucialmente en
los distintos pasos de la reparacion tisular. Se sabe que, durante la reparacion de

heridas se pueden identificar tres fases:

1. Inflamatoria: se lleva a cabo la liberacion local de células y compuestos
transportados por la sangre (citocinas), asi como la activacién del sistema de
coagulacion.

2. Proliferativa: se forma tejido nuevo gracias al crecimiento, a la migracion celular y
por la participacion de diversas proteinas de adherencia.

3. Remodelacion tisular: desarrollo de un tejido estable, similar al existente previo a

la lesion, conocido como cicatriz (Marinovic, 2008).

En cada uno de estos mecanismos los macrofagos colaboran para que se puedan llevar

a cabo. La fase inflamatoria inicia inmediatamente después de la lesion tisular y puede
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ser dividida en dos eventos: vascular y celular. El vascular incluye los mecanismos de
hemostasis (participan los macréfagos al exponer el factor tisular sintetizado por estas
células para colaborar con la hemostasia a través de la via extrinseca); el celular
implica la llegada y participacion de leucocitos al area lesionada. La llegada de
granulocitos y monocitos complementa la fase inflamatoria. Son atraidos por: TGF-f,
PDGF, IL-8, los productos de degradacion del fibrindgeno, la fibrina, el coldgeno y la
elastina, y las sustancias liberadas por los mastocitos y macrofagos (TNF, histamina,
proteasas, leucotrienos y citocinas) (Marinovic, 2008). Los neutréfilos son las primeras
células en llegar para remover dedritus celulares (residuos de origen organico),
particulas extrafias y bacterias; posteriormente la remocién de los neutrofilos reclutados

se dar& por apoptosis y/o fagocitosis por macréfagos (Rodriguez, 2010).

Los monocitos arriban poco después y reemplazan a los neutréfilos. Son atraidos por
fibronectina, elastina, C3a, Cba, trombina ,TGF-B, PDGF, TGF-a, VEGF, factor de
crecimiento similar a la insulina (IGF-1), factor de crecimiento nervioso (NGF), TGF-B y
la proteina quimioatrayente de macrofagos (MIP)-1a. En los tejidos se transforman en
macréfagos y desempefian un papel similar al de los neutréfilos. Participan en la dltima
parte de la fase inflamatoria, regulando la llegada de otros monocitos y fibroblastos,
liberando factores angiogénicos (proceso favorecido por la hipoxia local) y de
crecimiento (PDGF, FGF, factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), TGF-a y B,
los cuales son importantes para la migracion y proliferacion celular, asi como en la
formacién de la matriz extracelular. Ademas, la produccion de citocinas proinflamatorias
(IL-1a, IL-1B, IL-6 y TNF-a) por los macréfagos perpetia el proceso inflamatorio. Los
macrofagos, una vez unidos a la matriz extracelular, sufren un cambio fenotipico, y
pasan de comportarse como células inflamatorias a comportamiento de células
reparadoras, que liberan citocinas y factores de crecimiento (TGF a y B, PDGF, FGF y
IGF-1) con un importante papel en la neoformacion tisular; siendo los procesos
descritos los que permiten la induccion de la angiogénesis y la formacién de tejido de
granulacion, preparando el lecho de la lesion para la siguiente etapa fisiolégica
(Benaviez, 2008).
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En la fase proliferativa, la matriz extracelular provisional comienza a ser reemplazada
por tejido de granulacion (tejido conectivo fibroso que perfunde y reemplaza un coagulo
de fibrina). Este cambio morfoldgico se atribuye a la invasion de capilares que sirven de
base a la aparicion del tejido de granulacién y a la llegada de células que permaneceran
en la dermis reparada. Los eventos principales durante esta fase son la reepitelizacion,
la angiogénesis y la fibroplasia. En la reepitelizacion se restablece la union
dermoepidérmica, de la membrana basal, la dermis y la neoepidermis, proceso mediado
por queratinocitos mediante la formacion de uniones intracelulares y por la formacion de
fibras de anclaje. La angiogénesis se activa ante la lesion y es regulada principalmente
por células endoteliales y fibroblastos, asi como por citocinas liberadas por macréfagos,
las cuales tienen como finalidad promover la formacién de nuevos vasos sanguineos,
ya que estos proveeran de nutrimentos y oxigeno al tejido en crecimiento. En la
angiogénesis, los macréfagos participan liberando factores como el: FGF-2 (factor de
crecimiento de fibroblastos), TGF- e IGF (factor de crecimiento similar a la insulina),
gue en conjunto promueven la migracion de células endoteliales y la proliferacion de
fibroblastos, para que estos ultimos comiencen a sintetizar una gran cantidad de

moléculas de matriz extracelular (Marinovic, 2008).

En la fibroplasia hay migracion, proliferaciéon y produccién de nuevo colageno y otras
proteinas de matriz por accion de los fibroblastos. Los fibroblastos fabrican colageno,
proteoglicanos, glicosaminoglicanos (GAG) y factores de crecimiento. Posteriormente
los fibroblastos sufren una transformacion fenotipica a miofibroblastos para participar en
la contraccién de la herida; los miofibroblastos extienden pseuddpodos y las bandas de
actina se ligan a la fibronectina extracelular unida al colageno fibrilar, arrastran las fibras
de colageno a la célula y producen entonces la contraccién.. Una vez ha finalizado este

proceso, los fibroblastos entran en apoptosis (Rodriguez, 2010).

Finalmente se presenta la fase de remodelacion, en la que se desarrolla el depésito de
matriz permanente y los subsecuentes cambios con el tiempo. Se remplaza el tejido de
granulacion rico en colageno tipo Il por colageno tipo | (mecanismo mediado por

miofibroblastos). Una de las caracteristicas de la remodelacion tisular es el cambio de la
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composicién de la matriz extracelular. Después de un afio o mas, la dermis retorna
gradualmente al fenotipo existente previo a la lesién, con predominio de colageno tipo |.
Cuando la herida se cierra inicia la degradacion del colageno tipo Ill y la sintesis de
colageno tipo I. En la degradacion participan las MMP (metaloproteinasas) secretadas
por células endoteliales. Las MMP son un grupo de enzimas de una gran familia de
proteinas dependientes del Zinc. Otro de los cambios observados ocurre con la
vascularizacion y el ambiente acelular. Una cicatriz reciente se caracteriza por una
relativa alta densidad de capilares, mientras una cicatriz antigua es menos vascular
(apoptosis de células endoteliales) y tiene entonces un color menos rojo. En la figura 22
se demuestra de manera esquematica los mecanismos de la reparacion tisular
(Benavidez, 2008).
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J

CELULAS DENDRITICAS
(DC)

1= 5
(Ralph Marvin Steinman, 1943-2011)
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5.1. Origen y tipos de células dendriticas.

El origen de las células dendriticas (DC) es controvertido debido a ciertas similitudes
con monocitos/macrofagos en cuanto a distribucion, morfologia, fenotipo y actividad
enzimatica. En primeras instancias se considerd que las DC eran de origen mieloide
(Hume, 2008). Estudios posteriores han demostrado que se pueden generar distintos
tipos de DC a partir de progenitores de varios linajes leucocitarios, conociéndose
entonces como células dendriticas de origen linfoides y mieloides. En raton,
progenitores que expresan un porcentaje de CD4 bajo, y que dan lugar a LB, LT y NK,
son capaces de reconstituir la poblacion de células dendriticas CD8a’. Esto llevd a
considerar a esta subpoblaciéon de origen linfoide, y la subpoblacién CD8a., de origen
mieloide. Sin embargo, se ha conseguido generar in vitro células dendriticas CD8a." y
CD8a a partir del mismo progenitor “CD4 bajo”, y ambas subpoblaciones pueden

proceder tanto de un linaje linfoide como mieloide (Aghaallaei, 2010).

Las DC constituyen un grupo de células presentadoras de antigenos, las cuales tienen
diferentes nombres dependiendo de su localizacion: las células dendriticas foliculares
asociadas a las areas de LB en los tejidos linfoides, las células veladas en los vasos
linfaticos aferentes, las células interdigitantes asociadas a las areas de LT en el timo,
los dendrocitos dérmicos en la dermis y las células de Langerhans en la epidermis (LC).
En 6rganos no linfoides se han descrito DC en corazoén, higado, pulmén, intestino y piel
(Wittamer, 2011).

En los ultimos afios, el interés en la evaluacion y caracterizacién de las DC, y su papel
en la respuesta inmune frente a diversos agentes infecciosos y distintas enfermedades,
ha aumentado notablemente debido a la evidencia acerca del papel que las DC juegan
en el inicio, desarrollo, direccion de la respuesta inmune y el control de patologias
(Swiecki, 2011).

Las DC son un conjunto bastante heterogéneo de células que varian en fenotipo,
localizacion anatomica y funcion; sin embargo, como se menciond con anterioridad, la
mayoria de estas células se puede distinguir por expresar niveles elevados de la

77



molécula CD11lc y MHC-Il. Las DC mieloides expresan en su superficie
CD11c¢'/B220 /CD123  y MHC-II, en general secretan IL-12 en respuesta a estimulos de
lipopolisacéaridos. Se distribuyen practicamente en todos los tejidos y se denominan de
formas diversas dependiendo de su localizacion tisular. Las DC mieloides circulantes
representan solamente un 0.5 % de las células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) totales (Toro, 2009).

Por el contrario, las DC plasmacitoides o linfoides expresan CD11c/B220*/CD123" y
niveles variables de MHC-II, se caracterizan por una abundante secrecion de INF-y en
respuesta de varios tipos de patdgenos intracelulares como los virus encapsulados.
Proceden de progenitores distribuidos en el timo y en areas T de los 6rganos linfoides
secundarios, y residen en nodulos linfaticos, bazo, timo, médula désea y sangre
periférica (Toro, 2009). Las DC plasmacitoides son importantes mediadores de la
inmunidad anti-viral, produciendo grandes cantidades de IFN-a al ser estimuladas. En la
Tabla 8 se muestra marcadores de superficie que son utiles para distinguir las DC

mieloides de las linfoides (plasmocitoides) (Wittamer, 2011).

Tabla 8. Marcadores de superficie de DC mieloides y plasmacitoides (Wittamer, 2011).

DC Mieloides DC Plasmocitoides

CD11c (+) CD11c ()

CD11b (+) CD11b (-)

CD123 () CD123 (+)

BDCA-2 (-) BDCA-2 (+)

CDA4 (+/-) CD4 (+)

CD45RA () CDA45RA (+)

CDlc (+) CDl1c ()

Recientemente se ha descrito un tercer tipo, las DC asesinas productoras de Interferén
(IKDC). Las IKDC pueden secretar IL-12, IFN-y o IFN del tipo | dependiendo del
estimulo, y se distinguen por expresar una combinacion de marcadores de moléculas
membranales caracteristicos de DC y de células NK que incluyen a
CD11c*/CPHII*/B220/CD49b*. La naturaleza de las IKDC es polémica, algunos

sugirieren que en realidad son células NK activadas, mientras que otros sostienen que

78



su ontogenia difiere de las NK, ya que estas ultimas son de origen linfoide mientras que
en las IKDC la expresion de CD11c+ indica su naturaleza mieloide (Chihara, 2010).

Acorde a su estadio de maduracion se pueden identificar a dos grupos, las DC
inmaduras (DCi) que actuan como “vigilantes”, caracterizdndose por su alta capacidad
de internalizar microorganismos por medio de procesos como la fagocitosis. Luego del
encuentro de una DCi con sefales de “alerta” mediado por sus PRR, por ejemplo,
productos derivados de patdgeno (LPS) o citocinas inflamatorias (TNF-a), asi como la
interaccion CD40/CD40L, inducen una serie de cambios a nivel fenotipico y funcional,
dando lugar en la mayoria de los casos a unas DC de fenotipo maduro (DCm) (Bohem,
2010).

El fenotipo de las DCi se caracteriza por la expresion de grandes cantidades de
receptores de quimiocinas inflamatorias, que les permiten extravasarse a los tejidos
inflamados y por una baja expresion de moléculas coestimuladoras, de adhesion, de
MHC y marcadores especificos de DC. La maduracion de las DC es un complejo
proceso que conduce a la diferenciacion final de las DC, transformandolas desde unas
células escasamente inmunoestimuladoras que funcionan como vigilantes periféricos
que capturan antigenos, en las mas potentes células estimuladoras de LT inexpertos
(Bohem, 2010). Las DC maduras (DCm) se caracterizan por presentar una reduccion
en su capacidad fagocitica, sin embargo, a diferencia de las DCi, expresan altas
cantidades de moléculas coestimuladoras y otras moléculas involucradas en la
presentacion de antigenos (Cuellar, 2004). Luego de su activacion, las DCm migran
hacia los ganglios linfaticos, donde presentan eficientemente los antigenos procesados
derivados de patogeno, a los LT en contexto de las MHC. Las DC, asi como otras
células con actividad fagocitica tienen la capacidad de secretar diversas citocinas
implicadas en diversos procesos como la inflamacion asi como en el desarrollo de

respuestas no especificas durante el inicio de la infeccion (Bohem, 2010).
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5.2. Plasticidad funcional y variabilidad de linajes para la maduracion de DC.

Se han propuesto dos modelos para explicar la diferenciacion de las DC a partir de
precursores hematopoyéticos. Uno postula un unico linaje de precursores de DC dotado
de plasticidad funcional, mientras que el otro defiende la existencia de varios linajes de
precursores de DC funcionalmente diferentes. Ambos modelos definen tres estados de

maduracion: precursores de DC, DC inmaduras (DCi) y DC maduras (DCm). Para

comprender las funciones de las DC, deben de entenderse sus diferentes estadios de

maduracion (Aguin, 2012).

Los precursores de DC migran de la médula 6sea y circulan por la sangre hasta lugares

especificos del organismo donde actian como vigilantes del sistema inmune,
movilizandose hacia el sitio donde se produzca un estimulo inflamatorio, en respuesta a
una serie de quimiocinas como MIPla (proteina Inflamatoria de Macrofagos 1a), MCP
(proteina quimiotactica para monocitos), IL-8 y RANTES ( CCL5 quimiocina de la
subfamilia CC o B- quimiocina), estas quimiocinas se unen a sus respectivos receptores
CCR1 (Receptor de CC quimiocinas tipo 1), CCR2, CCR5 y CCR6 expresados en el
endotelio vascular; en segundo lugar, dependiendo del estado de maduracion de la CD,
disminuye la expresion de dichos receptores y aumenta la expresion de CCR7, el
mediador principal de la movilizacion de las CD hacia los érganos linfoides secundarios,
el cual se une a sus ligandos MIP3B y CCL21 (quimiocina de la subfamilia CC o -

guimiocina, también conocida como 6-Ckine) (Aguin, 2012).

La funcién principal de las DCi es la captura antigénica. Detectan sefiales de peligro o
alarma (microorganismos patdgenos, células infectadas, células muertas o sus
productos) a través de varios mecanismos: a) macropinocitosis; b) endocitosis mediada
por PRRs (Receptores de Reconocimiento de Patdgenos) como tipo lectina (receptor de
manosa, DEC-205), o receptores Fcy | (CD64) y Il (CD32); y c) fagocitosis de
fragmentos antigénicos.. Ya en el interior de las DC, los antigenos proteicos son
degradados a péptidos que se uniran a las MHC-I o MHC-II, y seran transportados a la
superficie celular para el posterior reconocimiento por LT antigeno-especificos. Los

antigenos proteicos enddgenos, procesados a través de la via del MHC 1, son
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primeramente ubiquitinados y degradados en péptidos por el proteosoma en el citosol.
Posteriormente son transportados al RE por moléculas transportadoras asociadas con
el procesamiento antigénico (TAP), donde son cargados en el MHC-I. Los complejos
MHC I-péptido son llevados desde el RE a la membrana celular a través de la red trans-

Golgi para la presentacion a los linfocitos T CD8" (Granados, 2008).

Los antigenos proteicos exdgenos son procesados en endosomas que se fusionan con
lisosomas portadores de proteasas, responsables de la degradacion de las proteinas en
péptidos que se uniran a MHC-II. Los complejos MHC II-péptido son transportados por
thbulos especializados a la superficie celular, donde se presentaran a linfocitos T CD4".
Estas proteinas exdgenas también pueden ser procesadas por las DC a través del
MHC-I, fendbmeno conocido como “presentacion cruzada”; esto permite la activacion de
una respuesta inmune tanto de linfocitos CD4" como de LT CD8" ante antigenos

exogenos (Velazquez, 2011).

Los antigenos lipidicos, tanto los expresados en patdgenos (por ejemplo, micolatos de
micobacterias) como los presentes en tejidos propios (esfingolipidos, fosfatidil
inositidos), son presentados por las DC a través de la molécula CD1, que
heterodimeriza con la B2-microglobulina. El procesamiento de estos antigenos lipidicos
sobre las diferentes moléculas CD1(a-d) se realiza en compartimentos intracelulares
especializados. (Swiecki, 2011).

Con la maduracién las DC adquieren una gran motilidad y pierden su capacidad de
capturar antigenos al disminuir la expresion de receptores de fagocitosis y endocitosis
(Steinman, 2006). Las DCm optimizan el procesamiento de antigenos aumentando la
expresion de los componentes de la maquinaria enzimatica responsable del proceso, y
adquieren la capacidad de presentar antigenos y estimular a los LT inexpertos tras el
incremento en la expresion de moléculas del MHC y de moléculas de adhesion y
coestimulacion (CD40, CD54, CD58, CD80, CD83, CD86). La mayoria de estos
marcadores ya estan presentes en bajos niveles en las DCi; en cambio, el CD83 esta

ausente en las DCi y sirve como marcador para distinguir las DCi de las DCm. (Serrano,
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2007). También durante el proceso de maduracion, las DC disminuyen la expresion de
los receptores de quimiocinas CCR1 y CCR5, y aumentan la de CCR7. El ligando de
este ultimo se encuentra en las paredes de los ganglios linfaticos y en la zona para-
cortical ganglionar. En la Figura 23 se muestra de manera resumida el proceso de
maduracion de las DC. (Serrano, 2007 y Vazquez, 2011).
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Figura 23. Diferenciacion de DC. Las células dendriticas se diferencian a partir de
progenitores de médula ésea que llegan a los tejidos a través del sistema circulatorio, y
donde residen como DCi hasta que reciben sefiales que promueven su migracion y
maduracion. Las DCm migran a los ganglios linfaticos, donde activan y polarizan a los
linfocitos T inexpertos hacia los diferentes tipos de células Th (Vazquez, 2011).

5.3. Caracteristicas fenotipicas de las DC.

Las DC maduras presentan una morfologia propia, caracterizada por la presencia de
NnuMerosos procesos membranosos que pueden tomar la forma de dendritas,
pseuddépodos o velos. Contienen altas concentraciones de estructuras intracelulares

relacionadas con el procesamiento antigénico, como endosomas, lisosomas o0 los
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granulos de Birbeck (contienen lectinas tipo C que se unen a manosa y CD1aq,
moléculas involucradas en la captacién de antigenos) de las células de Langerhans de
la epidermis presentes en tejidos y 6rganos linfoides y no linfoides, asi como circulantes

en linfa aferente y sangre periférica (Geissmann, 2010a).

Se caracterizan por la elevada expresion de antigenos MHC clase Il y la ausencia de
marcadores de linaje como CD14 (monocitos), CD3 (LT), CD19, CD20 y CD24 (LB),
CD56 (células NK) y CD56b (granulocitos). Presentan moléculas de adhesién comunes
con monocitos y macréfagos (CD11a, CD11c, CD50, CD54, CD58, CD102) y moléculas
coestimuladoras (CD40, CD80, CD86). Su fenotipo varia a lo largo de los diferentes
estados de maduracion y activacion. Las DCi pueden expresar CD2, CD4, CD13, CD16,
CD32 y CD33, que van perdiendo gradualmente con la maduracién. Por el contrario, las
moléculas coestimuladoras, de adhesién y los antigenos del MHC aumentan a lo largo
de la maduracién. Otras moléculas, como CD80 y CD86, incrementan su expresion con
la activacion, principalmente tras la union de CD40 a su ligando. CD86 es un marcador
temprano de maduracién, mientras que CD80 aparece mas tardiamente y esta ausente

en los precursores circulantes (Steinman, 2006 y Serrano, 2007).

5.4. Papel de las DC en larespuesta inmune.

El sistema inmune tiene diferentes tipos de APC. Todas las células en el organismo
tienen la capacidad de expresar MHC-1 y por lo tanto pueden presentar antigenos
endodgenos como virus o antigenos tumorales a LT citotoxicos CD8". Un grupo mas
reducido de células dentro de las cuales se encuentran los linfocitos B, monocitos,
macrofagos y DC expresan de manera constitutiva MHC-II, lo cual les permite presentar
antigenos exdégenos a los LT inexpertos, como antigenos obtenidos mediante el
proceso de fagocitosis, endocitosis inespecifica o por union a receptores especificos,
por ejemplo, anticuerpos de membrana. Como se habia mencionado en capitulos
anteriores se habia mencionado, a este grupo de células se le denomina APC, sin
embargo, las DC se les considera como profesionales, ya que son las Unicas capaces
de estimular LT inexpertos que no han tenido contacto previo con antigenos (LT

inexpertas). Esta capacidad de las DC fue evidente en los estudios realizados con la
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reaccion mixta de leucocitos (LMR), donde se encontr6 que las MHC-Il son las
principales moléculas estimuladoras de LT (Velazquez, 2011).

La activacion eficaz de los LT por parte de las DC necesita de varias sefiales
consecutivas. Como ya se menciond, las DC pueden activar tanto a LT CD4" como LT
CD8" por presentacién antigénica via MHC-Il y MHC-I, respectivamente, lo que
constituiria la primera sefial. La segunda sefal se realiza por la interaccion con
moléculas coestimuladoras presentes en las DCm: CD80 y CD86 con el receptor
linfocitario CD28. Si falla esta coestimulacion, los linfocitos T se vuelven tolerogénicos.
Tras su activacion, los LT inexpertos sufren una expansion clonal y una diferenciacion a

células efectoras secretoras de citocinas y células memoria (Matus, 2009).

El tipo de respuesta consiguiente de los LT depende de varios factores, como la
concentracion antigénica en la DC, la afinidad del TCR por el MHC, la duracion de la
interaccion de la DC con el LT, el estado de maduracion de la DC, y el tipo de estimulo
responsable de la maduracion de la DC. La supervivencia a largo plazo de los LT y su
diferenciacion a células de memoria y efectoras requiere la interaccion con DC
maduras. La activacion inducida por DC inmaduras es de mas corta duracién (Matus,
2009).

5.4.1. Tolerancia.

Las DC estan implicadas en la induccion de tolerancia de LT, ya sea por muerte,
anergia o generacion de Te. En el timo, las DC participan en la seleccion negativa de
los LT. En periferia la induccion de tolerancia es importante para la eliminacion de
clonas de LT autorreactivos que han escapado de la seleccion negativa del timo. Este
proceso es llevado a cabo por DC que se encuentran en un estado “parcialmente
maduro”. De esta manera, se ha evidenciado in vivo que las LC que migran a ganglios
linfaticos en condiciones de reposo, presentan niveles elevados de MHC-II en superficie
y bajos niveles de moléculas coestimuladoras, lo cual las hace buenas candidatas para

inducir tolerancia (Casares, 2000).
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Por otra parte, las DC, principalmente las CD8a" de bazo, estan encargadas de la
captura de células muertas. Las células propias que han sufrido apoptosis son una
constante fuente de antigeno para las DC en condiciones de reposo, por lo cual es
necesario generar tolerancia hacia estos antigenos. Uno de los mecanismos consiste
en que Unicamente se induce una alta expresion de MHC-II cuando las DC, ademas de
capturar células apoptoticas, captan microorganismos, o cuando son estimuladas con
LPS al mismo tiempo. Esto indica que los TLR de las DC conducen a la célula a
completar su proceso de maduracion, lo cual les permitira generar activacion de LT; por
el contrario, la ausencia de sefial a través de estos receptores indica a la DC que la

presentacion antigénica debe dirigir a los LT a un fenotipo tolerante (Belmonte, 2007).

Hay evidencias que indican que las DC plasmocitoides tienen un papel relevante en la
induccion de tolerancia. Estas células recién aisladas tienen poca capacidad endocitica
en comparacién con las DCm y expresan bajos niveles tanto de MHC-Il como de
moléculas coestimuladoras en su superficie. Sin embargo, al ser activadas in vitro con
CpG, son capaces de inducir respuesta TH1 en linfocitos T virgenes; no obstante, son
menos eficientes que las DCm. Por otra parte, LT CD4" estimulados con IL10 e IFN-a,
citocinas altamente producidas por las DC plasmocitoides, adquieren un fenotipo
regulador que median sus funciones via IL-10 y TGFp. Estas células son capaces de
suprimir la proliferacién de otros linfocitos frente a antigenos alégenos. Ademas, las DC
plasmocitoides aisladas de bazo inducen un estado no anérgico en los LT que ni se
polarizan ni proliferan, a pesar de la adicibn exdgena de IL-2 en un modelo TCR
transgénico. De manera importante, estos LT son capaces de inhibir la proliferacién de

LT especificos para antigeno (Rivas, 2009).

Se ha observado que el CTLA-4 (antigeno de LT CD8), expresado constitutivamente en
los LT, se une a CD80/CD86 en las DC e induce la expresion de IFN-y, el cual de
manera autocrina estimula la produccion de IDO (indolamina 2,3 dioxigenasa)
conduciendo a la generacién de metabolitos toxicos que afectan negativamente la
proliferacion y supervivencia de los LT. De manera similar, cuando las DC

plasmocitoides reciben sefiales a travées de CD200R, receptor para CD200 (OX-2)
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pueden producir IDO en un mecanismo dependiente de la estimulacion autocrina con
IFN-a. Asi, las DC plasmocitoides son capaces de inducir tolerancia probablemente a

traves de tres mecanismos: generacion de T g, anergia y delecion (Gonzalez, 2008).

5.5. Implicaciones terapéuticas.

La elevada capacidad de activar LT inexpertos y LT citotoxicos por medio de la
“presentacion cruzada” ha hecho que las células dendriticas sean blanco de estudios
para crear nuevas técnicas de inmunoterapia contra el cancer. Los tumores pueden
promover, entre otros aspectos, la secrecion de TGF- por parte de DC, lo cual induce
la proliferacion de Ty (Gonzalez, 2008). Sumado a esto, varios estudios demuestran
que en tumores, ademas de encontrar un ambiente inmunosupresor caracterizado por
la presencia de factores como IL-10 y TGF-B, la falta de moléculas coestimuladoras en
DC asociadas a cancer afecta negativamente la respuesta inmune celular contra el
tumor; sin embargo, estas DC infiltradas en tumores si son capaces de madurar ex vivo
(Rivas, 2009). Asi, al cultivar DC provenientes de un melanoma, éstas aumentan la
expresion de moléculas coestimuladoras en superficie, producen IL-12 y son capaces
de inducir proliferacion de LT, lo cual indica que sus funciones pueden ser restauradas
al cambiar de ambiente. Aprovechando la facilidad para generar DC ex vivo, dos
estrategias para utilizar estas células en inmunoterapia han sido ampliamente
estudiadas. La mayoria de los ensayos implican el aislamiento de DC, seguido de la
carga con antigenos tumorales y la posterior infusion de estas DC portadoras de

antigenos en el paciente (Eubank, 2011).

La primera implica utilizar DC como adyuvantes de respuesta antitumoral, obteniendo
resultados positivos tanto en modelos animales como en pacientes, contemplando
factores como: el estado de maduracion, si deben ir o no cargadas con péptido y el
origen de este mismo, son objeto de constante estudio (Eubank, 2011). La
administracion de DC cargadas con antigenos autologos del tumor es un protocolo que
ha tenido éxito y ha sido aceptado para inmunoterapia en algunos pacientes; sin

embargo, debido a que este método requiere la obtencién personalizada de vacunas,
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es necesario buscar nuevas estrategias para la obtencion de estas células. Varios
estudios se han enfocado a la comparacion de fuentes antigénicas para cargar DC,
demostrando, por ejemplo, que no existen diferencias en la activacion de los LT
inducida por DC cargadas con RNA proveniente de cancer renal de donadores,
comparado con RNA de una linea celular de este carcinoma. Asi mismo, utilizando
células muertas de una linea celular de cancer de colon de rata se demostré que no hay
diferencias en la proliferacion de los LT cuando son activados con DC cargadas con
células que han sufrido apoptosis, necrosis o0 muerte inducida por formacion de sincitios
(Matus, 2009).

La segunda opcién consta de inducir la maduracion de DC directamente en el tumor es
una estrategia relativamente nueva que puede ser viable y menos dispendiosa que la
generacion de estas células ex vivo. Sumado a esto, acoplar antigenos a moléculas
dirigidas exclusivamente a las DC asegura y maximiza la captura y presentacion de
estos antigenos. Por ejemplo, antigenos acoplados a anticuerpos contra DC-SIGN son
internalizados eficientemente por las DC e inducen una buena respuesta de LT. De la
misma manera, inyectar ratones con antigenos acoplados a anticuerpos contra DEC205
(proteina de superficie de DC) junto con un anticuerpo agonista para CD40, promueve
la proliferacién tanto de LT CD4" como CD8", induciéndose ademas un fenotipo de

memoria (Matus, 2009 y Gonzalez, 2008).

Se han descrito un elevado nuimero de antigenos tumorales susceptibles de ser
utilizados en protocolos de inmunoterapia. Los mas significativos se resumen en la
Tabla 9 (Gonzalez, 2008).

El uso de DC en inmunoterapia no se limita a cancer, por ejemplo, se sabe que una de
las caracteristicas de la “inmunoparalisis” después de sufrir sepsis es que las DC se
encuentran alteradas negativamente en cuanto a funcion y namero. De esta manera, en
un modelo murino de sepsis, el ratdn es susceptible a infecciones por A. fumigatus (en
condiciones normales es no patogénico) en pulmoén en la fase postséptica, y el inyectar

DCm derivadas de médula Osea restaura la inmunidad protectora. Restablecer las
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funciones y el numero de DC en tumores u otro tipo de padecimientos son estrategias

que buscan combatir estas enfermedades. El papel de las DC plasmocitoides

induciendo tolerancia es prometedor para diezmar el riesgo de rechazo a trasplantes;

sin embargo, refinar los conocimientos acerca de los mecanismos que conducen a la

tolerancia en lugar de inmunidad, puede brindar mejores herramientas para la

utilizacion de estas células en inmunoterapia (Stokes, 2006 y Matus, 2009).

Tabla 9. Antigenos tumorales potencialmente utilizables en inmunoterapia con DC.
CEA: antigeno carcinoembrionario; EBV: virus Epstein-Barr; HPV: virus del papiloma
humano; LLA: leucemia linfoblastica aguda; LMC: leucemia mieloide cronica; PAP: fosfatasa
acida prostatica; PSA: antigeno prostatico especifico; TCR: receptor de células T (adaptado

de Rivas, 2009).

CLASE DE ANTIGENO

ANTIGENO

TIPO DE TUMOR

Antigenos tumor
especificos

Idiotipos de inmunoglobulinas

TCR

Ras (p21) mutado

P53 mutado

Proteina de fusion ver-abl

Leucemias/linfomas B, melanoma
Linfomas T

Péancreas, colon, pulmén

Colorrectal, pulmon, vejiga, cabeza, cuello
LMC, LLA

Proteinas de desarrollo

MART-1/Melan-A
MAGE-1/MAGE-3

Melanoma
Melanoma, colorrectal, pulmén, gastrico

Familia GAGE Melanoma
Telomerasa Varios
HPV Cérvix, pene
Antigenos virales EBV Linfoma Burkitt, nasofaringe, sindromes
linfoproliferativos pos-trasplante
Tirosina Melanoma
GP100 Melanoma
. - PAP Prostata
Annger:j(()ast:j?ggmﬂcos PSA Prc:)stata
PSMA Prostata
Tiroglobulina Tiroides
a-fetoproteina Higado
Antigenos sobre- Her-2/Neu Mama, pulmon )
CEA Colorrectal, pulmén, mama
expresados E 5 .
Muc-1 Colorrectal, pulmén, pancreas, ovario
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6

MACROFAGOS ASOCIADOS A TUMORES
(TAM)




6.1. Origen de los macrofagos asociados a tumores.

La masa tumoral es, sin duda, un evento multifacético, donde diferentes tipos de
células, incluyendo células neoplasicas, fibroblastos, células endoteliales y macréfagos
interaccionan entre si continuamente. Los macrofagos representan hasta el 50 % de la
masa tumoral y sin duda, actian de manera fundamental. Como se habia mencionado,
los macréfagos representan una poblacién ampliamente heterogénea, identificando en
su forma de activacibn a macrofagos M1 y M2. Actualmente se sabe que los
macrofagos asociados a tumores (TAM) son un ejemplo paradigmatico de la plasticidad
del proceso de activacion de macrofagos y de su repercusion fisiologica y patologica.
En los tumores existe un gran infiltrado de leucocitos inflamatorios, cuyo estado de
maduracion y localizacion espacial determina su influencia sobre el tumor. Los
macrofagos son el componente mayoritario de dicho infiltrado tumoral, y constituyen un

claro ejemplo de activacion alternativa patolégica de macrofagos (Vereyken, 2011).

Los TAM se originan a partir de monocitos de sangre periférica reclutados hacia el
tumor, en su fase inicial de formacion, por factores como M-CSF, MCP-1 (proteina
guimioatrayente de monocitos-1), VEGF (factor de crecimiento de endotelio vascular) y
Angiopoyetina-2 (Figura 24). La diferenciacién intratumoral da lugar a macréfagos con
niveles reducidos de receptores de quimiocinas, lo que evita su salida de los tejidos
tumorales. Los TAM que se encuentran en el tumor se polarizan hacia el tipo M2,
participando en el crecimiento y progresion del tumor. Producen diversas moléculas que
colaboran con el mantenimiento de células malignas, modifican las proteinas de la

matriz extracelular (ECM) neoplésicas y fomentan el desarrollo de vasos sanguineos.

Ademas los TAM afectan a la respuesta inmune adaptativa mediante el reclutamiento
de Tweg Y Th2, los cuales inhiben a los Thl mediante la anergia de LT inexpertos. La
elevada densidad de macrofagos en zonas metastasicas, como en los ganglios

linfaticos regionales, favorece el crecimiento del tumor (Silva, 2012).
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Figura 24. Interaccidon entre macrd6fagos y células tumorales. Las células tumorales
secretan factores que atraen y determinan la polarizacion de los macréfagos en los tumores.
A su vez, los TAM producen factores de crecimiento que promueven angiogénesis y
remodelacion del tejido, y contribuyen a la progresion y diseminacién del tumor (Silva, 2012).
El fenotipo y funcion de los TAM esta determinado por los factores microambientales
presentes en el tumor (Figura 25). Las citocinas y factores de crecimiento derivados del
tumor (IL-10, TGF-B, M-CSF, VEGF, MCP-1) aumentan la generacion de macrofagos y
reducen la diferenciacion de DC y, en consecuencia, determinan los niveles relativos de

APC en el tumor y en los tejidos cercanos (Solinas, 2009).

Junto con el TGF-B, el M-CSF es responsable del ambiente inmunosupresor
intratumoral. De hecho, en un modelo de carcinoma mamario espontaneo, los ratones
M-CSF” presentan una progresiéon tumoral mas lenta que los ratones normales. La
IL-10 presente en el tumor induce en los TAM la adquisicién de funciones asociadas a
macrofagos M2. Por ello, los TAM tienen disminuida su capacidad para producir
moléculas anti-tumorales (TNF-a, IL-1, ROS, NO) y citocinas inflamatorias (IL-12, IL-1p,

TNF-a, IL-6), y no presentan activacion de NFkB (Silva, 2012).
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Figura 25. Reclutamiento de monocitos a la masa tumoral. Descripcion general de TAM.
Tienen su origen a partir de monocitos de sangre reclutados en el sitio del tumor por
moléculas producidas por células neoplasicas y por las células del estroma. Los principales
factores que intervienen en el reclutamiento de monocitos son las quimiocinas CCL2, M-
CSF, y VEGF. Cuando los monocitos llegan a la masa tumoral, estdn rodeados por varias
sefiales microambientales como la IL-3 y M-CSF, capaces de inducir su diferenciacion a
macréfagos maduros (que ahora se les llama TAM) y dan forma a las "nuevas" células segin
sea necesario por el tumor (CSF, IL-4, IL-10, y TGF-B). Los TAM trabajan activamente por el
tumor: Se producen varias moléculas que sostienen la supervivencia de las células
malignas, modificar las proteinas ECM células neopléasicas, promover el desarrollo de una
nave de reciente creacion, y ayudar a las células tumorales en su progresion. Ademas, TAM
afectan a la respuesta inmune adaptativa significativamente mediante la contratacion y
estimular células T reguladoras y la contratacion de los linfocitos Th2, que a su vez inhiben
las células Thl, y mediante la induccién de anergia de células T inexpetos. (Solinas, 2009).

La produccion de mediadores inmunosupresores (prostaglandinas, IL-10 y TGF-B)
permite a los TAM inducir la diferenciacion de Ty, que suprimen la actividad de los LT
efectores y de otras células inflamatorias, favoreciendo por tanto el crecimiento tumoral.
La actividad angiogénica del tumor esta asimismo favorecida por la acumulacion de
TAM en regiones de hipoxia poco vascularizadas, a las que se adaptan por la activacion
de factores inducibles por la hipoxia (HIF-1 y HIF-2). Los TAM también promueven la
angiogénesis a través de la liberacién de factores de crecimiento (VEGF, FGF y HGF),

metaloproteasas (MMP-9) y activador de plasminégeno (uPA), todos ellos contribuyen a
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degradar la matriz extracelular, facilitando por tanto la migracion e invasién de células
tumorales (Figura 25) (Solinas, 2009).

La expresion de marcadores tipicos de macréfagos M2 de ratbn como Argl, Ym1, Fizz1l
y lectina 2 de macrofago especifica para galactosa N-acetil-galactosamina (Mgl2) se
observa en TAM procedentes de fibrosarcoma y de linfoma T BW-Sp3, lo que corrobora
el fenotipo alternativo de estos macrofagos; sin embargo, en ese mismo modelo se
observan también altos niveles de quimiocinas Thl como CCL5, CXCL9 y CXCL10, lo
que sugiere una desviacion de las caracteristicas tipicas de macrofagos M2 (Meléndez,
2010). Aunque los TAM son considerados macréfagos con fenotipo anti-inflamatorio por
su secrecién de citocinas y la deficiente activacion de NFkB, también contribuyen a la
angiogénesis y crecimiento tumoral mediante la secreciéon de mediadores tipicos de
macréfagos M1 y reguladores de NFkB, como TNF-q, IL-1p y MMP-9 (Gazzaniga,
2007).

Por otro lado, en un estado tumoral avanzado, los TAM de ratdon expresan
constitutivamente NOS2 y Argl que, implicados en el metabolismo de la arginina,
favorecen la liberacién de NO y aumento en la produccion de ROS (O y H20;) y RNS
(ONOQ)), deteniendo la proliferacion y, eventualmente, provocando la muerte de LT
(Solinas, 2009).

En consecuencia, los TAM son capaces de expresar caracteristicas pro-inflamatorias y
supresoras, existiendo un equilibrio en su polarizacién entre el fenotipo M1 y M2. Esta
versatilidad en el fenotipo de los TAM es posiblemente debida al cambio dinamico
existente en el microambiente tumoral desde eventos tempranos hasta los estados
avanzados del tumor, y estd regulada por mecanismos moleculares, como la
modulacion de la actividad de NFkB o las vias de sefializacion activadas por hipoxia. En
los casos que la presencia de TAM se correlaciona con un buen prondstico del tumor, el
GM-CSF podria ser responsable de la adquisicion de un fenotipo citotoxico por los TAM
(Eubank, 2011).
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6.2. Estudios de expresién génica en la diferenciacién y activacion de

macroéfagos.

La identificacion de genes diferencialmente expresados en distintas poblaciones de
macrofagos activados permite determinar su papel en la adquisicion de un fenotipo de
polarizacion concreto, y su posible participacion en determinados procesos celulares o
fisiologicos. En este sentido, estudios realizados en macrofagos peritoneales tratados
con IL-4 han permitido identificar marcadores de activacion alternativa de macrofagos
en raton, como Ym1 y Argl. La expresion diferencial de estos genes dependientes de
IL-4 se ha corroborado en un modelo de infeccién con el nematodo Brugia malayi. La
identificacion de genes asociados a los diferentes estados de polarizacion de
macréfagos puede proporcionar nuevos blancos terapéuticos en patologias

inflamatorias, autoinmunes y en cancer (Malvicini, 2010).

Respecto a los estudios realizados en macréfagos humanos polarizados en presencia
de citocinas, se han determinado los cambios génicos inducidos en la diferenciaciéon de
monocitos CD14" en presencia de M-CSF, y las diferencias existentes entre

macréfagos polarizados por LPS e IFN-y o IL-4 (Vereyken, 2011).

También, se han identificado genes cuya expresion se modifica en monocitos
expuestos a GM-CSF o GM-CSF e IL-4, o0 a estimulos “alternativos” como IL-13 o IL-10.
Por otro lado, se han analizado macréfagos de raton generados en presencia de
GM-CSF (M1) o M-CSF (M2), y han evidenciado la contribucion de IFN-Y en las
diferencias fenotipicas de ambas poblaciones. La expresion diferencial de citocinas y
quimiocinas en respuesta a LPS se justifica porque la sefializacion desde TLR4 se lleva
a cabo de forma distinta en ambos tipos de macrofagos, por la via independiente
MyD88 (caso de los M2) o MyD88-dependiente (para los M1) (Silva, 2012).

Estos estudios de expresion génica han permitido identificar marcadores moleculares
asociados a respuestas inmunitarias frente a infecciones bacterianas, patologias como
la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), y el desarrollo de tumores. Por

otro lado, estudios realizados sobre la interaccion macréfago-patégeno han identificado
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estrategias de defensa del hospedero y de evasion por parte del patdgeno. En
consecuencia, todas estas aproximaciones han hecho posible diseccionar la
polarizacion de macréfagos frente a estimulos patogénicos concretos, lo que ha
permitido establecer que los procesos de activacion/polarizacion de macrofagos y de

maduracion de MDDC son especificos del estimulo que los provoca (Shechter, 2009).

6.3. La expresion del Receptor de Folato B asociados a TAM constituye un

marcador de macréfagos anti-inflamatorios/reguladores M2.

La activacion de macrofagos comprende un amplio espectro de estados funcionales
dependientes del microambiente de citocinas. Como ya se menciond, los macréfagos
activados se han agrupado funcionalmente segun su respuesta a estimulos
pro-Thl/pro-inflamatorios (LPS, IFN-y, GM-CSF) (M1) o pro-Th2/anti-inflamatorios (IL-4,
IL-10, M-CSF) (M2). Se ha demostrado que el receptor de folato  (FR-B), codificado
por el gene FOLR2, es un marcador de macréfagos generados en presencia de M-CSF
(M2), pero no de GM-CSF (M1), y que su expresion se correlaciona con un aumento de

la captacion de folato (Eubank, 2011).

La capacidad de captar folato por los macréfagos es promovida por M-CSF, mantenida
por IL-4, prevenida por GM-CSF y reducida por IFN-y, lo que indica una relacion entre la
expresion del FR-B y la polarizacion M2. De acuerdo con datos in vitro, la expresion del
FR-B se detecta en macrofagos asociados a tumores (TAM), que exhiben un perfil
funcional de tipo M2 y ejercen potentes funciones inmunosupresoras dentro del
ambiente tumoral. El FR-B se expresa y media la captacion de folato por TAM CD163"
CD14" IL-10%, y su expresion es inducida de una manera dependiente de M-CSF por
liquido ascitico tumoral y por el medio condicionado de fibroblastos y lineas tumorales.
Estos resultados definen al FRp como un marcador de la polarizacion M2 de
macrofagos, e indican que los conjugados de folato con drogas terapéuticas son una
potente herramienta en inmunoterapia frente a los TAM (Vereyken, 2011 y Solinas
2009).
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6.4. La Activina A previene la adquisiciéon de marcadores anti-inflamatorios/M2
y direcciona la produccion de citocinas por los macréfagos.

La progresion tumoral esta favorecida por el cambio en la polarizacion de los TAM hacia
la adquisicibn de funciones efectoras inmunoreguladoras y antiinflamatorias
(macréfagos M2 que expresan FRB). En la actualidad se han buscado factores que
controlan la expresion del FRB en macréfagos. En este sentido, han identificado a la
activina A como una citocina producida por los macréfagos M1 (GM-CSF), y cuya
presencia limita la adquisicion de la expresion del FRB y otros marcadores M2 (M-CSF).
De hecho, el GM-CSF promueve la expresion de activina A, mientras que es inhibida
por MCSF incluso en macréfagos M1 (GM-CSF). La activina A secretada por los
macrofagos M1 (GM-CSF) realza la actividad de los promotores génicos dependientes
de Smad, explicando asi la activacion diferencial de Smad2 en los macrofagos M1 (GM-
CSF) y M2 (M-CSF), lo que contribuye a la inhibicion del crecimiento de células
tumorales por el medio condicionado de macréfagos M1 (GMCSF) (Gonzalez, 2010).
Recordemos que los factores de transcripcibn Smad son las proteinas principales
transductoras de las vias de sefalizacion TGF- y BMP (proteina morfogénica de
hueso). Las TGF-B y BMP transmiten informacién hasta la proteina Smad para que esta
frene la division celular y controle que el crecimiento de los tejidos sea ordenado y
coordinado (Malvicini, 2010). Ademas, la activina A modula la produccion de citocinas
por los macréfagos M2, ya que reduce la produccién de IL-10, aunque no modifica la
secrecion de TNF-a, en respuesta a LPS. Por lo tanto, la activina A direcciona la
polarizacion del macréfago contribuyendo a la generacion de macréfagos inflamatorios
en respuesta a GM-CSF vy limitando la generacion de macréfagos anti-inflamatorios y
anti-tumorales, lo cual, in vivo podria contribuir a generar una respuesta inmune frente a
células cancerosas. Como concepto emergente de este analisis postulamos la
necesidad de considerar a futuro la incorporacion de estrategias que controlen la
actividad de factores y/o células con actividad inmunosupresora junto con las

herramientas terapéuticas antitumorales tradicionales. (Gonzalez y Meléndez, 2010).
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7.1. El monocito/macréfago como blanco terapéutico en la aterosclerosis.

La ateroesclerosis es un proceso que se caracteriza por la presencia de lesiones
asimétricas y focales en la capa intima arterial (Hirose, 2011). Este proceso suele iniciar
por un evento patogénico, generalmente inflamatorio, con la participacion de la
inmunidad innata y adaptativa, e incluso las moléculas secretadas por las células que lo
conforman pueden acelerar la progresion e incluso dirigir los mecanismos de formacion

de esta patologia (Pacheco, 2011).

En los ultimos afios se ha puesto en evidencia que los monocitos/macrofagos juegan un
papel fundamental tanto en la formacion de las placas ateromatosas como en sus
complicaciones tromboticas. Una de las primeras etapas en el desarrollo de la placa de
aterosclerosis es la union de los monocitos circulantes al endotelio vascular a través de
moléculas de adhesién, con la posterior transmigracion hacia la capa subintimal. Este

proceso esta favorecido por quimiocinas como MCP-1 (Rivas, 2009).

Los monocitos migran a través de la pared endotelial a la intima, donde se diferencian
rapidamente a macrofagos. Este proceso de diferenciacion incluye un incremento en la
expresion de receptores para las lipoproteinas oxidadas (ox-LDL) (SR-A, CD36, SR-BI).
Mediante tales receptores, los macrofagos captan ox-LDL y desechos de células
apoptoticas ricas en colesterol. Los macréfagos, cargados con abundantes acumulos
lipidicos se transforman en células espumosas. Se ha observado que la presencia de
ox-LDL en el espacio subendotelial induce en las células endoteliales la expresion de
moléculas de adhesion y de mediadores quimiotacticos para monocitos y células T
(Pacheco, 2011) (Figura 26).

Otra poblacion celular que se encuentran considerablemente en lesiones ateromatosas,
son las DC y LT (CD4" y CD8") activas. Utilizando ratones de laboratorio como modelo
experimental, se ha demostrado que las DC plasmocitoides contribuyen en los primeros
pasos de la formacion de lesiones ateroscleréticas en los vasos sanguineos. La primera
evidencia de esta activacién fue la demostracion de la expresion del HLA-DR en la

superficie de células de musculo liso adyacentes a los LT en las lesiones. La expresion
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de este HLA es inducido por la secrecion de INF-a, producto de las células T activadas.
La presencia de estas LT activadas en las placas ateroscleréticas sugiere una
respuesta inmune local, y se ha sugerido que dicha respuesta se genera por los
antigenos de la placa como ox-LDL y HSP, los cuales son reconocidos como PAMP's

induciendo asi el reclutamiento celular (Barderas, 2004).
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Figura 26. Mecanismo de reclutamiento de monocitos por la pared arterial y su
diferenciacidon a macr6fagos. Los monocitos circulantes se unen a las células endoteliales
por moléculas de adhesién que son inducidas en respuesta sefiales inflamatorias (oxLDL)
(Barderas, 2004).

Los cambios en la funcién endotelial en ateroesclerosis tienen un impacto significativo
en la adherencia de DC al endotelio. La activacion de las células endoteliales promueve
la expresion de moléculas de adhesiéon para DC (CD11/CD18, selectina-P, selectina-E,
ICAM-1). Las DC que son reclutadas activan a los LT que ahi se encuentran, trayendo
como consecuencia la amplificacion de la inflamacion a través de la secrecion de
citocinas por parte de LT, como: INF-y, TNF-a y TNF-B. El INFy no solo colabora con la
activacion de macrofagos, también desestabiliza la placa aterosclerotica mediante la
inhibicion de la proliferacién de células de musculo liso y disminuye su sintesis. El
TNF-o también es capaz de provocar este efecto, y sus repercusiones a futro son

aumentar las moléculas de adhesion en células endoteliales. De esta manera es como
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se propone que las DC intervienen en la patogénesis de la aterosclerosis. La
participacion de las DC plasmocitoides recién descubierto en el desarrollo de la
aterosclerosis establece un vinculo directo entre este trastorno y de las reacciones
autoinmunes, y revela por qué la estimulacion de las DC plasmocitoides, que es
caracteristico de las enfermedades autoinmunes contribuye a la progresion de la
aterosclerosis (Velazquez, 2011).

Por otra parte, se ha descrito que durante este proceso, las células dendriticas liberan
CCL17 a modo de molécula de sefializacion que inhibe un mecanismo de reaccion que
normalmente limita la actividad del sistema inmune, haciendo que se active un menor
namero de Ty en los tejidos inflamados, lo que explica por qué la inflamacion

transitoria no se desactiva y se vuelve crénica (Hirose, 2011).

Ademas, se ha observado una forma de prevenir la progresion de la aterosclerosis
empleando un anticuerpo contra la quimocina CCL17, abriendo nuevas vias
terapéuticas para el tratamiento de la enfermedad. En la siguiente fase se espera
describir la funcion de los receptores de CCL17 en la membrana plasmatica de las Teg
(Hirose, 2011).

7.1.1. Células espumosas.

La célula espumosa derivada del macrofago, ha sido encontrada en la intima de estrias
grasas de nifios y adultos. Constituye la evidencia mas temprana de acumulacién de
lipidos en la pared arterial. Una vez que el monocito reside en la intima arterial, puede
capturar lipoproteinas modificadas y acumularlas mediante receptores especificos,
llevando a la conversion de estas células en células espumosas. Los mediadores
inflamatorios pueden influir en la expresion de estos receptores para lipoproteinas
modificadas. Aunque esta area parece relativamente inexplorada, se sabe que el IFN-q,
un producto de los LTh encontrados en la placa ateroesclerética, favorece la expresion
de receptores para lipoproteinas en macréfagos humanos. Otra citocina que podria
tener esta misma funcion es el M-CSF, mediante la induccién de formacién de

macrofagos al sitio de inflamacion (Tiang, 2009 y Hirose, 2011).
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7.1.2. Metabolismo lipidico del macréfago.

La acumulacién de lipidos en la intima arterial es un fendmeno central en el desarrollo
de la ateroesclerosis. La modificacion de las LDL en la pared arterial como
consecuencia de la captura por parte de los macrofagos, es un fenomeno primordial en

la formacion de la placa ateroesclerética (Togno, 2009).

Mediante dos mecanismos los macréfagos recogen y degradan las lipoproteinas que
contienen colesterol: a) Fagocitosis de aquellas células o fragmentos de membranas
que contienen colesterol. b) Endocitosis mediada por receptores de lipoproteinas
plasmaticas que se encuentran en solucidon o en complejos en formas insolubles con
otros constituyentes tisulares. Esta endocitosis se da con la formacion de pequefias
invaginaciones que contienen los receptores proteicos. Los macréfagos producen los
receptores de membrana que se unen especificamente a las LDL, mencionados
anteriormente, y las internalizan mediante endocitosis. Luego de la endocitosis, las
particulas de LDL se transportan a los lisosomas, donde hidrolasas degradan la apo-B a
aminoacidos y fragmentan ésteres del colesterol a colesterol y acidos grasos. El
colesterol se incorpora directamente a la membrana celular o se re-esterifica y
almacena dentro de la célula para uso posterior; los acidos grasos se usan para hacer
nuevos fosfolipidos o triglicéridos (Hirose y Pacheco, 2011).

Las LDL nativas no causan acumulacion lipidica dentro de los macrofagos, primero
éstas deben ser modificadas por diferentes procesos. La modificacién oxidativa se
presenta en las células endoteliales, las cuales pueden incorporar LDL nativas que
pueden ser proteoliticamente modificadas por elastina, plasmina, calicreina o trombina.
Las LDL dentro del espacio intimal se exponen a condiciones prooxidantes que las
convierten en ox-LDL; en este estado inducen la expresion y secrecion de M-CSF y
GM-CSF por parte de las células endoteliales. Igualmente, pueden estimular la
secrecion de quimioatrayentes especificos de monocitos incluyendo el MCP-1. Asi, la
oxidacion de LDL promueve la captura de ox-LDL por parte de macréfagos, lo cual

resulta en formacién de células espumosas y produccion de quimioatrayentes que
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contribuyen a la perpetuaciéon y progresion de la lesién. Las ox-LDL también estimulan
la produccion de TF por parte de macrofagos promoviendo un balance protrombaético en

regiones de placa ricas en macréfagos (Togno, 2009).

7.2. Control de la adhesion de monocitos como terapia.

En la actualidad la arteriosclerosis se considera una enfermedad inmunoldgico-
inflamatoria sistémica de la sangre y de los vasos sanguineos. Los macroéfagos, las
células endoteliales y las células musculares lisas producen citocinas inflamatorias
como TNF-a, IFN-y, IL-1 e IL-6. Diversos estudios han demostrado que los niveles
plasmaticos elevados de estas citocinas predicen la existencia de futuros episodios
cardiovasculares, incluso en sujetos aparentemente sanos (Hirose, 2011). Estas
citocinas rompen el equilibrio fisiolégico que mantienen las células endoteliales en
relacion con la produccién de 6xido nitrico y el numero de moléculas de adhesion,
generando disfuncion celular. Tanto en modelos animales de aterosclerosis como en
lesiones aterosclerdticas humanas, las moléculas de adhesion se encuentran sobre-
expresadas en relacion con el tejido vascular normal. Ademas, se ha demostrado que
los ratones deficientes en selectina-E, selectina-P o ICAM-1 desarrollan menos

arteriosclerosis que los ratones en estado normal (Rivas, 2009).

También en humanos, tanto en sujetos sanos como en pacientes con enfermedad
coronaria previa, se observd que un aumento en los valores plasméticos de selectina-E,
ICAM-1 o0 VCAM-1 predecia la posibilidad de presentar un episodio cardiovascular. Se
ha demostrado que ratones deficientes en MCP-1, 0 en su receptor, poseen un menor
namero de monocitos infiltrados, a la vez que una disminucién en el desarrollo de la
lesion ateromatosa. En pacientes con sindrome coronario agudo las concentraciones
plasmaticas de MCP-1 se han asociado con diferentes factores de riesgo
cardiovascular, asi como con un mayor riesgo de padecer episodios cardiovasculares
futuros. Por lo tanto, el desarrollo de técnicas que ayuden a controlar la expresion de
moléculas de adhesion, asi como de citocinas quimioatrayentes de monocitos al

endotelio, puede ser una ventana para la resolucion de esta patologia (Stokes, 2006).
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7.3. Relacion entre hipercolesterolemia e inflamacion. Importancia de

mediadores inflamatorios.

La relacion entre hipercolesterolemia e inflamacion es bien conocida. La estatinas, los
farmacos hipolipemiantes mas utilizados, han demostrado su capacidad de inhibir la
expresion de proteinas proinflamatorias (TNF-a, IL- 1 e IL-6) y proteinas quimiotacticas
(IL-8, RANTES y MCP-1) de fagocitos mononucleares. También se las ha involucrado
en la inhibicion del factor de transcripcion NF-kB, relacionado con la expresion de genes
proinflamatorios, y en el aumento de la actividad de factores de transcripcion que
antagonizan la expresion de genes proinflamatorios. Algunas estatinas reducen la
adhesion celular y la expresion de integrinas. Incluso algunos estudios, como el
JUPITER (Justification for the Use of statins in Primary prevention: an Intervention Trial
Evaluating Rosuvastatin), apoyan la utilidad de la monitorizacion de los niveles de
inflamacion como guia terapéutica en la prevencion de episodios cardiovasculares
(Tiang, 2009). En consecuencia, las aproximaciones farmacolégicas destinadas a inhibir
o retrasar el desarrollo de la aterosclerosis han pasado de la simple reduccién de las
concentraciones plasmaticas de lipidos a la intervencion directa en las células de la
pared arterial. Desde este punto de vista, la identificacion de blancos terapéuticos en
monocitos y macrofagos destinadas a reducir la adhesion y el reclutamiento de estas
células, o a inhibir la inflamacion y la formacion de células espumosas, adquiere una
especial relevancia. El desarrollo de nuevos farmacos que actien modulando estos
blancos puede llevar, en un futuro que no deberia estar muy lejano, a una mejora
sustancial en el tratamiento y la prevencion de la enfermedad aterosclerética
(Velazquez, 2011).
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3

CONCLUSIONES



1)

2)

3)

4)

Se realizd una revision de las funciones morfologicas, diferenciacion, migracion y
activacion de las células que conforman el SFM, destacando su aplicacion en

el uso de nuevas terapias en las que estan involucradas.

Los recientes descubrimientos sobre el comportamiento de los TAM y las DC en
la progresion y mantenimiento de células cancerigenas desarrollando un
ambiente inmunosupresor que favorece el crecimiento de wun tumor;

representardn una herramienta util para la inmunoterapia contra el cancer.

La creacidén de nuevas técnicas de diagnostico y terapéuticas que implican la
activacion de LT por células del SFM propiciando una respuesta inmunologica

anti-tumoral, representan una promesa clara para el manejo de tumores.

El reducir la adhesion y el reclutamiento de las células del SFM, inhibiendo asi el
proceso inflamatorio y la formacion de células espumosas; mecanismo
directamente implicado en la patogénesis de la ateroesclerosis, impide la
formacion de placas ateromatosas contribuyendo en el tratamiento terapéutico

de esta enfermedad.

105



9
GLOSARIO



» Ateroesclerosis: es un proceso inflamatorio crénico que afecta a las arterias de
diferentes lechos vasculares y que se caracteriza por el engrosamiento de la capa
intima y media con pérdida de la elasticidad. Su lesion bésica es la placa de ateroma.

» Autotolerancia: tolerancia frente a los antigenos del propio organismo (capacidad
del organismo para reconocer autoantigenos y no reaccionar frente a ellos). Si falla la
autotolerancia se establece la autoinmunidad.

» Cancer: crecimiento anormal y desordenado de las células del cuerpo, causado por
alteraciones celulares causada cuando la clave cromosOmica genética ah sido
alterada, por lo que las células reciben mensajes erroneos.

» Capa subintimal: se localiza al inferior de la capa intima de una arteria y esta
compuesta por tejido conectivo con escasas células y plexos vasculares.

» Citocina: son moléculas de bajo peso molecular constituidas por amino&cidos que
tienen como principal funcion estimular células a través de sus receptores.

» Diapédesis: es la filtracidbn o paso de los leucocitos (glébulos blancos) de la sangre
al sitio donde se puede estar presentando una infeccion 6 inflamacion.

» Fagocitosis: proceso mediante el cual las células capturan microorganismos o
particulas y las confinan en una vacuola citoplasmatica (fagosoma) para su posterior
digestion y destruccion.

» Fenotipo: se le denomina a cualquier caracteristica detectable de un organismo
(estructural, bioquimica, fisiolégica o conductual) determinado por una interaccion
entre su genotipo y su medio ambiente.

» Macrofagos Asociados a Tumores: se originan a partir de monocitos de sangre
periférica reclutados hacia el tumor, en su fase inicial de formacién, por factores
como M-CSF, MCP-1, VEGF y Angiopoyetina-2.

» Marcador de superficie: antigenos generados por las células del organismo que se
expresan en la membrana plasmatica.

» Ontogenia: proceso mediante el cual las células del sistema inmunoldgico se
generan a partir de una célula progenitora pluripotencial.

> Organos linfoides primarios: son aquellos en los que se generan (médula 6sea) y
se lleva a cabo la seleccion positivo y negativa de linfocitos (timo). En este sitio las
células que actian contra estructuras moleculares propias son eliminadas y
sobreviven Unicamente las que no lo hacen (tolerancia central).
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> Organos linfoides secundarios: Son estructuras especializadas en la recoleccion
de antigenos de distintos compartimentos anatémicos (bazo, ganglios linfaticos,
MALT). En ellos se lleva a cabo la activacion de los linfocitos maduros, a través de la
«presentacion» o el contacto con el antigeno, lo que da inicio a la respuesta inmune
especifica, con la consiguiente proliferacion clonal y la generacion de células de
memoria.

» Placas de Ateroma: lesion basica compuesta fundamentalmente de lipidos, tejido
fibroso células inflamatorias, y pasa por diferentes estadios.

» Plasticidad Funcional: se le denomina a las diversas funcione que una célula puede
presentar dependiendo al microambiente y a su especializacion en diferentes
regiones anatémica.

» Polarizacion: en células del sistema inmune es el proceso mediante el cual se
define la caracterizacién morfolégica y funcional de una célula.

» Quimiotaxis: es la habilidad de las células para determinar la direccidbn de su
locomocion a lo largo de un gradiente de concentracién de sustancias atractantes o
repelentes.

» Sistema Fagocitico Mononuclear: es un grupo celular conformado por: monocitos
circulantes y sus precursores en médula O6sea, macréfagos (M1 y M2) y DC
(mieloides y plasmocitoides).

» Sistema Reticulo Endotelial: grupo de células cuya funcion es la de capturar
particulas inertes que circulan por el organismo.

» Tolerancia Inmunoldgica: Incapacidad del sistema inmune para reaccionar frente a
un antigeno especifico (cuando un antigeno induce tolerancia se le denomina
toler6bgeno). La tolerancia puede desarrollarse para todos los epitopos de un
antigeno o solo para algunos de ellos.

» Tumor: cumulo de células generadas por el crecimiento anormal en un determinado
sitio anatémico.
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