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APENDICE

anti-KCA-3: Detecta receptor C3 de complemento en células de Kupffer de rata, exclusivo para
macréfagos, excluye reactividad con timo, piel, corazén, cerebro, rifiones, sangre periférica y medula ésea.

APC: Célula Presentadora de Antigeno
BrdU: Bromodeoxiuridina

C3: receptor y fragmento especifico de la cascada de complemento, las interacciones con éste facilitan y
posibilitan la fagocitosis.

Cb5a: glicoproteina de 74 amino acidos, factor de la cascada de complemento potente mediador
proinflamatorio.

CCly: Tetracloruro de carbono.

CD11b: glicoproteina expresada (subunidad a de Mac-1) por macréfagos y monocitos y en menor
proporcién por granulocitos, NK y CD5, asi como algunas estirpes de células dendriticas. Es el receptor
proteinico de iC3 (165 kDa) también es reconocido como la cadena a de la integrina MAC-1, forma MAC-1
por la unién a CD18. Se expresa en monocitos, granulocitos y células T y B. Esta es la subunidad de MAC-
1, que media las interacciones entre neutrofilos y monocitos con el endotelio estimulado, la fagocitosis de
particulas cubiertas con iC3b o IgG, la diseminacion o la quimiotaxis de leucocitos; molécula de unién a
ligando que se unen a C3b, ICAM-1, CD45, ICAM-2 (CD102) y fibrinbgeno (4).

CD14: Receptor de naturaleza proteica-glicofosfatidilinositol anclado a la superficie de los monocitos y
leucocitos polimorfonucleares. Funge como co-receptor al LPS (lipolisacarido) en colaboracién con TLR4.

CD68: Glicoproteina expresada en la membrana plasmatica de los macréfagos, pertenece a la familia
acidica. Receptor de unién a LDL. Se encuentra en los granulos citoplasmaticos y en el citoplasma de
varios tejidos no-hematopoyéticos como higado y tubulos renales y glomérulo. También presente en el
superficie de monocitos, neutrdfilos, basdfilos y linfocitos mayores.

COX-2: Ciclooxigenasa-2, una enzima clave en la generacion de prostaglandinas proinflamatorias, como
PGE: (prostaglandina Ez).

EBM11: Hibridoma especifico para CD68 en humano.

ED1: Hibridoma especifico para CD68 de conejo.

ED2: Hibridoma especifico para CD163 de rata. Es una glicoproteina monocatenaria tipo | con un peso de
130 Kda. Se expresa en monocitos, macrofagos, células estromales de la médula 6sea, subgrupo de
progenitoras eritroides. Participa en la interaccion de células progenitoras hematopoyéticas y células
hematopoyéticas y células estromales y en la endocitosis. En ratas, este receptor se expresa en los
macrdéfagos tisulares y su contribucion es proiinflamatoria incrementando citocinas como IL-1, IL-6 y NO. De
la familia de los receptores scavenger, involucrado en la endocitosis del complejo hemoglobina-
haptoglobina.

ERO: Especies reactivas de oxigeno

Fc: Los complejos inmunes solubles interaccionan con los monocitos y macréfagos, mediante la region Fc
del anticuerpo o receptor (iniciales de fraccion cristalizable).

FITC: Fluorocromo, Isotiocianato de fluoresceina, rango de absorcion de 410-550nm.

FL-#: Localizacion del laser de excitaciéon para cada fluorocromo en particular, FL1: FITC; FL2:
Phycoerythrein (PE), Propidium lodide; FL3: TriColor; FL4: DAPI

FSC-H: Por su localizacion respecto al paso de la muestra Forward Scatter, Correlaciona el volumen celular
o tamano.

G6DPH: Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa.



GM-CSF: Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; factor estimulante de colonia granulocitos-
macréfagos.

HIS36: anticuerpo monoclonal de ratéon, empleado para la deteccion de un antigeno semejante a ED-2
localizado en macrofagos tisulares de rata, excluyendo monocitos y otras estirpes.

HSC: Hepatic Stellate Cells; células estelares también denominadas de Ito.
IFC-305: Derivado del acido aspartico y de la 6-aminorribofuranosil purina (6-ARP, adenosina).

IL-#: Interleucina, moléculas de naturaleza proteica involucradas en la cascada de sefializaciéon en la
respuesta inmune innata.

IMH: Inmunocitoquimica/lnmunohistoquimica.

INF: Interferon con importantes funciones inmunoregulatorias, potente activador de macréfagos con efecto
antiproliferativo en células transformadas.

Ki-M2R: Anticuerpo monoclonal directo contra el sistema mononuclear fagocitico en rata. Se expresa por
macréfagos de tejido Unicamente.

KPI: Clona de ratéon para CD68 en humano, reconoce un antigeno que persiste a través de la maduracion
de los monocitos hacia su estadio de macréfago.

Ku-1: Familia de receptores involucrados en autoinmunidad.

LO-5: Lipooxigenasa-5, su funcién es la de transformar a los acidos grasos en leucotrienos, los cuales se
involucran en procesos inflamatorios.

LPS: Lipopolisacarido

LTB4: leucotrieno B4, estimula la funcién leucocitaria, incluyendo quimiotaxis, produccién de anién
superéxido en adhesién y expresion del receptor C3b

Mac 387: Reacciona con subpoblacién de macréfagos tisulares, pero es poco reactivo con los macréfagos
germinales. Reconoce la molécula de calprotectina.

MCP-1: Proteina quimiotactica de monocitos.
M-CSF: Macrophage colony-stimulating factor; factor estimulante de colonia de macréfagos.

MTT: En ésta prueba, la deshidrogenasa mitocondrial (enzima de todas las células vivas), oxida la molécula
amarilla de MTT (colorante vital) por Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio.

NCP: Células No Parenquimales

NO: Oxido nitrico.

OMS: Organizacién Mundial de la Salud

PCR: Reaccion en cadena de la Polimerasa.

PDGF: platelet-derived growth factor; factor de crecimiento derivado de plaquetas.

PE: Fluorocromo, Ficoeritrina, rango de absorcién 500-650nm.

PGEZ2: Prostaglandina E2

RANTES: Regulated upon activation normal T cell expressed and secreted, quimiocina también conocida
como CCL5 participa en el rodamiento y atraccion de leucocitos al sitio de inflamacién. Una quimiocina
atrayente selectiva para los linfocitos T de la memoria y de los monocitos. Se une a CCRS5, es un acrénimo

de Regulated on Activation, Normal T Expressed and Secreted. También es conocido como CCL5.

Scavenger BI: receptor para lipidos involucrado en los mecanismo que transporte de HDL y ésteres de
colesterol, expresado primordialmente en higado.

SEC: Sinosoidal epitelial cells; células epiteliales del sinusoide



SSC-H: Por su localizacion respecto al paso de la muestra Side Scatter, Correlaciona la granularidad
porque difracta la luz que refleja.

TGF: Transforming grow factor; factor de crecimiento transformante beta
TIMP: Tissue inhibitor of metalloproteinases; Inihidor de metaloproteinasas.

TNF: Tumoral Necrosis Factor; factor de necrosis tumoral



Marco Teérico

Origen de los macrofagos en el sistema inmune

El sistema inmune es una red biolégica compleja, conformada por células y moléculas

que tiene como principal funcion la proteccion y defensa de los organismos.

El origen del sistema inmune en los seres humanos, esta determinado por una célula
pluripotencial de la médula 6sea, que mediante diferentes factores de maduracién y

transformacion origina dos linajes celulares especializados: el linfoide y el mieloide (1).

El linaje linfoide da origen 1) las células asesinas naturales (NK Natural Killer, por sus
siglas en inglés), que atacan directamente a los microorganismos que intentan invadir el
organismo y a las células infectadas por virus. 2) Los linfocitos T que dan origen a
subpoblaciones que, directamente o por medio de citocinas, atacan a los patégenos y 3)
los linfocitos B que son responsables de la produccion de anticuerpos y recientemente

descritas las células linfoides innatas (innate lymphoid cells en inglés ILCs).

La estirpe mieloide da origen a 1) las células polimorfonucleares (PMN), neutréfilos,
monocitos y células dendriticas (DC), que junto con los macrofagos (MdJs), derivados
de monocitos, cumplen la funcién de llevar a los 6rganos linfoides secundarios las
moléculas extrafias captadas en la periferia dentro del organismo. 2) Los eosindfilos,
baséfilos y mastocitos, son aquellos componentes celulares que participan en la

iniciacion o refuerzo del proceso de inflamacién (1).



Macrofagos (Generalidades, definicion, funcion)

Los macrofagos (M@s), son células antiguas en la filogenia metazoaria y fueron
originalmente identificados a finales del siglo XIX por Metchnikoff por su naturaleza
fagocitica. En los mamiferos adultos se encuentran en todos los tejidos, donde son
organizados de manera particular en patrones definidos con cada célula o tejido o

predeterminado por su dinamica inmunoldgica (2).

Metchnikoff propuso que los macréfagos participan en el mantenimiento de la integridad
y homeostasis de los tejidos. Para hacerlo, estas células cuentan con la capacidad de
discriminar lo propio de lo no propio, percibiendo el dafio tisular y reconociendo agentes
patdégenos que invaden el organismo, dando origen al concepto de inmunidad innata (2).
Durante mas de 500 millones de afios de evolucion se ha conservado la funcién de los
M@s como fagocitos, en multiples especies se encuentran conservados, ya que sus

funciones son indispensables en la inmunidad innata.

Los Mds se definen como células mononucleares con un gran numero de funciones
dentro del sistema inmune innato, entre ellas el desarrollo, homeostasis y reparacion

tisulares y la respuestas a patdgenos e inflamacion (3).

Diferenciacion de monocitos a macroéfagos tisulares

Durante la hematopoyesis en la médula 6sea las células progenitoras de granulocitos y
monocitos se diferencian en promonocitos, que salen de la médula 6sea hacia la
circulacion sanguinea, en donde se diferencian de modo adicional en monocitos
maduros. Los monocitos circulan en el torrente sanguineo alrededor de ocho horas,
durante las cuales proliferan, migrando posteriormente hacia los tejidos en donde se

diferencian en M@s especificos de tejido (4).



La diferenciacion de un monocito en un macrofago tisular incluye varios cambios: la
célula incrementa su tamafio de 5 a 10 veces; sus organelos intracelulares aumentan en
namero y complejidad; adquieren mayor capacidad fagocitica, producen
concentraciones altas de enzimas hidroliticas, y comienza a secretar una diversidad de
factores solubles. Mediante factores de diferenciacion y quimiocinas, los Mds se
dispersan en la totalidad del cuerpo, algunos residen en tejidos particulares y se
transforman en M@s fijos, en tanto que otros permanecen moviles y se llaman MJs
libres o errantes. Los MJs libres se desplazan a través de los tejidos mediante
movimientos ameboideos (2). En la actualidad se ha demostrado que muchos de los
macroéfagos residentes del tejido, se establecen durante la etapa embrionaria y
permanecen hasta la adultez de manera independiente al flujo sanguineo de monocitos
(5). En los tejidos los monocitos se convierten en macréfagos residentes con un
fenotipo determinado por el microambiente tisular, la matriz extracelular (MEC), y los
productos de secrecion y moléculas de superficie de las células vecinas. Esta
especializacion contribuye al desarrollo de su heterogeneidad, por lo anterior, existen
diversos tipos de M@s de tejido como el adiposo (en inglés, adipose tissue
macrophages, ATMs), células de Kupffer en el higado, microglia en el sistema nervioso
central, osteoclastos en el hueso, histiocitos en el tejido conjuntivo, e incluso
macroéfagos asociados a tumor, etc (Figura 1) (2,6).
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Figura 1. Origen y diferenciacion de los monocitos a macréfagos. Los macréfagos que se distribuyen
en diversos tejidos tienen su origen en la médula ésea a partir de una sola célula progenitora de la estirpe
mieloide (2).



De manera particular, en el caso de los macrofagos, mas alla de su origen, cuentan con
la propiedad de expresar amplios rangos de fenotipos morfolégicos y funcionales,
permiten que estas células cumplan con actividades especificas por la induccion de la
inflamacion y la resolucidn de la misma. Una de estas estirpes localmente especializada
se denomina célula de Kupffer, y se albergaran en el higado; estas células y su

participacion en estos fendmenos, son el tema principal del presente trabajo.

Macrofagos en el sistema inmune y sus funciones fisioldgicas

Se han atribuido diversas funciones a los MJs durante el proceso inflamatorio. Estas
células dinamicas, junto a los monocitos circulantes, pertenecen al sistema mononuclear
fagocitico cuya principal es la eliminacion de microorganismos invasores, células
extrafas, y detritos de tejidos en necrosis y apoptosis. Por otra parte, los M@s, también
son células secretoras de mediadores como las citocinas (IL-1B, IL-6, TNF-a) y
quimiocinas (MCP-1), que promueven la respuesta inflamatoria ya que estimulan la
fagocitosis, activan a los linfocitos T, estimulan la hematopoyesis, atraen a otras células
inmunes hacia el sitio inflamatorio, etc (7). Estas células, una vez activadas, ademas de
secretar factores quimiotacticos, liberan también otros mediadores proinflamatorios,
como son los lipidos bioactivos, y mediadores citotéxicos, como los radicales libres de

nitrégeno y de oxigeno.

Otra de las funciones fundamentales del macréfago activado es su capacidad
presentadora de antigenos. Tras la fagocitosis, los macréfagos degradan las proteinas y
procesan los antigenos para presentarlos en los complejos mayores de
histocompatibilidad (MHC por sus siglas en inglés) en la superficie celular, permitiendo
que los linfocitos T puedan reconocer estos antigenos y se activen y con ello guian el
curso de la respuesta inflamatoria e intervienen en la sintesis y reparacion del tejido
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dafiado durante el proceso inflamatorio, participando de forma activa en la resolucion de

la inflamacién (7).

En el proceso inflamatorio participan diferentes tipos de células efectoras que varian a
medida que evoluciona la respuesta inflamatoria. Uno de los tipos celulares
directamente implicado desde el inicio hasta la resolucion de la inflamacion es el
macroéfago. Los MQs permanecen inactivos en los tejidos y pueden activarse tras
reconocer estimulos como el lipopolisacarido de la pared de bacterias Gram negativas
(en inglés, lipopolysaccharide, LPS), o diversas moléculas de tamafio reducido que
estdn asociadas a patdgenos llamadas patrones moleculares asociados a patégenos
(en inglés, Pathogen-Associated Molecular Patterns, PAMPs), a través de los receptores
transmembranales conocidos como receptores tipo Toll (en inglés, Toll-ike Receptors,

TLRs), desencadenando asi la activacion y maduraciéon de los macréfagos (7).

1. Fagocitosis y Desarrollo

La fagocitosis es el proceso por el cual las células especializadas buscan, localizan,
identifican y endocitan particulas, patégenos o células extrafias para destruirlas y
extraer de ellos los antigenos (Ag) que se deben presentar a los linfocitos. Esta funciéon
la ejercen principalmente PMN, M@s y DC conocidos como células fagociticas
profesionales, asi como las células fijas que integran el sistema llamado monocito-
macroéfago o reticulo-endotelial, ubicado en higado, bazo, ganglios linfaticos y médula

osea (2).

Como fagocitos profesionales, los macréfagos fueron originalmente definidos por su
excepcional habilidad fagocitica en multiples procesos fisioldgicos, realizan funciones
criticas en la remodelacién de tejidos, tanto durante el desarrollo y la adultez; por
ejemplo, durante la eritropoyesis en humanos, los eritroblastos que maduran estan
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rodeados de macrofagos que ingieren los nulcleos de eritrocitos extruidos. (4) Las
deficiencias de remodelacién en ausencia de macréfagos también se ha observado en
varios otros tejidos, incluidos la glandula mamaria, el rifidn y el pancreas, lo que sugiere
que los macréfagos son esenciales para la formacion del patron tisular y la
morfogénesis ramificada. La glandula mamaria, es uno de los tejidos que se ha
estudiado con mayor profundidad, el crecimiento de la estructura ductal y su pérdida
resulta en una tasa mas lenta de crecimiento y ramificaciéon vascular limitada dentro del
tejido, esto se debe a la incapacidad de remodelar la matriz extracelular durante el
crecimiento de las estructuras ductales. Ademas, se ha descrito el papel de estas
células en la regeneracion del higado, a través de la expresion de ligandos de la via de
WNT (Wingless «Wg» en Drosophila melanogaster) la cual desempefia un papel

fundamental en la diferenciacion celular (8).

2. Inflamaciény citocinas

Las células endoteliales, los Mds y los linfocitos T son los tipos celulares que liberan
mayor cantidad de citocinas. Generalmente actian de forma sinérgica entre ellas o junto
a otros estimulos induciendo a su vez la sintesis de otras citocinas. Los Mds, dentro de
la red de citocinas, son una fuente importante de muchas de ellas implicadas en la
respuesta inmune, la hematopoyesis, inflamacion y muchos otros procesos
homeostaticos. Tras la estimulacién por microorganismos, productos microbianos o
factores endogenos incluyendo a las propias citocinas de manera autdcrina, los
macrofagos puede sintetizar de novo vy liberar una gran variedad de estas moléculas,
entre ellas: IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL -12, TNF-q, IFN-a, IFN-y, MCP-1, MCP-3, MIF, M-

CSF, G-CSF, GM-CSF, MIP-1, MIP-2 y TGF-p.

La citocinas son proteinas de bajo peso molecular implicadas en la regulacion de la

respuesta inmune innata y adaptativa y en la hematopoyesis; actuan también como
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moduladores inflamatorios, participando tanto en la inflamacion aguda como en la
cronica, son similares a las hormonas y se producen y liberan en respuesta a diversos
estimulos incluyendo, inflamacion y dafio tisular. El higado es el principal érgano que
produce y elimina citocinas; todos los tipos de células en el parénquima hepatico y no

parenquimatosas son capaces de producir citocinas (9).

Algunas citocinas pueden regular el incremento en la produccion de citocinas por los
macroéfagos (IL-3, GM-CSF, IFN-y) mientras que otros pueden inhibirla (IL-4, IL-10, IL-
13, TGF-B) en mecanismos de polarizacion que se detallaran mas adelante. Ademas,
estas citocinas pueden modular la mayoria de las funciones de los Mds y la expresion
de marcadores de superficie celular. Por otra parte, las quimiocinas como MCP-1,2,3,
MIP-1,2 y RANTES contribuyen al reclutamiento de monocitos circulantes dentro de los

tejidos y una activacion o polarizacion de manera local (10).

3. Tipos de activacion M1 y M2 (plasticidad/fenotipos)

Una caracteristica clave de los macrofagos es su capacidad para adaptar su respuesta
de acuerdo a estimulos ambientales. Al encontrar patégenos o PAMPs (Patrones
moleculares asociados a patdégenos) o DAMPs (Patrones moleculares asociados a
dafo), los Mds secretan citocinas y especies reactivas de oxigeno y nitrdgeno que
ayudan a las funciones de activacion antimicrobiana e inmunoldgica necesarias para
matar y controlar la diseminacién de patégenos o los procesos infecciosos asociados.
Por el contrario, las sefiales homeostaticas inducen a los MJs para adoptar fenotipos
relacionados con remodelacion y reparacion de tejidos durante el desarrollo y otros

procesos (11).

Los Mds polarizados difieren en términos de expresion del receptor, funcion efectora y
produccién de citocinas y quimiocinas. Por ejemplo, el metabolismo de la arginina es
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caracterizado por altos niveles de 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) en macréfagos
M1, mientras que la via de arginasa predomina en macréfagos M2 con generacion de
ornitina y poliaminas. La produccion diferencial de citocinas es una caracteristica clave

de los macrofagos polarizados como se muestra en la figura 2.

El fenotipo M1 comunmente induce la liberacién de IL-12 y factor de necrosis tumoral
(TNF-a), mientras los macréfagos M2 tipicamente producen IL-10, antagonista del
receptor de IL-1 (IL-1Ra) y expresan el receptor de IL-1de tipo II.

En los M@s, los estimulos inflamatorios como el lipopolisacarido (LPS) y el interferon-y
(IFN-y) inducen un fenotipo inflamatorio M1 que promueve la respuesta efectora Th1 y
las propiedades antimicrobianas y tumoricidas. Los macréfagos con este fenotipo se
denominan macroéfagos "clasicamente activados”. Por el contrario, la estimulacion de
macroéfagos con citocinas como la IL-4 o la IL-13 conduce a un estado de activacion
"alternativo”, caracterizado por una disminucion de la capacidad para producir citocinas
proinflamatorias, metabolismo preferencial de arginina a ornitina mediante expresion de
la enzima arginasa, asi como un aumento de la expresion de los receptores de captura

y la actividad de fagocitosis y reparacion y remodelacion tisular (12).

M1 - Citotdxicos M2 - Antiinflamatorios
LPS, PAMP's GRANULOCITOS /NKT
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Figura 2. Clasificacion de macroéfagos por su activacion. Los macréfagos pueden presentar dos tipos de
activacién y marcadores especificos que se relacionan con ellas, para el tipo 1, por ejemplo: iINOS,
NADPHoxidasa, CD163 y la liberacién de citocinas proinflamatorias y para tipo 2: ED-2, arginasa y 5-LO,
asi como la secrecién de IL-4 e IL-10.
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Dependiendo del estimulo antiinflamatorio in vitro usado para generar M@s M2, estas
células pueden mostrar sutiles variaciones fenotipicas. Por lo tanto, el fenotipo M2 esta
subdividido en M2a, M2b y M2c (12 y 13) y algunos recientemente sugieren un
fenotipo M2d. Los macréfagos M2 que presentan una activacion alternativa, se
subdividen por su molécula de activacion y los 3 tipos de respuestas; (13):

- M2a: activados por IL-4 6 IL-13;

- M2b: activados por complejos inmunes en combinacién con IL-1 o LPS;

- M2c: activados por IL-10, o TGF.

Estos M@s estan asociados a la respuesta de tipo Th2. En general, los macréfagos M2
liberan IL-10 y presentan una actividad inmunosupresiva, inhibiendo la proliferacién las
células T. Juegan un papel importante en la resolucion de la inflamacion a través de la
fagocitosis de los neutréfilos apoptéticos, reduciendo la produccion de citocinas
proiinflamatorias, e incrementando la sintesis de mediadores importantes en la
remodelacion de tejido, angiogénesis, reparacion y cicatrizacion (13). Uno de los
marcadores que se han utilizado ampliamente para su identificacion es la actividad de la

enzima arginasa.

4. Vias de senalizacion en el macréfago activado

Activacion Clasica

Los macréfagos M1 también denominados proiinflamatorios, presentan una activacion
clasica, la cual consiste en recibir la sefial de citocinas del tipo I, como interferon- y
(INF-y) o el Receptor del Factor de Necrosis Tumoral TNFR o por el reconocimiento de
PAMP’s (patrones moleculares asociados a patdgenos, por ejemplo: LPS, lipoproteinas,
RNA de doble cadena, etc) meditante receptores de tipo Toll. Este tipo de macréfagos
exhiben una alta actividad microbicida y liberan principalmente IL-1p e IL-12, ademas de

poseer actividad citotoxica y antiproliferativa debida en parte, a la liberaciéon de especies
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reactivas oxigeno (NO y i6n superoxido) y nitrégeno y citocinas proiinflamatorias (TNF-
a, IL-1B e IL-6) figura 3, cooperando con todo ello a una exacerbacion del dafio tisular.
Se activan enzimas de estrés oxidativo como iNOS y NADPH-oxidasa como parte de

sus mecanismos defensivos (14).

Los receptores tipo Toll (TLRs) constituyen una familia de once proteinas (en el ser
humano) y cada una esta codificada por un gen diferente. Todos comparten un dominio
citoplasmatico similar, que se encuentra también presente en receptores de IL-1, razén
por la cual se le denominé dominio TIR (Toll/IL-1 receptor). Después de unirse a sus
ligandos, los TLRs forman heterodimeros u homodimeros, lo que resulta esencial para
su activacion. Estos receptores pueden desencadenar la migracién de las células
presentadoras hacia los tejidos linfaticos secundarios, asi como provocar el incremento
de la expresion de moléculas coestimuladoras para la respuesta inmune como CD80/86.
En células con capacidad fagocitica, los TLR pueden actuar estimulando la fagocitosis
ademas de aumentar el potencial microbicida e inducir la produccion y secrecion de
quimiocinas y citocinas, mediante la activacién de NFkB (15).

El factor de transcripcion NFkB es uno de los principales factores de transcripcion
implicados en la regulacion de la respuesta inflamatoria es el factor nuclear potenciador
de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (en inglés, nuclear factor kappa
B, NF-kB). La activacion de este factor es necesaria para el desarrollo de la respuesta
inmune al inducir la expresion de genes de primera defensa frente a microorganismos.
En condiciones basales, el NF-kB esta presente en el citoplasma de forma inactiva
unido a las proteinas inhibitorias kB (IkB). La familia de proteinas IkB se caracteriza por
la presencia de unas secuencias de repeticidon de anquirina y estad compuesta por siete
miembros: IkBa, IkBB, IkBg, IkBy, IkB(, IkBns y Bcl3. Las proteinas IkBa, B, € y y se
localizan en el citoplasma y se encuentran unidas a distintas unidades de NF-kB. Estas
cuatro proteinas se degradan tras ser fosforiladas, lo cual no ocurre con el resto de
miembros (IkBC, IkBns y Bcl3) que se localizan principalmente en el nucleo (16). En
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mamiferos, la familia de proteinas NF-kB comprende cinco proteinas, p65 (RelA), RelB,
c-Rel, p105/p50 (NFkB1) y p100/52 (NFkB2) que se asocian entre si formando
homodimeros y heterodimeros para actuar como complejos transcripcionales activos.
Se han descrito varias vias de activacion del factor de transcripcion NF-kB. La
activacion clasica comienza en respuesta a diferentes sefiales extracelulares como son
las citocinas proinflamatorias (TNF-a e IL-1B), mitdgenos o LPS. En esta via, las
proteinas IkBa son fosforiladas por las proteinas IkB quinasas o complejo IKK, formado
por dos subunidades cataliticas (IKKa e IKKB) y una reguladora (IKKy, también llamada
NEMO). Tras esta fosforilacion se lleva a cabo la poliubiquitinaciéon de IkBa y su
posterior degradacion por la subunidad 26S del proteasoma. Como consecuencia de la
degradacion de IkB, el complejo p65/p50 se transloca al nicleo donde va a regular la
transcripcion de numerosos genes proinflamatorios, como aquellos que codifican para la
expresion de citocinas, receptores implicados en la adhesion y migracién leucocitaria y
enzimas que producen mediadores inflamatorios secundarios como COX-2 y NOS-2

(16,17).

Sefalizacion via LPS/ IL-1B

Genes
inflamatorios

TNF-q, IL-1,
INF-y

Modiicade o P. Mandrekar, G. Szabo! Jownal of Hepatology S0 (2009) 12551266

Figura 3. Vias de sefializacion clasica para macréfagos M1. Los macréfagos pueden estan activados
clasicamente por LPS y la citocina IL-13, secretando citocinas proinflamatorias al medio extracelular.
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Las principales citocinas proinflamatorias producidas por macréfagos son IL-1B, IL-6 y
TNF-a, Las citocinas IL-18 y TNF-a actdan conjuntamente en el sitio local inflamatorio
estimulando la expresion de enzimas proinflamatorias, como la ciclooxigenasa (COX),
lipooxigenasa (LOX) y la 6xido nitrico sintasa-2 (NOS-2 6 iNOS), responsables de la
produccion de prostaglandinas (PGs) (18). Actuan ademas como agentes quimiotacticos
e inducen la expresion de moléculas de adhesién (ICAM-1, VCAM-1 y selectina E). El
IFN-y es otra citocina proinflamatoria (también llamada linfocina) sintetizada por los
macroéfagos, linfocitos T activados y células asesinas naturales o Natural Killer pos sus
siglas en inglés (NK) desempefiando un importante papel en los mecanismos de

defensa al inducir la producciéon de NO y aumentar la actividad del TNF-a (19).

Activacion Alternativa

Los macrofagos M2 tienen propiedades antiinflamatorias, inhiben la produccion de IFN-
Y, antagonizan las respuestas a ésta -incluida la activacién M1- y son inducidos por
diferentes mediadores. Algunas de las propiedades bioquimicas y funcionales de estos
macroéfagos se describen a continuacion, y son similares en células humanas y murinas,
y dentro de los fenotipos se han mencionado 3 subtipos: M2a, M2b, M2c, y algunas

autores indican un posible fenotipo M2d.

La activacion M2a es promovida por IL-4 e IL-13, las cuales inducen fenotipos
semejantes, probablemente porque sus receptores comparten la cadena IL-4Ra. Ambas
sefializan a través de componentes comunes; la union de IL-4 e IL-13 causa la
activacion de JAK1 y Tyk2 y el reclutamiento del STAT-6, su fosforilacion, dimerizacion,
translocacion al nucleo y activacion transcripcional. STAT-6 actia ademas secuestrando
moléculas coactivadoras de STAT-1 y NF-kB, suprimiendo la activacion de genes
inducidos por LPS e IFN-y (20, 21). La IL-13 regula positivamente la expresion de los
supresores de la sefializacion de citocinas como SOCS-1 que consecuentemente
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bloquea a los STAT. IL-4 e IL-13 ejercen un gran numero de acciones en los MJs que
disminuyen la expresion de CD14, CD64, CD32 y CD16, incrementan la expresiéon de
superficie de las subunidades de integrinas y receptores de complemento CD11b,
CD11c y del MHC lI, favoreciendo la presentacion antigénica. Las IL-4 e IL-13 regulan
negativamente la expresion de CD163 en monocitos humanos, favoreciendo el
reconocimiento de carbohidratos de microorganismos y disminuyendo el de los cuerpos
apoptaoticos.

La produccion de citocinas como IL-1a/B3, IL-6, IL-8, IL-10, PGE2, IFN-a y TNF-a
promovidas por la estimulacién con LPS es inhibida por IL-4 e IL-13 (22). En el
metabolismo de lipidos, tanto IL-4 como IL-13 tienen diversos efectos. Ambas son
moduladoras positivas de la 15-lipoxigenasa, mediando la produccion de ligandos para
el “Peroxisome Proliferator Activated Receptor y” (por sus siglas en inglés PPARYy),
receptor involucrado en la inhibicion de la secrecion de citocinas proinflamatorias, la
expresion de la Oxido Nitrico Sintasa (NOS2) y la transcripcién de IL-2, lo que sugiere
este mecanismo como via indirecta de inhibicion de la proliferacion de células T por IL-4
(23, 24). IL-4 e IL-13 estimulan la expresion Arg1 in vitro, extinguiendo el sustrato de
NOS2 (iNOS) e inhibiendo la liberacion de ON. Los macréfagos productores de Arg1
participan en procesos de reparacion tisular, fibrogénicos, en sintesis de colageno y
pueden tener acciones antiinflamatorias mediante la produccion de poliaminas
(putrescina, espermidina y espermina) que inhiben la expresion de NOS2 vy la sintesis
de citocinas proinflamatorias. La regulacion del balance de los niveles NOS2-Arg1,
sugiere que las mediciones de los niveles de ON y de la actividad Arg1 en distintas
poblaciones de macréfagos podria reflejar su estado de activacion (25); los macréfagos
M2a modulan la proliferacion y la sintesis de colageno de los fibroblastos a través de la
expresion de altos niveles de TGF-B1. Estas acciones se llevan a cabo durante la

resolucion de reacciones inflamatorias agudas y cronicas (26,27).
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Los macréfagos M2b difieren en gran medida a los M2a y M2c, pues tienen alta
secrecion de IL-10 y baja de IL-12, producen altos niveles de citocinas proinflamatorias
como TNF-a, IL-1B e IL-6; no expresan Arg1. Se caracterizan por promover la
diferenciacion Th2, la exacerbacion de patologias relacionadas con citocinas de este
tipo como asma, infecciones con helmintos, entre otras. En modelos murinos se ha
descrito que la transferencia de macrofagos M2b en ratones con endotoxinemia
inducida por LPS, lo que ha sido asociado a su capacidad de producir IL-10 (28).
Estudios en modelos murinos para la caracterizacion de esta poblacién de macréfagos
han mostrado que existe mayor semejanza celular entre los M2b y M1 que entre M2a y
M2b, aunque los patrones de produccion de citocinas (IL-12 e IL-10) entre estas dos
poblaciones difieren (29). Tanto los M2b como los M2a producen altos niveles de ON y

presentan baja actividad Arg1. Este fenotipo es opuesto al presentado por los M2a.

En el caso particular de la activacion de tipo M2c, aunque IL-10, TGF-B y
glucocorticoides son considerados moléculas inductoras del fenotipo, no comparten
mecanismos de senalizacion intracelular y regulacién génica. IL-10 inhibe la produccion
de citocinas proinflamatorias, la liberacion del ON y ERO y las actividades
antimicrobiales de los macrofagos. EI TGF-3 presenta un papel dual en la modulacion
de la funcion del macréfago, debido a que en algunas ocasiones actia como activador
proinflamatorio estimulando la transcripcion de PDGF, IL-6, TNF-a e IL-18, mientras que
en otras inhibe la produccion de TNF-q, IL-1a, IL-1B y también antagoniza la produccion
de ERN y ERO. Esto depende del estado de diferenciacién del fagocito mononuclear; en
estados tempranos de inflamacion, TGF-B actia localmente como un agente
proinflamatorio a través del reclutamiento y activacion de monocitos no activados; en la
resolucion de la inflamacién predominan sus acciones antiinflamatorias debido a que los
monocitos activados y diferenciados a macrofagos regulan negativamente la expresion
del TGFBR y disminuyen parcialmente su sensibilidad al TGF-B. IL-10 y el TGF-B
inhiben la expresion de MCP-1 inducida por LPS e IL-1B.
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En el caso de la IL-10 incrementa los niveles totales de Argl y 2 en fagocitos
mononucleares. Esta citocina, al igual que el TGF-(, induce Arg1. IL-10 sinergiza con el
LPS para incrementar la expresion de Arg2, IL-10 y TGF-f también se encuentran

involucrados en la remodelacién de la MEC vy del tejido.

Otras citocinas que participan en conjunto son IL-10, IL-4 y IL-13 en la expresion de
citocinas Th1, la inflamacién y la activacion inmune, que pueden ser explicados en parte
por la regulacién negativa de las acciones del NF-kB y STAT1. La inhibicién del NF-kB
parcialmente se explica por la activacion comun del zipper de leucina inducida por

glucocorticoides (GILZ), que inhibe la expresion de TLRs (30).

Las principales caracteristicas fenotipicas entre subtipos de macréfagos activados se

resumen a continuacion:

TIPO DE MACROFAGO SENAL ACTIVADORA FENOTIPO
INF-y Liberan citocinas proiinflamaterias (TNF-a, IL-1, IL-6).
TNF-a Expresan MHC-II
M1 ACTIVACION GM-CSF Presentan antigenos a células T
CLASICA i LPS Citotéxicos
PAMP's Microbicidas
Destruccion y lesion tisular
Fagocitosis
Estimulan proliferacion
M2a IL-4 Promueven reparacion de tejido
IL-13 Expresan receplores scavenger

Expresan MHC-I|
Presentan antigenos a células T

Microbicidas
Fagocitosis
M:L’.T.g;w:ﬁ:a" MZb | Complejosinmunes | Expresan MHC-|
TLR agonista a IL-1p | Presentan antigenos a células T
Expresan receplores scavenger

Liberan IL-10, TGF-B, PDGF

Altos niveles de arginasa

Anti-inflamatorios (bajo regulan la respuesta M1)
IL-10 Liberan proteinas de matriz extracelular
Promueven la cicatrizacidn, reparacion de tejidos
Inflamacién crénica

M2c

Figura 4. Tabla comparativa de los principales fenotipos de activacion de macréfagos. La Activacion M1 de
manera general se considera citotéxica y proinflamatorio, sin embargo para la activacion M2 existen tres subtipos de

respuesta que dependen del ligando (16).

En un contexto antiinflamatorio, para inhibir la expresion de genes inflamatorios o
impedir la accién de las citocinas proinflamatorias se han determinado las citocinas
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antiinflamatorias, entre las que destacan las IL-4, IL-6, IL-10, IL-13 y el factor de
crecimiento transformante-f (TGF-B). La IL-6 es una citocina pleiotrépica que, en
funcion del entorno, actuara como anti o proinflamatoria con un amplio espectro de
actividades en la regulacién inmune, hematopoyesis, inflamacion y oncogénesis.
Cuando esta citocina actua como antiinflamatoria disminuye la liberacion de IL-183, TNF-
a e IFN-y y potencia la sintesis de las citocinas antiinflamatorias IL-10 y TGF-B. Por su
parte, la IL-10 es una citocina esencial para la regulacion de la respuesta inmune y el
mantenimiento de la homeostasis tisular; es sintetizada mayoritariamente por los
linfocitos T reguladores, monocitos, macréfagos y células dendriticas y su funcidn
principal es la de inhibir la sintesis de IFN-y e IL-2, ademas de bloquear la translocacién
al nuacleo del factor de transcripcion NF-kB (31).

Adicionalmente, en el desarrollo del proceso inflamatorio también se ha descrito la
participacion de otros mediadores proinflamatorios entre los que se incluyen distintos
lipidos bioactivos (eicosanoides, prostanoides, resolvinas, protectinas y lipoxinas) (32).
En la fase inicial de la inflamacion, los neutréfilos y macréfagos liberan eicosanoides,
mediadores lipidicos derivados del metabolismo oxidativo del acido araquidénico (AA)
de las membranas celulares. El AA es sustrato de diferentes enzimas, como las del
sistema citocromo P-450 o las lipoxigenasas (LOX) y ciclooxigenasas (COX),
responsables de la sintesis de leucotrienos (LTs) y prostaglandinas (PGs),
respectivamente.

Los macréfagos como una de las primeras lineas de defensa celular del sistema
inmune, estan directamente relacionados con mecanismos de respuesta inmediata a los
desequilibrios sistémicos, tal es el caso de la inflamaciéon aguda; sin embargo también
estan vinculados con la cronicidad de la misma en érganos tan especializados como el
higado y en mecanismos antinflamatorios mediados por los mismos a través de las
citocinas. Adicionalmente se ha descrito su participacion central en fenémenos de
resolucion y reversion de la misma (33, 34, 35), y nos centraremos en lo que ocurre en
el tejido hepatico en particular y sus macréfagos.
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5. Las células de Kupffer, los macrofagos hepaticos.

Como se ha mencionado anteriormente, los monocitos tienen la propiedad diferenciarse
y depositarse en diversos tejidos, en donde adquieren caracteristicas y fenotipos
especificos. En el higado se localizan y especializan, desde el origen fetal, las células
de Kupffer; estas células eliminan de la circulacién sanguinea todo tipo de particulas
extrafias, innecesarias o alteradas mediante el proceso de fagocitosis y la depuracion
constante del higado, el cual es el 6rgano detoxificador por excelencia. También
participan en el metabolismo de las lipoproteinas y desempefian un papel clave en el
proceso de captacion y detoxificacion de la endotoxina que llega del flujo venoso portal.
Al igual que otros fagocitos mononucleares, actian como células presentadoras de
antigenos activando la respuesta inmunitaria derivada de los linfocitos T, y también
pueden desencadenar una respuesta citotoxica semejante a la realizada por las células
NK (natural killer) para eliminar células tumorales circulantes. El proceso de activacion
de los macrofagos da lugar a la secrecion de potentes mediadores bioldgicos como
radicales libres derivados del oxigeno, intermediarios del nitrgeno, numerosas citocinas

y eicosanoides.

Sin embargo en recientes publicaciones se han descrito diferentes estadios de
activacion para los macrofagos: M1y M2, y se ha demostrado que las células de Kupffer
presentan la capacidad de polarizarse a cualquiera de estos dos fenotipos Esta dualidad
se debe a su plasticidad celular, la cual le confiere la capacidad de tener todo un
espectro de activacion con fenotipos diversos, pero de manera general se les ha
denominado M1- proiinflamatorio por un mecanismo de activaciéon clasica y M2-
antiinflamatorio por la via de activacion alternativa, cada uno contribuyendo con

diferentes fendmenos de la respuesta inmune (8).
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Las células de Kupffer se activan por particulas fagocitadas, cuerpos apoptéticos o
detritos celulares asi como por la unidbn a través de receptores especificos de
compuestos como ésteres de forbol, LPS, factor del complemento C5a, factores de
crecimiento como GM-CSF o M-CSF, IFN-y y TNF-a. La endotoxina procedente de
Escherichia coli o de otras bacterias (LPS) suele ser el compuesto habitualmente
utilizado en el estudio de la activacion de estos macréfagos. Se considera que los
signos indicativos de la activacion de las células de Kupffer son el incremento de su
actividad fagocitica, la mitosis, el aumento de la rugosidad de la membrana, asi como la
liberacion de compuestos con actividad bioldgica. Entre éstos destacan los mediadores
inorganicos, como el ién superéxido producido por la NADPH-oxidasa que tiene como
objetivo el inactivar y destruir el material fagocitado (36).

Ademas de los radicales libres del oxigeno, las células de Kupffer activadas sintetizan
oxido nitrico, proteasas, citocinas, como IL-1pB, IL-6, IL-10, TNF-a, factor de crecimiento
transformante beta TGF-B, IFN-y, acido araquiddnico, prostaglandinas (PG) y
leucotrienos. Algunos de estos productos son también estimuladores o inhibidores de su
propia sintesis. Asi por ejemplo, el TNF-a estimula la sintesis de PGE,, que a su vez
inhibe la liberacion de TNF-a. Por otro lado, la presencia de IFN-y estimula la
produccion de PGE. y TNF-a, suprimiendo la sintesis de IL-13. También se ha
comprobado tanto in vitro como in vivo que el IFN-y puede desencadenar una respuesta

citotoxica de las células de Kupffer contra células tumorales (37).

Gran parte de los mediadores liberados por las células de Kupffer ejercen sus acciones
de forma paracrina sobre las células adyacentes. Por ejemplo, la IL-1 por si misma o
en combinacién con la IL-6 y el TNF-a no sélo modula la sintesis de ADN vy la cantidad
de proteina en los hepatocitos, sino también actia sobre el metabolismo de glucidos y
lipidos, asi como la sintesis de albumina en estas células; al tiempo que puede
favorecer la secrecion de adiponectina (38). Asimismo se ha demostrado que
eicosanoides como los cisteinil-leucotrienos actuan de forma paracrina sobre las HSC e
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inducen un incremento de la concentracion intracelular de calcio y su contraccion,
mientras que el LTB4 y la PGE2 liberados por la célula de Kupffer inducen la secrecion

de IL-8 en los hepatocitos circundantes (39).

5.1. Activacion M1/M2 en las células de Kupffer

En recientes publicaciones se han descrito diferentes estadios de activacién para los
macroéfagos: M1 y M2, y se ha demostrado que las células de Kupffer presentan la
capacidad de polarizarse a cualquiera de estos dos fenotipos. Esta dualidad se debe a
su plasticidad celular. Dicha plasticidad le confiere la capacidad de tener todo un
espectro de activacion con fenotipos diversos, a los que se les ha denominado de
manera general M1- proiinflamatorio por un mecanismo de activacion clasica y M2-
antiinflamatorio por la via de activaciéon alternativa (54) cada uno contribuyendo con

diferentes fendmenos de la respuesta inmune (7).

En el caso de las células de Kupffer, los macrofagos residentes del higado, es posible
detectar los mismos estados de activacion M1/M2, que han sido estudiados in vitro en
lineas celulares a través de la activacion M1 mediada por lipopolisacarido LPS o las
propias citocinas sefializadoras como INF-y (63). En el caso de M2, Se ha descrito que
la sefializacion que ocurre por la union de la IL-4 a su receptor IL-4R participa de
manera muy importante en el mecanismo de activacion alternativa (46). Se ha detallado
que la polarizacion a estos fenotipos, puede mediarse por la sefalizacion de moléculas
como la adenosina (11) y muy recientemente se ha confirmado que es mediante

receptores A2a y A2b en particular (12, 62).
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5.2. Adenosina

El mecanismo de la adenosina descrito para la mayor parte de las células del sistema
inmune es via receptores, con potente accion inmunosupresiva enddégena, reportandose
que las células endoteliales y neutrofilos son las principales responsable de liberar altas
concentraciones de adenosina en sitios de inflamacién e infeccion. De la misma manera
el efecto quimiotactico de la adenosina se ha elucidado como protector, en el sentido de
que provee sefales para el reclutamiento de las células presentadoras de antigeno
(APC) como macrofagos y dendriticas, responsables del aclaramiento de células
apoptéticas y detritos, asi como el combate de microorganismos y otros agentes

patdgenos.

Macréfago
IL-10

p IL-12 AcAMP
$p38

Q Apa2/44
IL-12
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\ p Nitric oxide
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Figura 5. Adenosina en la respuesta inmune. Efectos de la adenosina y sus receptores en la respuesta
inmune. Se ha descrito que los macréfagos expresan receptores de tipo A2A, A2B y A3, los cuales regulan
la liberacion de citocinas pro y antiinflamatorias (11).

También se ha reportado que esta molécula, en etapas tardias del fenédmeno
inflamatorio o inmunoldgico contribuye a la etapa de resoluciéon a través de bajo

regulacion de la activacion de los macrofagos (72).
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Sefalizacién via A2a/A2b

ADENOSINA

M=

Adenilato ciclasa
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Figura 6. Vias de sefializacion alternativa para macréfagos M2. Los macréfagos pueden estan activados
alternativamente por adenosina y la citocina IL-4, secretando citocinas antiinflamatorias al medio
extracelular como IL-10 y mediante la activacién de la enzima arginasa.

La adenosina se ha implicado en la supresion de las respuestas proinflamatorias de los
macroéfagos activados clasicamente inducidos por las citocinas Th1. La activacion de
macroéfagos alternativa es inducida por las citocinas tipo Th2 como la interleucina IL -4 e
IL-13; sin embargo, el papel de la adenosina en el control de la activacion de
macroéfagos alternativa es desconocido (11). Se ha demostrado que el tratamiento con
adenosina de macrofagos activados con IL-4 o IL-13 aumenta la expresion de
marcadores de macréfagos alternativos como arginasa-1, el inhibidor tisular de
metaloproteinasa-1 de matriz (TIMP-1) y la lectina de tipo C y galactosa de macroéfagos
tipo-1. El efecto estimulante de la adenosina comunmente requiere principalmente
receptores de adenosina, en especifico, el tipo A2B, esto debido a que
experimentalmente, un agonista no selectivo de este receptor de adenosina, el 5-N-
etilcarboxamidoadenosina (NECA) incrementé la actividad de la arginasa (EC (50) =
261.8 nM) y la produccion de TIMP-1 (EC (50) = 80.67 nM). En este grupo de
investigacion, tanto el bloqueo farmacolégico como el genético de los receptores A2B

impidieron el efecto de NECA. Los receptores A2A también contribuyeron al aumento de
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adenosina de la liberacién de TIMP-1 inducida por IL-4. Con lo anterior se ha sugerido
que la activacion del receptor A2A de adenosina suprime la inflamacion y promueva la
restitucion del tejido, en parte, al promover la activaciéon alternativa de los macréfagos

(11, 73).

En otro reporte, se identific6 que los macréfagos murinos pueden son activados por
interferon-y y / o agonistas del receptor tipo Toll (TLR) como la endotoxina bacteriana
lipopolisacarido (LPS) para expresar un fenotipo inflamatorio (M1) caracterizado por la
expresion de iNOS y citocinas inflamatorias como el TNF-a e IL -12. En contraste, las
citocinas IL-4 e IL-13 de Th2 activan los macrofagos al inducir la expresion de arginasa-
1 y la citocina antiinflamatoria IL-10 en una forma dependiente del receptor-IL (IL-4Ra)
de IL-4. Los macréfagos activados de esta manera se designan como macréfagos
"activados alternativamente" (M2a). Los agonistas del receptor A2A de adenosina (A2A
R) actuan de forma sinérgica con los agonistas TLR2, TLR4, TLR7 y TLR9 para cambiar
los macréfagos a un fenotipo "similar a M2"; sin embargo en 2013, Ferrante y
colaboradores decidieron clasificaron como un nuevo fenotipo denominado "M2d" (72).
La sefalizacion de adenosina suprime la expresién dependiente de TLR de TNF-q, IL-
12, IFN-y y otras citocinas inflamatorias que son liberadas por macréfagos e induce la
expresion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) e IL-10. En ratones que
carecen de un gen funcional de IL-4Ra (ratones IL-4Ra (- / -)) la activacion se esta
mediado por adenosina y no se requiere sefalizacion dependiente de IL-4Ra. Los
macroéfagos M2d expresan niveles altos de VEGF, IL-10 e iNOS, niveles bajos de TNF-a
e IL-12 y niveles ligeramente elevados de arginasa-1. Por lo anterior y para facilitar el
estudio de estas células, el uso de estos marcadores in vivo nos permite identificar
macrofagos "M2" y proporcionar asi una imagen del estado funcional de los macréfagos

(74).
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La inflamacién crénica, en el contexto hepatico

La acumulaciéon y activacion de macréfagos constituyen la piedra angular de la
inflamacién cronica. Las citocinas liberadas por macréfagos activados de manera
cronica estimulan la proliferacion de fibroblastos mediante la transformacion de las
células estelares hepaticas (hepatic stellate cells por sus siglas en inglés HSC)
quiescentes y la produccion de colagena (75). Un tipo de tejido cicatrizal se desarrolla
en los sitios de inflamacidn crénica mediante un proceso denominado fibrosis a través
de la acumulacion excesiva de MEC, respuesta que puede interferir con el
funcionamiento tisular normal. Adicionalmente se desencadena un estrés oxidante
producto de la liberacién de i6n superéxido y 6xido nitrico, cuyas fuentes principales son
los propios macréfagos activados. Es posible que dicha inflamacién origine granulomas,
consistente en una zona central de macréfagos activados rodeada por linfocitos también
activados, rodeados por exceso de matriz extracelular. A menudo el centro de este
granuloma contiene células gigantes multinucleadas formadas por la fusion de
macroéfagos activados. Es por ello que las células de Kupffer desempefian un papel

clave en la defensa inmunitaria innata.

Por otro lado, se considera que las células de Kupffer también implicadas en la
patogénesis del rechazo agudo del higado, puesto que estos macréfagos son capaces
de modular la respuesta inmunitaria local al actuar como células presentadoras de
antigenos, de regular la activacion de los linfocitos T y de participar en el desarrollo de

tolerancia a antigenos solubles de origen gastrointestinal.

La capacidad para modificar su fenotipo a distintos tipos de activacion, podria ser clave

en la activacion de procesos de reparacion de tejido.
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Fibrogenia

La fibrosis hepatica es el resultado de un proceso inflamatorio y de reparacion del tejido
que se produce en respuesta a una agresion externa del higado. De forma muy
resumida, se puede decir que la inflamacion es la respuesta defensiva de los
organismos vivos a la agresién de agentes externos, y comprende un amplio abanico de
eventos como la activacion enzimatica, la liberacion de mediadores solubles, la
extravasacion de fluidos/células, la adhesion y migracion celular y la destruccion del
tejido lesionado y, su posterior, reparacion. En condiciones normales, mediante la
respuesta inflamatoria se consigue eliminar el agente causante del dafio hepatico. Sin
embargo, en determinadas circunstancias, especialmente si el dafio se genera de forma
cronica, la respuesta inflamatoria no se resuelve de forma adecuada y se autoperpetua
en el tiempo, dando lugar a procesos de secrecion inadecuada de matriz extracelular y a
la aparicion de fibrosis (76).

El principal tipo celular responsable de la secrecion de proteinas de matriz son las HSC
en su estado activado. Por este motivo, la activacion y proliferaciéon de las HSC
constituye un proceso clave en el desarrollo de fibrosis hepatica. Por su parte, las
células de Kupffer, mediante su accion de liberacion de citocinas, eicosanoides y
factores de crecimiento, desempefian un papel primordial en la activacion y proliferacion
de las HSC. En este sentido, se ha observado que el medio condicionado procedente de
cultivo de células de Kupffer promueve la proliferacion de los HSC y la sintesis de
colageno, proteoglicanos y hialuronato, efecto que es mas acentuado cuando las células
de Kupffer proceden de higados de ratas tratadas con CCl4 (77), el cual es un modelo
experimental de cirrosis inducida. Se han identificado numerosos compuestos liberados
por las células de Kupffer que pueden ejercer este efecto proliferativo y estimulador de
las HSC, y entre ellos destacan el TGF-3, eicosanoides, PDGF, TNF-q, IL-18 e IFN-y.
Las células de Kupffer contribuyen también a la activacion de las HSC mediante la
degradacion de la matriz extracelular subendotelial, la cual, como es sabido, mantiene a
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las HSC en su estado quiescente. En resumen, las células de Kupffer activadas son las
principales productoras de colagenasa tipo 1V/ gelatinasa tipo B y MMP9, con capacidad
de digerir esta matriz extracelular y, por lo tanto, de inducir la activacion, proliferacion y

migracion de las HSC.

Activacion de macrofagos inflamatorios por fagocitosis de hepatocitos.

Es importante mencionar que existe una correlacidon directamente proporcional entre la
apoptosis de los hepatocitos y el proceso de fagocitosis y activacion intracelular, durante
los procesos patoldégicos hepaticos, tales como la cirrosis (83). En cirrosis y fibrosis
hepatica, en particular, se ha descrito desde el afio 2004, una asociacién entre la
apoptosis de hepatocitos por la presencia de estimulos hepatotéxicos, como el etanol y
el proceso patologico (83), tal y como se ha descrito para los macrofagos en cultivo que
requieren esencialmente de las células apoptoéticas para su activacion (19). Se sugiere
que los cuerpos apoptoticos son sefial suficiente para que las células de Kupffer se
diferencien en un fenotipo M1, por lo que se propone que el cuerpo apoptético actua via
los TLRs (sefal tipo PAMP), generando cascadas de activacion intracelular y activando
la expresion de genes de citocinas proiinflamatorias. Se reconocen dos fenémenos
principales que son consecuencia de la activacion de macréfagos: el primero es la
liberacion de TGF-B, que activa a las células estelares y, por tanto, se induce la
acumulacion de matriz extracelular durante el proceso profibrotico y el otro que
relaciona con la reparacion de tejidos. Sin embargo probablemente existe un segundo
tipo de macréfagos involucrados los M2c¢c que exhiben este mismo comportamiento
profibrogénico, aunque se consideren antiinflamatorios, ya que su mecanismo de
activacion es distinto via IL-10 y TGF-B, y se han relacionado directamente con la
respuesta inflamatoria crénica.

Parte de los procesos que realizan esta células de Kupffer son metabolicos, tal es el
caso de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) modificadas que son principalmente

31



captadas y metabolizadas en el higado por éstas células y las endoteliales (Sinusoidal
Endothelial Cells por sus siglas en inglés SEC) (83). Los receptores responsables de la
captacion de lipoproteinas por las células de Kupffer son los denominados receptores
scavenger, también presentes de forma muy evidente en las SEC, los cuales
internalizan las lipoproteinas haciéndolas susceptibles a la degradacién endosomal. Las
células de Kupffer y las SEC poseen la misma capacidad de captacion de LDL oxidadas
y acetiladas, pero el proceso no esta mediado por los mismos receptores. De hecho, se
ha caracterizado recientemente un receptor para LDL oxidadas en las células de Kupffer
homodlogo a la molécula CD68 murina que no esta presente en las SEC. También se ha
identificado en estos macrofagos hepaticos la expresion del receptor scavenger Bl
(scavenger receptor class B type I, SR-BI por sus siglas en inglés) para la lipoproteina
de alta densidad (HDL) rica en ésteres de colesterol, receptor que desempefia un
importante papel en el llamado transporte reverso de colesterol y el metabolismo de
lipidos que se encuentra alterado en las hepatopatias como higado graso no alcohdlico,

esteatohepatitis y en cirrosis de igual manera.

La activacion alternativa de los macrofagos en la inflamacién crénica.

Se conoce que en los macréfagos, existen 3 de los receptores para adenosina (A2a,
A2b y A3) y que su mecanismo intracelular consiste en el incremento de cAMP, p38 y
p42/44 dando como consecuencia una elevacion en los niveles de IL-10 (citocina
antiinflamatoria) y VEGF y disminucién en los niveles de TNF-a, NO y MIP-1a. Tres de
estas respuestas (aumento de IL-10, disminucion de NO y TNF-alfa) se han observado
a nivel de tejido hepatico con el IFC-305 en un modelo in vivo de cirrosis inducida con
CCl4 (90), dando paso a la propuesta del estudio a detalle del papel de las células de
Kupffer (macrofagos residentes del higado) en este efecto. Se ha reportado que de
manera puntual, la presencia de un fenotipo M2, promueve la proteccion hepatica en
cirrosis alcohdlica.
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La cirrosis como un proceso de inflamacion cronica.

La respuesta inmunitaria adaptativa ocurre posterior a la respuesta inflamatoria, y en
ella las células inmunoldgicamente competentes (monocitos-macrofagos y linfocitos)
migran y se activan en respuesta a sustancias liberadas durante la fase inflamatoria
aguda (IL-1B, IL-2, TNF-a o leucotrienos). El desarrollo de la respuesta inmunitaria suele
ser transitorio y autorregulable por el propio tejido cuando el agente agresor es
neutralizado o fagocitado. Sin embargo, cuando esto no ocurre se llega a la fase cronica
de inflamacién en donde se liberan numerosos mediadores (GM-CSF, TNF-a, IFN-y,
PDGF) que autoperpetian el proceso inflamatorio, donde los inhibidores pierden su
capacidad regulatoria, como en el caso de las caspasas o los TIMPs factores
denominados inhibidores de las metaloproteasas.

Dependiendo de las condiciones, algunos microorganismos son capaces de evadir los
mecanismos de eliminacion por el sistema inmunitario y llevar a una infeccion crénica o
latente en el higado, por ejemplo los virus de hepatitis poseen componentes en la pared
celular que les permiten resistir la fagocitosis, tal es el caso del virus de hepatitis B y C,
aunque también se han reconocido otros mecanismos para la evasion de la respuesta
inmune por parte de estos virus. Adicionalmente, otras moléculas de exposicion cronica
tales como el etanol o el CCls pueden inducir una reaccion inflamatoria crénica a nivel
hepatico y dar lugar a una lesion tisular grave. Asimismo puede ocurrir inflamacién
crénica como consecuencia de procesos autoinmunes o por la lesidon tisular que
acompana a muchos tipos de cancer.

Para estudiar de manera mas detalla, el comportamiento de esta poblacion celular, en
una hepatopatia como la cirrosis, se ha empleado un modelo de un agente hepatotdxico
denominado CCl, (Tetracloruro de carbono).

Origen y cinética de las células Kupffer. El modelo de cirrosis experimental CCl,,
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En la actualidad todavia existe gran controversia sobre el origen y la capacidad
proliferativa de las células de Kupffer en condiciones normales. De acuerdo con el
concepto de sistema mononuclear fagocitico, los macréfagos residentes en un tejido
proceden del reclutamiento de monocitos circulantes y, por lo tanto, serian células muy
especializadas de vida corta, terminalmente diferenciadas y sin capacidad proliferativa
(75). Sin embargo, en estudios experimentales se ha observado que la poblacion de
macroéfagos tisulares o de sus precursores no se ve afectada por la induccion de
monocitopenia grave mediante la administracion de estroncio (Sr) o la irradiacion
fraccionada de la médula ésea. Estas observaciones serian compatibles con el
concepto actualmente vigente de que, en condiciones normales, la poblacion de células
de Kupffer es capaz de proliferar localmente y mantenerse durante largos periodos sin
el aporte de monocitos circulantes. De hecho, estudios de ontogenia hepatica sugieren
la existencia en el higado de 2 tipos de macréfagos de distinto origen hematopoyético
(75). Segun estos estudios, existiria una poblacion de macréfagos procedentes de los
monocitos circulantes originados en la médula 6sea y otra poblacion de macréfagos
tisulares resultantes de la hematopoyesis temprana acontecida durante el desarrollo
embrionario. La capacidad proliferativa de las células de Kupffer ha sido también
analizada en distintos modelos experimentales, confirmando el potencial mitético de
estas células en condiciones normales y la posibilidad de modular tanto in vivo como in
vitro su maduracion y capacidad proliferativa mediante factores solubles, tales como el
M-CSF.

La capacidad proliferativa de las células de Kupffer adquiere mayor relevancia en el
curso de los procesos inflamatorios hepaticos crénicos. En este sentido, se ha descrito
que la poblacion de células de Kupffer se incrementa significativamente durante las
etapas iniciales de la lesidon hepatica y que tiene una participacién esencial en la
progresion de las lesiones (76). En el caso concreto de la fibrogénesis y cirrosis, esta
puede ser inducida por téxicos o moléculas que se denominan hepatotoxicos, entre ellos
de uso comun se encuentra el tetracloruro de carbono o CCls y el uso de sobredosis de
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paracetamol. En el modelo de CCls puede reproducirse experimentalmente la falla
hepatica aguda (administracion intragastrica) o fibrosis y cirrosis (hepatotoxicidad
cronica por via de administracion intraperitoneal). Esto cominmente se realiza en
modelos murinos (ratas o ratones), los cuales son administrados con el hepatotéxico a
concentraciones definidas y que generan cambios en la estructura y funcion hepatica,
esencialmente la muerte de hepatocitos por el metabolismo por citocromo del
tetracloruro de carbono a i6n triclorometano, sobreactivacion de enzimas como ALT y
AST. También se ha identificado que en el modelo se producen los cambios que
celularmente dan origen a la cirrosis, como la transformacion de las HSC a
miofibroblastos, la acumulacion de matriz extracelular de manera exacerbada y la
cascada inflamatoria, en la que participan las células de Kupffer. La poblacion de células
de Kupffer triplica su numero (Células ED-2+) entre las 4 y las 8 semanas de
tratamiento, dependiente de la concentracién empleada de dicho hepatotéxico. En la
Figura 7 se muestra el comportamiento tedrico de la poblacion durante la induccion

experimental de la cirrosis por CCls.

Inflamacién Fibrosis Cirrosis

ED-2 (+) cells

Semanas de tratamiento con CCIl,

Figura 7. Cinética de la poblacion de células de Kupffer en el dafio hepatico por CCls En la grafica se
muestra de forma resumida los datos disponibles sobre el crecimiento de la poblacion de células de Kupffer
durante el curso de la enfermedad hepatica inducida por CCls en ratas (77).

Durante la cirrosis experimental, se propone que las células Kupffer participan como
consecuencia del incremento de los niveles de calcio y de estrés oxidante por el CCls. A
continuacion también se liberan eicosanoides toxicos y las citocinas IL-1B por un
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mecanismo dependiente de calcio intracelular (78) y de INF-y (79). Ademas, en este
modelo experimental existe una asociaciéon muy estrecha entre el numero de células de
Kupffer y el grado de desarrollo de fibrosis. Sin embargo, una vez que la cirrosis se ha
establecido, el numero de células de Kupffer disminuye significativamente coincidiendo
con la aparicion de una alteracién en la funcion reticuloendotelial y fagocitica del higado
(80). En la actualidad no se conoce si el aumento de la poblacién hepatica de células de
Kupffer durante la lesion ocasionada por CCls es consecuencia del reclutamiento de
monocitos circulantes o de la proliferacion local de células de Kupffer, aunque se
sugiere que posiblemente sea el resultado de ambos procesos.

Ademas de ser el principal tipo celular responsable de la liberacion de productos
biolégicamente activos en el microambiente hepatico, las células de Kupffer activadas
incrementan significativamente su nimero en el higado cuando se activa su reparacion.
Por ejemplo, en las 6 h posteriores a la administracién de CCls se ha observado su
aumento, alcanzando un maximo a las 72 h (81) y por otra parte son esenciales en la
conservacion de la estructura del tejido parenquimal. Su papel clave en el desarrollo de
la lesion hepatica ha sido confirmado al inactivar o eliminar selectivamente esta
poblaciébn mediante el tratamiento con cloruro de gadolinio (GdCls); en estas
circunstancias, no se observaron incremento en niveles de aspartato aminotransferasa
(AST) o la muerte de las células hepaticas parenquimales tras la administracion de CCl,

(82).

La inflamacién hepatica y su reversion. Participacion de las células de Kupffer.

La dinamica de la respuesta inflamatoria esta mediada celular y molecularmente, de
manera esencial por quimiocinas y citocinas, pero también existe un fenédmeno local
mediado por las mismas y el microambiente celular. El origen esencialmente de todos
los mediadores inflamatorios es el higado, donde se regula la secrecidon de proteinas de
fase aguda y la sintesis de novo de diversas citocinas. El resultado del estado activado
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clasicamente, del macréfago M1, muestra un aumento de la expresion de moléculas
como MHC II, mayor actividad microbicida y secrecién de citocinas inflamatorias. No
obstante en una inflamacién crénica, los macrofagos activados liberan enzimas
hidroliticas e intermediarios reactivos de oxigeno y nitrdgeno, que provocan dafo a los
tejidos circulantes.

De forma inicial la IL-1B8 es secretada de manera inmediata ante la presencia de dafio
en el tejido y depende su secrecion de la activacion del inflamosoma (43) Se le
considera como una citocina “maestra” ya que regula multiples procesos inmunolégicos
y fisiolégicos. También se han descrito a los macréfagos, como principales productores
de IL-1B para la induccién del inflamasoma por NLRP3, mediante la induccion por LPS.
Esta activacién es rapida y relativamente corta y requiere de ATP, es regulada por la
presencia de IL-10, que reduce la sefial de Akt. Se ha reportado que el tratamiento en
cultivos de macréfagos con adenosina incrementa la secrecion de IL-1, pero que este
mecanismo es especifico del subtipo de macréfago, esencialmente por el
microambiente, lo que podria representar una opcion terapéutica directa en la
modulacién o regulaciéon de la produccién de IL-1B (43). La citocina IL-1B interacciona
con 2 tipos de receptores y juega un papel esencial en las sefiales que derivan en la
cirrosis. Recientemente se ha observado que su accién in vivo tiene relacion directa en
la activacion de las HSC, para el establecimiento de la fibrosis hepatica (44). Junto con
IL-6, la IL-1B causa elevacion de las proteinas hepaticas de fase aguda (por ejemplo el
fibrinbgeno y proteina C reactiva), las cuales estdn mediando mecanismos de
sefializacién intracelular, por unién a su receptor, cdmo la activacion de transduccion de
sefiales para la unién de factores de transcripcion como NF-kB (45). Es importante
sefialar, que dentro de las citocinas proinflamatorias, la IL-1B juega un papel esencial en
la sefalizacidon de la cirrosis, recientemente se ha demostrado que su accion in vivo
esta directamente relacionada con la activacion de las HSC para el establecimiento de

la fibrosis hepatica (35).
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En el caso de IL-6 la liberacion esta inducida por la IL-1B y se incrementa en respuesta
a TNF-a. Esta es una citocina con diversos efectos inflamatorios, aunque se han
sugerido efecto antiinflamatorios asociados con la activacion de TGF- o con procesos
fibrogénicos, con actividad antiinflamatoria y proinflamatoria y debido a esto se ha
involucrado con la activacion de los mecanismos fibrogénicos de la cirrosis (47).
Asimismo, induce la expresion de metaloproteinasas (MMP’s) y sus inhibidores
especificos (TIMP’s). Por otra parte, se conoce su papel para favorecer la proliferacion
de los hepatocitos inducida en una hepatectomia parcial. Se ha observado que sus
niveles, en conjunto con IL-1B y TNF-a, se elevan en pacientes con hepatitis alcohdlica,
lo cual sugiere una asociacion con el curso de la enfermedad (48). La citocina IL-6 es
una importante citocina pro-fibrogénica que todavia se produce en la cirrosis de manera
cronica pero se han descrito otras funciones de regulacion autocrina, que se detallaran
mas adelante (58).

En cuanto a un contexto antiinflamatorio, el caso de IL-10, una citocina que es
secretada principalmente por algunos subtipos de linfocitos T activados (Tregs, Tr).
Asimismo, favorece la activacion y la proliferacion de células B, timocitos y células
cebadas. En cooperacion con TGF-3, favorece el cambio de isotipo y la sintesis de IgA
de las células B. Se conoce como una de las principales citocinas antiinflamatorias. La
IL-10 es producida principalmente por células presentadoras de antigeno como las
células dendriticas y los macréfagos, juega un papel muy relevante en la
inmunorregulacion, la defensa y homeostasis. La produccion de IL-10 por macréfagos y
CD a través de patrones moleculares asociados a patéogenos (PAMP) ha sido la mas
ampliamente estudiada. Los macréfagos producen IL-10 como consecuencia del
reconocimiento de PAMPs por sus PRRs, incluidos los TLR, los receptores de lectina de
tipo C, los receptores RIG-1 (gen inducible por el acido retinoico 1) y los receptores de
tipo NOD. Los PAMP se unen a los TLR con su dominio de interacciéon con TLR (TIR),
iniciando la sefializacién en macréfagos con la ayuda de adaptadores intracelulares que
conducen a la activacién de muiltiples miembros de las MAPK y posteriormente los
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factores de transcripcion como NF-kB y la proteina de unién al elemento AMP ciclico
fosforilado (CREB). Los TLR también pueden actuar en sinergia con otros agonistas
como IL-4 y PGE2 para aumentar la produccion de IL-10 (49) e incluso se ha descrito su
liberacion mediada por adenosina.

En el caso de la regulacidon y la reversion de la inflamacién la IL-4 promueve el
crecimiento y el desarrollo de las células B y tiene efectos in vivo sobre la
hematopoyesis, asimismo favorece la reaccion de fase aguda. Se ha descrito como una
de las citocinas de activacion alternativa para macrofagos, atenuando la produccion de
mediadores proiinflamatorios, como citocinas, NO o ERO. También se ha reportado que
esta citocina, junto con IL-13 y la presencia de células apoptoéticas, son esenciales en la
respuesta de los macréfagos para la antiinflamacion y la reparacion de tejidos (46).

Para el caso del factor TNF-a en el higado parece ser secretado en mayor proporcion
por las células Kupffer y existen reportes de que la activacion de éstas previene la lesién
hepatica inducida por alcohol (38). Asimismo, actia de manera sinérgica con el INF-y
para iniciar la reaccion inflamatoria crénica, al tiempo que promueven cambios en ICAM-
1, selectina E y MHC de clase I. Este cambio en la cantidad de moléculas de adhesion
intracelular facilita el reclutamiento de células sanguineas (neutréfilos y linfocitos)
durante la inflamacion. En el modelo de CCls, se ha demostrado la participacion de
factores quimiotacticos tales como el TNF-a (37). El TNF-a provee sefiales importantes
para el reclutamiento de monocitos y fibroblastos en las etapas iniciales de lesiones
hepaticas. Durante el proceso de inflamacion y reparacion tisular se caracteriza por el
reclutamiento ordenado y progresivo de células inflamatorias, empezando por las
plaquetas, seguido por la emigracion de neutrofilos, macréfagos y linfocitos, para
concluir con la participacion de los fibroblastos. En este mismo contexto, la quimiocina
MCP-1, también conocida como MCAF (“monocyte chemotactic and activating factor”) o
CCL2 actua de forma selectiva sobre poblaciones de monocitos, macréfagos, linfocitos
T y basdfilos, mediante union a receptores especificos. Se piensa que la capacidad de
MCP-1 de activar la quimiotaxis sobre estos tipos celulares esta relacionada con la
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inflamacién cronica. Pruebas experimentales sustentan que durante la cirrosis se
presenta un infiltrado inflamatorio con expresion de MCP-1 muy elevada, encontrandose
incluso una relacion lineal entre la concentracion de MCP-1 y monocitos infiltrados,
ademas de la liberacion de acido araquidénico (39, 40). Debido a su gran variedad de
acciones se piensa que MCP-1 desempefa un papel muy relevante en la mediacion de
la respuesta inmune (41). MCP-1 al mismo tiempo que IL-8 son las quimiocinas mas
importantes para el reclutamiento de células polimorfonucleares (PMN) y monocitos,
respectivamente. En la inflamacién aguda el infiltrado es inicialmente de PMN y después
de 24 a 48 horas predominan los macrofagos. Este proceso de transicidon entre estos
dos tipos de leucocitos estaria relacionado a la cinética y propiedades funcionales de las
quimiocinas IL-8 y MCP-1 respectivamente. Cuando los PMN y otras células son
estimuladas por citocinas inflamatorias, la IL-8 es producida tempranamente y por 24
horas, reclutando y activando localmente mas PMN. Una produccion prolongada de IL-8
puede producir una alta concentracion de esta quimiocina en los vasos, lo cual inhibe la
adhesiéon de PMN al endotelio y la extravasacién de los mismos. La produccién de
MCP-1 esta usualmente retardada pero sostenida por varios dias, su produccion no
sensibiliza a las células y conduce a un reclutamiento tardio de monocitos. Es
interesante destacar que la estimulaciéon de neutréfilos con citocinas inflamatorias por
varias horas produce selectivamente MCP-1 y no IL-8 observandose ademas que el
complejo IL-6-s-IL-6Ra puede activar a las células endoteliales para secretar IL-8 y
MCP-1 (42). ElI MCP-1 tiene actividad de citocina quimioatrayente y puede activar
monocitos, se comporta de manera similar a la citocina IL- 18 durante las primeras
fases de inflamacion. El aumento de MCP-1 esta reflejando el comportamiento de los
macréfagos en el higado, que presumiblemente esta regulando por esta citocina
quimioatrayente la migracion de mas monocitos al higado, por causa del dafio.

Por otro lado, dentro de estos fendmenos inflamatorios, de manera particular,
mencionaremos a RANTES, es una citocina que es miembro de la superfamilia de
citocinas interleucina-8. Es quimiotactica para células T, eosindfilos y basofilos. Juega

40



un papel importante en el reclutamiento de leucocitos en sitios inflamatorios. Con la
ayuda de citocinas particulares (IL-2 e IFN-y) que son liberadas por las células T, CCL5
induce la proliferacion y activacion de ciertas células NK para formar células asesinas
activadas por quimiocinas. CCL5 también puede promover la infiltracion de células NK
en el higado durante una lesion hepatica aguda y crénica a través de la interaccion con
CCR1 expresada en células NK, actia como un importante regulador de las respuestas

inmunitarias locales y dirige las células inmunitarias a los sitios de inflamacion.

Estas interrelaciones entre citocinas y quimiocinas se producen en todos los procesos
biolégicos donde intervienen estas proteinas, es por ello el interés de su estudio en este
trabajo. La resolucion de la inflamacion también se han considerado producto de éstas y
otras moléculas bioactivas, como el ATP, que al ser liberadas al espacio intercelular
pueden activar a los macréfagos alternativamente, tal es el caso de la adenosina. La
adenosina como mencionamos previamente, es un nucledsido que se sintetiza de novo
0 por degradacion de otras biomoléculas, posee un tiempo de vida media muy corto
para ejercer sus multiples acciones fisioldgicas, inclusive sobre la respuesta inmune, lo
que se ha detallado previamente, y esencialmente en la regulacién de la polarizacién de

los macrofagos, lo cual podria representar un fendmeno clave en los procesos cirréticos.

Actualmente se conoce que la cirrosis y las enfermedades del higado son un problema
de salud nacional en México, las estadisticas muestran que las estrategias terapéuticas
aun no son suficientes para abatir el indice de mortalidad por diversas etiologias como
el alcoholismo, virales, entre otras (84), que requiere un abordaje distinto como pudiera

ser el uso de un activacion de la respuesta inmune y los macréfagos particularmente.

En afios recientes, se ha trabajo en el desarrollo de diversas moléculas que pudieran

revertir la cirrosis, entre ellas, un farmaco denominado IFC-305 (85), una sal derivada
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de adenosina que ha mostrado la capacidad de hepatoproteger y revertir la cirrosis

experimental inducida por CClsen un modelo murino (86,87).

Antecedentes de la molécula experimental en el tratamiento de la cirrosis IFC-305

En el estudio y busqueda de moléculas que ejercieran efectos hepaticos de reversion de
la cirrosis, el grupo de la Dra. Chagoya exploré el uso del nucledsido adenosina. La
primera aproximacion fue determinar algunos efectos de la molécula de adenosina
sobre el dafo producido por CCls en un modelo de ratas Wistar inyectadas crénica o
agudamente con el hepatotdxico, en este modelo se encontré que existe recuperaciéon
de tejido parenquimatoso. También se determind que la funcién hepatica se restablece,
detectado mediante los niveles de bilirrubina, albumina, alanina transaminasa (ALT) y
aspartato aminotransferasa (AST). Por otra lado, hay normalizacién de la relacion
Colagena | / Colagena Il y una considerable disminucién de los inhibidores de
colagenasas TIMP-I y TIMP-II. Se recupera la funcién del hepatocito, restableciendo la
carga energética, la estructura y funcién de la mitocondria, normalizando el potencial
RedOx (87) y reactivando la regeneracién hepatica (88). Sin embargo esta molécula de
manera fisiolégica no es muy estable, se metaboliza en menos de 20 minutos y no es
posible patentarla para su uso por su naturaleza enddgena, de ahi que surgiera el
trabajo en conjunto con el Dr. Hernandez-Luis de Facultad de Quimica y otros
colaboradores para sintetizar derivados de adenosina en la UNAM. De las opciones
quimicas, la seleccionada fue una sal, que se forma a partir de aspartato y a la que se le
denomind IFC-305 (siglas del Instituto de Fisiologia Celular y Laboratorio de trabajo de
la Dra. Chagoya). Esta molécula permitié que los resultados positivos de la adenosina
en el higado se reprodujeran con el compuesto IFC-305, la sal derivada, con la que
adicionalmente se demostré que a nivel genético, desplaza la expresiéon de mdultiples
genes diferenciales de la cirrosis hacia valores normales, modificando mas de 40 genes
asociados a inmunidad y ejerce un efecto proliferativo en el ciclo celular (89, 90). De
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manera muy reciente también se han demostrado efectos a nivel epigenético y en la
reversion y control de hepatocarcinoma, asi como cambios en los ciclos de
diferenciacion de células hepaticas.

Cuando se realizé la evaluacion a nivel de respuesta inmunoldgica el efecto del farmaco
IFC-305 en un modelo experimental de cirrosis inducida con CCls, se determiné que la
cinética de poblacion de las células de Kupffer detectada por citometria de flujo se
modifica durante la evolucién de la cirrosis, y en un proceso de reversion de la misma,
disminuyendo el nimero de CK inflamatorias M1 (CD163+/CD11b+) en higado (90).
También se encontré que existen cambios en otras poblaciones inmunolégicas
asociadas, como el aumento de los precursores monociticos de médula 6sea y los
granulocitos vy las células T y B en higado (90).

En el caso de las citocinas asociadas a la activacion del proceso inflamatorio como IL-
1B disminuyen por efecto del tratamiento, asi como sucede con los niveles del factor de
crecimiento transformante TGF-B (92). Las concentraciones de citocinas con papeles
duales y las asociadas a los fenémenos de activacion como son IL-4, INF-y, IL-10 e IL-6
también se ven modificadas a niveles séricos y en homogenados de higado de ratas del
modelo in vivo. A las 10 semanas de tratamiento con el farmaco IFC-305, se presenta
un nivel elevado de adiponectina, disminucion de la actividad iNOS, y aumento en la
actividad de arginasa |, polarizando asi, potencialmente, la respuesta de las células de

Kupffer involucradas, a un fenotipo de tipo M2, antiinflamatorio in vivo.

En virtud de elucidar el mecanismo de accion, a nivel in vitro, se han estudiado y se
encontraron los siguientes efectos del IFC-305, sobre distintas estirpes celulares
aisladas como hepatocitos (91). Primeramente el IFC-305 es capaz de modificar la
apoptosis inducida por CCls en los hepatocitos, fenébmeno vinculado con la activacion
del fenotipo M1/M2 de los macréfagos, reportado en la literatura (92). Del mismo modo,

la molécula mencionada inhibe la activacion de las células estelares a miofibroblastos;
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mecanismo que se ha asociado a la interaccion con las células de Kupffer en otros

modelos por medio de TGF-B y/o citocinas (92).

Sin embargo, hasta el momento se desconoce el papel que éste farmaco IFC-305 tiene
sobre las células de Kupffer aisladas, y principalmente el efecto que ejerce sobre los
mecanismos de activacion de tipo M1/M2, polarizando potencialmente a éstas células a
un fenotipo antiinflamatorio que contribuya directamente a la reversidén observada en la

cirrosis inducida por CCls in vivo.

En el presente estudio se pretende comprender, como ésta molécula IFC-305 podria
estar modificando el fenotipo de los macréfagos residentes del higado cuando son
expuestos a LPS (activacion clasica M1) mediante el uso de un modelo in vitro de
células de Kupffer aisladas de ratas Wistar sanas. La diseccion del mecanismo
implicado que puede estar relacionado con la activacion enzimatica de la arginasa y 5-
LO (5-lipooxigenasa), acompafiado de la liberacién de citocinas antiinflamatorias de las
células de Kupffer inducida por la IFC-305, conduciendo a estas células con el fenotipo
denominado como M2 (alternativa células de Kupffer activa) que contribuye al efecto

hepatoprotector de la molécula.
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Justificacion

La cirrosis y las enfermedades del higado son un problema de salud Nacional en
México, ocupan el 4°. lugar en tasa de mortalidad y las proyecciones estadisticas
muestran que las estrategias terapéuticas aun no son suficientes para abatir el indice de

mortalidad por diversas etiologias como el alcoholismo, virales, entre otras (84).

A pesar del desarrollo de moléculas antioxidantes, algunos derivados naturales
hepatoprotectores como la silimarina e incluso moléculas que frenan y eliminar el virus
de hepatisis C como la novedosa inmunoterapia con uso de anticuerpos monoclonales,
aun se requiere un abordaje distinto como pudiera ser el uso de un activacion de la
respuesta inmune y los macréfagos reparadores de tejido particularmente, ya que las
posibilidades terapéuticas actuales no han logrado frenar la patologia en estadios
avanzados, donde el tejido de matriz extracelular sustituye el tejido parenquimatoso e

induce la pérdida de la funcién hepatica y falla hepatica letal.

Elucidar parte del mecanismo por el cual el farmaco experimental IFC-305 ejerce su
accion antiinflamatoria y hepatoprotectora en las células de Kupffer in vitro; comparando
sus efectos con los producidos por activacion clasica del LPS; podria proveer mas
informaciéon que apoye su uso en la reversion de la cirrosis e incluso en terapias
adicionales para combatir otras patologias asociadas a inflamacién y la activacion de los
macroéfagos, donde los macréfagos M2 reparadores de tejido contribuyen a la reversion

de la inflamacién y la reparacion de los tejidos.
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Hipotesis

El farmaco IFC-305 es capaz de activar alternativamente (fenotipo M2) a las células de

Kupffer in vitro.
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Objetivos

1. Determinar la concentracion de IFC-305 y/o LPS para los ensayos in vitro

mediante curvas dosis-respuesta de las células de Kupffer en cultivo.

2. Comparar el efecto que produce la activacion M1 inducida con LPS respecto al

fenotipo producido por el farmaco IFC-305 (M2) en las células de Kupffer en

cultivo.

3. Caracterizar si el tipo de activacion que produce el IFC-305 en las células de

Kupffer en cultivo es M2.

4. Determinar la interaccion entre el farmaco IFC-305 y las células de Kupffer a

nivel de receptores, transportadores y metabolismo de adenosina.

5. Analizar la via de sefializacién por la que el farmaco IFC-305 modifica el estado

de activacion de las CK.
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Objetivos Secundarios:

En tiempos mas cortos de ensayo (2, 4, 6 y 24 horas) se recolectaran sobrenadantes y
se cuantificaran por ELISA citocinas: IL-13, IL-10, IL-6, TNF-a, INF-y y si es factible
MCP-1, asi como 6xido nitrico indirecto por el método de Griess y la actividad de la

enzima arginasa.
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Técnicas y procedimientos experimentales

Los experimentos se realizaron en cultivos primarios de células de Kupffer, las cuales se
obtuvieron con autorizacién previa para su uso del Bioterio del Instituto de Fisiologia
Celular UNAM. Los roedores de esa unidad se mantienen con temperatura y humedad
controlada, consumen agua y alimento ad libitum y cuentan con el debido control
genético y microbioldgico periddico. Se emplearon ratas wistar (peso promedio = 300g)
intactas por digestion enzimatica (pronasa/colagenasa), verificando el numero y
viabilidad (empleando azul tripano) y su identidad mediante el uso de anticuerpos
especificos (CD14/ED-2) para cada cultivo. Una vez obtenido un cultivo con un buen
rendimiento (40-50x10% células/rata 300g) en comparacion con lo reportado en la
literatura, se procedié a:
1. Determinar la concentracion de IFC-305 y/o LPS para los ensayos in vitro
mediante curvas dosis-respuesta de las células de Kupffer en cultivo
a) Caracterizacion inmunocitoquimica de las células obtenidas (ED2+)
b) Caracterizaciéon por inmunofluorescencia de las células obtenidas.
(CD11b+/CD163+)
c) Estado de activacion de las células obtenidas. Fagocitosis de carbon activado.
d) Curvas dosis-respuesta de viabilidad celular. Citotoxicidad con SRB a
diferentes dosis de IFC-305
e) Curvas dosis-respuesta de viabilidad celular. Citotoxicidad con MTT a
diferentes dosis de LPS
2. Comparar el efecto que produce la activacion M1 inducida con LPS respecto
al fenotipo producido por el farmaco IFC-305 (M2) en las células de Kupffer en
cultivo.
a) Citotoxicidad evaluada con LDH con diferentes tratamientos (LPS, LPS-IFC-305,
IFC-305)
b) Evaluacion de iNOS por IMH y liberacién de NO en sobrenadantes de cultivo
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3. Caracterizar si el tipo de activacion que produce el IFC-305 en las células
de Kupffer en cultivo es M2.
a) Evaluacién de iNOS y arginasa por western blot.
b) Deteccion de la actividad enzimatica de arginasa in vitro.
c) Deteccion de citocinas en sobrenadantes de células de Kupffer

4. Determinar la interaccion entre el farmaco IFC-305 y las células de Kupffer
a nivel de receptores, transportadores y metabolismo de adenosina

a) Deteccion de la actividad enzimatica de arginasa in vitro en presencia de teofilina
y dipiridamol.

b) Deteccion de la actividad enzimatica de arginasa in vitro para los diversos
tratamientos y en presencia de antagonistas selectivos de los receptores a
adenosina:

(A) DPCPX, A1 receptor antagonist (100 nM)
(B) MSX-3, Aza receptor antagonist (10 uM)
(C) MRS 1754, Az receptor antagonist (10 uM)

(D) MRS 1523, As receptor antagonist (10 uM)

5. Analizar la via de sefalizacidon por la que el farmaco IFC-305 modifica el
estado de activacion de las CK.

Se estudiaran las vias de sefalizacion por las cuales se pueden activar los fenotipos
M1/M2 sobre las células de Kupffer aisladas, lo cual es dependiente de las moléculas
que sean mas dinamicas en el fenémeno producido, sean las mediadas por citocinas o
sus receptores o las asociadas a receptores tipo toll: TLR’s; mediante los receptores de
adenosina acoplados a proteinas G, la via de las MAPK y el mecanismo mas reciente
descrito para el fendmeno de activacion alternativa M2, via p38. Asi como los efectos
sobre factores de transcripcion asociados a la polarizacion M2 como son PPAR-y y NF-

kB.
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Materiales y métodos

Los experimentos se realizaron en cultivos primarios de células de Kupffer aisladas de
ratas wistar (300g) intactas por digestion enzimatica (pronasa/colagenasa), verificando
el nimero y viabilidad (empleando azul tripano) y su identidad mediante el uso de
anticuerpos especificos (CD14/ED-2) para cada cultivo. Después de su cultivo durante
24 h, las células de Kupffer se incubaron con medio DMEM Dulbecco®, que contiene
LPS 10ug/mL y / o IFC-305 durante 2, 4, 6, 12, 24 y 48 h. Se midio la secreciéon de NO
después de la estimulacion por lipopolisacarido (LPS) por el método de Griess y la
actividad enzimatica por espectrofotometria, asi como citocinas de sobrenadantes del
cultivo por ELISA. Se obtuvieron proteinas y se realizdé western blot para CD14, CD163,

iINOS, A2bR, 5-LO, PPAR-y, Arg-1 y B-Actina.

Obtencion del cultivo primario de células Kupffer

Se emplearon ratas Wistar macho con un peso de <300 g, obtenidos del Bioterio del
Instituto de Fisiologia Celular. EI manejo de los animales se basé en la guia de manejo

de animales del Posgrado de Ciencias en la Produccion Animal, Veterinaria, UNAM.

1. Se emplearon 3 ratas macho Wistar de 300-350 g aproximadamente. La
anestesia se realiza con pentobarbital sédico (100 mg/kg) via intraperitoneal.

2. Se realizo la intervencion en la que se expone la vena porta y se introduce una
canula (D.l. 1.19 mm, D.E. 1.70 mm, Becton Dickinson PE190) en la vena porta
para la perfusion del higado in situ con solucidon salina balanceada de Hank's
libre de Ca*? y Mg*? (CMF-HBSS) a un flujo de 15 mL/min 10 min a 37°C.

3. Mediante una digestion enzimatica perfundiendo Pronasa (Roche®) 30 ml al
0.2%, Colagenasa tipo IV (Worthington®) 120 mL al 0.01% en solucién salina
balanceada de Hanks (HBSS) a 37°C se procesa el higado.
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10.

11.

12.

13.

14.

Se extirpa el higado, se coloca en una capsula de porcelana junto con 50 mL de
Pronasa 0.03% y DNAsa (Roche®) 0.01% en HBSS, el tejido se corta en trozos
pequenos.

Se incuba durante 30 min a 37°C en agitacion constante a 200 rpm.

En una malla de nylon se filtra el total de la solucion con el tejido digerido.

Una vez obtenida la suspension se centrifuga a 600 rpm durante 7 min a 4°C, se
obtiene el sobrenadante (SN) y se conservar en frio, este paso se repite una vez
mas.

Se colectan y combinan los SN para generar un “pool” que se centrifuga a 1700
rpm por 7 min a 4°C, se descarta el SN y se conserva el pellet en hielo. Se
combinan los pellets y se llevan a un gradiente de densidad.

Se realiza un gradiente discontinuo de Percoll. En tubos falcon® de 15 mL se
colocan dos fases de Percoll (Plus GE®) al 50% y 25%, en la Ultima fase se
colocan 4 mL de la suspension celular, se centrifuga a 3000 rpm 15 min (sin
freno) a 4°C.

Se obtiene la interfase, se centrifuga a 1800 rpm x 10 min a 4°C y se realiza un
lavado con buffer fosfato salino (PBS) para eliminar las particulas de Percoll.

Se toman 5 pL de la suspension de células y se colocan en un tubo eppendorf®
junto con 195 pL del azul tripano 0.4%. Se mezcla perfectamente y se coloca en
la camara de Neubauer

Al microscopio se cuentan las células de los 4 cuadrantes de la camara y se
determina el numero de células de acuerdo a la dilucion.

Mediante el método de adherencia se purifican las CK. Se siembran en
placas de 6 pozos 3.5x10°% células por pozo con medio de cultvo DMEM
(Gibco®) 10% suero fetal bovino (SFB, Gibco®), 0.2% gentamicina
(Gibco®) y 10% antibidtico (Gibco®) en una atmadsfera de 5% de CO, a 37°C.

Se reemplaza el medio de cultivo después de 30 min en donde se remueven las
células no-adherentes.
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15. Una vez obtenido el cultivo se deja en incubacion en una atmoésfera de 5% CO;

a 37°C, durante 24 h.

Adicion de Tratamientos in vitro

Se retira el medio sobrenadante de cultivo a las 24horas. Se realizé una curva dosis-
respuesta para el farmaco IFC-305, con una concentracion que va de [0 a 10 uM, 100
MM, 500 uM, 1 mM y 5 mM]. Por medio de la tincién con SRB se caracterizaron cambios

de viabilidad y citotoxicidad de las células.

Una vez determinada la concentracion del farmaco IFC-305 a usar, se adicionan los
siguientes tratamientos: Control (sin tratamiento), IFC-305 100uM y 5Mm, LPS
(Lipopolisacarido de Escherichia coli, Sigma Aldrich®) [1ug/mL], control positivo de

activacion clasica e IFC-305+LPS (al mismo tiempo).

El cultivo se mantiene durante 48 h en una atmosfera de 5% CO, a 37°C, se obtienen
los sobrenadantes SN y se almacenan a -70°C; se procede con las ensayos que a

continuacion se describen.

Adicion de inhibidores de transportadores y receptores de Adenosina

1. Se retira el medio sobrenadante de cultivo a las 24horas
2. Se disuelven los inhibidores y/o transportadores conforme a la dilucion sugerida
en medio DMEM Tecfilina [ 100uM ], Dipiridamol [10uM ], asi como lo

antagonistas selectivos de los receptores a adenosina:

a. DPCPX, A1 receptor antagonist (100 nM)

b. MSX-3, Az receptor antagonist (10 pM)
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c. MRS 1754, Ass receptor antagonist (10 uM)
d. MRS 1523, As receptor antagonist (10 uM)

3. Se pre-incuban las células en cultivo durante una hora con las diluciones
correspondientes y posterior a la incubacion se adicionan los tratamientos
correspondientes tiempo-concentracion.

4. Se colectan los sobrenadantes y se alicuotan para ser almacenados a -70°C

hasta su uso.

Citometria del flujo

Con base a lo descrito en la introduccion, aqui consideraremos como células de Kupffer
las células viables positivas activadas para el doble marcaje de superficie:
CD11b*/CD163* (93). Con ese objetivo, las células extraidas de las muestras de tejido
hepatico fresco. A continuacién se determind el numero y viabilidad de células mediante
la técnica de azul tripano. Al mismo tiempo se detectd la presencia de CD14 en
homogenados totales para correlacionar los resultados con los obtenidos en citometria

con el total de macroéfagos tisulares (96).

Las tinciones de la superficie celular se realizaron con los ajustes pertinentes de la

concentracion de cada uno de los siguientes anticuerpos:

Dilucién
Marcador Fluoréforo Células blanco
empleada
CD11b FITC 1:200 Monocitos/macréfagos
CD163 PE 1:70 Kupffer
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Las diluciones de anticuerpo se adicionaron directamente en placas de 96 pozos de
fondo en U, en presencia de 1X10° células/pozo. Y se incubaron en oscuridad por una
hora a temperatura ambiente. A continuacion, las células se lavaron en una solucion de
PBS-albumina (PBA) y se fijaron con formaldehido al 0.4% cuando su lectura se realizé
en un dia posterior; cuando la lectura se realizd inmediatamente, las células se
resuspendieron directamente en 500uL de PBA. El citbmetro empleado fue de modelo
FACScan de Beckton-Dickinson®, de la Unidad de Citometria de Flujo del Departamento

de Inmunologia del Instituto de Biomédicas, UNAM.

Deteccion de Oxido Nitrico

La prueba de Griess es un método el cual permite la cuantificacion indirecta de NO a
través de sus principales metabolitos, es decir nitritos y nitratos. Se detecté NO en
sobrenadantes de las CK espectrofotométricamente.

1. Se realizd una curva estandar de nitrato de potasio (KNOs), con diluciones
seriadas como se 1mM-12uM, utilizando como blanco el medio de cultivo de las
células DMEM.

2. Se tomaron 500 uL de SN al cual se agregaron 2 lentejas de cadmio activo. Se
incubaron por 30 min para la reduccién de los nitratos y nitritos.

3. Utilizando 100 yL del SN reducido, se agregaron 100 uL de la mezcla de
reaccion (N,N naftil etlendiamina 0.1% en HCI + sulfanilamida 1% en HszPO,
5% , proporciones 1:1).

4. El producto se leyo en un espectrofotometro de microplacas a 548 nm.
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Actividad de la enzima arginasa

La actividad de la arginasa se midié en sobrenadantes del medio de cultivo de las CK a
diferentes tiempos 2, 4, 6, 24 y 48h, tal como se describe anteriormente (94).

1. Los sobrenadantes fueron tratados y se diluyeron con tampén de reaccion que
contenia Tris-HCI a una concentracion 25 mMy 5 mM de MnCl, a pH =7,4.

2. A continuacion, la enzima se activa por calentamiento durante 10 mina 56 ° C.

3. La hidrdlisis de arginina se convirtié en incubacién en un 1:1 v / v con arginina 0,5 M,
pH =9,7, 37 ° C durante 60 min.

4. La reaccién se detuvo con 400uL de la mezcla de acido (H2SO4, H3sPO4 y H20
concentraciones 1: 3: 7 v/ v).

5. La urea formada se midi6 a 540 nm después de la adicion de 9% a-
isonitrosopropiofenona (disuelto en etanol absoluto) y el calentamiento de 100 ° C

durante 45 min.

Una unidad de actividad enzimatica se define como la cantidad de enzima que cataliza
la formacién de 1umol urea / min. La absorbancia se leyé empleando un detector o
lector de tipo ELISA o en formato de microplacas.

Los resultados de estos experimentos son los valores medios £+ SD de muestras por

triplicado y de ensayos independientes.

Deteccion de citocinas por ELISA

De las células de Kupffer tratadas, se colectaron los sobrenadantes en alicuotas de
100uL que se almacenaron a -70°C hasta su uso.
Se descongelan los sobrenadantes de CK y se procede conforme las hojas técnicas de

los kits de MINIELISA Peprotech® para IL-1B, IL-6, IL-10, TNF-a, MCP-1 y RANTES.
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Obtencioén de Proteinas de CK

De las células adherentes se realizé un lavado con PBS y se obtuvo proteina con un
rastrillo celular “scrapper” y buffer de lisis que contiene TNTE (Tris, NaCl, Tween) e
inhibidores de proteasas Complete ® ROCHE. Las muestras se almacenaron a -70°C
en alicuotas de 100 pL. Se realiz6 la cuantificacion del contenido de proteinas por el
método de Bradford, utilizando el reactivo Quick Start™ Bradford 1x Dye Reaagent
(Biorad®), utilizando como blanco el buffer de lisis, una curva de diluciones seriadas de

albumina y se detecto6 espectrofotométricamente en un lector a 595 nm.

Evaluacion por Western Blot de la expresion de proteinas relacionadas con las CK

y su activacion

1. Las proteinas obtenidas con TNTE-Complete ® se diluyeron en loading buffer
(4x), calentando a 65°C.

2. Se prepararon geles de acrilamida-bis acrilamida al 10-15% para la separacion
de las proteinas. Se cargaron 40 ug de proteina en cada pozo del gel, asi como
7 yL de marcador de peso molecular Dual color BioRad®. La electroforesis se
realizd con buffer de corrida a 100 V durante aproximadamente 2 h 30 min.

3. Las proteinas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa Trans-Blot Transfer
Medium, en una camara semi-seca Biorad®, utilizando buffer de transferencia
con metanol a 100 V durante 1 h.

4. Las membranas se bloquearon con albumina o leche al 5% en TBS-Tween en
agitacion constante durante toda la noche (ON = overnight) a 4°C. La Tabla 1 a
continuacién describe las condiciones de incubacién y los anticuerpos usados,

donde TA indica Temperatura Ambiente.
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Anticuerpo 1° Dilucién  Incubacion  Anticuerpo2° Diluciéon Incubacién
NOS2 (iNOS)
AlbUumina 3% Albumina
Santa Cruz 1:500 Anti-conejo  1:5000
ON 4°C 3%, TA 2h
Biotechnology®
Leche 5% Leche 5% TA
P22 Anti-raton  1:10000
ON 4°C 2h
Albumina 3% Albumina
Argl 1:2000 Anti-conejo  1:5000
ON 4°C 3%, TA 2h
Albumina 3% Albumina
5-LO 1:200 Anti-conejo  1:5000
ON 4°C 3%, TA 2h
Leche 5% Leche 5% TA
CD163 1:1000 Anti-raton 1:5000
ON 4°C 2h
Albumina 3% Albumina
SOCS3 1:500 Anti-raton
ON 4°C 3%, TA 2h
Albumina 3% Albumina
STAT3 1:500 Anti-raton  1:10000
ON 4°C 3%, TA 2h
Albumina 3% Albumina
CD14 1:300 Anti-conejo 1:10000
ON 4°C 3%, TA 2h
Albumina 3% Albumina
PPARy 1:1000 Anti-conejo  1:5000
ON 4°C 3%, TA 2h
Albumina 3% Albumina
A2aR 1:250 Anti-raton  1:10000
ON 4°C 3%, TA 2h

Tabla 1. Anticuerpos y condiciones de incubacion para Western blot de proteinas de CK

Una vez terminadas las incubaciones se revelaron las membranas con el sustrato West
Femto Maximum Sensitivity Sustrate, SuperSignal®, en pelicula fotografica Kodak®. Y

se fotodocumentaron mediante el programa Quantity One® de BioRad.
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Resultados

Identificacion de Ia Poblacion de células de Kupffer extraidas de higado de rata

Las células de Kupffer expresan una proteina de superficie ED-2, también denominada
M130 de 130kDa. El anticuerpo ED-2 reacciona con dicho antigeno membranal que se
localiza en los macrofagos residentes de tejido en rata. Esta proteina, tipo receptor
scavenger, dependiente de calcio, puede estar regulada por cascadas de sefalizacién
y pertenece a las denominadas de fase aguda. Como receptor tiene la capacidad de

unir hemoglobina mediando la endocitosis de complejos hemoglobina-haptoglobina (93).

Sé identificd la poblacion de KC mediante el ensayo de inmunocitoquimica, utilizando el
anticuerpo ED-2 (santa cruz Biotechnology®) [1:500]. Empleando el kit EnVision™ +
System, HRP (DAB),Dako®, una vez obtenido un cultivo con un buen rendimiento (40-

50x108 células/rata 300g) de células adherentes.

Los monocitos, las células dendriticas, los granulocitos peritoneales y otras células son
nagativas para este marcaje. Por lo tanto ED-2 discrimina entre los macréfagos tisulares
(ED-2 (+)) de los medulares (ED-2 (-)), lo que permite ser ideal en el uso de la deteccion
de las células de Kupffer de higado. A continuacion la figura 8 muestra la deteccion

inmunocitoquimica de este receptor ED-2.
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Porcentaje de Células de Kupffer en
cultivo primario
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Figura 8. Células de Kupffer en cultivo primario (20X). A) Control sin tinciéon en
campo claro / negativo a tratamientos; B) Hematoxilina; C) Hematoxilina / ED-2 (1:500)
D. Cuantificacién células ED-2 (+). Células NPC obtenidas de cultivo primario de ratas
Wistar, identificadas por inmunocitoquimica del Anticuerpo ED-2 Santa Cruz® (revelado
DAB, color marrén). Se muestra una imagen representativa del cultivo, asi como la
grafica de cuantificacion para la presencia del marcador ED-2 (+) para la identificacion

de macréfagos tisulares.

Podemos observar que el cultivo es positivo para ED-2, anticuerpo que reconoce a las
células de Kupffer (figura 8), y que dicho reconocimiento correlaciona con la cantidad
de anticuerpo presente en la inmunocitoquimica revelada con DAB y con un alto

porcentaje del total de la células sembradas (78 + 2.64%).

Estado de activacion de las células obtenidas identificadas como CK

Los macréfagos permanecen en los tejidos durante semanas o meses. Sus precursores
son los monocitos de la médula 6sea. Aquellos que circulan en el organismo y los
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macrofagos fijos del higado, bazo, tejidos linfaticos presentan fagocitosis. El "estallido
respiratorio” es una serie de eventos coordinados que incluyen aumento del consumo
de oxigeno, aumento de la actividad de la via de las hexosas monofosfato y aumento de
la produccion de diversas sustancias con propiedades antimicrobianas que derivan del
metabolismo del oxigeno como por ejemplo el peroxido de hidrogeno y el anion
superoxido. La fagocitosis o la unién de IgG C5a o C3b estan asociadas a un marcado
aumento del metabolismo del oxigeno. Esto inicia el "estallido respiratorio” y el
transporte de electrones al oxigeno disuelto y la formacion de anién superoxido (02-).
Este anidén es inestable y puede espontaneamente producir perdxido de hidrégeno,
radicales hidroxilo o radicales organicos libres, todos ellos son oxidantes y poderosos
agentes microbicidas. Sin embargo si la célula huésped, que tienen mecanismos para
defenderse por si mismas como la superoxido dismumutasa y la catalasa no logra

superar las altas concentraciones de especies reactivas de oxigeno, se desintegra.

Con el fin de verificar que tras el aislamiento las células no hayan perdido su capacidad

fagocitica y como método de identificacion de un estadio clasico de activacion o tipo M1,

se realiz6 un ensayo con carbono coloidal (Figura 9).

Dicha técnica se ha reportado como método de identificacion en la literatura (95).

Sin carbén Carbén 10’ Carbén 20’ Carbén 30° Carbén 40’

Figura 9. Estado de activacion CK (100 X). Micrografias de células de Kupffer donde
se muestra la fagocitosis de carbono coloidal a diferentes tiempos de incubacion, desde

los 10 a 40 minutos, hasta el estallido respiratorio.
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Viabilidad de Ilas células extraidas y dosis de activacion con LPS e IFC-305.

Para el primer objetivo planteado, el cual es la realizacion de una curva dosis-respuesta
de IFC-305 vy LPS. Para ambos tratamientos se detectaron de los cambios en la
viabilidad celular mediante el ensayo de SRB (sulforrodamina B). Dicho ensayo
correlaciona una absorbancia con el porcentaje de sobrevida de las células tomando en
cuenta un control de la cantidad de células sin estar sometidas a tratamiento. Se detecta
mediante la presencia de color fucsia en los platos de cultivos, por el intercalado de la
SRB con las proteinas de células vivas, el color se ve modificado conforme hay pérdida
en la permeabilidad de la membrana celular, producto de mecanismo de muerte de las

células.

En los ensayos con la molécula experimental IFC-305 (aspartato de adenosina) se
utilizaron como referencias dosis de adenosina que se encuentran reportadas y que
ejercen un efecto sobre las células mononucleares en pacientes cirréticos y son las
siguientes: 100uM, 500uM y 1000uM; adicionalmente se considerd la dosis que mostré
efectos en la inactivacion de células estelares en cultivo (92) 5mM, las diluciones se
realizaron en el medio de cultivo DMEM, ajustando el pH a 7.4 (Figura 10) e

incubandose a 37°C, 5% de CO; por 48 horas.
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Figura 10. Efecto del IFC-305 sobre la viabilidad de células de Kupffer en cultivo.
Se muestran el porcentaje de células viables determinadas con SRB en los cultivos
primarios de CK, que se incubaron durante 48 horas con la molécula IFC-305 a cinco
concentraciones diferentes (10uM, 100uM, 500uM, 1mM y 5mM) en ensayos

independientes; n = 3, 48horas; ANOVA p = 0.5943

En el caso del LPS multiples fuentes en la literatura utilizan una concentracién de
10mg/mL o menor, por lo que se decidié utilizarla para los ensayos y comparar el efecto

sobre la viabilidad de una dosis mayor 20mg/mL (Figura 11), a la cual las CK no
sobreviven.
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Figura 11. Efecto del LPS sobre la viabilidad celular de células de Kupffer en
cultivo. Se muestran el porcentaje de células viables determinadas con SRB en los
cultivos primarios de CK, que se incubaron durante 48 horas con LPS a dos
concentraciones diferentes (10 y 20 mg/mL) en ensayos independientes; n = 3, 48horas;

ANOVA *p < 0.0001

Para el caso de la molécula IFC-305 se eligieron las concentraciones 100uM y 5mM,
dicha eleccion se realiz6 tomando en cuenta que a estas concentraciones no se
modificara la cantidad o viabilidad celular y que el efecto observado corresponde

exclusivamente a un estadio de activacion. Lo cual se corroboré por dos métodos SRB y
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LDH (Figura 12). LDH es un método que permite la identificacion de células con
actividad enzimatica que cataliza la reduccion del piruvato por NADH, obteniéndose
lactato mediante la presencia de la lactato deshisdrogenasa; esto permite identificar las
células que se encuentran en una fase de muerte celular, ya que el aumento de dicha
actividad enzimatica es un reflejo de la pérdida de la viabilidad normal de una célula en

cultivo, que produce una elevada cantidad de lactato.
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Figura 12. Efecto del LPS y el IFC-305 sobre la viabilidad celular de las células de
Kupffer. Se evaluaron los efectos del LPS y el IFC-305, asi como la adicién de ambos
al cultivo al mismo tiempo, por dos métodos A) LDH actividad de lactato deshidrogenasa
y B) SRB sulforrodamina B, en cultivos de CK tratados por 48h, n =3; sin diferencias en

los valores de viabilidad o citotoxicidad.

Para comparar el efecto que produce la activacion M1 inducida con LPS respecto al
fenotipo producido por el farmaco IFC-305 en las células de Kupffer en cultivo M2, se
empled citometria de flujo (Figura 13), con el fin de cuantificar la expresion de
receptores de superficie en las células de Kupffer que se asociaran a la activacion
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inducida por el LPS o por el IFC-305, se realizé6 un ensayo de citometria de fujo para

células dobles positivas (CD11B-FITC / CD163-PE) tratadas durante 48 horas.
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Figura 13. Efecto del LPS y el IFC-305 sobre el porcentaje de células de Kupffer.
La figura muestra el porcentaje de células dobles positivas para los marcadores de
superficie % (CD11b +/ CD163 +) +SD; ANOVA *p = 0.0003, n = 3. Ensayos con fechas

independientes. Incubacién por 48horas.

Este resultado indica que las concentraciones empleadas en los ensayos estan
modificando los marcadores de superficie, de manera independiente al porcentaje de
células viables, indicando con ello que el efecto del LPS y el IFC-305 radica en los
mecanismos de activacion intracelulares, el LPS induce mayormente la expresion de

CD163.

Como parte de la caracterizacion del efecto del IFC-305, a través de la polarizacion de
las células de Kupffer, de las células de Kupffer tratadas en cultivo con LPS e IFC-305
se tomo el sobrenadante a diferentes tiempos de cultivo, se extrajo proteina total para
determinar la expresién de diversas proteinas por western blot, asi como la
caracterizacién por inmunocitoquimica de proteinas esenciales en la activacion de las

células de Kupffer, como la 6xido nitrico sintasa inducible y la arginasa.
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Cinética de secrecion de citocinas de CK en cultivo tratadas con LPS e IFC-305

La dinamica de las citocinas, las cuales son moléculas que orquestan de manera
regulada las respuestas inflamatorias y antiinflamatorias, es un reflejo de la activacion
del microambiente celular, lo mismo ocurre, cuando las citocinas son liberadas al medio
de cultivo de células que se encuentran en un ensayo in vivo; como en el presente
estudio, se trataron CK con LPS e IFC-305, se recolectaron los sobrenadantes a

diferentes tiempos de incubacion.

De los sobrenadantes se determind por ELISA, la presencia de las citocinas secretadas
por las CK a los medios de cultivo, lo anterior se muestra en las siguientes graficas, en
donde se presenta la deteccion de citocinas de células de Kupffer aisladas y tratadas
por 2, 4, 6 horas (Figura 14). Posteriormente se analizaron los sobrenadantes de las
células incubadas a las 24 y 48 horas con LPS y el compuesto IFC-305 (Figura 15 y

16).
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Figura 14. Cinética de las citocinas secretadas por las células de Kupffer en
al medio: MCP-1, TNF-qa, INF-y, IL-1B, IL-6 y RANTES, de las CK en cultivo tratadas

espectrofotométricamente las concentraciones porcentuales de las citocinas secretadas
con IFC-305 Y LPS, Incubacion por 2, 4 y 6 horas. Dos ensayos independientes.

cultivo a las 2, 4 y 6 horas tratadas con LPS e IFC-305.
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Figura 15. Efecto del LPS y el IFC-305 en las citocinas liberadas de las células de
Kupffer en cultivo a las 48 horas. Se determinaron espectrofotométricamente las
concentraciones porcentuales de las citocinas secretadas al medio: MCP-1, TNF-a, INF-

Y, IL-1B, IL-6 y RANTES, de las CK en cultivo tratadas con IFC-305 Y LPS, Incubacion

por 24 horas. Concentraciones expresadas en ng/mL; n = 3.
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Figura 16. Efecto del LPS y el IFC-305 en las citocinas liberadas de las células de
Kupffer en cultivo a las 48 horas. Se determinaron espectrofotométricamente las
concentraciones porcentuales de las citocinas secretadas al medio: MCP-1, TNF-a, INF-
y, IL-1B, IL-6. IL-10 y RANTES, de las CK en cultivo tratadas con IFC-305 Y LPS,
concentraciones expresadas en ng/mL, *p = 0.05 respecto a control ** p = 0.05 respecto

a LPS; n = 6. Ensayos con fechas independientes.

Las citocinas secretadas al medio, son el reflejo del estado de activacion, en el caso de
MCP-1, TNF-a, INF-y, IL-18 como parte del proceso inflamatorio de las CK activadas
como M1, fenédmeno inducido por el LPS; en el caso de IL-6. IL-10 y RANTES, los
efectos son diferentes, de acuerdo a lo inducido por la molécula IFC-305, el cual
produce una activacién potencialmente de tipo M2, sugiriendo que la modulacién de las
citocinas inflamatorias, puede estar mediada por la citocina reguladora IL-10 en células

de Kupffer tratadas con IFC-305.

Efecto del IFC-305 y el LPS sobre la actividad de arginasa y la iNOS

Recordaremos que respecto a la actividad metabdlica de la célula, dos enzimas son
relevantes en los mecanismos de activacién, por un lado la éxido nitrico sintasa
inducible (iNOS), la enzima generadora de NO para M1 y la arginasa tipo 1, la enzima
que utiliza el sustrato arginina de la iINOS para la sintesis de urea para el fenotipo de

activacion alternativa y otros marcadores de M2.

Como resultado el NO total liberado al medio puede tener origen desde dos enzimas, la
iINOS o0 eNOS, por lo que se busco la relacion que existe con la expresion de iINOS por
inmunocitoquimica directamente sobre las células de Kupffer en cultivo con distintos

tratamientos (Figura 17 y 18).
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Figura 17. Efecto del LPS y el IFC-305 de la actividad de iNOS y arginasa de las
células de Kupffer en cultivo. La figura A) presenta la cuantificacion de la
concentracion de los nitratos y nitritos, método indirecto para determinar NO en los
sobrenadantes de células en cultivo tratadas con LPS e IFC-305. La figura B)
corresponde a la determinacion de urea, como producto de la actividad de arginasa, la
cual se cuantifica por un producto colorido derivado de alfa-isonitropropiofenona. Todos

los cultivos son ensayos con fechas independientes. Incubacion por 48horas; n = 3; *p

=0.05.
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Figura 18. Efecto del LPS y el IFC-305 sobre la expresion de iNOS y la liberacion
de NO de las células de Kupffer en cultivo. La figura muestra imagenes
representativas de la inmunocitoquimica de iNOS de las CK en cultivo, tratadas de la
siguiente manera: A) Control; B) IFC-305 100uM; C) IFC-305 5mM; D) LPS; C) LPS +
IFC-305 100uM; E) LPS + IFC-305 5mM; Incubacion por 48horas. El color marrén

corresponde a una marca positiva para la enzima, relevada por DAB.

Deteccion de la actividad enzimatica de arginasa in vitro para los diversos
tratamientos y en presencia de teofilina, dipiridamol y antagonistas de los

receptores de adenosina.

Uno de los principales marcadores que se han reportado para el estadio de activacion
alternativo en macrofagos M2, es la presencia de la enzima arginasa. Para determinar si
dicha enzima era activada por el tratamiento con IFC-305 y su nucleo molecular de
adenosina y cual era el mecanismo de activacion M2 especifico, ya sea mediante una
regulacién de la unién a receptores, bloqueando los 4 receptores A1,A2a, A2b y A3 al
mismo tiempo, con un antagonista denominado teofilina o via transportadores de
adenosina, mediante el uso de un agente bloqueador de canales: dipiridamol, se
realizaron ensayos enzimaticos para la actividad de arginasa a las 24 y 48 horas,
empleando el método descrito previamente.

Actividad arginasa KC en cultivo 24horas

oKC
mLPS

1.6 § 8IFC 100
olIFC5

o IFC 100 + LPS
% BIFC5 + LPS

mg urea/4x10 * 6células por pozo

©c o o o =
o N M ®» o =~ M N
I L : \ \

CONTROL DIPIRIDAMOL TEOFILINA
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Figura 19. Efecto del LPS e IFC-305 mediado por receptores o transportadores de
adenosina en células de Kupffer a las 24 horas de cultivo. Las células fueron
tratadas en presencia de dipiridamol y teofilina con una pre-incubacién de 30mins;
posterior a ello se adicionaron los tratamientos con las concentraciones establecidas
previamente para LPS e IFC-305, se tomd el sobrenadante y se analizé el efecto del
bloqueo sobre la actividad enzimatica de arginasa, durante tratamientos a 24horas. Dos

ensayos independientes, n =4 + E.S. "p< 0.05 respecto al Control.

Actividad arginasa KC en cultivo 48horas

35 - % oKc
§ mLPS
; 3 —J‘— 8IFC 100
25 it % mIFC5
£ 0 IFC 100 + LPS
g 21 QIFC5+LPS
©
<
015’
x
<
- 11
©
@
5 05 |
(=)
£

CONTROL DIPIRIDAMOL TEOFILINA

Figura 20. Efecto del LPS e IFC-305 mediado por receptores o transportadores de
adenosina en células de Kupffer a las 48 horas de cultivo. Las células fueron
tratadas en presencia de dipiridamol y teofilina con una pre-incubacién de 30mins;
posterior a ello se adicionaron los tratamientos con las concentraciones establecidas
previamente para LPS e IFC-305, se tomd el sobrenadante y se analizé el efecto del
bloqueo sobre la actividad enzimatica de arginasa, durante tratamientos a 48horas. Tres

ensayos independientes,n =9 + E.S. "p < 0.05 respecto al Control.

Como podemos observar, los resultados para la actividad enzimatica de arginasa in vitro
sobre las células en cultivo muestran que el LPS es capaz de activar a la enzima a las
24 y 48 horas de ensayo, como parte de una respuesta secundaria a la activacion M1

inicial que ocurre rapidamente en las células, en cuestidon de pocas horas. Sin embargo
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el efecto de la administracion de LPS en conjunto con IFC-305 (100uM) potencia la
actividad de la enzima aun mas, tal y como podemos observar a las 48horas (figura
20), lo que apoya la hipotesis que se tiene de que el farmaco es capaz de polarizar los
macroéfagos a un fenotipo M2 en fendmenos crénicos o a tiempo largos, activando la
enzima arginasa pero no de manera inmediata, sino como parte de una respuesta de
resolucion de la inflamacion o reparacion tisular. En el caso de 24 horas sera necesario
realizar un ensayo mas, para disminuir los niveles de desviacién y obtener un grado
mayor de significancia en los resultados, ya que hasta el momento se observa una

tendencia, que no resulta significativa.

El mecanismo mediante el cual se da la activacién de tipo M2, tiene un aporte mayor por
la regulacion via receptores, lo que se relaciona con lo reportado referente al receptor
A2b como uno de los principales mediadores de la activacion alternativa en macréfagos

y que se discutira posteriormente.

A partir de los experimentos anteriores y con la finalidad de explorar aun mas en el
mecanismo que ejerce el IFC-305 sobre las CK tratadas con LPS, se sugirié que debia
estudiarse cual receptor pudiera mediar la activacién alternativa que se presenta en las
CK a las 48 horas. En este tiempo de cultivo, hay actividad enzimatica de arginasa
elevada y sostenida y una disminucion de citocinas inflamatorias, IL-1 principalmente.
Por lo anterior, la deteccién de la actividad enzimatica de arginasa in vitro se utilizé para
los diversos tratamientos y en presencia de antagonistas selectivos de los receptores a
adenosina como marcador de activacion alternativa por IFC-305.
Se cultivaron las células en presencia de 4 antagonistas de receptores a adenosina:

(A) DPCPX, A1 receptor antagonist (100 nM)

(B) MSX-3, Axa receptor antagonist (10 uM)

(C) MRS 1754, Az receptor antagonist (10 uM)

(D) MRS 1523, As receptor antagonist (10 uM)
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La literatura sugiere el empleo de concentraciones entre 1-10uM en otras estirpes
celulares hepaticas, sin embargo no existen reportes con células de Kupffer, por las
concentraciones que se emplean de IFC-305 (100pM y 5mM) se eligié la mayor
concentracién y se realizaron ensayos adicionales para ajustar el método en el uso de

estos antagonistas.

Recordando que la actividad de arginasa es distintiva del fenotipo alternativo M2 y
converge con el producido por el IFC-305, se realizaron ensayos enzimaticos para la
actividad de arginasa, empleando el método descrito previamente y se obtuvo la

siguiente Figura 21:

Adenosine Receptor Agonists effects over arginase activity

CONTROL DPCPX (A1) MSX-3 (A2A) MRS 1754 (A2B) MRS 1523 (A3)
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Figura 21. Efecto de los antagonistas a receptores de adenosina, con LPS y el IFC-
305 sobre la actividad de arginasa l. Se realiz6 una pre-incubacion por 1h con
DPCPX, A1 receptor antagonist (100 nM); MSX-3, A2A receptor antagonist (10 uMm);
MRS 1754, AZ2B receptor antagonist (10 uM); MRS 1523, AS3 receptor antagonist
(10 uM). Después del bloqueo se adicionaron los tratamientos correspondientes para

determinar la activad de arginasa. n = 2; ANOVA p = 0.85.
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Empleando antagonistas especificos de los 4 receptores se observaron cambios a nivel
de actividad arginasa |. Lo que podemos observar en esta figura es que la actividad
arginasa se ve modificada en presencia de los 4 antagonistas: DPCPX, A1 receptor
antagonist (100 nM), MSX-3, A2Areceptor antagonist (10 yMm, MRS 1754,
A2B receptor antagonist (10 uM), MRS 1523, A3 receptor antagonist (10 uM). Lo que es
relevante es indicar que a concentraciones mayores el efecto se abate para los
receptores A2A y A2B, lo que no ocurre con el antagonista de A1 a concentraciones
5mM, sugiriendo que a estas concentraciones estos receptores no juegan un papel
relevante en el mecanismo de accion del IFC-305, proponiendo la participacion de los
transportadores de adenosina. Sera necesario en un futuro realizar mas ensayos con la

intencion de evidenciar algun efecto estadisticamente significativo.

Mecanismos de sefializaciéon del IFC-305 en CK activadas en cultivo.

Para el analisis de la via que estd mediando la activacion de los hacia el fenotipo M2 por
efecto del IFC-305 y asi determinar si la célula de Kupffer estd modificando su estado
activado a diversos niveles, se sugirid analizar por western blot la expresion de
proteinas relacionadas con los dos estados de activacion: para la activacion clasica M1:
CD163, iINOS, STAT3 y p22; para la activacion alternativa M2: 5-LO, PPAR-y, A2a, Arg1
y SOCS3. Se incluyen los datos de WB los films y el patrén de expresién de multiples
proteinas relacionadas con los efectos in vitro producidos por el IFC-305 sobre las
células de Kupffer en cultivo (Figura 22).

A continuacién se observan los films (o fotografias de las radiografias por
quimioluminiscencia) representativos para cada proteina, distribuidos por su peso

molecular.
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Figura 22. Efecto de LPS y el IFC-305 sobre la expresion de diversas proteinas. Se
muestra la imagen fotodocumentada de los films representativos de la presencia de
proteinas del western-blot para la activacion clasica M1: CD163, iNOS, STAT3 y p22;
para la activacion alternativa M2: 5-LO, PPAR-y, A2a, Arg1 y SOCS3. Se empleé en
todos los casos albumina como control de carga. B) Las graficas muestras la

cuantificacion de la densidad de bandas en cada caso, para las proteinas determinadas

De diversos ensayos repetidos, se realizé la cuantificacion de las densitometrias de las
bandas para los films correspondientes empleando el programa Quantity One® de
BioRad, reportando el valor de volumen que corresponde a la intensidad de la
banda*mm? Los datos se normalizaron respecto al control (albimina para todos los
casos) y se obtuvieron las graficas de la expresion de proteinas para M1: CD163, iNOS,
STAT3 y p22; para la activacion alternativa M2: 5-LO, PPAR-y, A2a, Arg1 y SOCS3;
como parte de la elucidacién del mecanismo de accion del farmaco IFC-305 sobre la

activacion M1/M2, asi como el control de carga para todos los casos.
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Figura 23. Efecto de LPS y el IFC-305 sobre la expresién de diversas proteinas.

muestran las graficas de la densidad de banda en cada imagen fotodocumentada de los

films representativos de la presencia de proteinas del western blot para la activacién

clasica M1:iNOS, CD163, STAT3 y p22; para la activacion alternativa M2: 5-LO, PPAR-

Se empled en todos los casos albumina como control de

y, Arg1 y SOCS3 y A2a,

Optical density o densidad optica de la

+ D.E. (

< 3 y se graficdé la O.D.

n

carga

intensidad de la banda*mm?) **p < 0.05.
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Discusion

Los macréfagos son células de la respuesta inmune innata, que cumplen principalmente
con proteger al organismo de diversos agentes exdgenos que podrian resultar
patolégicos. Se ha descrito una heterogeneidad fenotipica en el macréfago
dependiendo del grado de diferenciacion, distribucion tisular y respuesta a estimulos
endogenos y exogenos (98). Los macrofagos tienen capacidad para modificar su perfil
funcional en respuesta a una variedad de estimulos y polarizarse en distintos fenotipos.
Recientemente, haciendo referencia a la dicotomia de linfocitos T colaboradores 1 y 2
(en inglés, T helper cells 1/2, Th1/Th2), se han propuesto dos subtipos de macréfagos
segun sean activados por la via clasica (M1) o por la via alternativa (M2) (97). Estos
diferentes estados de polarizaciéon van a depender del microambiente y del dafio que se
haya producido e incluso presentarse combinados en una poblaciéon particular. La
activacion clasica es fundamental para el inicio y mantenimiento del proceso
inflamatorio, asi como para la respuesta frente a patégenos y la respuesta inmune. La
activacion clasica o M1 es producida por la interaccion de TLR-4 con los PAMPs como
el LPS de la pared de bacterias Gram negativas, o por determinadas citocinas como el
TNF-a o el IFN-y. Este grupo de macréfagos activados de forma clasica produce
cantidades elevadas de citocinas proinflamatorias como TNF-q, interleucinas (IL-1pB, IL-
6, IL-12), quimiocinas proinflamatorias como MCP-1 y 6xido nitrico (NO), promoviendo

la activacién de la respuesta inmune (7).

En presencia de citocinas secretadas por linfocitos Th2, como la IL-4 o la IL-13, se
induce en el macrofago una activacion alternativa caracteristica de los macréfagos M2
(8). Estos macrofagos M2 tienen muy baja capacidad de presentar antigenos, mientras
que secretan altos niveles de citocinas antiinflamatorias como la IL-10. A diferencia de la
activacion clasica, estos macréfagos no son capaces de producir 6xido nitrico a partir de
L-arginina y tampoco consiguen controlar el crecimiento de patégenos intracelulares

79



(99). Sin embargo, son capaces de producir una elevada cantidad arginasa 1, enzima
que metaboliza la L-arginina para producir prolina, glutamato y poliaminas favoreciendo
la reparacion tisular. La prolina actia como precursora del colageno y las poliaminas
que han sido ampliamente relacionadas con procesos de proliferaciéon y diferenciacion
(98). Dentro de este contexto antiinflamatorio, estos macréfagos también pueden
producir TGF-B, que inhibe la generacion de especies reactivas de oxigeno e
intermediarios del nitrégeno. Ademas, también se ha descrito que los macréfagos M2
liberan factores proangiogénicos (VEGF, MMP9) (100). Se han descrito varias
subpoblaciones M2 (a, b, ¢ y d recientemente descrita). La M2a interviene en la
cicatrizacién de heridas, angiogénesis y remodelado tisular tras la estimulacién de IL-4 o
IL-13, activando la via de STAT6 (Signal Transducer and Activator of Transcription 6)
(101). Por otra parte, la subpoblacion M2b participa en la modulacion y finalizacién de la
respuesta inmune tras la unién de complejos inmunes con los ligandos de TLR y

ligandos del receptor de IL-10, respectivamente (102).

Mas alla de evaluar la activacion clasica por LPS sobre estas células a M1, el objetivo
del presente trabajo era elucidar los cambios que producia el hepatoprotector IFC-305 y
si era capaz de modificar un fenotipo M1 a M2, el cual habia demostrado su efecto en el
modelo de cirrosis inducida por CCls en ratas Wistar. La hepatoproteccién en este
modelo, demostrd estar relacionada con la respuesta inflamatoria y con la cantidad de

macrofagos presentes en el tejido hepatico (89).

Se ha sugerido que CD163 juega un papel durante la activacion del macréfago,
asociado a ambos fenotipos M1/M2. EI CD163 de manera soluble es un factor que
correlaciona con la severidad de las enfermedades hepaticas (105, 115) pero por otro
lado el receptor asociado a la membrana juega un papel relevante en la respuesta
antiinflamatoria. Para la identificacion de las células activadas se emple6 citometria de
flujo y se observd que se activan con LPS y el fenotipo cambia con el IFC-305 (Figura
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13), para corroborar el resultado, se empled una cuantificacion por western blot de las
proteinas extraidas del cultivo de células de Kupffer (por lo que no se considera el
CD163 que pudiera liberarse al medio de cultivo); por lo tanto el efecto del IFC-305 se
relaciona mayormente con antiinflamaciéon tal como ocurren con su expresion en la
respuesta al farmaco IFC-305. Los resultados de citometria de flujo, muestran un
aumento en la cantidad de células CD11b+/CD163+ (Figura 13), resultado que se

replica en la expresion directa de la proteina por western blot (Figura 22).

En los ultimos anos, los investigadores han prestado mucha atencion a las diversas
funciones de los macréfagos y sus contribuciones al desarrollo del tejido, la cicatrizacién
de heridas y la angiogénesis. Los macrofagos son los principales contribuyentes a los
procesos inflamatorios potencialmente patolégicos (102,103).

Los macréfagos estan preparados para producir rapidamente grandes cantidades de
citocinas inflamatorias en respuesta a sefiales de peligro. La produccion de estas
citocinas puede iniciar una cascada de liberacidn de mediadores inflamatorios que
puede conducir a la destruccion total del tejido. La capacidad inflamatoria destructiva de
los macréfagos se amplifica por la exposicion a interferon-y exégeno, que prolonga y
aumenta las respuestas inflamatorias. Los resultados del presente trabajo han
demostrado que las células de Kupffer de rata en un cultivo, no pierden esta capacidad
fagocitica, pero que a la par reaccionan y se activan mediante la accion del LPS a las

pocas horas de exponerse a este antigeno y otros como el carbon coloidal (Figura 9).

De los sobrenadantes obtenidos del cultivo se analizé la secrecién de las citocinas
inflamatorias, IL-1B, IL-6, MCP-1, TNF-a, INF-y, RANTES e IL-10 y de las citocinas
evaluadas a lo largo del tiempo, 2, 4, 6, 24 y 48 horas, los cambios significativos se
dieron en dos citocinas principalmente: IL-18 e IL-6 para las células tratadas con LPS en
un fenotipo M1 a las 48 h de cultivo (Figura 14, 15 y 16) que se modifica a M2 por
efecto del IFC-305 en cultivo.
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Durante la inflamaciéon del higado, las células inmunes de la fibrogénesis y la
carcinogénesis desempefian un papel fundamental. Se ha descrito que RANTES en
modelos humanos y murinos de inflamacion crénica del higado conducen al desarrollo
del carcinoma hepatocelular (CHC), esto le confiere un papel en la progresion de la
enfermedad hepatica y especialmente el desarrollo del carcinoma hepatocelular en
estas especies, lo cual sucede en un proceso crénico (104), que no es posible elucidar
directamente en los cultivos a las 48 h que se utilizaron, donde los niveles de RANTES
no presentaron una diferencia significativa respecto a los otros grupos de células

tratadas al mismo tiempo (Figura 16).

Los macréfagos son una poblacidon heterogénea de células mieloides innatas
involucradas en la salud y la enfermedad. Recordemos que las funciones principales de
los macroéfagos incluyen responder a los patdégenos y modular la respuesta inmune
adaptativa, la induccion y resoluciéon de la inflamacion, la reparacion de tejidos y la
homeostasis. Los macréfagos exhiben una notable plasticidad, en la cual las diferentes
poblaciones de macréfagos con distintos roles fisiolégicos y patolégicos pueden
desarrollarse en respuesta a diferentes estimulos. Dependiendo de los tipos de
estimulos a los que estan expuestos los macréfagos, estas células podran polarizarse a
macréfagos M1 (proinflamatorios) o M2 (antiinflamatorios) o inclusive a un espectro
intermedio de activacion. Los macréfagos M1 se inducen por estimulacion con IFN-y y
LPS. En funcién de los estimulos y los cambios transcripcionales logrados, los
macréfagos M2 se pueden subclasificar en cuatro: M2a activados por IL-4 o IL-13; M2b
activados por complejos inmunes y LPS; M2c activados por glucocorticoides o IL-10 y

macrofagos similares a M2 o M2d, activados por adenosina o IL-6 (109).
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Cuando se aislan células de Kupffer de ratas sanas y se colocan en cultivo, los
resultados indican que el LPS [10mg/mL] actia sobre la activacion de las células de CK
hacia un fenotipo M1 clasico, este fenotipo tiene como caracteristica la expresion de la
iINOS y p22 en un fenémeno citotdxico e inflamatorio, asi como la secrecion de IL-13; el
tratamiento con IFC-305 a ambas concentraciones (100uM y 5mM) disminuye la
expresion de estas proteinas (Figura 22 y 23), asi como una disminuciéon en la
liberacidon de especies reactivas como el NO (Figura 18), que contribuyen al fenémeno

citotoxico e inflamatorio inducido por el LPS.

Por otro lado los resultados muestran que el IFC-305 es capaz de modificar la expresion
de la arginasa | y su actividad, contribuyendo a la polarizaciéon de las CK a un fenotipo

antiiflamatorio o activado alternativamente M2 (Figuras 17, 22 y 23).

Para demostrar el mecanismo especifico por el cual se estaba mediando esta
activacion, se emplearon inhibidores de transportadores y receptores de adenosina asi
como antagonistas especificos de los receptores de manera independiente, analizando
siempre la actividad de la enzima arginasa, que se ha establecido como un marcador

para diferenciar a los macrofagos M2 (74).

Para determinar que la via de activacion sea mediada por transportadores de adenosina
se empled un antagonista denominado teofilina que bloquea los 4 transportadores de
adenosina al mismo tiempo (A1, A2a, A2b y A3) y agonistas selectivos de cada
transportador (Figura 21) y un agente bloqueador de canales: dipiridamol, en todos los
casos se demostré una disminucion de la actividad de arginasa, sin mostrar significancia
estadistica entre los grupos, por lo que potencialmente el efecto del IFC-305 en las
células de Kupffer en cultivo esté mediado tanto por transportadores como por
receptores. Sin embargo en ambos casos (24 y 48 horas) se muestra que la teofilina
genera una disminucién aun mayor sobre la actividad, por lo que podemos sugerir que
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la mayor porcion del efecto del IFC-305 en células de Kupffer en cultivo sobre la

actividad de arginasa esta mediada por receptores (Figura 19 y 20).

Por otro lado los resultados muestran la tendencia del IFC-305 para modificar la
expresion de proteinas como la arginasa I, contribuyendo a la polarizacién de las CK a
un fenotipo antiinflamatorio o activado alternativamente M2, asociado a la activacién de
5-LO, ésta ultima enzima involucrada en la sintesis de mediadores de resolucién de la
inflamacién, ambas mostrando una tendencia al incremento de la expresion de las
proteinas con el tratamiento del IFC-305 en las células en cultivo a las 48h (Figura 22),
de donde surge otra hipdtesis, en la que el compuesto podria estar mediando otros

factores de resolucion de inflamacioén tales como resolvinas o protectinas.

En cuanto a parte del mecanismo de accion intracelular, empleando un homogenado de
proteinas totales de las células cultivadas y lisadas, se determiné por western blot la
expresion de SOCS3 (Figura 22), esta proteina es un supresor de la sefalizacion de
citocinas que atenua la sefializacion proinflamatoria mediada por la familia de las
proteinas STAT (106,112) a la que se le da una relevancia clinica terapéutica en
mecanismos de antiinflamaciéon; cémo podemos observar, la expresion sugiere un
aumento respecto al control (Figura 23), por efecto del IFC-305, sera necesario realizar
un mayor nimero de experimentos para demonstrar que el farmaco es capaz de
incrementar esta sefal de regulacion intracelular y el resto de la via molecular
relacionada, como son los receptores a citocinas, principalmente IL-13 e IL-4 y la IL-10,
que atenua la secrecion de citocinas proinflamatorias, asi como un analisis a detalle de
otros mediadores de la via de sefalizacion involucrada en este mecanismo como

cinasas JAK-STAT y el factor de transcripcion NF-kB.

A la par es relevante mencionar que CD14, el receptor acoplado al TLR-4 que sefializa
intracelularmente a través de su unién a LPS, no muestra cambios que sean
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significativos en sus niveles de expresion, excluyendo cambios a este nivel para los
efectos del IFC-305 (Figura 22), sin embargo no es de ignorarse que la via de TLR-4
dependiente de MyD88 debera estudiarse mas a detalle para consolidar los efectos que

se producen a este nivel de sefializacion.

En el caso de PPAR-y, es relevante mencionar que se produce un efecto del farmaco
IFC-305 a nivel de tejido hepatico y que ya se ha reportado por el grupo (117). Dicho
receptor nuclear esta asociado a la polarizacion de macréfago tipo M2 mediada por IL-4
(107), como podemos observar en la Figura 22 esta proteina incrementa a las dosis
bajas de IFC-305 100uM, dando indicio a que el mecanismo de accion a dosis mas altas
no involucra directamente a esta molécula y difiere de lo que podria ocurrir a dosis de
5mM del IFC-305, tal y como se demostrado con otras células como hepatocitos y
células estelares en cultivo primario, sugiriendo que muchos mecanismos del

compuesto son dosis-dependientes.

La busqueda del mecanismo por el cual el farmaco genera su efecto en las senales del
espacio intracelular debera continuarse a través de la observacién de regulacién a nivel
de expresién de receptores de adenosina: A2a, A2b que se ha descrito también juegan
un papel relevante en la polarizacion de los macrofagos (Figura 21 y 22) mediante los
efectos que produce el bloqueo selectivo de los dichos receptores y la expresion

regulada a nivel de proteina.

El IFC-305 es un compuesto derivado de la adenosina, que se ha demostrado como un
potente regulador de la fibrosis hepatica. La adenosina es un potente agente
antiinflamatorio endégeno liberado por las células en condiciones metabdlicamente
desfavorables, como la hipoxia o la isquemia. La adenosina modula diferentes
actividades funcionales en macréfagos (110). Se cree que algunas de estas actividades
se inducen a través de la absorcion de adenosina en los macréfagos, mientras que otras
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se deben a la interaccion con receptores especificos de la superficie celular. En los
macrofagos derivados de la médula 6sea murina, el uso de diferentes radio-ligandos
para los receptores de adenosina sugiere la presencia de subtipos de receptores de
adenosina A2B y A3. La presencia de receptores A2B se confirmd mediante citometria
de flujo utilizando anticuerpos especificos. El receptor A2B es funcional en macréfagos
murinos, como lo indica el hecho de que los agonistas de los receptores A2B, pero no
los agonistas para A1, A2A o A3, conducen a un aumento en los niveles de AMPc. El
IFN-y regula al alza la proteina de superficie y la expresion génica del receptor de
adenosina A2B mediante la induccién de la sintesis de novo. La regulacién al alza de
los receptores A2B se correlaciona con un aumento en la produccion de AMPc en
macroéfagos tratados con un agonista del receptor de adenosina. La estimulacion de los
receptores A2B por la adenosina o sus analogos se ha demostrado que inhibe la
expresion inducida por IFN-y de los genes MHC de clase Il y también la expresion
inducida por IFN-y de 6xido nitrico sintasa y de citocinas proinflamatorias (110). En el
caso de las CK de rata, que fueron tratadas con LPS al mismo tiempo que el IFC-305
mostraron una regulacién de los mecanismos inflamatorios, pero de manera relevante,
el farmaco per se es capaz de modular la secrecién de citocinas hacia un fenotipo M2
mediante el receptor A2B principalmente, sugiriendo que es el nucleo de la adenosina

de la molécula el que regula estos procesos de activacion alternativa hacia M2d.

Por otro lado, en un estudio realizado para evaluar la eficacia de un agonista A2AR
selectivo (FMLP a una concentracion de 100 nM) para controlar la activacion de
macrofagos inflamatorios alveolares humanos en cultivo, se expusieron a durante 120 y
se registrd una elevacion maxima de los niveles de calcio libre intracelular (97.0% sobre
el valor inicial) (108). El andlisis de inmunofluorescencia revelé6 un aumento
dependiente del tiempo de la densidad A2AR en macréfagos alveolares tras la
exposicién a FMLP hasta el 148% del control a las 6 h. Estos resultados muestran que
los estimulos proinflamatorios regulan al alza el A2AR y su activacion amortigua el
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impacto de los estimulos proinflamatorios. Esto apoya que el objetivo de A2AR es una
terapia prometedora para las enfermedades inflamatorias, especialmente para las
enfermedades con un componente inflamatorio fuerte. El efecto que se produce por el
IFC-305 en CK en cultivo muestra que el aumento de activacion y la regulaciéon de los
mecanismos que de ella dependen es regulada en el tiempo, ya que a diferentes horas
en cultivo, los niveles de las citocinas secretadas al medio se ven modificados, no sélo
por el efecto de la dosis de los tratamientos, sino por el tiempo de incubacién con las
moléculas, siendo 48 horas el tiempo en el que los efectos son mas evidentes. Lo
anterior sugiere que como se ha mencionado, la relevancia de los macréfagos
alternativos y su activacion por IFC-305 esta ligada directamente con la resolucion de la
inflamacién en patologias que presentan procesos inflamatorios crénicos, como ocurre
con la cirrosis en el higado y que la remodelacion del parénquima hepatico que se ha
observado en los modelos in vivo con esta misma molécula experimental IFC-305,
indicando con ello que se requiere de un proceso de activacion alternativa M2d,

potencialmente mediado por adenosina, para inducir el efecto reparador de tejidos.

Es de resaltar que existen avances importantes en la definicion de los eventos
inmunoldgicos asociados con la fibrosis en diversas enfermedades hepaticas cronicas.
Dentro de los estudios, para contribuir en el mecanismo directamente asociado a las
células de Kupffer y las citocinas, se ha estudiado en el modelo de fibrosis hepatica
murina inducida por CCl, los efectos de un inhibidor de la secrecion de citocinas
denominado sorafenib que atenué significativamente la lesion hepatica cronica y la
fibrosis, incluida la reduccion de la inflamacién hepatica, asi como la disminucion de la
expresion de los genes relacionados con la fibrosis hepatica, incluida la actina del
musculo liso a, el colageno, las metaloproteinasas de matriz y el inhibidor tisular de la
metaloproteinasa-1. Ademas, el tratamiento con sorafenib dio lugar a la translocacion de
STAT3 citoplasmatico al nucleo en su forma activa. El STAT3 hepatico era critico para
la proteccién mediada por sorafenib contra la fibrosis hepatica, y que la regulacion al
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alza de la fosforilacion de STAT3 dependia de la célula Kupffer y la liberacion de IL-6
derivada (112). En el caso particular de los resultados del presente trabajo la elevacion
de esta regulador en el modelo in vitro, podria relacionarse también de manera directa a
la regulacion de la liberacion de citocinas tanto in vivo como directamente sobre las
células de Kupffer en cultivo que han sido activadas con LPS. Sin embargo este
mecanismo puntualmente podria demostrarse generando un bloqueo selectivo de la via
o un K.O. de la via de sefalizacion mediada STAT3 en CK para determinar otros

efectos en las células que pudieran relacionarse con este intermediario de sefializacion.

Las enfermedades inflamatorias crénicas siguen siendo un problema de salud y se
necesitan nuevos tratamientos antiinflamatorios. Dirigirse a los receptores A2A y A2B de
adenosina (A2AR) ofrece fuertes efectos antiinflamatorios en modelos animales, pero la
traduccion de esta estrategia prometedora para los humanos ha sido un desafio,
posiblemente debido a las diferencias entre especies en la distribucion y los efectos de
los receptores. Por ejemplo, la infeccion de macrofagos con LPS, un fragmento
bacteriano tipo PAMP que activa a M1 por TLR4 desencadena una respuesta apoptotica
debido a la inhibicién de la activacion de p38 MAP quinasa por la toxina letal producida
por bacterias (111). Se ha descrito que gran parte del componente inflamatorio en
cirrosis, estd relacionado directamente con estos fendmenos fisiopatélogicos: la
inflamacién por el lipopolisacarido de endotoxina bacteriano gramnegativo (LPS) esta
implicado en la lesién hepatica aguda y crénica de higado por los TLR4 hepaticos y la
liberaciéon de una alta concentracion de citocinas inflamatorias. Al ser un proceso que se
mantiene de manera cronica por afios, los resultados desencadenan en una cirrosis
irreversible y en muchos casos en carcinoma hepatocelular. Sin embargo, los efectos
independientes de TLR4 de LPS pueden desempefar un papel importante en la
fisiopatologia hepatica. Analizando la fibrosis inducida por tetracloruro de carbono (CCl,)
y la lesion hepatica aguda inducida por LPS en ratones salvajes (WT por sus siglas en
inglés wild type) y una cepa con TLR4-KO (TLR4-knockout) se buscaron los efectos de
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LPS en células estrelladas hepaticas fibrogénicas (HSC) de ratones WT y TLR4-KO in
vitro. El CCls produjo fibrosis y necroinflamacién similares y aumenté la expresion de
ARNm y proteinas de las citocinas y quimiocinas en ratones WT y TLR4-KO. Sin
embargo, la concentracién de LPS circulante no aumentoé en los ratones tratados con
CCls. EI LPS indujo una activacion similar de NF-kB y estimulé la expresion de citocinas
y quimiocinas en HSC WT y TLR4-KO. Finalmente, el LPS causé inflamacion y lesiones
similares en ratones WT y TLR4-KO no tratados previamente (113). Los resultados
proporcionan evidencia de los mecanismos de fibrosis hepatica independientes de TLR4
/ LPS y también indican que TLR4 no es completamente critico para la lesién hepatica
aguda inducida por LPS. Los resultados indican ademas que la sefializacion de LPS en
HSC activadas podria ser un mecanismo para limitar la fibrosis hepatica, lo cual debiera

demostrarse también para las CK y que nos se reportado hasta el momento.

Por otra parte, recordemos que el sistema inmune innato construye la primera linea de
defensa del cuerpo contra los microorganismos patégenos invasores y que para la
defensa efectiva de los invasores patégenos, se debe iniciar una reaccién inflamatoria
estructurada que depende en gran medida de la comunicacién de célula a célula. La
inflamacién a su vez es una reaccion potencialmente autodestructiva que esta
estrechamente controlada para equilibrar la actividad antimicrobiana y el dafio al
huésped. Las proteinas supresoras de sefializacion de citocinas (SOCS) se han
identificado como reguladores negativos cruciales de varias citocinas hematopoyéticas
que emplean Janus kinase (JAK) y transductor de sefiales y activador de sefalizacion
de transcripcion (STAT) y que se encuentran en diversas estirpes celulares inmunes,
entre ellas, los macréfagos. Otros resultados ahora implican que también la sefalizacion
por receptores de reconocimiento de patrones (PRR) del sistema inmune innato que usa
una cascada de sefalizacion distinta induce y se regula por las proteinas SOCS. Por lo
tanto, las proteinas SOCS no solo modulan la comunicacion celular a través de citocinas
dependientes de JAK / STAT sino que también regulan la sefalizacion mediante
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receptores de reconocimiento de patrones que incluyen los receptores tipo Toll (TLR)
(114). En la figura 22 es posible observar que el IFC-305 a dosis altas por si solo fue
capaz de incrementar la expresion de este factor a nivel STAT3 de proteina, lo cual
podria contribuir a la activacion alternativa de las CK, pero a la par a la disminucién de
las citocinas IL-1 e IL-6 de los sobrenadantes del cultivo, sin embargo esta via no es
Unica, existen otros factores intermediarios de sefalizacion que podrian mediar la
secrecion de estas citocinas en CK y que debieran analizarse como la via de IL-1BR

dependiente de MYD88/MKK para NF-KB.

Mas alla de una regulacion mediada por proteinas y sus sefales, esta el nivel genético
en la actualidad, de manera muy reciente se ha descrito que las enzimas epigenéticas
estan emergiendo como controladores cruciales de macréfagos, y que estas células
inmunes innatas determinan el resultado de muchas enfermedades inflamatorias.
Estudios recientes demuestran que la actividad de determinadas enzimas modificadoras
de la cromatina esta regulada por la disponibilidad de metabolitos especificos como
acetil-coenzima A, S-adenosilmetionina, a-cetoglutarato, nicotinamida, adenina
dinucledtido y poliaminas (116). De este modo, las enzimas modificadoras de la
cromatina podrian detectar el estado metabdlico del macréfago y traducirlo en expresion
génica y cambios fenotipicos. Es importante destacar que los distintos subconjuntos de
activacion de macrofagos muestran vias metabdlicas particulares. Los macroéfagos
activados por IFNy / lipopolisacaridos (M1 IFNy / LPS) muestran una glucdlisis alta, que
controla directamente su fenotipo inflamatorio. En contraste, el metabolismo
mitocondrial oxidativo y la produccién de poliaminas son caracteristicas y requisitos para
la activacion de macrofagos inducida por IL-4 (IL-4/M2). Seria de relevancia para la
elucidacion del mecanismo intracelular de estas células, el poder estudiar en un futuro,
mecanismos epigenéticos que se asocian directamente con esta activacion, por ejemplo
el mediado por la desmetilasa de histonas Jumonji H3K27 o JMJD3 que activa genes
especificos de la activacion M2,como IL-4 y la disminucion de citocinas inflamatorias, lo
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anterior porque el IFC-305 también ha demostrado tener una capacidad reguladora
sobre mecanismos epigenéticos y sobre niveles energéticos (117-120). Actualmente ya
se ha determinado que modulaciéon de los macréfagos es esencial para multiples
procesos patologicos desde respuestas autoinmunes, cancer, fibrosis cardiaca, asma,
obesidad, entre otros; lo que sugiere que esta polarizacion y sus mecanismos asi como
la activacion alternativa mediada por una molécula experimental derivada de adenosina

IFC-305 abre una oportunidad para su tratamiento.
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Conclusiones

® Las células en cultivo fueron identificadas con el fenotipo ED-2+ y se induce la
expresion con LPS de las marcas CD11b+ / CD163+ que corresponden a
macroéfagos tisulares de higado o células de Kupffer activadas.

® Las concentraciones a emplearse en los ensayos se determinaron por curvas de
viabilidad: para LPS [10mg/mL], para IFC-305 [100uM y 5mM].

® E| LPS activa a las células de Kupffer clasicamente a un fenotipo M1,
demostrado por la liberacion de NO al sobrenadante del cultivo y la expresion de
proteinas como iNOS, p22 y CD163 por western blot.

® El| IFC-305 es capaz de disminuir la activacion clasica M1, inhibiendo la
expresion de la proteina por iNOS y p22.

® EI| IFC-305 disminuye la secrecion de citocinas inflamatorias IL-1[3, IL-6 y TNF-a
a las 24 y 48 horas de CK en cultivo, potencialmente mediado por la citocina
inmuno-reguladora IL-10.

® El tratamiento con IFC-305 [5mM] incrementa la expresiéon en los niveles de
proteina arginasa | y la expresion de SOC3.

® |a actividad enzimatica de arginasa disminuye en presencia de dipiridamol y de
teofilina, por lo que el efecto del IFC-305 potencialmente esta mediando tanto
por transportadores como por receptores.

® |os antagonistas de los receptores A2A (MSX-3) y A2B (MRS 1754) bloquean
los receptores disminuyendo la actividad de arginasa, por lo que el IFC-305
activa alternativamente a las células de Kupffer, lo cual podria ser través de los

receptores A2A y A2B hacia un potencial fenotipo M2d.
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@ L-Arginine

TNF-a, IL-1B, IL-6

B)

IL-10, Arg-1, 5-LO

Figura 24. Mecanismo de accion de IFC-305 in vitro sobre las células de Kupffer.
A) La activacion clasica M1 de CK en cultivo, tratadas con LPS, induce la expresion de
CD163, iINOS, STAT3 y p22. Las células secretan citocinas inflamatorias como: IL-1p3,
IL-6 y TNF-a; B) La activacion alternativa potencial subtipor M2d inducida por IFC-305,
aspartato de adenosina, aumenta la expresion de 5-LO, PPAR-y, A2a, Arg1 y SOCS3,
disminuyendo la sintesis de citocinas proinflamatorias, esto potencialmente mediado por

un aumenta en la secrecion de la citocinas inmunorreguladora IL-10.
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Perspectivas

Profundizar en las vias de sefalizacion de las células de Kupffer tratadas con
IFC-305 in vitro.

Bloguear selectivamente el receptor A2A y A2B para demostrar los efectos
dependientes de receptor durante la activacion de células de Kupffer tratadas
con IFC-305.

Demostrar que la activacion inducida por IFC-305 es potencialmente M2d en
otros tipos celulares de macréfagos, que pudieran ser peritoneales o
alveolares en cultivo.

Analizar el mecanismo epigenético de activacion de las células de Kupffer
con IFC-305.

Profundizar en la regulacién epigenética en activacion M2d de macréfagos
por adenosina.

Activar selectivamente macréfagos en cultivo con IFC-305 y emplearlos en
como terapia celular en modelos experimentales de patologias inflamatorias
que requieran remodelacion de tejido para su tratamiento, como en los casos

de sindrome postrombaético, fibrosis quistica o alzheimer.
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