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Resumen

La inflamacion es la respuesta fisiologica que se presenta ante el dafio causado
por agentes fisicos, quimicos y/o biolégicos. Diferentes tipos de células residentes
del tejido dafnado generan el microambiente necesario para el reclutamiento de
leucocitos, que incluyen a neutrofilos, monocitos y diferentes subtipos de linfocitos
desde la circulacion. Los monocitos infiltrantes son los principales productores de
TNF-a ante el reconocimiento de lipopolisacarido (LPS) via TLR4, ademas de
secretar otras citocinas proinflamatorias y agentes quiomiotacticos. Al menos una
porcidon de ellos, se diferencian a macrofagos y/o células dendriticas (DCs), que
pueden vincular a la respuesta innata con |la adaptativa y participar como agentes
reguladores de la inflamacién, lo que involucra la secrecion de citocinas anti-
inflamatorias como IL-10 y TGF-B. Al ser convocados hacia los tejidos, los
monocitos activados deben atravesar las paredes vasculares y entrar en contacto
con el endotelio y la matriz extracelular (MEC), que remodelan para movilizarse en
el tejido. En la lamina basal, que rodea las paredes vasculares, el 80% de los
componentes proteicos de la MEC, corresponden a colagena tipo IV (Col IV). El
reconocimiento de Col IV, integra y/o fragmentada, puede inducir la remodelacion
del citoesqueleto, expresidon de metaloproteinasas (MMPs) y resistencia a la
apoptosis en los leucocitos migrantes. Recientemente, al analizar el efecto que
tiene el reconocimiento de Col IV en la respuesta inflamatoria de leucocitos
humanos, observamos incrementos en la secrecion de IL-10 en células
mononucleares de sangre periférica (CMSP) estimuladas con LPS, lo que sugiere
que Col IV podria tener un papel modulador de la capacidad inflamatoria de estas
células mononucleares, que incluyen a linfocitos, CDs, células Natural Killer (NK) y
monocitos. Para este trabajo nos planteamos determinar el efecto de la incubacion
con Col 1V, integra o fragmentada, en el fenotipo y la produccion de IL-10 por
monocitos humanos. Observamos incrementos significativos en la secrecion
(inducida por LPS) de IL-10 en CMSP expuestas a Col IV fragmentada, respecto a
CMSP sin Col IV. En esta misma condicién, tiende a disminuir la secrecion de las
citocinas inflamatorias TNF e IL-13. En nuestro modelo, identificamos a los

monocitos como los productores de IL-10. Adicionalmente observamos que, en
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presencia de Col IV, es menor la disminucidon espontanea de CD14 inducida por
LPS, respecto a células control (sin Col 1V). En conclusion, el reconocimiento de
Col IV fragmentada modula y contiene la respuesta inflamatoria de monocitos

humanos estimulados con LPS.
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Marco tedrico

Inflamacién y Monocitos

La inflamacién es la respuesta de tejidos vascularizados ante el dafio producido
por un agente de naturaleza bioldgica, quimica o fisica. Es orquestada espacial y
temporalmente por diferentes tipos de células (residentes del tejido y leucocitos
reclutados al sitio de lesion) asi como mediadores inflamatorios (citocinas; IL-18,
IL-6, TNF, quimiocinas; CCL2, CXCLS8; y prostaglandinas), los cuales colaboran
para neutralizar y eliminar él o los agentes inductores de dafio y recuperar la
homeostasis del tejido ™.

Entre las principales células infiltrantes en las respuestas agudas estan los
monocitos. Estas células, con caracteristicas de tamafo y granularidad
intermedias entre linfocitos y neutrdfilos, corresponden del 2 al 12% (200 a 900 mil
células/mL de sangre) de los leucocitos circulantes. Los monocitos maduros se
caracterizan por expresar CD14 y se han clasificado en varios tipos, tanto en
humano como en raton, dependiendo de la expresion de otras moléculas de
superficie como CD16 y LyC6, respectivamente®. La expresién de estas
moléculas, permite clasificar a los monocitos como clasicos y no clasicos, lo que
aparentemente se relaciona con mayor o0 menor capacidad de respuesta
inflamatoria® ®. Como se muestra en la Tabla 1, esto repercute directamente en su
capacidad fagocitica, secrecion de citocinas, quimiocinas e incluso, en la
regulacion de la respuesta y reconstitucion del tejido®®.

La primera funcion reconocida de los monocitos infiltrantes es como
macrofagocitos, aunque aparentemente también direccionan a los neutrdéfilos o
microfagocitos (leucocitos mas abundantes en circulacion -30 a 80%-), hacia el
sitio de lesion, donde pueden eliminar eficientemente bacterias y otros
microorganismos, ya que contienen gran cantidad de enzimas proteoliticas,
productoras de especies reactivas del oxigeno, que se potencia con la formacion
de las trampas extracelulares de DNA o “NETs”. Horas después de haber
infiltrado en los tejidos, los monocitos se diferencian para dar lugar a macrofagos o
bien a DCs derivadas de monocitos'?. Estas células pueden participar tanto en la

expansion como en la contencién de la respuesta inflamatoria, asi como, al ser



capaces de presentar antigeno a linfocitos, conectan la respuesta inmune innata

con la llamada respuesta inmune adaptativa, al activar linfocitos Ty B '™

Tabla 1. Clasificacion de monocitos; su respuesta inflamatoria y capacidad fagocitica.

Capacidad fagocitica

Monocitos Fenotipo y/o inflamatoria.

A Fagocitosis y  poca

Clasicos CD14" CD16" produccion de citocinas pro-
inflamatorias (TNF, IL-1pB).

Principales productores de

Intermedios CD14* cD16* citocinas pro-inflamatorias
(TNF, IL-1B).
V¥V Fagocitosis, produccion de
No clasicos CD14" CD16" citocinas pro-inflamatorias

(TNF, IL-1B) 'y mejores

presentadoras de antigeno.

Basado en: Ziegler-Heitbrock, L. et al’, Skrzeczynska-Moncznik, J. et al’ y Frankenberger, M. et al’

La respuesta inflamatoria se da tanto en ausencia como presencia de infecciones
bacterianas'?, y depende de la activacion de los llamados receptores de
reconocimiento de patron (PRRs) del sistema inmune innato; como receptores tipo
Toll (TLRs), receptores tipo NOD (NLRs)", receptores tipo RIG-I (RLRs) y los
receptores de DNA'. Los receptores tipo Toll pueden sensar moléculas altamente
conservadas de los microorganismos, lo que los hace capaces de reconocer una
gran variedad de éstos'. De entre los TLRs que se conocen en el humano'® se
encuentran: TLR-2 que reconoce lipoproteinas y lipopéptidos bacterianos, TLR-4
que reconoce lipopolisacarido (LPS) y TLR-5 que reconoce flagelina'®'®. Este
reconocimiento inicial es mediado por células fagociticas como macréfagos,
neutréfilos, mastocitos y DCs residentes del tejido dafiado’®, que generan la
activacion de diversos factores de transcripcion, entre ellos NF-kB, lo que lleva a la
expresion de mediadores proinflamatorios como TNF-qa, IL-1B, IL-6, y mediadores
lipidicos?®. Estas moléculas permiten el reclutamiento de leucocitos (incluyendo
neutréfilos?! y monocitos®) a través del endotelio vascular hacia el sitio de lesién o

infeccion®. En monocitos, la activacion eficiente de TLR4 al reconocer a LPS,
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depende de la expresiéon de CD14, asi como de la presencia de las diferentes
moléculas de sefalizacion como Myd88, TRAF y varios tipos de STAT, que
activan el factor de transcripcion nuclear kB (NF-kB) e inducen la expresién de
citocinas inflamatorias, si las sub-unidades que lo forman a NF-kB son p65 y p5022'
24 0 anti-inflamatorias cuando las sub-unidades son p50-p5025.

La desregulacion en el proceso de resolucién de la inflamacién puede progresar a
estados de inflamacion crénica, que conllevan la pérdida anatomica y/o funcional
del tejido, y asi contribuir a la patogénesis de diferentes enfermedades cronicas
como: arteroesclerosis®®, esclerosis muiltiple, artritis reumatoide®’, obesidad® vy
algunos tipos de cancer®, entre otras®. Para evitar que la respuesta inflamatoria
progrese a un estado crénico, se requiere eliminar el agente desencadenante y
contener la respuesta inflamatoria, lo que puede ser mediado por la liberacién de
moléculas anti-inflamatorias como: lipoxinas, resolvinas, TGF-[3, glucocorticoides e
IL-10" 3. Estas ultimas pueden ser el resultado de la sefializacion alterna de TLRs
o bien, cuando los macrofagos ingieren cuerpos apoptoéticos.

Se propone que existen dos fases de la respuesta inflamatoria: 1) la francamente
inflamatoria y la anti-inflamatoria (o de resolucion). La primera ocurre en las
primeras 4-12 horas posteriores al reconocimiento del agente desencadenante, el
cual puede corresponder a moléculas asociadas a patdégenos (PAMPs) o a
moléculas asociadas a dafno (DAMPs) que se reconocen via PRRs. Asi la
presencia de estimulos como LPS, que para ser reconocido eficientemente por los
monocitos requieren tanto de TLR-4 como de CD14, y estos, mediante la
liberacion de TNF, IL-18 e IL-6 activa a células endoteliales, lo mismo que a otras

32 La fase anti-inflamatoria

células mieloides que recluta al sitio lesionado®"
aparentemente se puede iniciar por la presencia de moléculas pro-inflamatorias o
incluso por el mismo estimulo desencadenante, pero con una cinética de
respuesta que permite, de 8 a 24 horas después, la liberacion de resolvinas y/o
citocinas anti-inflamatorias, como IL-10. Se requiere que la activacion de la fase
pro y anti-inflamatoria no sean simultaneas, ya que debe de haber suficiente
tiempo para que la fase inflamatoria detecte, contenga e, idealmente, elimine al

agente desencadenante, antes que sea contenida por los agentes anti-
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inflamatorios, que previenen el dafio tisular y favorecen la reconstitucion del
tejido™. La principal citocina anti-inflamatoria descrita, IL-10 puede ser producida
por diferentes tipos de células; macréfagos, DCs, células B y varias poblaciones
de linfocitos T CD4+ y CD8+% 3 3%y es capaz de inhibir la sintesis de diferentes
citocinas y quimiocinas inflamatorias, entre ellas TNF, IL-18 e IL-6%" 3 lo que
depende de la inhibicion el NF-xB%*.

Ligandos de TLRs, como peptigdoglicana, DNA, CpG 6 zymosan pueden inducir la
expresion de IL-10 en DCs muridas®’. En macrofagos y monocitos muridos vy

humanos, IL-10 puede producirse en respuesta a LPS®.

Infiltracion de leucocitos y matriz extracelular

El reclutamiento de leucocitos hacia el tejido dafado es crucial para el desarrollo
de respuestas inflamatorias efectivas. Para que esto suceda, los leucocitos deben
migrar a través del endotelio vascular (diapedesis)'?. La migracién de leucocitos es
iniciada por la generaciéon local de mediadores inflamatorios como citocinas y
quimiocinas,>® patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMPs)®, y los
fragmentos C3a, C4a y Cb5a del sistema del complemento’, entre otros. El
reclutamiento de leucocitos involucra varios pasos, como el rodamiento mediado
por selectinas y la adhesién firme mediada por integrinas®'. La unién de E-
selectina y P-selectina a sus respectivos ligandos (acido sialico, por ejemplo)
disminuye su velocidad en el flujo sanguineo llevando a un movimiento de
rodamiento (“rolling”) sobre la pared vascular. Las integrinas de union a leucocitos,
como la molécula de adhesion intracelular endotelial (ICAM-1) y la molécula de
adhesioén celular vascular (VCAM-1), median la adhesion firme de leucocitos con la
membrana apical del endotelio. Otros receptores transmembranales como PCAM-
1, CD99 y JAM, participan en los procesos subsecuentes necesarios para la
movilizacién de leucocitos hacia el tejido*'. PCAM-1 esta implicada en el inicio de
la diapedesis*’, en procesos de sefializacion intracelular, en una interaccion
homofilica®®, en la activacion de integrinas B1, B2 y B3, asi como en la
movilizacién de integrinas de superficie como a6B1*" **.La super familia de

moléculas de unién y adhesion; JAM-A, JAM-B y JAM-C estan involucradas en la
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extravasacion de monocitos y neutréfilos®. Las integrinas B2 (ligando de JAM-A)
son utiles para la adhesién firme y transmigracion®®. CD99 puede funcionar como
molécula que activa vias de sefializacidon intracelular para modular la adhesion,
migracion y contactos endoteliales*’. Ademas, se sabe que la caderina vascular
endotelial (VE-caderina) es una molécula de adhesion esencial en la integridad y
estabilidad en el contacto de células endoteliales*®.

Después de atravesar la barrera de células endoteliales, los leucocitos migran a
través de la membrana basal perivascular49. Asi, durante la migracidn, los
leucocitos atraviesan tanto la capa de células endoteliales como la membrana
basal perivascular (compuesta por pericitos incrustados dentro de una red de

proteinas de la matriz extracelular) *°(Figura 1).

M0|éFU|35 de .adhes.ién, Moléculas de unién endotelial y de
citocinas y qu|m|0r:.|pas la membrana basal influencian la leucacito
promue\{en la adheslor? de extravasacion; la matriz intersticial “i
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Figura 1. Esquema de la migracion de leucocitos a través de células endoteliales y
matriz extracelular. Se ilustran diferentes moléculas requeridas para la migracion de leucocitos
y algunos componentes de la matriz extracelular. Figura modificada de: Sorokin, Lydia, 2010%.
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La migracion a través de la membrana basal perivascular toma de 20-30 minutos
in vivo. Esta larga interaccion entre leucocitos y la membrana basal perivascular
asi como el reconocimiento de mediadores solubles como las quimiocinas, induce
cambios en el fenotipo de los leucocitos migrantes51, que les permiten la
diapédesis y migracion a través de los tejidos, e incluyen: remodelacién de
citoesqueleto, expresion diferencial de diversas moléculas de adhesion (incluidas
integrinas), y expresion de MMPs, enzimas requeridas para la degradacion de
componentes de la MEC, con lo que los leucocitos se abren paso durante su
45, 49, 52(

movilizacion Figura 2).
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Figura 2. Cambios leucocitarios fenotipicos y funcionales relacionados con su
migracioén a través del endotelio. Figura modificada a partir de: Marelli-Berg2. **.

En estudios in vivo con neutréfilos de ratdon se ha encontrado que, interacciones
homofilicas con PECAM-1, favorecen la expresion de proteasas que podrian

1. En estudios con neutréfilos de

facilitar su paso a través de la membrana basa
humanos, se encontré6 que fragmentos de colagenas y elastina favorecen el
reclutamiento de éstos al sitio de inflamacion®. Asi mismo, la interaccion de

monocitos humanos con colagena tipo | induce la expresion de MMP9*°, esencial
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para una respuesta inflamatoria eficaz*> *°.

Composicion y funcién de la matriz extracelular

La matriz extracelular (MEC) es un componente no celular de todos los tejidos y
organos. Proporciona la base estructural para el soporte y mantenimiento de la
arquitectura de los tejidos, asi como sefiales bioquimicas y biomecanicas cruciales
para la morfogénesis del tejido, diferenciacion celular y la homeostasia tisular. Su
amplia distribucion en gran variedad de tejidos ilustra la importancia que tiene
tanto en condiciones normales como patolégicas5°.

La MEC es una estructura altamente dinamica que constantemente es remodelada
por mecanismos dependientes o independientes de enzimas como las MMPs. La
homeostasis de tejidos como el epitelio depende del mantenimiento de la
organizacion de la estructura de la matriz extracelular y de la comunicacion con el
estroma circulante (fibroblastos no activados, adipocitos y leucocitos no
estimulados)®. La estructura a partir de la cual la MEC establece comunicacion
por contacto directo con los componentes celulares es mediante los
hemidesmosomas, a través de los que se pueden sensar los cambios en la
arquitectura de la MEC por las células circundantes, lo que activa vias de
sefalizacién que regulan la transcripcion de genes®.

Se sabe que la MEC es capaz de proporcionar senales que afectan la adhesion,
remodelacion de citoesqueleto, migracion, proliferacion, sobrevivencia, y
diferenciacion celular. Los ejemplos clasicos de interacciones entre MEC y células
son las que implican la familia de receptores de superficie celular de integrinas.
Cuando la MEC es modificada, los fragmentos de MEC & matricinas pueden
interactuar con diferentes tipos de receptores®” °%; como el receptor de factor de
crecimiento epidérmico (EGFR, por Epidermal growth factor receptor), y la
proteina de union a elastina (EBP, por elastin-binding protein)™.

La MEC esta compuesta por proteinas, glicoproteinas, proteoglicanos vy

61 Estos

polisacaridos con diferentes propiedades fisicas y quimicas®®
componentes constituyen tanto la membrana basal, producida por células

epiteliales, endoteliales y estromales, asi como la matriz intersticial, producida
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principalmente por células del estroma. La membrana basal es un tipo de MEC
especializada que es mas compacta y menos porosa que la matriz intersticial. La
membrana basal esta compuesta principalmente por Col IV, lamininas, elastinas y
fibronectina (FN). La matriz intersticial es rica en colagenas fibrilares,
proteoglicanos y glicoproteinas como fibronectina®

Los proteoglicanos ocupan la mayor parte del espacio intersticial extracelular en el
tejido, formando un gel hidratado®. Los proteoglicanos se componen por cadenas
de glicosaminoglicanos (GAG) unidos covalentemente a un nucleo de proteina
especifica. Los proteoglicanos se clasifican en funcion de sus proteinas centrales,
localizacion y composicion del GAG®. Las tres familias principales son:
proteoglicanos pequefios ricos en leucina (SLRPs), proteoglicanos modulares y
proteoglicanos en la superficie celular. Estas moléculas son extremadamente
hidrofilas, tienen conformaciones muy largas y esenciales para la formacion del
hidrogel lo que permite a las matrices soportar altas fuerzas de compresion®.

La colagena es la proteina fibrosa mas abundante dentro de la MEC, constituye
hasta el 80% de su composicion; éstas proteinas ofrecen resistencia a la traccion,
regulan la adhesién celular, la quimiotaxis de apoyo, asi como la migracion en la
infiltracion o desarrollo de los tejidos® ®°. Las colagenas se asocian con la
elastina, otra de las proteinas fibrosas principales de la matriz extracelular v,
forman asi estructuras resistentes y elasticas, con capacidad de recobrar su forma
después de que han sido sometidas a estiramientos repetidos®?.

Las colagenas estan compuestas por tres cadenas polipeptidicas. Cada cadena
polipeptidica (cadena alfa) tiene una repeticion del triplete Gly-XY, en las que los
residuos de glicina ocupan cada tercera posicion, la posicion X puede ser prolina o
lisina, Y puede ser hidroxiprolina o hidroxilisina. Las cadenas se mantienen unidas
entre si por puentes de hidrogeno®. La estructura de las diferentes colagenas
varia y con ello las formas en que se ensamblan; por ejemplo, la colagena tipo |,
forma fibrillas y su funcidén es dar estructura al tejido principalmente, mientras que
las colagenas que presentan interrupciones en la triple hélice y no forman fibrillas,
participan en la adhesion celular y sefalizacién, como la colagena tipo IV que se

encuentra formando redes®” ®®. La mayoria de las colagenas son homotriméricas,
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aunque algunas, como la colagena tipo |, pueden ser heterotriméricas®®.

En los vertebrados se conocen al menos 28 tipos diferentes de colagenas (Tabla
2)%. Las colagenas se clasifican seguin su funcién y homologia en: 1) formadoras
de fibrillas, 2) asociadas a fibrillas con interrupciones en la triple hélice (FACITs), 3)
formadoras de redes, 4) transmembranales, 5) productoras de endostatina, 6)
fibras de anclaje y 7) formadoras de filamentos de perlas. Estas se distribuyen en
todo el organismo y de forma diferente segun el tejido en que se encuentren.
(Tabla 2). De las mas abundantes es la colagena tipo IV, su importancia radica en
que forma parte de la mayoria de los tejidos, porque Col IV corresponde al
principal componente proteico de la adventicia, la capa mas externa que rodea a
todos los vasos sanguineos, que abundan en rifidn, ojo (excepto cérnea), pulmon,

musculo esquelético, aorta, pancreas, bazo, piel y pleura’.
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Tabla 2.Clasificacion y distribucion de los diferentes tipos de colagenas.

Tipo de colagena
Clasificacion Distribucion
| Formadora de fibrillas Piel, tendones, ligamentos, cornea, huesos
Il Formadora de fibrillas Cartilago, humor vitreo
Organos tubulares, piel embrionaria,
] Formadora de fibrillas . .
codistribuida con colagena tipo |
v Formadora de redes Membrana basal
Tejido embrionario, cérnea, codistribuida con
\) Formadora de fibrillas
colagena tipo |
Formadora de filamentos de
Vi Musculo
perlas
VI Fibras de anclaje Uniones dermis-epidermis
\11] Formadora de redes Membrana descement
Cartilago, humor vitreo, codistribuida con
IX FACIT
colagena tipo |
X Formadora de redes Cartilago hipertrofiado
XI Formadora de fibrillas Codistribuida con colagena tipo Il
Xl FACIT Encontrada con colagena tipo |
Xl Transmembranal Ojo, musculo, vasos sanguineos
XIvV FACIT Encontrada con colagena tipo |
Ojo, musculo, vasos sanguineos. Cerca de la
XV Productora de endostatina
membrana basal
Codistribuida con colagenas formadora de
Xvi FACIT
fibrillas
XV Transmembranal Epitelio
XVII Productora de endostatina Asociada a membrana basal
XIX FACIT Membrana basal
XX FACIT Mayoria de los tejidos
XXI FACIT Mayoria de los tejidos
XX FACIT Uniones tisulares
XXl Transmembranal Rara
XXIV Formadora de fibrillas Hueso
XXV Transmembranal Patolégica
Formadora de filamentos de
XXVI Desconocido
perlas
XXVII Formadora de fibrillas Tejido embrionario
Formadora de filamentos de
XXV Membrana basal de tejido nervioso
perlas
Ectodisplisina Transmembranal Ectodermo
Gliomedina Transmembranal Tejido nervioso

Tomado de Kadler EK,71
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Como se mencion6é previamente, existe toda una gama de moléculas en la
superficie celular que reconocen a los diferentes componentes de la matriz
extracelular, entre ellas, las integrinas, una familia de proteinas
transmembranales’ que forman un dimero con una subunidad a y una B. En el
humano se conocen 8 tipos de subunidades 3 y 18 tipos de subunidades a’?. Se
sabe que las integrinas; a1B1, a2p1, a10B1y a11B1, son receptores para
colagenas. Los dominios intracelulares de las integrinas podrian conectarse con
tirosin-cinasas y proteinas adaptadoras que activan o inhiben vias de sefalizacion
intracelular’®. Las integrinas, receptores de colagenas, son estructuralmente
diferentes a otras integrinas de unién a MEC, poseen un dominio especifico |
insertado como parte de la subunidad a; éste dominio es responsable del
reconocimiento de la colagena. La unién de colagena al dominio al de las
integrinas es dependiente de la presencia de magnesio (Mg?*) ™.

Las integrinas poseen diferentes patrones de expresidon en los diferentes tipos
celulares; la integrina a1p1 se expresa en linfocitos y monocitos’®, la integrina a1p1
posee mayor afinidad por la Col IV integra’®, se ha visto que la integrina a1p1
participa en la proliferacion celular’’. Ademas, se ha encontrado que algunas
integrinas pueden activar vias de sefializacién para inducir apoptosis’?.

Se sabe que el contacto con componentes o fragmentos de la MEC puede inducir
la expresion de diferentes citocinas. El contacto de macrofagos de ratén con
fibronectina puede potenciar su capacidad de secreciéon de TNF ante LPS’®, en
monocitos humanos el contacto so6lo con fibronectina induce la secrecion de
TNF’®, el contacto de macréfagos humanos con fragmentos de hialuronato (HA)
induce la expresién de genes de IL-18 y MCP-1 ante LPS®.

En un trabajo previo realizado en el laboratorio, se encontré que la exposicion in
vitro de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de humano a
colagena tipo IV, pero no a colagena tipo |, puede inducir la secrecién de IL-10
ante el estimulo de LPS de Escherichia coli®'*®. Dado que estos resultados se
obtuvieron utilizando tiempos prolongados de incubacion (12h de incubaciéon con
Col IV, posteriormente se estimularon con LPS durante 4h mas) es factible que la

respuesta observada se debiera al reconocimiento de Col IV integra o bien de
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colagena fragmentada, por las metaloproteinasas (MMPs) que se inducen ante su
reconocimiento®. Por otro lado, el grupo de células mononucleares de sangre
periférica incluyen monocitos, linfocitos (T, B y NK) asi como algunos tipos de
DCs, de los cuales se ha reportado que monocitos en respuesta a LPS y ligandos
de TLR-2% % DCs en respuesta a Micobacterium tuberculosis y el atigeno LcrV

de Yersinia pestis®”

, linfocitos T4 ante una fuerte estimulacién de TCR (alta
dosis de antigeno)® vy linfocitos T reguladores (Treg) al reconocer hialuronato
(componente de la MEC)®, pueden producir IL-10. En el modelo citado de
exposicion in vitro a Col IV y LPS, aunque observamos incrementos en la
secrecion de IL-10, desconocemos el tipo de células que la producen. Por lo que
el objetivo del trabajo fue evaluar el efecto de la Col 1V, integra y fragmentada,
sobre la capacidad de secrecion de IL-10 en monocitos humanos estimulados con

LPS.

Planteamiento del problema

Para que los leucocitos de circulacion sanguinea puedan llegar al sitio de dafo,
durante el proceso inflamatorio, deben migrar a través del endotelio vascular y la
MEC. Se ha descrito que diversos componentes de la MEC presentan motivos de
unién a receptores tipo integrinas, presentes en leucocitos, estos receptores estan
involucrados en diferentes procesos de sefalizacion intracelular, inhibicion de
apoptosis, activacion de factores de transcripcion para la expresion de citocinas
como IL-10, entre otros. Fragmentos de proteinas de la MEC pueden ser
reconocidos por PRRs e inducir respuestas pro o anti-inflamatorias. Evidencias
recientes nos mostraron que colagena IV, proteina muy abundante en la
membrana basal que recubre los vasos sanguineos, induce la secrecion de IL-10
por células mononucleares humanas. Queda por esclarecer que tipo de células,
monocitos o linfocitos, son los que responden produciendo IL-10 y frente a qué

conformacioén inicial de la colagena IV, integra o fragmentada.
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Justificacion

Recientemente, observamos que la exposicion de células mononucleares de
sangre periférica (CMSP) a colagena tipo IV, pero no a colagena tipo |, potencia la
secrecion la citocina anti-inflamatoria IL-10 por el lipopolisacarido (LPS) de
Escherichia coli. Este resultado sugiere que el contacto con la colagena IV podria
disminuir la capacidad inflamatoria de los leucocitos infiltrantes en los tejidos como
una forma de control de la respuesta innata a nivel local, ya que los principales
leucocitos candidatos para la produccion de esta citocina en las CMSP son los

monocitos.

Hipotesis
El contacto de colagena tipo IV incrementa la produccion de IL-10 de monocitos de

células mononucleares de sangre periférica.

Objetivo general

Evaluar el efecto de la exposicion a colagena |V, integra y fragmentada, sobre la
capacidad de secrecién de IL-10 y el fenotipo de monocitos humanos estimulados
con LPS.

Objetivos particulares

e Cuantificar IL-10, IL-1B, IL-6 y TNF en sobrenadantes de CMSP
estimuladas con LPS en presencia o no de colagena 1V, integra o
fragmentada.

e Determinar IL-10 intracelular en monocitos humanos estimulados con LPS
en presencia o no de colagena |V, integra o fragmentada.

e Determinar el fenotipo inflamatorio de monocitos estimulados con LPS en
presencia o no de colagena |V, integra o fragmentada.

e Determinar el grado de muerte celular de monocitos estimulados con LPS

en presencia o no de colagena |V, integra o fragmentada
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Material y Métodos
Recubrimiento de placas con colagena tipo IV

Placas de poliestireno de 24 pozos (Corning® Incorporated, NY) fueron recubiertas
con 300 pL/pozo de solucion de colagena tipo IV (BD, CatN0.354233, 0.1% w/v).
Las placas se incubaron durante 30 min a 37°C con 5% CO; y el exceso de la

solucién fue retirada.

Fragmentacion de colagena tipo |V

Colagena tipo IV fue expuesta a colagenasa IV (Life Technologies®, CatNo. 17104,
U/mL) en proporcion 1:3. Las placas fueron recubiertas con esta solucion de la

misma manera que en el apartado anterior.

Obtencion de células mononucleares de sangre periférica (CMSP).

Por venopuncién humeral, previa asepsia y antisepsia, se obtuvieron muestras de
sangre periférica de 9 voluntarios varones de entre 20-30 afios de edad
aparentemente sanos. La sangre fue colectada en tubos con sistema Vacutainer
con heparina de litio como anticoagulante (BD Biosciences®, San José, CA, USA).
En condiciones de esterilidad, se realizé la separacion de células mononucleares
de sangre periférica realizando un gradiente de densidad con una solucién
comercial que contiene 9.1% de diatrizoato de sodio y 5.7% de polisacaridos,
dicha solucién posee una densidad de 1.077+ 0.001 g/mL (Lymphoprep®, LYS
3773 Axis-Shield®).

Se realizé una dilucién 1:1 de sangre periférica con solucibn amortiguadora de
fosfatos, (PBS, cuya composicién es: NaCl 8g/L, Na,HPO,4 1.16 g/L, KH,PO4 0.2
g/L, KCI 0.2 g/L) estéril en un tubo para centrifuga de poliestireno estéril de 15 mL
(BD Falcon™® Biosciences, San José, CA, USA). En otro tubo para centrifuga de
poliestireno estéril de 45 mL (BD Falco™® Biosciences, San José, CA, USA) se
colocd un volumen de Lymphoprep igual a 1/2 del volumen de la sangre diluida
con PBS estéril, con una pipeta de transferencia estéril se colocé la sangre diluida
con PBS sobre la solucion de Lymphoprep sin que se mezclaran. Se centrifugd a

600 xG durante 30 min sin freno de aceleracion y desaceleracion. Se colectaron
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las células mononucleares, correspondiente al anillo de células mononucleares
(24), con una pipeta de transferencia estéril, y se transfirieron a otro tubo de
poliestireno de 15 mL para resuspenderlas, se adicion6 PBS estéril hasta la
marca de 15 mL. Se centrifugo a 400 xG durante 5 minutos, este paso se realizé
dos veces. Posteriormente se realiz6 el conteo de células viables con ayuda de un
contador automatizado (Countess, automated cell counter. Invitrogen™®). Este
conte6 siempre reveld viabilidad celular superior al 85% de las CMSP asi

enriquecidas.

Estimulacién de CMSP
De las CMSP obtenidas, se colocaron 100,000 células mononucleares en cada

pozo de las placas de cultivo de poliestireno recubiertas con colagena, colagena
fragmentada, sin colagena y colagenasa y después se les adicion6é 50 ng de
(LPS) de E. coli 026:B6 (5 ng/uL) y se incubaron durante 19 horas a 37°C con 5%
CO,. Transcurrida la incubacion, las placas de cultivo fueron centrifugadas
(600xG/5 min), y el sobrenadante fue almacenado a -20°C para la posterior

determinacion de citocinas.

Determinacion de IL-10, IL-6, IL-1B y TNF en sobrenadante

Las concentraciones de IL-10, IL-6, IL-1B y TNF en sobrenadante se obtuvieron
utilizando un kit de arreglos citométricos en perlas (CBAs, por sus siglas en inglés:
Cytometri-Bead-Arrays). La técnica de CBAs es un método que permite determinar
uno o varios analitos suspendidos en una sola muestra. El principio es muy
parecido al de los ensayos de ELISA, solo que el anticuerpo de captura en vez de
estar fijo a una placa, esta unido a una perla sintética (o esfera, o bead). Las
perlas se pueden diferenciar por la intensidad que tienen ante una fluorescencia
determinada (F1). Al variar la especificidad del anticuerpo de captura de acuerdo a
esta intensidad diferencial, se pueden colocar en un mismo tubo de reaccién
varios tipos de perlas que identifiquen cada cual diferentes analitos. Una vez que
se incuban con la muestra, al analito especifico quedard unido a la perla, y al

utilizar un segundo anticuerpo, el de deteccion acoplado a ficoeritrina (PE) se
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forma un complejo de “sandwich” de cada citocina. A partir de una curva patrén o
de referencia en el que se utilizan el analito de control(en este caso citocinas) en
diluciones seriadas, se establece la equivalencia de la intensidad de fluorescencia
para la fluorescencia de PE y la concentracion de cada citocina, que se diferencian
entre si por la diferencia de fluorescencia de F1. En estos ensayos se utilizo un kit
comercial que contiene las diferentes perlas, anticuerpos de captura y reactivos
para incubacion, asi como las citocinas para la curva de referencia. El kit utilizado
fue “CBA Human Inflamatory Cytokines Kit” (BD® Biosciences, San José, CA,
USA). El limite de deteccién del kit para IL-10, IL-6, IL-1B y TNF fue de 3.3 pg/mL,
2.5 pg/mL, 7.2pg/mL y 3.7pg/mL respectivamente. Se utilizaron 5 pL/muestra del
CBA recubierto con anticuerpos dirigidos a IL-10, IL-6, IL-1B y TNF,
posteriormente se agregoé el reactivo de deteccion del kit (25 pL/muestra), siendo
anticuerpos monoclonales dirigidos contra IL-10, IL-6, IL-18 y TNF, acoplados PE.
Las muestras se incubaron durante 3 horas a temperatura ambiente y en
oscuridad. Transcurrido el tiempo de incubacion se agregaron 300 pL de
amortiguador de lavado del kit por muestra, posteriormente las muestras se
centrifugaron a 2,500 rpm durante 5 minutos, se aspir6 el sobrenadante y
posteriormente las muestras se adquirieron con un citdmetro de flujo FACSAria
(BD® Biosciences, San José, CA, USA) que cuenta con el software FACSDiva
version 6.0 para Windows. Los datos obtenidos fueron analizados con el software

Infinicyt® de Cytognos.

Determinacién de IL-10 intracelular

Después de la estimulacion o no con LPS, a las CMSP se les agregd los
inhibidores de transporte de proteinas (2 uL de cada uno), Brefeldina (BFA-A 1
pg/millén de células) y Monensina (lpg/cada uno) BD GolgiStop™ (BD™
Biosciences, San José, CA, USA). Se incubaron durante 4 horas mas a 37°C con
5% CO,, transcurridas las 4 horas se realiz6 tincion intracelular, primero se
agregaron anticuerpos monoclonales; anti CD-14 PE Cy7 (Biolegend®, San Diego,
CA, USA, clona M5E2) como marcador de identificacion, y usando un kit de

permeabilizacién celular FIX & PERM® (Invitrogen® Corporation, CA, USA) el cual
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cuenta con dos reactivos, uno que es el medio de fijacion y otro el reactivo de
permeabilizacion de la membrana, para permitir la entrada de los anticuerpos
monoclonales anti IL-10 PE (BD® Biosciences, San José, CA, USA, clona JES3-
19F1) para determinacion de IL-10 intracelular en monocitos.

La determinacion de IL-10 en monocitos se hizo utilizando la siguiente estrategia
de analisis que se estandarizdé durante la realizacidén del presente trabajo: a partir
de graficas de puntos del parametro de tamafio en sefal pico (o “Height”’, FSC-H)
contra sefal area (FSC-A), se seleccionaron los eventos sencillos (células no
agregadas que fueron evaluada una por el citdmetro) (Figura 3a). Los eventos
sencillos seleccionados debian de estar en la region correspondiente a células
mononucleares en una grafica de tamafo (FSC-A) vs granularidad o complejidad
(SSC-A)(Figura 3b); a partir de alli, se seleccionaron los eventos positivos a CD14
como correspondientes a monocitos. La produccion de IL-10 (intracelular) se
determiné por la intensidad media de fluorescencia (IMF) del detector de PE,

fluorocromo con el que estaba conjugado el anticuerpo anti-1L-10. (Figura 3c).
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Figura 3. Estrategia de analisis para la identificacion de monocitos productores de IL-10. CMSP
expuestos a diferentes estimulos fueron tefidos para CD14 e IL-10 intracelular. Seleccion de eventos sencillos
(a), Seleccion de area correspondiente a CMSP por tamafio y complejidad (b), y determinacion de produccion
de IL-10 por monocitos positivos para CD14 (c).
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Determinacién de apoptosis

Después de 19 horas de estimulacion o no con LPS y, en presencia 0 no de
coldgena IV integra o fragmentada, se realizd6 el marcaje de las células para la
determinacién de muerte por apoptosis, utilizando el kit para la deteccién de
apoptosis, PacificBlue Annexin V Apoptosis Detection Kit I, (BD® Biosciences, San
José, CA, USA). En células apoptoticas, el fosfolipido de membrana
fosfatidilserina es translocado desde la cara intracelulara hacia la extracelular de
la membrana plasmatica, lo que ocurre antes de la fragmentacion de la membrana
plasmatica y otros organelos. Anexina V es una proteina de unién a fosfolipidos
dependiente de Ca** que tiene alta afinidad por fosfatidilserina. En células con
membranas integras (no permeabilizadas artificialmente o con grados meyores de
dafio en la membrana plasmatica) la union de anexina V indica que la célula esta
en apoptosis, ya que se transloco fosfotidilserina hacia la cara externa de la
membrana de éstas. Al agregar el marcador vital como 7-amino-actinomicina (7-
ADD), se puede diferenciar a las células en apoptosis temprana (Anexina V+ 7-
ADD-).

Las células en cultivo fueron lavadas dos veces con PBS frio y resuspendidas en
amortiguador de unién (1X) y se transfirieron 100 pL a un tubo de tincion y se
agregé 5 pL de anexina V acoplado a PE y 5 puL de 7-Amino-Actinomicina (7-
AAD). Se agitaron y se incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente en
oscuridad. Después del tiempo de incubacién se agregaron 400 pL de
amortiguador de union a cada tubo y se adquirieron en un citometro de flujo
FACSAria (BD® Biosciences, San José, CA, USA) que cuenta con el software
FACSDiva version 6.0 para Windows. Los datos obtenidos fueron analizados con

el software Infinicyt® de Cytognos.

Analisis estadistico

Todos los valores obtenidos, se sometieron a la prueba estadistica no paramétrica
de Kruskall-Wallis, con prueba de Dunn a posterior; p < 0.05. Utilizando GraphPad

Prism® version 5.0 para Windows® (GraphPad Software Inc).
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Resultados

Como se puede observar en la figura 4, Col IV disminuye la secrecion de las
citocinas inflamatorias TNF e IL-13 (Figura 4a y 4b). Para IL-6 no observamos
diferencias significativas (aunque si tendencia a mayor produccion en las
expuestas a Col 1V) entre las diferentes condiciones analizadas. Ademas, como se
puede observar en la figura 5 Col IV fragmentada aumenta la secrecion de IL-10
de CMSP estimuladas con LPS desde las 8 horas, con aumento significativo

observado a las19 horas respecto a la condicion sélo con estimulo de LPS.
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Figura 4. Colagena IV fragmentada disminuye la secrecion de citocinas inflamatorias. CMSP fueron
incubadas o no (e) en presencia de recubrimiento de Col IV, integra (A) o fragmentada con colagenasa (V¥), y estimulada o
no (= = ) con LPS(—). Posterior a 8, 15y 19 horas de incubacioén al sobrenadante obtenido se determiné la concentracion
de TNF(a), IL-B(b) y TNF(c), a través del sistema CBA. La concentracién de las citocinas se representa como la intensidad
media de fluorescencia (IMF). n=3
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Figura 5. Colagena IV incrementa significativamente la secrecion de IL-10 en CMSP estimuldas con
LPS. CMSP fueron incubadas o no (e) en presencia de recubrimiento de Col IV, integra (A) o fragmentada con
olagenasa (V), y estimulada o no ( --- ) con LPS(—). Posterior a 8, 15 y 19 horas de incubacién al sobrenadante
obtenido se determind la concentraciéon de IL-10 a través del sistema CBA. La concentracién de IL-10 se representa
como la intensidad media de fluorescencia (IMF). n=3

28



Para determinar si los monocitos son los productores de IL-10 y los responsables
de las diferencias observadas en la secrecion de IL-10, se realizo la determinacion
intracelular de la misma mediante citometria de flujo. Como se puede observar en
las gréficas de puntos de la figura 6a, el contacto con colagena IV fragmentada,
tiende a aumentar de cantidad de IL-10 detectada en monocitos de CMSP
estimuladas con LPS (IMF; CIV Frag+LPS = 497.03 + 10.18, CIV+LPS = 308.00 *
8.81, LPS = 384.85 + 19.18) (Figura 6a y 6b).

Ademas, de manera interesante, observamos que el contacto de colagena IV
fragmentada previenen la disminucién espontanea de CD14 que en la superficie
de los monocitos (IMF; CIV Frag+LPS = 1119.04 + 163.44, CIV+LPS = 855.82 +
189.04, LPS = 898.54 + 226.62 ) (Figura 6a y 6¢).
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Figura 6. Colagena IV fragmentada, aumenta la capacidad de sintesis de IL-10 y evita la disminuacion
espontanea de CD14 en monocitos de CMSP estimuladas con LPS. CMSP fueron incubadas o no en presencia de
recubrimiento de Col IV, integra o fragmentada con colagenasa, y estimuladas o no con LPS. Posterior a 19 horas de
incubacion las CMSP fueron expuestas a brefeldina A y monensina durante 4 horas y se determind la sintesis de IL-10
(a) en monocitos mediante la expresion positiva de CD14 (b) en la superficie. n=3
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Por otro lado, considerando que IL-10 puede ser inducido por células
apoptoticas®, y de acuerdo a reportes previos que indican que el reconocimiento
de colagenas por monocitos requiere de moléculas de adhesién, como las
integrinas que pueden activar sefiales de estimulacion de ciclo celular e inhibicion
de apoptosis®’, evaluamos la induccién de apoptosis por la colagena |V integra o
fragmentada. Como se puede observar; el porcentaje de CMSP en estado
apoptético no se modifica por las diferentes condiciones de estimulacién (Figura
7a). Se encontraron las siguientes proporciones: SE = 9.85 £+ 2.00%, LPS = 15.90
+ 4.68%, CIV= 10.78 + 2.73%, CIV+LPS= 13.12 + 2.74%, CIV Frag= 13.59 %
3.34%, CIV+LPS= 8.17 £ 5.10%. ElI mismo comportamiento se observa en
monocitos en estado apoptético (Figura 7b). Se encontraron las siguientes
proporciones: SE = 51.79 + 25.55%, LPS = 66.11 + 16.93%, CIV=63.47 £ 28.36%,
CIV+LPS=61.92 + 4.41%, CIV Frag=74.17 + 2.18%, CIV+LPS= 43.09 £ 30.13%.
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Figura 7. Col IV, integra o fragmentada no modifica el porcentaje de muerte por apoptosis en CMSP (a), ni en monocitos de
CMSP (b), estimuladas con LPS. CMSP fueron incubados o no en presencia de recubrimiento de Col IV, integra o fragmentada
con colagenasa, y estimulada o no con LPS. Posterior 19 horas de incubacion se realizé una tincién para la determinacion de
muerte celular por apoptosis en CMSP y monocitos utilizando un kit para la deteccion de apoptosis, PE Annexina V Apoptosis

Detection Kit |. Los resultados positivos para apoptosis se muestran en porcentaje. n=3.
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Discusion

La inflamacion es un proceso inducido por la lesidn o la presencia de agentes
biolégicos en algun tejido vascularizado'. Se propone que las cascadas de
eventos resultantes tienen como principal objetivo resolver la infeccion, asi como
contener y reparar el dafo para restablecer el estado de homeostasia'?. Dicho
proceso involucra la activacion y reclutamiento de leucocitos desde la circulacion,
donde tienen que atravesar la barrera endotelial, asi como los elementos que
conforman la arquitectura del tejido como la MEC®®. La MEC es una compleja red
de glicoproteinas cuya composicion varia entre los tejidos y depende del tipo y
distribucion de sus componentes. Colagena tipo IV constituye el 80% de las
proteinas que componen a la lamina basal que rodea la pared de los vasos
sanguineos®. Dado que los leucocitos migrantes deben atravesar esta pared de
los vasos sanguineos, entran entonces en contacto con Col IV. Se ha reportado
que el reconocimiento de proteinas de MEC (como fibrina y elastina) induce en
leucocitos tanto de humanos como de ratdén, la expresion de moléculas de
adhesion, activacion de integrinas y expresion de MMPs®® %3, También se ha
reportado que el contacto con MEC genera resistencia a la apoptosis en leucocitos
infiltrantes a tejido®. En algunos sistemas, como en macréfagos y monocitos de
ratén se ha reportado que la activacién de las integrinas modifica la capacidad de

respuesta ante estimulos inflamatorios® .

En trabajos recientes en el
Iaboratori081, observamos que el contacto con Col IV favorece la secrecion de IL-
10 en células mononucleares de sangre periférica humana. Aunque no quedaba
claro cual de estas CMSP; monocitos, linfocitos o incluso NKs, eran las principales
responsables de la produccién de esta citocina, asi como si el efecto era a través
del reconocimiento de la Col IV, integra o fragmentada, ya que el sistema utilizado
consistia en tiempos de incubacion prolongados, suficientes para poder activar los
sistemas de degradacion de matriz por leucocitos.

Para este trabajo cuantificamos diferentes citocinas secretadas por CMSP
expuestas a Col IV, integra y fragmentada con colagenasa IV. A fin de establecer
si la secrecion de IL-10 se relacionaba con un patron de citocinas pro o anti-

inflamatorio, ademas cuantificamos las concentraciones de IL-13, TNF e IL-6.
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Como se observa en la figura 4, el contacto con Col IV, integra y fragmentada, con
estimulo de LPS, tiende a disminuir los niveles de IL-18 y TNF detectados en el
sobrenadante de CMSP, lo cual se da al mismo tiempo que incrementos
significativos de IL-10 cuando CMSP estan en contacto con Col IV fragmentada
con estimulo de LPS (figura 5), esto sugiere que, efectivamente, el reconocimiento
de Col IV fragmentada favorece una respuesta de inflamacion contenida, mas
asociada con los estados de contencion de la inflamacion indispensables en la
reconstitucion de tejidosgs. Estos resultados apoyan la hipdtesis de que las
integrinas, pueden modificar las vias de senalizacion que estimulan la produccion
de citocinas inflamatorias a través de ligandos de PRRs % % % Ademas las
células pueden inhibir la produccion de las mismas a través de factores solubles
de manera paracrina®'. Por otro lado, se sabe que la inhibicion de la sintesis de
TNF e IL-1 en diferentes lineas celulares como macrofagos y DCs, depende de la
inhibicion de la transcripcion del factor nuclear kB (NF-kB)*, por lo que es factible
que Col IV fragmentada inhiba la produccion de citocinas por un mecanismo
dependiente de NF-kB*" %,

En nuestro modelo se encontré un aumento significativo en la produccion de IL-10
de CMSP en contacto con Col IV fragmentada, no asi en contacto con Col IV
integra (figura 5). Estas diferencias entre la produccion de IL-10 con Col IV integra
o fragmentada, pueden deberse al reconocimiento de los fragmentos de Col IV por
moléculas como la EBP, presente en varios tipos celulares, incluyendo leucocitos.
Este receptor reconoce motivos de X-Gly-X-X-Pro.Gly (XGXXPG), presentes en
varios componentes de la MEC'?"1%, Se sabe que péptidos derivados de elastina
disminuyen la respuesta de monocitos estimulados con LPS, posiblemente por
efectos en la sefializaciéon de sus receptores, como CD14 y TLR-4'. Por otro
lado, este resultado puede también estar relacionado con el hecho de que
péptidos altamente flexibles, es decir, pobres en aminoacidos como prolina,
disminuyen la secrecién de citocinas inflamatorias'®. Es factible que los péptidos
que se generan por la accién de la colagenasa |V en nuestro sistema sean de este
tipo. Con nuestras evidencias no podemos descartar los mecanismos paracrinos o

de senalizacién para la disminucién de las citocinas inflamatorias, lo cual

32



requeriria de futuros estudios.

Comprobamos que las células que en nuestro sistema producen la IL-10
detectada en los sobrenadantes son los monocitos, o sea, CMSP CD14+ son los
eventos positivos a IL-10 (Figura 6a y b). Concordantemente a lo observado a la
determinacion de esta citocina en sobrenadante, su produccion en monocitos es
mayor cuando las células se coincuban con la Col IV fragmentada, remarcando asi
a los monocitos como células capaces de controlar la respuesta inflamatoria
aguda’'®.

Aunado a las modificaciones en la migracion, y la respuesta inflamatoria, la MEC
puede modificar el fenotipo de los leucocitos, e inducir, por ejemplo, la expresion
de PRRs, receptores de complemento o receptores Fc para anticuerpos®. En este
trabajo, mostramos que la disminucion espontanea de CD14 que se ha reportado

ocurre en la superficie de monocitos activados'”’

, €s “prevenida” por la exposicion
a fragmentos de Col IV (Figura 6c). Con estos resultados no podemos descartar
que CD14 no se escinda de la superficie de las células, o que el resultado que
observamos corresponda a menor sintesis de novo; sin embargo, existen reportes
de que IL-10 puede incrementar la expresiéon de éste marcador'®, que pueden
ayudar a tratar de explicar el por qué se mantiene la expresion de CD14 sin
cambio respecto al estimulo. Las implicaciones en el incremento de PRRs
fagociticos como CD14 y los receptores de complemento anteriormente
mencionados, pueden estar encaminadas a incrementar la capacidad de
fagocitosis, junto a la produccion de IL-10, que, nuevamente, es factible que se
relacione con eventos de contencion de la respuesta inflamatoria a favor de la
restauracion de los tejidos®.

El incremento en la secreciéon de IL-10 puede ser consecuencia del estado de
viabilidad de las células. En estudios de cultivos de CMSP, se ha reportado que la
presencia de células apoptoticas induce la produccién de IL-10 en monocitos al
coestimularse con LPS'®. Para descartar que el aumento de la produccién de IL-
10 se relacionara con menor cantidad de células viables, exploramos la viabilidad
celular, asi como el mecanismo de muerte celular programada en las células de

nuestro sistema experimental. Como se muestra en la figura 7a y 7b, no

33



encontramos diferencias en la proporcién de células viables y/o apoptéticas en las
diferentes condiciones que utilizamos. Interesantemente, se ha reportado que los
monocitos pueden presentar apoptosis espontanea, y que esto se ha
correlacionado directamente con la produccion de transcritos de IL-10 e
inversamente con los de IL-18 y TNF-a 19 " En nuestro sistema este no es el caso,
lo cual probablemente se relaciona con que en el trabajo citado, se utilizaron
cultivos de monocitos humanos altamente enriquecidos y, en nuestro sistema
utilizamos todas las CMSP humana, lo cual disminuye los procesos de
manipulacion de las células, previos al reto con LPS.

La activacion de la respuesta inmune en los leucocitos que interaccionan con la

78, 79

MEC, no solo esta dada por la secrecion de citocinas o modificacion en el

fenotipo de superficie® °’

, en un futuro podrian explorarse aspectos como la
generacion de moléculas antimicrobianas, quimiotacticas, factores de coagulacion,
procesamiento y presentacion de antigenos, interaccion intercelular o
diferenciacion a otras células, por ejemplo, los monocitos modificados pueden
diferenciarse a macrofagos o DCs, lo que podria tener implicaciones en la
respuesta inmune adaptativa®.

Nuestros hallazgos sugieren que la Col IV, ademas de ayudar a la migracion de
leucocitos, puede regular la capacidad inflamatoria de los mismos de manera
autdcrina y/o paracrina. Estos resultados ayudan a entender el comportamiento de
los leucocitos en condiciones normales, y profundizar en el tema permitiria
esclarecer algunos de los mecanismos que desencadenan o perpetuan
enfermedades crénicas donde se ha observado que existen alteraciones en los
componentes de la MEC o las moléculas que la reconocen, como es el caso de la

psoriasis, aterosclerosis, lupus o artritis reumatoide'®> %2,
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Conclusion
El reconocimiento de colagena IV fragmentada, aumenta la produccion de IL-10 de

manera que modula y contiene la respuesta inflamatoria de monocitos humanos

estimulados con LPS.
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