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Los rcceptores activados por proteasas (PARs) son una subfamilia de los receptores acoplados a
proteinas G de cuatro micmbros de los cuales una caracteristica es la activacion por serin
protcasas y cuyos efectos han s¢ han descrito como muy diversos, entre ellos con implicaciones
en el sistema inmune. Por su partc en modelos murinos de tuberculosis se¢ ha evidenciado la
presencia de estas enzimas y se sugiere una implicacion importante en los granulomas generados
por esta infeccion, en los cuales, ¢l fenotipo adquirido por los macrofagos (M®) juega un papel
de suma importancia en el combate cfectivo de esta enfermedad. Objetivos: Conocer la
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producidos en un modelo in vitro de infeccion con CFP de M. mberculosis. Material y
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Th1/Th2 Conclusién: La activacion de los receptores PARs polariza los monocitos a MO M2 y
estos presentan un perfil de citocinas mixto en la estimulacion con los antigenos de M.

tuberculosis.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1. Tuberculosis pulmonar.

1.1.1. Generalidades.

La tuberculosis (Tb) es considerada una enfermedad que histéricamente
aparece con la ganancia de la capacidad patogena por parte del
microorganismo Mycobacterium tuberculosis en el Africa de hace unos 70,000
afos aproximadamente, empezando su diseminacion con la migracion de su
hospedero'?. Aunque existe una teoria en la cual los hombres fueron capaces
de transmitir la enfermedad a los animales con la aparicidn de la domesticacion
de los mismos®, un estudio comparativo del genoma del complejo M.
tuberculosis (CMtb) en humanos con el CMtb que afecta a animales, sugiere
que esa adquisicion de un nuevo hospedero no esta relacionada con la
domesticacion de animales, por lo que los agentes que infectan tanto a
humanos como animales comparten un origen ancestral que pudo adaptarse a
ambos tipos de hospedero incluso antes del neolitico*. Posteriormente, con el
incremento poblacional y el establecimiento civilizaciones socialmente mas

limitadas y actividades que forzaron el sedentarismo como la agricultura, es



como se seleccionaron cepas de M. tuberculosis con una mayor virulencia y
transmisibilidad®®.

Aunque la Tb es una enfermedad descrita desde la antiguedad, no es sino
hasta los trabajos de Robert Koch en 1882 en los que se descubre que esta es
una enfermedad cuya etiologia es de caracter infeccioso a cargo del
microorganismo M. tuberculosis’ también conocido como bacilo de Koch en su
honor.

La Tb es una enfermedad que principalmente se desarrolla como una
afeccién pulmonar por la inhalacion del microorganismo®, aunque eso no impide
que pueda presentar otras manifestaciones clinicas conocidas como Tb
extrapulmonar®. Dado la naturaleza primordial de la infeccién que es la
colonizacion de los pulmones, el organismo es facilmente transmisible por via
aérea mediante los aerosoles generados al toser o estornudar'®, estimandose
que un individuo con la enfermedad activa pueda infectar de entre 10 a 15
personas en el transcurso de un afio'", siendo las personas mas propensas a la
enfermedad aquellas que presentan una infeccion con el virus de

inmunodeficiencia humana (VIH)'

, padecen alteraciones funcionales a nivel del
sistema inmune, enfermedades cronico-degenerativas como la diabetes,
estados de desnutricién o consumidores de tabaco'".

Entre las especies de micobacterias causantes de Tb ademas de M.
tuberculosis sensu stricto se encuentran M. africanum, M. bovis, M. caprae, M.
pinnipedii, M. microti, M. canetti, M. mungi y M. orygis, comprendiendo el

CMtb™. La distribucién de estas especies como agente causal de tuberculosis

es muy variada tanto en hospederos como en ubicacion geografica encontrando



por ejemplo a M. bovis y M. caprae como el causal de la tuberculosis en
animales domésticos' o a las especies de M. canetti y M. microti con una baja
incidencia en zonas especificas del continente africano’"°.

Aunado a la complejidad que representa la enfermedad por si misma y las
repercusiones que representa en la salud publica a nivel mundial,
recientemente se han observado cepas de M. tuberculosis con la capacidad de
resistir a ciertos farmacos antituberculosos como la isoniazida y la rifampicina,
(medicamentos de primera linea considerados eficaces para la eliminacién de la
infeccion); estas cepas son consideradas actualmente como las causantes de la
Tb multirresistente (Tb-MDR). Aunque existen medicamentos que pueden ser
utilizados para el combate de la Tb-MDR con una serie de farmacos conocidos
como de segunda linea (por ejemplo etionamida y cicloserina), actualmente se

conoce la existencia de nuevas cepas capaces de resistir a esta nueva opcion

de tratamiento'”.

1.1.2. Mycobacterium tuberculosis.

Dentro del género Mycobacterium se han identificado mas de 100 especies
gracias a la secuenciacion de la subunidad ribosomal 16S'®, estimandose poco
mas de 20 especies las que presentan cierto grado de patogenicidad en el
humano'®, y entre estas es particularmente M. tuberculosis la que con mayor
frecuencia se aisla como causante de esta enfermedad. Dentro de esta especie

de micobacteria la cepa H37Rv es en la cual se ha logrado hacer la



secuenciacion de su genoma encontrando 4.4x10° pares de bases (pb) con
aproximadamente 4,000 genes'®.

M. tuberculosis es una bacteria intracelular facultativa, aerobia estricta, cuya
principal célula blanco son los macréfagos (M®)'. Es un microorganismo que
mide de 0.3-0.5 ym de diametro con una longitud variable, segun la tincion de
Gram reacciona como un microorganismo débilmente Gram positivo cuya
caracteristica distintiva es la elevada presencia de lipidos en su pared celular®.
La pared celular de las micobacterias actia como una barrera contra
condiciones ambientales adversas ademas de ser impermeable a diversos
compuestos, incluyendo los propios farmacos anti-Tb'. La estructura de la
pared celular esta compuesta por una delgada capa de peptidolgicanos unida
covalentemente a un polimero de arabinogalactanos; seguida de cadenas de
acidos grasos largos (acidos micoélicos) compuestos por mas de 90 carbonos,
ademas de encontrarse glucolipidos, proteinas formadoras de poro y
lipoarabinomananos (LAM), los cuales confieren la naturaleza antigénica a la

micobacteria®' 2 (

Figura 1).

Entre las caracteristicas que permiten la diferenciacion de esta especie se
encuentra el lento crecimiento en cultivos in vitro el cual comprende de 12-25
dias a 37 °C, produciendo colonias pequefias color beige; entre sus
caracteristicas bioquimicas se encuentra la produccion de niacina, ureasa,
catalasa, y reduce los nitratos a nitritos'® ademas de ser termolabil. M.
tuberculosis es un microorganismo que puede resistir el ambiente
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intrafagosomal impidiendo la maduracion del fagosoma , esto por un lado



gracias al sistema de secrecion ESX-1 que permite la liberacién de efectores al

27,28

citosol de la célula hospedera““", evitando alteraciones como cambios de pH,

hipoxia, privacién de nutrientes y especies reactivas de oxigeno y nitrégeno®*"
¥ Ademas del sistema de secrecion ESX-1, en M. tuberculosis también se
presentan los sistemas ESX-2, ESX-3, ESX-4 y ESX-5 favoreciendo la

virulencia de la especie®.
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Figura 1. Representacion grafica de la pared celular micobacteriana.

1.1.3. Aspectos epidemiolégicos de la tuberculosis pulmonar.

La Tb es un problema de salud publica que aqueja a todo el mundo,
estimandose que aproximadamente un tercio de la poblacion mundial esta

infectada con el bacilo y es causante de mas de dos millones de muertes al



afio®?, constituyéndose como la principal causa de muerte por un agente

infeccioso'®. Aunque la mayoria de los individuos que viven con la infeccién por
M. tuberculosis permanecen es un estado de latencia, se estima que entre el 5-
10 % de estos progresaran en la forma activa de la enfermedad en algun
momento de su vida®.

Se tienen reportes sobre la reduccion de los casos de Tb durante las
primeras ocho décadas del siglo XIX en Estados Unidos® con un incremento
entre 1985 y 1992 debido a esquemas ineficientes en la atencion a esta
enfermedad, la epidemia de VIH, la inmigracion de personas desde zonas
endémicas y la aparicion de la Tb-MDR®. Desde 1993 la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) declar6 a la Tb como una emergencia de salud a nivel
mundial debido a la cantidad de individuos infectados en el mundo y su alta tasa
de mortalidad"’.

En el reporte expedido por la OMS en el 2017 se establece a la Tb como
una de las principales 10 causas de muerte en el mundo. Se estima que en
2015 10.4x10° personas enfermaron de Tb y que 1.8x10° murieron por la
misma causa; el 35% de las muertes asociadas a VIH fueron por este
padecimiento y unas 4.8x10° personas desarrollaron Tb-MDR. La India, seguida
de Indonesia, China, Nigeria, Pakistan y Sudafrica son los seis paises que
lideran la lista de paises con la mayor mortalidad, comprendiendo en conjunto el
60% de los casos de muerte por esta enfermedad’’.

Solamente en México la secretaria de salud menciona en su informe
epidemioldgico del 2016 la aparicion de 15,769 casos nuevos de Tb en el pais

ese afio, donde los estados que lideran los primeros tres lugares de casos



nuevos son Baja California Norte, Veracruz y Nuevo Ledn, respectivamente®

(Figura 2).

Figura 2. Distribucién de Tb en México. Los estados de la republica con los tres

primeros lugares de casos en el 2016.

1.2. Fisiopatologia de la tuberculosis humana.

1.2.1. Infeccién pulmonar (primoinfeccion).

La Tb es una enfermedad que aunque puede afectar a diversos organos y

sistemas de organismo el 90% de los casos se restringe a la infeccion

pulmonar®, siendo otros blancos patoldgicos el sistema nervioso central (SNC),



aparato digestivo, sistema genitourinario, osteoarticular, entre otros, los cuales
en conjunto reciben el nombre de Tb extrapulmonar, aquejando principalmente
a pacientes en condiciones de inmunocompromiso® y comprendiendo estos
casos entre un 15-20 %*°. Una de las condiciones mas severas de Tb extra
pulmonar es la “tuberculosis miliar’, observada en el 10 % de los casos®, y
frecuentemente relacionada con pacientes inmunocomprometidos o adultos
mayores; en este caso la bacteria se disemina por sistema circulatorio y puede
alcanzar a establecerse en cualquier érgano®’.

El proceso infeccioso inicia al inhalar los bacilos a partir de las secreciones
respiratorias de un individuo con tuberculosis activa, estableciéndose la bacteria
en los pulmones en primer Iugar42. Sin embargo, para que la enfermedad
alcance a establecerse como tal debe considerarse la concentracion del indculo
con el que un individuo se infecta y la condicion inmunoldgica en la que se
encuentra. La inmunidad celular del hospedero se activa y contiene o elimina la
replicacion de la micobacteria, todo esto entre 3 y 6 semanas aproximadamente
posteriores a la infeccion, siendo solo el 5% de los individuos expuestos los que
evolucionan a la enfermedad activa a lo largo de los siguientes dos afios post-
exposicion®?.

En los individuos que tienen la enfermedad activa se presenta fiebre,
astenia, disnea, debilidad, pérdida de peso progresiva, tos productiva con
esputo purulento con o sin hemoptisis. Si en este estado de la enfermedad el
individuo presenta una eficiente respuesta inmunoldgica, la sintomatologia
disminuye gradualmente hasta una completa desaparicién, con la eliminacién

del bacilo de las secreciones pulmonares y la contencion de su replicacion a



nivel pulmonar, sin embargo un pequefio numero de bacilos permanecen

viables por un tiempo indefinido (tuberculosis latente)*.

1.2.2. Latencia y reactivacion de la tuberculosis.

La Tb latente es un estado asintomatico, posterior a la exposicion y el
establecimiento de M. tuberculosis, donde se establece una respuesta inmune
especifica que mantiene controlada la replicacion del microorganismo dentro de
los M®, pero que tiene la capacidad de reactivarse, permitiendo la recuperacién
de la actividad proliferativa del agente'®**. Estas cepas pueden presentar una
elevada tasa de resistencia a los antibidticos*. Este episodio de la enfermedad
puede ser evidenciado por una reaccidn positiva a la intradermorreaccion a la
tuberculina o la observacibn de lesiones pulmonares en examenes
radiolégicos**. La infeccion latente de la Tb puede revertirse a la forma activa
de la enfermedad, siendo la principal causa de este fendbmeno el declive de la
respuesta inmune del individuo'®; entre las consecuencias de dicho fenémeno
la generacion de una inmunodeficiencia por una coinfeccion con el VIH es de
las principales causas debido a una reduccién en los niveles de células T CD4
especificas contra el bacilo de Koch*.

Se estima que cerca del 10% de los individuos infectados pueden
presentar un cuadro de reactivacion en algun momento de su vida, siendo otras
causas ademas de la inmunosupresién por VIH, la malnutricion, el alcoholismo,

tabaquismo crénico, enfermedades cronicas como la diabetes e inclusive la



edad avanzad. Entre las manifestaciones que presentan los individuos
reincidentes en esta enfermedad se encuentra tos productiva con esputo
hemoptoico, fiebre, fatiga, diaforesis, pérdida de peso y malestar general,
observando por ejemplo en imagenes radioldgicas la formacion de cavidades

pulmonares®’.

1.3. Respuesta inmune a la infeccion por M. tuberculosis.

1.3.1. Respuesta inmune protectora Th1.

Posterior a la inhalacion y establecimiento de M. tuberculosis en los
pulmones®®, las primeras células en reconocer al patogeno seran los M®
alveolares*. Estas células tienen la capacidad de fagocitar al microorganismo y
destruirlo, o al menos contenerlo para evitar su replicacion, lo cual depende del
estado inmunoldgico del individuo®®. Por otro lado, las células dendriticas
residentes una vez que censan la presencia del antigeno micobacteriano, estas
puedan llevar a cabo su capacidad de fagocitosis y entonces son llevados en un
proceso de migracion celular a los ganglios linfaticos regionales donde se lleva
a cabo el proceso de presentacion antigénica a los linfocitos T virgenes5°, los
cuales, dada la naturaleza del antigeno se polarizan a células Th1 CD4"

productores de IFN-y, todo esto dependiente de la produccion de IL-1249°"52,

Otras células productoras de IFN-y son los linfocitos T CD8y las células

NK34,49,52.
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El IFN-y producido por las células Th1, principalmente, es esencial para

el control de la infeccion por M. tuberculosis*®>?

, promoviendo la expresion de
iINOS en los M® de ratones, lo que conduce a la formacién de intermediarios
reactivos del nitrdgeno indispensables para la destruccion de las

%354 aunque hay menor evidencia de esto en M® humanos®®; sin

micobacterias
embargo, se sabe que el IFN-y es necesario para promover la maduracion del

fagolisosoma®® y la induccién de péptidos antimicrobianos®”.

1.3.2. Inmunosupresioén y anergia.

Durante la tuberculosis es caracteristica la presencia de inmunosupresion,
caracterizada por la produccién de la IL-10, la cual es una citocina reguladora
que aminora la respuesta inflamatoria y limita la efectividad de la respuesta Th1
del hospedero, favoreciendo la cronicidad de la infeccion®. La IL-10 es una
citocina producida por células como los M®, neutrdéfilos, células dendriticas, y
linfocitos B y T°%, entre sus funciones se encuentra limitar la capacidad de
presentacién antigénica, ademas de inhibir la produccién de la IL-12°9°"; por
otra parte favorece la sobrevivencia de patdgenos intracelulares al impedir la
formacion del NO y la produccién de TNF en los M®®'®?, Se ha demostrado en
modelos murinos que la inhibicion de la sefalizacion de la IL-10, mejora la
produccion de citocinas como el IFN-y y el TNF, favoreciendo la produccién de
quimiocinas e incrementando la respuesta de las células T CD4", asi como su

diferenciacion a células Th1%.
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1.3.3. El balance Th1/Th2 y la progresién a tuberculosis activa.

La naturaleza antigénica de M. tuberculosis tiene como consecuencia la
polarizacion de las células T CD4" hacia un fenotipo Th1 caracterizado por la
produccion de IL-12, IL-2 e IFN-y***"%2 ¢| cual, potencia las funciones de los M®
incrementando su actividad fagocitica, aumenta la expresion de iNOS, la

produccion de TNF-a y la capacidad de presentacion antigénica® (Figura 3).
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Figura 3. Desarrollo inmunolégico de la infecciéon por M. tuberculosis desde el
establecimiento en el pulmén. M. tuberculosis puede ser fagocitado por los M®
alveolares y destruido o contenido en granulomas; por su parte las células dendriticas
residentes de pulmén pueden fagocitar y migrar a ganglios linfaticos donde llevan a
cabo la presentacion del antigeno a linfocitos T, los cuales al polarizarse en células

efectoras Th1 regresan al sitio de la infeccion.



En conjunto, esto es un ambiente efectivo para eliminar la infeccion
debido a las condiciones desfavorables que se inducen para la micobacteria®.
Sin embargo, en algunas circunstancias este sesgo hacia el fenotipo Th1 puede
equilibrarse e inclusive superarse por una respuesta del tipo Th2, un fendmeno
que puede ser atribuido a diversos factores, como el estado inmunoldgico del
individuo, una coinfeccion con VIH, la virulencia de una cepa en particular, entre
otros®®®8. En dichos casos la respuesta pro-inflamatoria se reduce o inhibe,
dominando ahora un ambiente anti-inflamatorio con predominio de IL-4 e IL-
10%°, las cuales son promotoras de un ambiente favorable para el

establecimiento de M. tuberculosis.

1.4. Respuesta celular de los M® a la infeccién por micobacterias.

1.4.1. Ontogenia y maduracion del linaje monocitico.

Los monocitos son una subpoblacion de células sanguineas procedentes de la
médula 6sea’® a partir de la célula madre hematopoyética (CMH)"!, la cual
mediante una serie de procesos de proliferaciéon y diferenciacidon adquiere
distintos estadios intermedios en el linaje mieloide’? pasando por el progenitor
mieloide comin (PMC)™, el progenitor de granulocitos y macréfagos (PGM)”,
el progenitor de macréfagos y células dendriticas (PMD)™ y el progenitor de
monocitos (PMo), el cual se diferencia del PMD por carecer de la expresion del

marcador CD135"°. Los monocitos han sido considerados como el reservorio de
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los precursores mieloides para la recuperacion de M® y células dendriticas, sin
embargo, actualmente se sabe que muchas subpoblaciones de estas células
(por ejemplo, células dendriticas de o6rganos linfoides, células dendriticas
plasmocitoides, células de Langerhans) corresponden a un PMD independiente
de monocitos, originandose en ocasiones directamente en la médula ésea, por
ejemplo, el progenitor de células dendriticas comdn (PDC)®. Los ultimos
estados de inmadurez del linaje monocitico corresponden al monoblasto y el
promocito, las cuales pueden ser identificados por un tamafo superior,
citoplasma azul-gris y la presencia de nucléolos, estas formas celulares son
finalmente liberadas de la médula después de un transito de 60 horas en
promedio a la circulacién sanguinea como monocitos maduros’’ donde
permanecen en circulaciéon por un promedio de 1 — 2 dias’". El proceso de
diferenciacion de los distintos estadios de maduracion del linaje monocitico es
principalmente regulado por el factor estimulante de colonias de macréfagos (M-
CSF), producido por las células estromales’®, y bajo condiciones de inflamacién
por ejemplo, por el factor estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos
(GM-CSF), favoreciendo también la maduracion de los fagocitos
mononucleares’®®. Los monocitos constituyen en promedio del 5 — 10 % de los
leucocitos totales circulante en sangre periférica’®. Estas células tienden a ser
muy pleomorficas con variaciones del tamafo de 12 — 20 ym, lo que las
convierte en las células de mayor tamafio en circulacion. El citoplasma es color
azul gris disperso regularmente en toda la célula con presencia de granulos

finos; el nucleo tiende a presentar una morfologia irregular, aunque su
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caracteristica forma arrifionada es distintiva’’.

Los monocitos son ceélulas muy heterogéneas que pueden ser
clasificadas como monocitos inflamatorios, monocitos anti-inflamatorios y
monocitos intermedios, segun la expresion de marcadores de superficie y la
funcién que desempefien®’. El receptor de lipopolisacarido (LPS) o CD14 es
una molécula altamente expresada en la superficie de los monocitos y el cual
ha sido considerado como el marcador ideal para la identificacion de esta
célula®’. Con base en la expresiéon del CD14 y el también variablemente
expresado CD16, los monocitos presentan tres fenotipos: los monocitos
clasicos o inflamatorios presentan una alta expresion de CD14 y nula expresion
de CD16 (CD14""CD16); por su parte, los monocitos intermedios presentan
altas concentraciones del CD14 en la membrana y bajas de CD16
(CD14™"CD16"). Finalmente, los monocitos no clasicos o antiinflamatorios
poseen una baja expresion de CD14 con respecto a la elevada expresion del
CD16 (CD14*CD16"*)"*%2,

Los monocitos clasicos ademas de la caracteristica expresiéon de CD14
también expresan TLR y CCR2, reconocen PAMPs y fagocitan
microorganismos y detritos celulares. Producen citocinas, mieloperoxidasa,
superoxidasa y son inductores de inflamacion. Los monocitos clasicos
(CD14""CD16") estan presentes en circulacion en un 85%, con respecto a las
otras subpoblaciones’’. Esta subpoblacion de monocitos tienen la distincion de
migrar a los sitios de inflamacién y secretar citocinas que estimulen la

inflamacién localizada o sistémica, para después diferenciarse en Mo
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inflamatorios los cuales tienen una accion mejorada para remover PAMPs vy

restos celulares’®®',

Este fenotipo de monocitos humanos tienen como
equivalente en los ratones a los monocitos con alta expresion del Ly6C""°.

Por su parte los monocitos no clasicos que comprenden un 10 % de los
monocitos circulantes’’ expresan grandes cantidades de MHC-Il y CD32,
ademas del receptor de quimiocinas CCR5'%. Estos monocitos se vuelven M®
residentes de tejido donde se diferencian en M® antiinflamatorios, los cuales
tienen entre sus funciones reparar tejidos y mantener la homeostasis®’. Esta
subpoblacion de monocitos tiene como equivalente en los ratones el fenotipo
Ly6CIOW70.

Bajo ciertas condiciones los monocitos sanguineos son reclutados a los
tejidos donde se diferencian en M® y células dendriticas®, donde modifican su
fenotipo segln los estimulos ambientales del sitio®!, como productos
microbianos, dafio celular o actividad linfocitaria®*. Algunas de estas
condiciones son situaciones de inflamacién ocasionadas por enfermedad,
infecciones por ejemplo’™®, donde tienen funciones como células efectoras del
sistema inmune, asi como funciones de reparacion y homeostasis®2. Por otro
lado, se ha demostrado que los M® residentes de tejido no son derivados de la
diferenciacion de los monocitos si no que proceden de un precursor distinto, sin
embargo, también se sabe que estos si contribuyen a la repoblacion de estos
M® en condiciones de homeostasis’’ en la piel® y el intestino®, vy
recientemente también se ha observado una repoblacion parcial en el corazén®

y los pulmones®®.
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Los M® son células con un tamafio un poco mas grande, un nucleo mas
redondeado con nucléolos y un citoplasma mas azulado, ademas de granulos
en el citoplasma’’. Dentro de las poblaciones de M®, ademas de los Md
derivados de monocitos, también existen los M® residentes de tejido cuya
aparicién es dependiente de origenes distintos del hematopoyético®®. Los M®
comprenden un 10 — 15% del numero total de células en el organismo en
condiciones basales (pudiendo incrementar en condiciones de inflamacion),
presentando a su vez una elevada heterogeneidad dependientes del
microambiente donde se desarrollen.

Los M® residentes reciben su nombre dependiendo del sitio anatémico
donde se presentan, asi por ejemplo estan los osteoclastos (hueso), los M®
alveolares (pulmon), microglia (SNC), histiocitos (tejido conectivo), células de

Kupffer (higado) y células de Langerhans (piel)®°

, Sin embargo, las funciones de
todos estos M®d son las mismas en los distintos tejidos participando en el
desarrollo del tejido, en la respuesta inmune celular innata contra patégenos y
en mantener la homeostasis tisular eliminando células muertas y favoreciendo
la reparacion del tejido”".

En principio se consider6 a los M® residentes de tejido con un origen
derivado de monocitos, los cuales migraban a un sitio anatdmico en particular

bajo estimulos especificos y ahi se establecian®%?

, Sin embargo, dado que
estas células proceden de progenitores embrionarios y se desarrollan en los
tejidos antes del nacimiento conduciendo a los M® residentes de tejido™, y la

habilidad que tienen algunos M® residentes de tejido para proliferar en el
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adulto™, fueron la evidencia para establecer un origen ontogénico distinto al de
los monocitos y los M® derivados de monocitos.

Segun la hematopoyesis embrionaria el desarrollo de los M® inicia en la
hematopoyesis primitiva en las primeras células progenitoras en el saco vitelino
donde via sistémica pueden migrar a varios tejidos, como el cerebro®,
colonizando y manteniendo elevadas tazas de proliferacion®®®’. Una distincién
muy marcada entre la hematopoyesis primitiva y la definitiva se basa en la
expresion del factor de transcripcion Myb en esta ultima, mientras que los M®
derivados del saco vitelino presentan una diferenciacion independiente del

mismo, y en su lugar se activa la expresion de PU.1%

, por lo que se establece
que estos M® derivados del saco vitelino constituyen un linaje distinto al de la
progenie derivada de la CMH.

Posteriormente, la hematopoyesis sigue en el higado fetal donde esos
progenitores hematopoyéticos del saco vitelino, y después por la CMH,
continuan su proliferacion y migracion al resto de los 6rganos del individuo para
continuar el establecimiento de estas células®. El higado fetal se vuelve la

fuente de la hematopoyesis definitiva productor de monocitos fetales circulantes

durante la embriogénesis dando lugar a los M® residentes tales como las

100 |101 I
)

células de Kupffer en el higado ™, las células de Langerhans en la pie 0s
M® alveolares en el pulmén® y generando los M® cardiacos®’, los cuales
expresan el factor de transcripcion S100a4 a diferencia de los M® del saco
vitelino, siendo unicamente la microglia los unicos M® independientes de esta

diferenciacion'®, de manera que los monocitos fetales son la principal fuente de
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precursores embrionarios para el establecimiento de los M® residentes®®.

El bazo y la médula désea son entonces colonizados via circulacion
sanguinea por los progenitores hematopoyéticos que terminaran su
diferenciacion en estos sitios. Posterior al nacimiento y antes de la maduracién
del hueso, la hematopoyesis deja el higado fetal y se establece completamente
en la médula ésea’’, sin embargo, aunque se establece que los M® residentes
tienen un origen previo al hematopoyético, actualmente también se sabe que en

4 existe un

algunos sitios como en la dermis®, el intestino'® y el corazon'
reclutamiento y reemplazamiento constante por M® derivados de monocitos
todo el tiempo en el adulto, actividad que puede ser potenciada en un contexto

inflamatorio'®.

1.4.2. Polarizacién y caracteristicas de los M® M1/M2.

Cuando los monocitos migran a los tejidos como resultado de un proceso
infeccioso, son sometidos a una serie de eventos que finaliza con la
diferenciacion de estas células en respuesta al microambiente de diversos
microorganismos106 y/o la respuesta de citocinas generada por un tipo de
respuesta inmunoldgica adaptativa Th1 o Th2%'% |0 que produce la expresion
de diversos patrones de genes que conducen la produccion de un perfil de
citocinas caracteristico junto con la expresion de marcadores de superficie

igualmente particulares de una subpoblacién de M®'%. Las subpoblaciones de

M® que derivan de monocitos son los M® referidos como los clasicamente
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activados M1, derivados de los monocitos inflamatorios, y por su parte los
monocitos antiinflamatorios son los precursores de los M® alternativamente
activados M2'%’.

Los M® M1 se asocian con enfermedades autoinmunes, procesos
inflamatorios e infecciones'®, donde su participaciéon se basa en promover una

respuesta Th1 y mejorar su actividad antitumoral, bactericida®*'%

y contribuir en
el combate contra parasitos intracelulares’’. In vitro la activacion de los
monocitos en su polarizacion a M® M1 puede estar mediada por derivados de
bacterias como el LPS o vestigios de peptidoglicano que son reconocidos por
TLR, citocinas de caracter inflamatorio como el IFN-y o el TNF-a o factores de
crecimiento como el GM-CSF"'%'"" Las caracteristicas particulares de los M®
diferenciados como M1 tienen la produccion de IL-12, IL-23, IL1p3 e IL-6, asi
como la eficiente produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) "0 e
intermediarios de nitrégeno, como el 6xido nitrico (NO), mediante el catabolismo
de la arginina a citrulina por accion de la sintasa de 6xido nitrico (iINOS), los
cuales tienen una participacion microbicida importante’™""". La activacion de los
TLR o receptores de citocinas involucrados conllevan a la activacion de los
factores de transcripcion de STAT1, la subunidad p65 de NFxB, PI3K y MAPK
para dar lugar a los productos anteriormente mencionados®'%'%"  Otras
moléculas expresadas como resultado de la polarizacion a M® M1 son CD86,
CD40, CCR7'"? y algunas quimiocinas como CXCL1, CXCL2, CXCL3, CCL2,

CCL3y CCL4" (Figura 4).
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Por su parte los M® M2 por su lado tienen una funcibn mas encaminada a la
resolucidon de los procesos inflamatorios, la recuperacion del tejido dafado, la
tolerancia inmunoldgica, la promocion de una respuesta Th2, la participacion en
la eliminacion de helmintos y la progresion tumoral®* %% Estos M® aparecen
tras la estimulacién de los monocitos no clasicos por citocinas propias de una
respuesta Th2 como la IL-4 y la IL-13""°, o antigenos cuya naturaleza tienen a
favorecer este tipo de respuesta como antigenos parasitarios'""; asi mismo
citocinas de caracter antiinflamatorio como IL-10, TGF-B o glucocorticoides
también pueden favorecer una polarizacion M2’". La activacion de esta
diferenciacion inducida por la IL-4 e IL-13 induce a la sefializacion de JAK/STAT
mediada por STAT3 y STAT6%*'%, las cuales finalmente favoreceran la
expresion de IL-4, IL-10, IL-13, TGF-""% y arginasa 1 (Arg1)'”’. La actividad
de la Arg1 tiene como finalidad la produccion de ornitina a partir de arginina, la
cual puede estar involucrada en la promocién de la proliferacion celular, la

M Ademas de las

fibrosis y otras funciones de remodelacion de tejido
moléculas anteriormente mencionadas como producto del fenotipo M2, también
hay expresion en la superficie de estos M® del receptor de manosa (CD206),
del receptor scavenger (CD163)''?, CCL2, CCL17, CCL22'™, CXCR1 vy
CXCR2%. En los M® del tejido adiposo PPARy esta constitutivamente
expresado y entre sus funciones esta la produccién de IL-4 e IL-13, lo cual es

un indicador que en los M® M2 este receptor pueda estar involucrado en la

polarizacion'”’ (Figura 4).
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Figura 4. Condiciones de polarizacion de M® y su fenotipo producto de la

diferenciacion.

1.4.3. Plasticidad de los M® M1/M2 en la infeccion.

Con base en modelos murinos, actualmente se sabe que en ciertas zonas del
organismo existe un recambio de los M® residentes en los cuales la
subpoblacion de monocitos Ly6C* se asocian a la adopcion de un fenotipo
inflamatorio en el proceso de diferenciacion a M®, mientras que el fenotipo
Ly6C™ adquiere capacidades de reparacion del tejido y exhibiendo la promocién

de angiogénesis'™"°

, lo cual, dado el fenotipo funcional corresponderia al
establecimiento de M® M1 y M2 respectivamente'’®. Por otro lado se ha

descubierto que los M® residentes basicamente comprenden un fenotipo de
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M® M2, mientras que todos aquellos que sean reclutados de la circulacién y se
establezcan en el tejido adoptaran un fenotipo tipo M1 y/o M2 dependiendo de
las condiciones de tejido o del microambiente que se encuentre en el
momento’ .

Entre las funciones ya descritas de los M® la implicacion que tienen
como reguladores de la respuesta inflamatoria en la enfermedad y la infeccion,
los posiciona como el enlace entre la respuesta innata y la respuesta adaptativa
dado el monitoreo del microambiente en el que se encuentran dado la
produccion de citocinas y quimiocinas especificas'"’, los cudles seran producto
de estimulos igualmente especificos que diferenciaran los programas de
activacion transcripcionales para establecer el fenotipo especifico de los
MCD71’118.

En principio la polarizacion de M® fue entendida como una analogia del

proceso de polarizacién de las células Th1/Th2''%120

en el que las células T
orquestaban la diferenciacion de los M® hacia el perfil M1/M2, sin embargo,
dado que los M® son las primeras células en reconocer directamente a los
patégenos121 y estos pueden adoptar un fenotipo dependiente del estimulo y a
su vez, deben entrar en contacto directo con los linfocitos T para permitir la
proliferacion de estos ultimos, se piensa que realmente son los M® quienes
inician con el proceso de polarizacion de las células T'?2'%. Por otro lado, a
diferencia de los linfocitos, cuyo fenotipo es irreversible, en los M® se sabe que

estos tienen la capacidad de adoptar un fenotipo distinto, inclusive una vez que

ya se ha adoptado uno, gracias al microambiente de citocinas en el que se
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encuentre; este proceso de cambios y reversion en el fenotipo de los M® es lo
que recibe el nombre de plasticidad'?*"%°.

En algunos analisis de perfiles transcripcionales se ha observado como
las células del sistema inmune innato, entre ellos los M®, comparten un perfil
de expresion cuando estas son expuestas a distintos patégenos'?1%
identificandose una sobrexpresion en genes asociados al perfil de M® M1,
incluyendo las citocinas TNF-a, IL-6, IL-12 e IL-1B3, y las quimiocinas CCL2,
CCL5 y CXCLS8, ademas de la expresion del receptor CCRY7. Este efecto ha sido
observado en modelos de infeccion con Listeria monocytogenes, Salmonella
typhimurim, M. tuberculosis y algunas especies de Chlamydia sp'?®.

Por otro lado, algunos patégenos han desarrollado mecanismos de
evasion con base en evitar el fenotipo pro-inflamatorio del M® M1, de manera
que su sobrevivencia intracelular sea permisiva inhibiendo los procesos
inflamatorios y microbicidas''®. En este sentido se ha observado como en
modelos de infeccion Shigella felxneri, produce un LPS hipoacetilado que evade
el reconocimiento por TLR4 disminuyendo la produccién de citocinas pro-
inflamatorias en M® murinos'®. Por su parte en la infeccion pulmonar en
ratones con Staphylococcus aureus se observdé como se induce la via de Akt1
que favorece la actividad de SOCS1, inhibiendo a la vez la actividad de NF«B,
conduciendo al M® pro-inflamatorio a un fenotipo con funciones microbicidas

disfuncionales™®. Mientras que S. typhimurium se ha relacionado con un

incremento en la expresion de PPARS favoreciendo la reduccion de los
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productos microbianos de los M®, por lo que se sugiere que este efecto tiene
como consecuencia la polarizacién de los M® hacia un fenotipo M2'*'.

En el contexto de la infeccidbn por M. tuberculosis, en las etapas
tempranas los M® M1 forman parte de la respuesta celular en el hospedero’?®,
promovidos por el microambiente pro-inflamatorio con base en la actividad del
INF-y"*2, impulsando la produccién de 6xido nitrico, secrecién de citocinas pro-
inflamatorias, quimiocinas e incrementando la actividad fagocitica lo cual en
conjunto favorece la eliminacion de las micobacterias evitando el

establecimiento de la infeccion'*"%®

. Sin embargo, M. tuberculosis posee
mecanismos que evitan la polarizacion de los M® hacia el fenotipo M1, ya sea
inhibiendo la activacion dependiente del IFN-y, evitando la maduracién de sus
funciones o mediante la produccion de ESAT-6 inhibiendo la activacion de la via
NF«B y las vias de sefalizacion de TLR-2'%81%,

En un contexto opuesto los M® M2 favorecen el establecimiento de una
respuesta tipo Th2'**"*" y se asocian a una pobre respuesta inflamatoria contra
M. tuberculosis, sugiriendo que estas son células permisibles para el desarrollo
intracelular del microorganismo'*®. Se ha descrito que M. tuberculosis influencia
la expresion del factor tipo Kruppel 4 (KLF4) y otros factores transcripcionales
que favorecen el programa de los M® M2 e inhibian el fenotipo M1'3%'%°_ por
otro lado, la polarizacion de los M® M2 también se ha sugerido como es
establecido por la IL-10, cuando el LAM manosilado de M. tuberculosis es

reconocido por el CD206 promoviendo su producciéon'™'. Aunque actualmente

esta bien establecido que los M® M2 son células que presentan las condiciones
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ideales para la replicacion de M. tuberculosis no esta del todo elucidado el

mecanismo que pueden llevar al establecimiento de este fenotipo.

1.5. Las proteasas como potenciales moduladores de la respuesta celular.

Las proteasas, también conocidas como proteinasas o peptidasas, son
proteinas con actividad enzimatica cuya funcion es la hidrolisis del enlace
peptidico’? y en cuya clasificacion estas se dividen segun la posicion del
sustrato donde desempenen su efecto, siendo las exopeptidasas las que
realizan el corte en las posiciones terminales, o las endopeptidasas cuando
estas se realizan en cualquier parte de la posicion central'®. A su vez, las
exopeptidasas son divididas segun el sitio donde desempefian su funcién en
aminopeptidasas y carboxipeptidasas, mientras que las endopeptidasas son re-
categorizadas segun el mecanismo catalitico en serin-, aspartil-, cistein-,
treonin-, glutamil- y metaloproteasas’** "4,

Actualmente se ha identificado que en el genoma de mamiferos
aproximadamente un 2% de los genes codifican para algun tipo de proteasas'*,
encontrandose solamente en el genoma humano 569 proteasas, las cuales se
agrupan en 68 familias, y a su vez estas se distribuyen en 194 metaloproteasas,
176 serin proteasas, 150 cistein proteasas, y finalmente 28 y 21 treonin
proteasas y aspartil proteasas respectivamente’*®. Sin embargo, la produccion
de estas enzimas no se limita a los mamiferos encontrandose también en el
resto del reino animal, plantas, bacterias, hongos y parasitos'*. Segun la base

de datos de proteasas y sus inhibidores (MEROPS) solamente en
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microorganismos como Yersinia pestis, Legionella pneumophila y el protista
Plasmodium falciparum, los cuales son importantes patégenos humanos, se
distinguen mas de 100 genes asociados a algn tipo de proteasas'*’.

La mayoria de las proteasas son sintetizadas en una forma inactiva
llamada zimd6geno, los cuales adquieren su funcidn hasta que son sometidos a
un corte proteolitico u otro evento de activacion'*®. En general las funciones que
poseen estas enzimas se limitan a la hidrolisis del enlace peptidico, sin
embargo las implicaciones de su actividad son muy diversas, encontrandose
relacionadas en la modulacion de interacciones proteina-proteina, generar,
transducir y amplificar sefiales celulares, participar en el proceso de replicacion
y transcripcion del ADN, en los eventos de diferenciacion y proliferacion celular,
control del ciclo celular, remodelacion y morfogénesis de tejidos, angiogénesis,
neurogénesis, ovulacion, fertilizacion, movilizacion de células madre,
hemostasis y coagulacion sanguinea, inflamacion, modulacion del sistema
inmune, autofagia, necrosis, apoptosis, entre otros'*>44147,

Por su parte las bacterias y los microorganismos patdégenos en general
emplean a las proteasas como factores de virulencia favoreciendo el ambiente
para su replicacion, generando un dafio directamente sobre el hospedero o
manipulando el sistema inmune para su evasion, en cualquiera de los casos,
estos son aspectos por lo que las proteasas microbianas son considerados

blancos terapéuticos para su combate'#?'°,

Algunos de los grupos de
proteasas relacionados con bacterias patégenas comprenden a las proteasas
Lon, Clp, HtrA y FtsH, siendo las enzimas CIpXP y CIpCP de las principales

implicadas en la virulencia de las bacterias Gram positivas, mientras que en las
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bacterias Gram negativas, se sabe que estas contribuyen a la patogénesis
afectando procesos bioldgicos a través de la membrana™®, sin embargo, los
mecanismos mas especificos sobre estas proteinas y su relacion con el dafo
generado en el hospedero son aspectos que deben ser mas estudiados para
comprender mejor los aspectos fisiopatoldgicos de las proteasas microbianas
en las infecciones.

Uno de los aspectos funcionales en los que se involucra la actividad
enzimatica de las proteasas es la activaciéon de vias de sehnalizacion, la cual
tiene la particularidad de ser un mecanismo de activacion generalmente
irreversible, y a través de la cual se activa una serie de receptores cuya
particularidad es su mecanismo de activacion: los receptores activados por

proteasas (PARs)'*.

1.5.1. Los PARs y los efectos biolégicos de su activacion.

Los PARs son una subfamilia de los receptores acoplados a proteinas G
(GPCR) conformados por 7 dominios transmembranales con un dominio amino
terminal extracelular y su respectivo dominio carboxilo terminal intracelular'’.
Estos receptores comprenden una familia de cuatro miembros, con dominios de
activacion especificos, diferencialmente expresados en distintas células del
organismo donde desempefian funciones particulares y son activados por
enzimas especificas. Los PAR1, PAR3 y PAR4 son activados por trombina,
tripsina o catepsina G, mientras que PAR2 puede ser activado por tripsina,

tripatasa y factor Xa de la coagulacion'?.
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El mecanismo de activacion de estos receptores por serin proteasas, las
cuales rompen un enlace peptidico en el dominio extracelular, tiene como
consecuencia la exposicion de un nuevo dominio extracelular que es capaz de
unirse a la segunda cresta extracelular del receptor y transducir una sefal al
interior de la célula’™?. En el receptor PAR1 se emplea la trombina como enzima
modelo para su activacion la cual corta el dominio extracelular en la posicidén
R*'VS*FLLRN para exponer la secuencia de activacion SFLLRN'**, mientras
que la tripsina, la cual resulta ser la enzima modelo para la activacion del
receptor PAR2, lleva a cabo su funcién en la posiciéon R*{S*LIGKV'®®; por su
parte para activar al PAR3 la trombina realiza la escision en la posicidén
K3®JT*FRGAP'*® y en el PAR4, tanto la trombina como la tripsina, realizan la

hidrélisis en R*{G**YPGQV'*""*® (Figura 5).

Sitio de corte de proteasa Sitio de union tipo hirudina
) PAR1: NATLDPR ' SFLLRN PN DKYEPFWEDEEKNES
Secuencia
- PAR2: GTNRSSKGR SLIGKV DG
N-terminal | pAR3: NDTNNLAKPTLPIK TFRGAP PNS FEEFP FSALE o
extracelular| paRr4: LPAPR GYPGOV CANDSDTLELPDSS 22 loop extracelular

PAR1l: QTIQVPGLNITTCHDVLNETLLEG
PAR2: QTIFIPALNITTCHDVLPEQLLVG
PAR3: QEYYLVQPDITTCHDVHNTCESSS
PAR4: QTFRLARSDRVLCHDALPLDAQAS

—

Ligando de union

PARl: SECQRYVYSILCCKESSDPSSYNSSGQLMASKMDTCSSNLNNS IYKKLT Secuencia
PAR2: SHDFRDHAKNALLCRSVRTVKQMQUSLTSKKHSRKSSSYSSSSTIVKTSY | -0
PAR3: SKTRMHSTAYLTK (

PAR4: SAEFRDKVRAGLFORSPGDTVASKASAEGGSRGMGTHSSLLOQ intracelular

Figura 5. Representacion de un PAR y sus dominios de activacion.

29



Tanto para la activacidon del PAR1, PAR2 y PAR4 existen péptidos
sintéticos homologos a la secuencia de activacion reducidos a un minimo de
seis aminoacidos que tienen la capacidad de imitar el efecto de la secuencia de
activacion, denominados agonistas peptidicos’®, sin embargo el uso de
agonistas peptidicos del PARS3 es limitado, por el hecho de que este receptor
presenta una region intracelular muy pequena, insuficiente para la transduccién
de sefial por si mismo, y se ha demostrado que podria requerir de la
dimerizacién con el PAR-4"".

Si bien es cierto que la trombina y la tripsina son las enzimas
mayormente relacionadas a la fisiologia de estos receptores, esto es debido a
que en los procesos en los que se descubrieron, coagulacion y digestion, los
receptores PAR1 y PAR2 son los que estaban respectivamente involucrados'®.
Sin embargo, al dia de hoy se ha descrito la participacion de multiples enzimas
de diversos origenes y con funciones igualmente particulares, por ejemplo, mas
alla de la trombina y su relaciéon con PAR1, PAR3 y PAR4 en las plaquetas'’,
también hay evidencia de como los factores de coagulacion Vlla y Xa actuan
sobre el PAR1 y PAR2 de células endoteliales'®*'®®. Por su parte la tripsina,
ademas de activar al PAR2 también se sabe que actua sobre el receptor
PAR4'®. Otra fuente muy importante de proteasas en el organismo son los
leucocitos, dentro de las cuales destacan la triptasa de mastocitos que activa a
PAR2'%1%¢ |3 catepsina G y su efecto sobre PAR4'® y la elastasa y la

2168,169

proteinasa 3 (PR3) que actuan sobre PAR , estas ultimas tres enzimas

producidas por los neutrofilos.
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Las proteasas que activan a los receptores PARs no se limitan a aquellas
producidas endégenamente por el organismo, existen varios reportes sobre el
efecto que tienen serin proteasas producidas por microrganismos patégenos
con diversos efectos dependientes del receptor sobre el que realizan su efecto.
Por mencionar algunos ejemplos, el acaro de polvo Dermatophagoides
pteronyssinus y Dermatophagoides farinae producen las proteasas DerP1 y
DerP9, las cuales estimulan la produccion de citocinas en las vias respiratorias

a través de la activacion de PAR2'171

Por su parte, el agente de la
periodontitis, Porphyromonas gingivallis, es productor de la enzima RgpB que
demostré inducir la produccion de IL-6 mediante la activacion de PAR1 y
PAR2172’173.

Entre los patogenos bacterianos encontramos a Pseudomonas
aeruginosa capaz de inducir la activaciéon de NFkB a través de la via de PAR1,
PAR2 y PAR4", pero al mismo tiempo su elastasa corta al PAR2 en un sitio
distinto provocando el desarme del mismo y la fallida transduccién de una sefial
al interior de la célula'™?; por su parte en Helicobacter pylori se observd que
alguna de sus proteasas inducian la produccion de la quimiocia IL-8 en las

células del epitelio gastrico dependientes de la activaciéon del PAR2'"

, al igual
que Serratia marcescens en células pulmonares, con la adicional produccion de
IL-8'"®. Finalmente, en el hongo Alternaria fungus se describié la activacion de
PAR2 por una aspartil proteasa’”’.

Las funciones en las que se involucra la activacion de cualquiera de los

miembros de esta familia de cuatro receptores sera dependiente de la célula, de
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la proteasa y del receptor que esté implicado, por lo que la cantidad de efectos
es muy variada. Uno de los efectos mejor estudiados en la activacion de los
PARs es la agregacion plaquetaria producto del efecto de la trombina sobre
PAR1 y PAR4 en los trombocitos humanos'’®, aunque es un efecto que también
se ha atribuido al PAR4 cuando es cortado por la catepsina G'’. Por otro lado,
cuando los efectos observados en el tracto gastrointestinal se han estudiado se
han observado implicaciones en el transporte de iones a cargo del receptor
PAR1 y PAR2'%7'® |3 activacién de las contracciones en el musculo gastrico
por PAR1 y PAR2, la regulacion de las secreciones pancreaticas, salivares y

gastricas cuando se activa al PAR2'®?

y la induccién en la produccion de
prostaglandinas en los enterocitos'® y la secrecion de moco gastrico',
igualmente con la activacion del PAR2. Por su parte en las vias respiratorias las
células epiteliales expresan a los receptores PAR1, PAR2 y PAR4, los cuales
son productores de citocinas pro-inflamatorias como la IL-6 y la IL-8, ademas de
prostaglandina E2, cuando estos son activados. En el sistema nervioso la
activacion del PAR1 puede favorecer la supervivencia de las neuronas y los
astrocitos, cuando estas se encuentran sometidas a condiciones ambientales
desfavorables como la hipoglicemia o el estrés oxidativo, lo que finalizaria en
muerte celular'®®; sin embargo, si la exposicion a los agonistas del PAR1 es por
un tiempo prolongado o en altas concentraciones lo que se obtiene en
neurodegeneracion por apoptosis'®. PAR4 es otro receptor cuya activacion

podria resultar perjudicial para el cerebro, al promover la inflamacion con la

produccion de TNF-a por la microgll'a187. Por su lado, en la piel se ha
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relacionado la activacion del PAR2 con la pigmentacion debido a que la

activacion de este estimula la fagocitosis de los melanosomas por parte de los

188,189

queratinocitos , ademas de ser un promotor de proliferacion celular en

190191 v en fibroblastos'®? e inducir angiogénesis'®® con la

estas mismas células
activacion del PAR1, y finalmente, favorecer la expresion IL-6, IL-8 y GM-CSF
en queratinocitos tras la activacion de PAR1 y PAR2, lo que indica que
mediante estas vias se modula el microambiente de citocinas en la

epidermis'®19°,

33



CAPIiTULO 2

ANTECEDENTES

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa que en la actualidad representa
un serio problema a nivel mundial, considerandose como la enfermedad
infecciosa con la mayor tasa de mortalidad. Entre los principales aspectos que
persisten por esclarecer en esta enfermedad es el desarrollo fisiopatolégico que
conlleva el establecimiento y la progresion de esta enfermedad y es en este
contexto donde la participacion que tiene el sistema inmune para mantener un
combate efectivo cobra importancia.

Diversos estudios sefialan que es necesario el establecimiento de una
respuesta pro-inflamatoria para contender con este microorganismo, ya que es
ahi donde se observa una disminucién en la carga bacteriana, y a la inversa,
cuando el predominio corresponde a las citocinas del tipo Th2, indicativo de una
respuesta anti-inflamatoria la infeccién progresag. Es en este sentido los M® M1
corresponden al fenotipo con las caracteristicas que favorecen el combate de la
infeccidon al ser las células con la capacidad de eliminar a las micobacterias,

mientras que los M® M2 ofrecen el ambiente intracelular propicio para la
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replicacion del microorganismo al ser un fenotipo anti-inflamatorio asociado a la
progresion de la enfermedad®®.

Por su parte el granuloma, aunque no es una estructura que destruye al
microorganismo, si es una estructura que apoya el control y la contencion de la
infeccion'®. En estos mismos complejos celulares se ha descrito como esos
M® centrales en los cuales se estaba llevando el proceso de replicacidon
adquieren un fenotipo del tipo M2'%”. En este sentido, se ha observado que en
modelos murinos de tuberculosis en los cuales se formaron granulomas
necrotizantes y caseosos se encontré la presencia de la serin proteasa
catepsina G. Cuando en estos mismos experimentos se implementd un
inhibidor de serin proteasas los granulomas sufrieron un efecto en cuanto al
desarreglo de su estructura lo que favorecido que las micobacterias pudieran
viajar diseminandose por el organismo y estableciéndose en O&rganos
especificos'.

Lo anterior sugiere que la catepsina G puede desempenar un papel
protector en el proceso infeccioso, por lo que entonces, resulta interesante
estudiar el efecto que tienen las proteasas en el contexto de la tuberculosis. Sin
embargo, recientemente se descubrié que la activacion de los PARs promovia
la produccion de distintas citocinas cuando se activaban células mononucleares
de sangre periférica (CMSP), y aunque se sugirié la adopcion del fenotipo de
M® M2a'®, habria que realizar ensayos con una especificidad mayor que

sugieran el efecto que tienen estos receptores sobre los M®.
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CAPIiTULO 3

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La tuberculosis es una infeccion pulmonar cronica ocasionada por el agente M.
tuberculosis, cuya importancia en la salud publica es a nivel mundial dado que
se encuentra infectando asintomaticamente a mas de un tercio de la poblacién
mundial y siendo la causa de muerte de mas de dos millones de individuos al
ano, lo que la sostiene enfermedad infecciosa con mayor mortalidad en el
mundo. Actualmente, la complejidad de la enfermedad se incrementa con la
aparicion de cepas de M. tuberculosis resistentes y multi resistentes a los
tratamientos convencionales contra la tuberculosis, por o que profundizar en el
entendimiento de la fisiopatologia de la enfermedad es una forma de indagar en
la busqueda de nuevas alternativas que ayuden al combate de esta
enfermedad.

La respuesta inmunologica en la tuberculosis es un aspecto bastante
estudiado del cual a la fecha se sabe que se requiere del establecimiento de
una respuesta pro-inflamatoria, la cual dada su actividad microbicida es
promotora de la resolucion de la infeccion, e inclusive, se ha visto que en
aquellos pacientes en los que el tratamiento farmacolégico es efectivo, se

acompana de un re-establecimiento de este tipo de respuesta. En contraparte,
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también se sabe que bajo ciertas condiciones de inmunocompromiso por parte
del hospedero o de hipervirulencia de las cepas que se encuentren infectando,
estas pueden ser favorecedoras para la adopcién de un microambiente en el
cual M. tuberculosis pueden encontrar un nicho para permitir su replicacion.

Es bien sabido que los M® son la célula blanco para la replicacion de la
micobacteria, sin embargo, también se sabe que en aquellas células que
presentan un fenotipo asociado a la respuesta pro-inflamatoria o Th1 como los
Md M1, este proceso de adaptacion no puede llevarse a cabo dado las
condiciones desfavorables para la bacteria. Por otro lado, el fenotipo ideal de
M® es aquel en el que estas caracteristicas inflamatorias tan agresivas no se
presentan, siendo el M® M2 el fenotipo ideal. El fenotipo de M® M2 esta
asociado a aquel ambiente anti-inflamatorio Th2 o regulador, el cual a su vez
también se asocia a la forma progresiva de la enfermedad.

Un mecanismo propuesto anteriormente capaz de participar en los
procesos de regulacion de la respuesta inmune son los PARs, los cuales se
caracterizan por ser activados por el corte proteolitico de serin proteasas y que
se expresan diferencialmente en todas las células entre ellas los M®, por lo que
conocer la implicacién que tienen estos receptores tanto en la polarizacion de
Md como en la respuesta inmune especifica, persiste como un tema

interesante que podria incrementar el entendimiento de la enfermedad.
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CAPIiTULO 4

JUSTIFICACION

La tuberculosis es una enfermedad en la cual el control de la infeccion requiere
de una respuesta celular Th1, sin embargo, tanto en la infeccibn humana como
en modelos experimentales se ha demostrado que la polarizacion hacia el
fenotipo Th2 en las fases avanzadas esta asociada a mal prondstico o muerte
en los modelos experimentales.

Una caracteristica asociada al control de la infeccidén es la preservacion
de la integridad de los granulomas, en los que se ha demostrado que la
actividad de serin proteasas juegan un papel determinante. Actualmente se
desconoce si estas serin proteasas actuan a traveés de los receptores PARs (1-
4) en la modulacion de la activacidon de los M®, y su potencial impacto sobre la
diferenciacion M1/M2 y en el perfil de la respuesta Th1/Th2.

Por lo anterior, se propone dilucidar el papel que juegan dichos
receptores mediante su activacion especifica con trombina y tripsina en un

modelo in vitro de activacion de respuesta Th1.
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CAPIiTULO 5

OBJETIVOS

5.1 Objetivo general.

Evaluar la participacion de los PARs en la polarizacion de M® M1/M2 y su
efecto sobre la repuesta Th1 en un modelo in vitro de activacién con CFP de M.

tuberculosis.

5.2 Objetivos especificos.

1. Evaluar el efecto de la activacion de los PARs sobre la diferenciacion
terminal a M® M1/M2 mediante su activacion especifica con trombina y

tripsina.

2. Evaluar el efecto de la activacion de los PARs sobre la modulacion del perfil

de citocinas Th1/Th2 mediante su activacion especifica con trombina y

tripsina.
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CAPITULO 6

HIPOTESIS

La activacién especifica de los PARs en los monocitos modula la diferenciacion
terminal a M® M2, y polariza la respuesta de las células T colaboradoras hacia

el perfil Th2.
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CAPITULO 7

MATERIAL Y METODOS

7.1. Purificacion de monocitos.

Se obtuvieron muestras de sangre de individuos PPD positivos. Mediante
puncion venosa se obtuvieron 28 mL de sangre venosa los cuales fueron
utilizados para preparar cuatro gradientes de densidad; en tubos falcon de 15
mL se dispusieron de 7 mL del medio histopaque y sobre este el mismo
volumen de sangre (relacién 1:1) (Figura 6A). Se centrifugaron a 800 g por 25
minutos, con una aceleracién de 9 y desacelerarcion de 3. Una vez que las
muestras se separaron (Figura 6B), con el uso de una pipeta Pasteur se retird
toda la primera fase del tubo la cual correspondia al plasma sanguineo para
entonces, con cuidado de no contaminar con la siguiente fase, se recolecto la
segunda fase del gradiente correspondiente con las CMSP; las cuatro fases de
CMSP se colectaron en un nuevo tuvo falcon de 15 mL para entonces hacer un
lavado con buffer de fosfatos salino (PBS) estéril, centrifugando a 300 g por 10

minutos, 9 de aceleracion y desaceleracion.
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A) B)

<= Plasma

Sangre total=——p
<4— CMSP

<= Histopaque y
granulocitos
Histopaque ==

<= Paquete globular

Figura 6. Gradiente de densidad de histopaque. Gradientes antes de centrifugar (A)

y después de la centrifugacion (B).

Una vez que la fraccion de CMSP se purificd, se realizé la cuantificacion
de la viabilidad celular con el uso de azul tripano haciendo una dilucion 1:100 y
contando con una camara de Neubauer (microscopio). Aunque la concentracion
celular es dependiente del individuo, se requirié una viabilidad superior del 90 %
para continuar el ensayo.

Segun el resultado obtenido en el conteo de viabilidad celular, se
procedid a la preparacion de las muestras para la purificacion por
inmunomagnetismo (Miltenyi Biotec) siguiendo el protocolo establecido por el
fabricante. Se realizé un ajuste celular en una concentracién de 4x10’
CMSP/mL en un volumen final de 80 pL; en esta suspensiéon 40 pL

correspondieron a perlas magnéticas conjugadas con el anticuerpo anti-CD14,
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marcador especifico para la purificacion de monocitos. El volumen final se
alcanzé con el buffer de elucion (PBS pH 7.2, albumina sérica bovina (ASB) 0.5
% y EDTA 2 mM). De esta solucién celular se prepararon 10 muestras para
emplear 5 columnas y hacer uso dos veces de cada una. Las muestras se
incubaron a 4 °C por 15 minutos. Posteriormente se resuspendieron con un
mililitro de buffer de elucién y se centrifugaron a 300 g por 10 minutos a 4 °C.
Las muestras se decantaron y se resuspendieron en 500 uL de buffer de
elucion previo al paso por las columnas.

El sistema de inmunomagnetismo debia estar previamente frio para su
uso. Una vez instalado se dispusieron de cinco columnas sobre el magneto
para la purificacion, las cuales fueron equilibradas con 500 yL de buffer de

elucién antes del paso de la muestra (Figura 7).

Figura 7. Representacion del sistema de inmunomagnetismo.
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Una vez que se instalo el sistema se procede con la elucién de las
muestras colectando la seleccidon negativa o fase uno (F1) de la misma, la cual
correspondio a aquellas células mononucleares CD14" (linfocitos). Antes de
obtener la seleccidén positiva de la muestra se realizaron tres lavados en la
columna con 500 uL del buffer de elucion para una mejor purificacién de la fase
de interés; la elucion de los tres lavados es la fase dos (F2). Finalmente, las
columnas son retiraron del magneto, y utilizando un tubo falcon estéril de 15
mL, el embolo de las columnas y 300 uL de buffer de elucion, se recolectaron la
fase tres (F3) de las muestras, correspondientes con la fraccion de células

CD14" o monocitos.

7.2. Evaluacion morfolégica de células CD14" por tincién de Giemsa.

Como primera evaluacion de las células purificadas CD14" se realizd una
observacién microscopica de las mismas utilizando la tincion de Giemsa. Con
un volumen de 10 uL se realizé un extendido en un portaobjetos y se dejé secar
a temperatura ambiente. El frotis se fij6 con metanol absoluto, cubriendo todo el
extendido, y se dejé secar al aire; el colorante de Giemsa se coloco cubriendo
todo el extendido y dejandolo actuar por 15 minutos. Posterior a este tiempo el
portaobjetos se lavd con agua corriente y se seco al aire. La observacion de la
laminilla se realiz6 en microscopio optico enfocado en 10X y observado en

100X.
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7.3. Evaluacion de la expresion de marcadores de monocitos

por citometria de flujo.

7.3.1. Tincion directa.

Para comprobar la pureza de las células obtenidas en el procedimiento anterior
se realizo la cuantificacion de marcadores especificos de monocitos empleando
citometria de flujo. Se emplearon anticuerpos primarios especificos en las

combinaciones como se muestran en la tabla 1.

Tabla 1.
Combinaciones de marcajes empleados en la determinacién de pureza de

monocitos por citometria de flujo.

Marcaje Anticuerpos Fluoréforos

1 Control sin tincion

2 Anti-CD14 FITC

3 Anti-CD14 PE
Anti-CD14 PE

4 Anti-CD11b FITC
Anti-CD14 PE

> Anti-CCRY7 FITC
Anti-CD14 PE

° Anti-CD206 FITC

Los marcajes 1, 2 y 3 fueron los controles enddgenos para el ensayo, el
marcaje 4 es el que indico el porcentaje de purificacion dado que es el doble

marcaje especifico para monocitos, y por ultimo, el marcaje 5 y 6 revel6 los
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niveles basales de los considerados posteriormente como marcadores de
diferenciacion.

De los monocitos purificados se hizo un ajuste celular a una
concentracion de 1x10° monocitos/mL y se tifieron con 5 pL del respectivo
anticuerpo; en caso de un doble marcaje se dispuso de los dos anticuerpos a la
vez. Se homogenizo la muestra con los anticuerpos y se incub6 en obscuridad
por 30 minutos a 4 °C. Posterior a la incubacion se hicieron dos lavados con
200 pL de buffer PBS/ASB 1 %, en cada ocasién, centrifugando a 1,500 rpm
por 15 minutos a 4 °C. Después del segundo lavado el boton celular se
resuspendio en 200 yL de paraformaldehido (PFA) al 4 % y se incub6 a 4 °C
por 15 minutos. El PFA se retiré haciendo un lavado mas con PBS/ASB 1 % en
las mismas condiciones de centrifugacion, resuspendiendo las células en 200

uL de PBS/ASB 1 % y resguardandolas a 4 °C hasta su evaluacion.

7.3.2. Tincion indirecta.

El uso de una tincion indirecta es para la determinacion de los niveles de
expresion de los PARs en monocitos, y para asegurar que pertenecen a esta
poblacién celular se tifieron en conjunto con el marcador especifico CD14. Para
esta tincion los anticuerpos anti-PAR1, anti-PAR2 y anti-PAR3 que no estaban
conjugados con un fluoréforo, se requirid del anticuerpo secundario anti-ratén
conjugado con PE. Las combinaciones de los marcajes se muestran en la

tabla 2.
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Tabla 2.
Combinaciones de marcajes empleados en la determinacion de los niveles de

expresion de los PARs en monocitos.

Marcaje Anticuerpos Fluoréforos

1 Control sin tincidn

2 Anti-CD14 FITC

3 Anti-CD14 PE
Anti-CD14 FITC

4 Anti-PAR1 + Anti-raton PE
Anti-CD14 FITC

> Anti-PAR2 + Anti-raton PE
Anti-CD14 FITC

® Anti-PAR3 + Anti-raton PE

En este procedimiento se utilizd la misma concentracion celular utilizada
en la tincion directa. El protocolo de tinciéon inicié con la adicion de 5 uL del
anticuerpo indirecto primario, la homogenizacion con la muestra e incubacién
por una hora a 4 °C. Posterior a la incubacion se realizaron dos lavados con
PBS/ASB 1 % y se centrifugaron a 1,500 rpm por 15 minutos a 4 °C. Después
se afadieron 2.5 pL del anticuerpo indirecto secundario y se incub6 por 45
minutos en obscuridad a 4 °C. Transcurrido este tiempo se hicieron tres lavados
con 300 pL del buffer PBS/ASB 1 %, con las mismas condiciones de
centrifugacion.

La siguiente fase del protocolo fue la tincion con el anticuerpo directo
anti-CD14, en el cual se afnadieron 5 pL del anticuerpo y se incubaron por 30
minutos en obscuridad a 4 °C. Se hicieron dos lavados con PBS/ASB 1 % y se

repitieron las condiciones de centrifugacion. Después de la segunda
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centrifugacion las células se resuspendieron en 200 yL de PFA 4 % por 15
minutos; el PFA se lavo con 200 yL de PBS/ASB 1 % y se centrifugd 15
minutos a 1,500 rpm en refrigeracion. Finalmente, las células se resuspendieron

en 200 pL de PBS/ASB 1 % y se almacenaron a 4 °C hasta su analisis.

7.4. Observacion de marcadores de monocitos por inmunofluorescencia.

7.4.1. Expresion de marcadores CD14/CD11b en monocitos.

Empleando los mismos anticuerpos que se utilizaron en citometria de flujo se
realizaron observaciones por inmunofluorescencia para observar la expresién
de los marcadores previamente cuantificados. Los monocitos purificados se
fijaron con PFA 4 % como se menciond anteriormente y se extendieron en un
frotis secandose con calor para permitir la adherencia al portaobjetos. Las
laminillas se colocaron en camara humeda para realizar la tinciéon, donde se
inicié con un bloqueo con buffer PBS/ASB 3 % por 15 minutos. Posteriormente
se realizd la permeabilizacién con 50 uL de tritdn 100-X 2 % por 15 minutos a
temperatura ambiente. El tritdbn se lavd dos veces con el buffer de bloqueo y
entonces se afnadieron 25 pL de los anticuerpos anti-CD14 (PE) y anti-CD11b
(FITC) (dilucién 1:250) a cada una las muestra. Las muestras con los
anticuerpos se incubaron a temperatura ambiente en obscuridad por una hora.
Posteriormente las muestras se lavaron dos veces con el buffer de bloqueo, se

afnadio el colorante para acidos nucleicos DAPI en dilucién 1:100 y se incubd
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por 15 minutos mas, para finalizar con dos lavados vy la fijacion de las laminillas

con 10 pL de glicerol 70 % para su observacion.

7.4.2. Expresion de PARs en monocitos.

La observacion de los PARs por inmunofluorescencia se realizé6 empleando los
mismos anticuerpos que en citometria de flujo y al igual que en el procedimiento
anterior se realiz6 un frotis de monocitos fijados en PFA 4 % para comenzar con
la inmunofluorescencia. Las células fueron bloqueadas con ASB 3 % por 15
minutos y después se permeabilizaron con 50 pyL de triton 100-X, igualmente
por 15 minutos a temperatura ambiente. Se realizaron dos lavados con buffer
de bloqueo posteriormente, y entonces se anadieron 50 pL del anticuerpo
primario anti-PAR1, anti-PAR2 y anti-PAR3 en muestras independientes
(dilucion 1:100), y se incubaron por una hora a temperatura ambiente.
Transcurrido este tiempo se realizaron dos lavados con buffer de bloqueo y
entonces se adicionaron 50 pL del anticuerpo secundario anti-raton (FITC) en
dilucion 1:1000; las laminillas se incubaron en obscuridad y a temperatura
ambiente por 45 minutos. Se realizaron dos lavados nuevamente y se
dispusieron de 10 yL de DAPI, incubandose en obscuridad por 15 minutos para

finalmente realizar dos lavados mas y fijar con 10 pL de glicerol 70 %.

7.5. Protocolo de diferenciacion de M® M1/M2.
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7.5.1. Diferenciacion convencional de M®.

Para el estudio de la polarizacion primero se optd por el montaje de un modelo
de diferenciacion de monocitos a M® empleando estimulos clasicos, siendo
estos el IFN-y y el LPS bacteriano para M® M1 y la IL-4 para Md M22°0%" En
la Figura 8 su muestra una representacion en el tiempo del protocolo de

diferenciacion.

IFN-y (20 ng/mL)

GM-CSF (25 ng/mL)

6 dias LPS (100 ng/mL)

3 dias

IL-4 (20 ng/mL)

M-CSF (25 ng/mL)

6 dias M-CSF (10 ng/mL)

3 dias

Figura 8. Esquema del protocolo de diferenciaciéon en el tiempo para M® M1 y M®
M2.

Brevemente, de los monocitos previamente purificados se realizé un
ajuste de células a una concentracion de 2x10° monocitos/mL diluyendo las
células en medio RPMI suplementado con suero bovino fetal (SBF), piruvato de
sodio, B-mercaptoetanol, aminoacidos esenciales y antibidticos. La suspension

celular se distribuyd en placas de 24 pozos para la recuperacion de
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sobrenadantes y la posterior cuantificacion de citocinas por ensayos de ELISA 'y
en placas de 8 pozos para permitir la adherencia de las células a la laminilla y
observar la expresion de los marcadores de diferenciacion por
inmunofluorescencia; la distribucion de las células en cada caja fue de 250 pL y
50 L, por pozo, respectivamente. Las células en las placas de cultivo se
incubaron a 37 °C, 5 % CO,, por dos horas para permitir la adherencia a la
placa. Una vez que transcurrio el periodo de incubacion las células se
sometieron a un proceso de pre-diferenciacién en el cual aquellas que tienen
como objetivo diferenciarse a M® M1 se trataron primero con el GM-CSF, y las
que seran diferenciadas a M® M2 con el M-CSF; en ambos casos se empled
una concentracién de 25 ng/mL y el tiempo de pre-diferenciacion fue de 6 dias
en las mismas condiciones de incubacion.

Una vez que transcurrié el tiempo de incubacion los sobrenadantes de la
pre-diferenciacion fueron colectados y resguardados a -20 °C para su
evaluacion por ELISA. En los pozos donde se tenian a las células en
tratamiento, el medio fue sustituido por RMPI suplementado, pero ahora
adicionado con los estimulos para la diferenciacion. Para los M® M1 el medio
de cultivo contenia IFN-y en una concentracion de 40 ng/mL y 200 ng/mL de
LPS, mientras que los cultivos para M® M2 fueron estimulados con 40 ng/mL
de IL-4 y 20 ng/mL de M-CSF. Las placas de cultivo con el nuevo medio, fueron
reintroducidas a incubacion por tres dias bajo las mismas condiciones.
Finalizado el proceso, los sobrenadantes fueron colectados, centrifugados para

eliminar restos celulares y congelados a -20 °C hasta su evaluacion por ELISA,
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mientras que las células de las placas de ocho pozos se fijaron con PFA 4 %
por 15 minutos, después de esto se lavaron con PBS y se mantuvieron

suspendidas en PBS estéril hasta la realizacion de inmunofluorescencia.
7.5.2. Diferenciacion de M® con el empleo de serin proteasas.

Una vez que se estableci6 un modelo de diferenciacién en el cual la
estimulacidén sea por agonistas que clasicamente conducen a los fenotipos M1 y
M2, se procedid entonces a probar la activacion de los PARs utilizando
trombina y tripsina para conocer el efecto sobre los monocitos previamente

9

purificados'®®. En la Figura 9 se muestra un esquema que representa el

Trombina (12.5 ng/mL)
2 dias

Tripsina (12.5 ng/mL)

protocolo de diferenciacion.

9=9

Figura 9. Esquema del protocolo de diferenciaciéon en el tiempo empleando

trombina y tripsina.

Muy similar al protocolo de diferenciacion anterior, para llevar a cabo este
ensayo de diferenciacion se realizé un ajuste de células a una concentracion de

2x10® monocitos/mL y se sembraron en placas de 24 pozos y placas de 8
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pozos, en los mismos volumenes y con la misma finalidad como anteriormente
se describié. Las células en sus placas de cultivo se incubaron por dos horas a
37 °C, 5 % de COy, para permitir la adherencia celular. Posteriormente se inicio
con el mismo protocolo de pre-diferenciacion empleando GM-CSF y M-CSF,
con una concentracion de 25 ng/mL, por 6 dias y en las mismas condiciones de
incubacion.

Posterior a la incubacion, los sobrenadantes de la pre-diferenciacion
fueron colectados y almacenados a -20 °C, y en los pozos de cultivo se
sustituy6é el medio de cultivo ahora con uno adicionado con los estimulos con
base en las proteasas trombina y tripsina, pero ademas empleando a los
agonistas y antagonistas de los receptores PARs como controles de

especificidad de activacion de los mismos, como se muestra en la tabla 3.

Tabla 3.
Tratamientos aplicados en el modelo de diferenciacion

con base en la activacion de los PARs.

Tratamiento Factor de crecimiento Estimulo
1 _— _—
2 GM-CSF ---
3 M-CSF ---
4 GM-CSF Trombina
5 GM-CSF Tripsina
6 M-CSF Trombina
7 M-CSF Tripsina
8 GM-CSF Agonista PAR1
9 GM-CSF Agonista PAR2
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10 M-CSF Agonista PAR1
11 M-CSF Agonista PAR2
12 GM-CSF Antagonista PAR1
13 GM-CSF Antagonista PAR2
14 M-CSF Antagonista PAR1
15 M-CSF Antagonista PAR2

El tratamiento 1 fue el control basal, donde se emplearon células que no
recibieron ningun estimulo; el tratamiento 2 y 3 correspondié a los
sobrenadantes de la pre-diferenciacién los cuales fueron controles del efecto de
los factores de crecimiento en la diferenciacion; los tratamientos 4-7 evaluaron
el efecto de las enzimas con un factor de crecimiento determinado; finalmente,
los tratamientos 8-11 y 12-15 fueron los controles de activacion e inactivacion
de los PARs con el uso de los agonistas y antagonistas de los receptores,
respectivamente.

Tanto la trombina como la tripsina fueron aplicadas en una concentracion
de 12.5 ng/mL, mientras que el agonista de PAR1 como el de PAR2 en una
concentracion de 10 yM. Para la administracion de los antagonistas de los
receptores, el del PAR1 se afiadié en una concentracion de 5 ug/mL y el de
PAR2 en 50 ug/mL, en un volumen de 250 pyL y 50 yL para las placas de 24y 8
pozos respectivamente. Se realizé una incubacién de 30 minutos y después de
la misma se anadid el estimulo de trombina y tripsina, ahora en una
concentracion de 25 ng/mL en el mismo volumen de los antagonistas, para que
en una relacion 1:1 la concentracidn de las enzimas fuera diluida en una

concentracion final de 12.5 ng/mL. Las placas de cultivo fueron finalmente
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incubadas por 48 h en las mismas condiciones, para entonces recolectar los
sobrenadantes utilizados en los posteriores ensayos de ELISA y las células de
las placas de 8 pozos se fijaron con PFA 4 % para su observacion por
inmunofluorescencia, ambos procedimientos son realizados justamente como

se menciona en el protocolo anterior.

7.6. Cuantificacion de IL-12 e IL-4 por ELISA como marcadores de

diferenciacion de M® M1/M2.

Como parte de la evaluacion sobre la diferenciacion de los monocitos a M® en
ambos modelos, se determind la cuantificacion de citocinas de los
sobrenadantes del cultivo empleando a la IL-12 como marcador de polarizacién
hacia el fenotipo de M® M1, y a la IL-4 como del fenotipo de M® M2. Estas
determinaciones se hicieron por ensayos de ELISA tipo sandwich siguiendo las
indicaciones del fabricante.

Brevemente, en placas de 96 pozos se realizé una sensibilizacion de la
misma con el anticuerpo de captura para cada citocina, el cual estaba diluido en
un buffer de carbonatos (Na,COs, NaHCOg3; pH 9.5), con una aplicacién en cada
pozo de 100 uL. Las placas con el anticuerpo de captura se incubaron a 4 °C
toda la noche.

En el segundo dia del ensayo el anticuerpo de captura se retir6 y se
realizaron tres lavados con buffer PBS:tween-20 aplicando 250 yL por pozo, y

golpeando la placa contra la superficie después del ultimo lavado para asegurar
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el retiro de todo liquido. Las placas fueron posteriormente bloqueadas con
solucién de ASB 0.5 % por una hora, anadiendo 200 yL de la solucion por cada
pozo. Se repitieron los mismos tres lavados después del bloqueo para entonces
colocar 100 pyL por pozo de las muestras, controles y estandares, diluidos
previamente tres veces en la misma solucion de ASB 0.5 %. La placa se sell6 e
incubo a temperatura ambiente toda la noche.

La placa ahora se lavd cinco veces con el mismo buffer y en el mismo
volumen, para entonces aplicar 100 yL de la solucion detectora, la cual
consistio en el anticuerpo de deteccion de cada citocina y la enzima HRP; la
placa se incub6é por una hora a temperatura ambiente. Se realizaron siete
lavados mas y seguido de esto se adicionaron 100 pL de 3,3,5,5-
tetrametilbenzidina (TMB) por pozo y se incuban en obscuridad por 10 minutos.
La reaccion se detuvo afiadiendo 50 pyL de H>.SO4 2 N y entonces se realizé la
lectura de la absorbancia de cada pozo en un lector de microplaca a 450 nm
con una correccion de la longitud de onda de 570 nm. En la tabla 4 se resumen
las diluciones de los anticuerpos empleados y las concentraciones de las curvas

estandar.

Tabla 4.
Diluciones de anticuerpos y concentraciones de estandares en la determinacion
de IL-12 e IL-4 por ELISA tipo sandwich.

) Anticuerpo de Curva estandar
. Anticuerpo de . .
Citocina captura (dilucién) deteccion (concentraciones
P (dilucién) [pg/mL])
31.3, 625, 125,
IL-12 1:250 1:250

250, 500, 1000,
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2000

7.8, 156, 31.2,
IL-4 1:250 1:1000 62.5, 125, 250,

500

La enzima HRP se diluye 1:250 en la solucion detectora con el anticuerpo de deteccion

en todas las determinaciones.

7.7. Observacion de la expresion de CCR7 y CD206 como marcadores

diferenciales en M® diferenciados M1/M2.

Apoyando la cuantificacion de IL-12 e IL-4 como marcadores de diferenciacion,
se realizaron inmunofluorescencias en las células fijadas en las placas de 8
pozos para observar la expresion de CCR7 como marcador de polarizacién
hacia el fenotipo de M® M1, y el CD206 como indicativo de M® M2.

Células fijadas con PFA 4 % al finalizar el cultivo de diferenciacion, se
lavaron con buffer de bloqueo (ASB 3 %) aplicando 50 yL por pozo dos veces.
Se adicionaron posteriormente 50 yL de suero humano en cada pozo por una
hora para bloquear los receptores de las fracciones critalizables (Fc) de las
células, el cual fue previamente obtenido por puncidén venosa y centrifugado a
3,500 rpm por cinco minutos para su obtencion; se hicieron dos lavados
posteriores a la incubacion de bloqueo. Los anticuerpos anti-CCR7 (FITC) y
anti-CD206 (FITC) son diluyeron 1:100 en el buffer de bloqueo y se adicionaron
en un volumen de 100 yL por pozo e incubados en obscuridad por una hora,
después se realizaron dos lavados. Se adicionaron 10 pL de DAPI (dilucion

1:100) y se re incubaron en obscuridad por 15 minutos para finalizar con dos

57




lavados mas. Una vez finalizado el protocolo de inmunofluorescencia se
retiraron las divisiones de la placa de 8 pozos dejando solo la laminilla, sobre la
cual se agrego glicerol 70 % y se coloco un cubreobjetos para su observacion

en el microscopio.

7.8. Ensayo de estimulacion en CMSP con CFP de M. tuberculosis.

Antes de iniciar los ensayos de polarizacion de M® por accion de los antigenos
de M. tuberculosis se realizaron ensayos de proliferacion celular en CMSP con
la finalidad de observar una respuesta positiva ante el estimulo, y se
cuantificaron citocinas caracteristicas de un perfil de repuesta Th1 como una

respuesta inmunoldgica caracteristica de este microorganismo.

7.8.1. Estudio de proliferacion celular ante el estimulo con CFP de M.

tuberculosis.

Partiendo de una muestra de sangre periférica se realizé la separacidon de la
misma utilizando un gradiente de densidad de histopaque de manera que se
obtuvo la fraccion de células mononucleares implementando las mismas
condiciones de separacion explicadas en el protocolo de purificacion de
monocitos. Las CMSP fueron contadas en camara de Neubauer para conocer
su viabilidad, considerandola aceptable para continuar con el cultivo cuando es
superior al 90 %. Las CMSP fueron ajustadas a una concentracién de 2x10°

CMSP /mL y se sembraron en placas de 96 pozos aplicando 50 pyL en cada
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uno, utilizando tres pozos por cada tratamiento (estimulo con CFP, control
basal, blanco de reactivo). Las células se incubaron a 37 °C, 5 % CO», por dos
horas para permitir la adherencia de las mismas a la palca de cultivo. Los
antigenos empleados para la estimulacion en esta serie de experimentos es un
conjunto de proteinas provenientes del cultivo de la cepa H37Rv de M.
tuberculosis, los cuales fueron filtrados (CFP), dializados y mantenidos en
suspension a -20 °C; de esta suspension se prepard una solucion de CFP a una
concentracion de 10 yg/mL, de manera que cuando se aplicaron 50 yL a cada
uno de los pozos con células, dado la relacion 1:1 existente, la concentracion de
proteina fue diluida a una concentracion final de 5 pg/mL. El cultivo se
reintrodujo a incubacién en las mismas condiciones por 5 dias, para que
después de esto realizara el ensayo de proliferacion celular con base en la
aplicacion del reactivo MTS, en el cual 20 pL fueron aplicados en cada uno de
los pozos, se incubd por 30 minutos y después fueron leidos en el lector de
microplacas a 490 nm a los 30, 60 y 90 minutos después de la aplicacion del
MTS. En cada una de las lecturas se hizo la correccién con el blanco de
reactivo y la media de las lecturas de los estimulos con CFP fueron comparados

con los controles basales sin estimulos.

7.8.2. Produccion de citocinas ante el estimulo con CFP de M.

tuberculosis.

El perfil de citocinas establecido para determinar una polarizaciéon hacia una

respuesta Th1 en el cultivo de CMSP con CFP de M. tuberculosis se establecid
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con la cuantificacion de IFN-y, TNF-a, IL-12 e IL-4, esta ultima como control de

respuesta Th2. Empleando el mismo protocolo de cultivo que se explicd

previamente para la determinacién de proliferacién celular, con la variante del

uso de placas de 24 pozos para obtener un mayor volumen de muestra, se

utilizaron los sobrenadantes del cultivo después de una incubacién de cinco

dias. Los sobrenadantes fueron recuperados, centrifugados para retirar restos

celulares y almacenados a -20 °C hasta su empleo en los ensayos de ELISA.

Las determinaciones de la cantidad de citocinas producidas fueron

realizadas empleando el mismo protocolo de ELISA tipo sandwich utilizado en

la determinacion de IL-12 e IL-4 como marcadores de diferenciacion de los M®

M1y M2, so6lo que ahora considerando la cuantificacion de IFN-y y TNF-a.

Tabla 5.

Diluciones de anticuerpos y concentraciones de estandares en la determinacion

de IFN-y, TNF-a, IL-12 e IL-4 por ELISA tipo sandwich.

Anticuerpo de

Anticuerpo de

Curva estandar

Citocina captura (dilucién) deteccién (concentraciones
P (dilucién) [pg/mL])
4.7, 9.4, 18.8, 37.5, 75,
IFN-y 1:250 1:250
150, 300
7.8, 15.6, 31.3, 62.5, 125,
TNF-a 1:250 1:250
250, 500
31.3, 62.5, 125, 250, 500,
IL-12 1:250 1:250
1000, 2000
7.8, 15.6, 31.3, 62.5, 125,
IL-4 1:250 1:1000

250, 500

La enzima HRP se diluye 1:250 en la solucion detectora con el anticuerpo de deteccion

en todas las determinaciones.
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7.9. Evaluacién de la polarizacién de M® M1/M2 en condiciones de co-

cultivo con linfocitos autélogos y en estimulo con CFP de M. tuberculosis.

Una vez establecidos los modelos de diferenciacion de M® y el perfil de
diferenciacion con los antigenos de M. tuberculosis, con base en la produccién
de citocinas, se procedio a conocer el efecto de estos mismos antigenos sobre
los M® diferenciados, tanto con los inductores clasicos como con el empleo de
las proteasas trombina vy tripsina.

En placas de 24 pozos se sembraron monocitos en una concentracion de
2x10° monocitos/mL y se diferenciaron segun los protocolos de diferenciacion
previamente establecidos, de manera que cuando transcurrieron las 72 horas
para el modelo de los estimulos clasicos y 48 para el tratamiento con las
proteasas, una primera serie de sobrenadantes correspondientes a la
diferenciacion solamente, fueran colectados y almacenados a -20 °C hasta el
ensayo de ELISA, y los medios son sustituidos con una solucién de
linfocitos/CFP en RPMI suplementado. En esta solucién los linfocitos provienen
de la F1 de una purificacion para monocitos, donde después de la elucion
fueron concentrados y se evaludo su viabilidad para poder ajustar una
concentracion de 2x10° linfocitos/mL; en esta solucion de linfocitos se adiciond
CFP en una concentracion de 5 pg/mL. La soluciéon de linfocitos/CFP se
administré en 500 uL por pozo de manera que se establecid una relacion de
monocitos:linfocitos 1:2, simulando la relacion fisiolégica normal de ambas

células mononucleares. Los cultivos fueron reincubados por cinco dias a 37 °C,
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5 % CO,, para permitir el proceso de presentacidon antigénica entre los M® y los
linfocitos y permitir la produccion de citocinas dependiente de la estimulacién.
Una vez que transcurrié el tiempo de incubacion los sobrenadantes fueron
recuperados, centrifugados para retirar los restos de células y almacenados a -
20 °C hasta su evaluacion en los ensayos de ELISA.

En los ensayos de ELISA se realizaron las mismas determinaciones que
en el ensayo de estimulacion de CMSP con CFP, cuantificando la produccion
de IFN-y, TNF-a, IL-12 e IL-4 siguiendo el mismo protocolo establecido en

experimentos anteriores.

7.10. Analisis estadistico.

Todas las pruebas estadisticas fueron realizadas en el programa GraphPad

Prism, utilizando analisis de varianza de ANOVA con prueba de Bonferroni y

aplicando una p < 0.05.
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CAPIiTULO 8

RESULTADOS

8.1. Observacién morfolégica de células purificadas CD14" por tincién de

Giemsa.

Primeramente, como un control de las células CD14" que se obtuvieron por
inmunomagnetismo se hicieron extendidos en portaobjetos y se tifieron con el
colorante de Giemsa. Cuando estos se observaron con microscopia de campo
claro en un aumento de 100X, se observaron células mononucleadas, con un

citoplasma grisaceo no tan abundante (Figura 10).

Figura 10. Observacion morfolégica de monocitos por tinciéon de Giemsa.
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Aunque la estructura celular no fue tan definida como la observada en
leucocitos mononucleares en sangre periférica, esto probablemente se debid a
la serie de dafios mecanicos que sufrieron en el procedimiento de purificacién,
sin embargo, el fenotipo de esta poblacién celular fue confirmada por la

expresion de marcadores especificos de monocitos.

8.2. Observacion de marcadores por inmunofluorescencia de monocitos

purificados.

8.2.1. Expresion de CD14 y CD11b como marcadores de monocitos.

Para comprobar el fenotipo de las células purificadas se realizé una
inmunotincion para observar por fluorescencia los marcadores CD14 y CD11b
en las células purificadas, los cuales son receptores especificos de monocitos.
La fraccion eluida correspondiente con linfocitos se utilizaron también en la
inmunofluorescencia como controles negativos de la expresion de CD14 y
CD11b. La tincidon con DAPI permitid la ubicacion del nucleo en el campo
enfocado.

El anticuerpo anti-CD14 conjugado con PE y el anti-CD11b conjugado
con FITC mostraron una sefal positiva en monocitos y evidenciaron su

especificidad cuando son fueron solapados en una misma imagen (Figura 11).
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DAPI DAPI + CD14 (PE) DAPI + CD11b (FITC) CD14 + CD11b DAPI+CD14+CD11b

Monocitos

Linfocitos

Figura 11. Expresiéon de CD14 y CD11b en monocitos por inmunofluorescencia.

Cuando la inmunofluorescencia se realizé sobre los linfocitos eluidos en
la F1 de la purificacion, solo se observo la sefial emitida por el DAPI, lo que se
tradujo en una ausente expresion de los receptores previamente mencionados,

lo que apoyo la pureza de estas células.

8.2.2. Expresion de PARs en monocitos purificados.

Utilizando las mismas células CD14" purificadas, se observo la expresion de
PAR1, PAR2 y PAR3 mediante inmunofluorescencia, la busqueda de PAR4 no
se llevé a cabo dada su ya conocida ausencia en esta poblacion celular®®. La
expresion de los tres receptores se observd en las preparaciones de estas

células (Figura 12).
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DAPI FITC Solapamiento

PAR-1

PAR-2

Figura 12. Expresion de PAR1, PAR2 y PAR3 en monocitos purificados por

PAR-3

inmunofluorescencia.

8.3. Cuantificacién de marcadores por citometria de flujo de

células purificadas CD14".

8.3.1. Cuantificacion de CD14 y CD11b como marcadores de purificaciéon

de monocitos.

Para comprobar el fenotipo de las células purificadas se realizé una

cuantificacion por citometria de flujo de los marcadores de monocitos CD14 y
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CD11b, haciendo un doble marcaje en las células para poder identificar la
poblacién de células que correspondian al doble fenotipo. En el histograma
mostrado en la Figura 13 se encontré que el 92.8 % de los eventos contados
correspondioé a las células que expresaban en su superficie tanto el receptor

CD14 como el CD11b, correspondiendo a una poblacion de monocitos.
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Figura 13. Niveles expresion de CD14 y CD11b en células purificadas.

En este mismo histograma se mostré un 0.1 % y un 6.9 %,
correspondientes a la expresion exclusiva del receptor CD14 y CD11b
respectivamente. Finalmente, el 0.2 % de los eventos correspondio a las células

que no expresaron ninguno de los receptores.

8.3.2. Niveles de expresion basal de CCR7 y CD206 en monocitos

purificados.
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En esta poblaciéon de células CD14"CD11b", se realizo la cuantificacion de los
marcadores CCR7 y CD206. Dado que ambos receptores fueron utilizados
posteriormente como indicativo del efectivo proceso de diferenciaciéon, en los
monocitos purificados se cuantifico la expresion basal para confirmar que fueran
receptores que no estan significativamente presentes en los monocitos hasta el
proceso de diferenciacion en M.

En la Figura 14A se observa el panel correspondiente a los monocitos
marcados con el anticuerpo anti-CD14 y anti-CCR7, donde el primero sirvi
como control de la poblacidn que se esta evaluando y el segundo el marcador
de interés. EI 1.7 % de los eventos correspondié a los monocitos que
expresaban el receptor CCR7, mientras que el 60.5 % eran todas las células
que contaban con la expresién de CD14 en su superficie, y en contraparte el 0.9
% las células que emitieron una senal positiva para la sefal de solamente
CCRY. El 36.9 % de los eventos cuantificados fueron aquellas células negativas
para ambos marcadores.

En cuanto al analisis de la expresion de CD2016 y CD14, el 1.0 % de los
eventos emitieron una sefial positiva para ambos marcadores (Figura 14B),
mientras que el 60.9 % los que resultaron positivos solo para el CD14y el 1.1 %
para el CD206. Finalmente, el 37.1 % de las células correspondieron a aquellas

negativas para ambos receptores.
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Figura 14. Niveles expresion de CD14 y CCR7 (A), y CD14 y CD206 (B) en células

purificadas.

8.3.3. Niveles de expresion de PARs en monocitos purificados.

Ademas de conocer la expresion basal de los receptores CCR7 y CD206 se
cuantificaron los niveles de expresion de los receptores PAR1, PAR2 y PAR3
para conocer en qué medida estaban diferencialmente expresados,
acompanados del marcaje con el receptor CD14 como el control de la poblacién
celular de estudio. Los porcentajes de eventos doble positivos en los marcajes
con los tres PARs fueron del 95.5 % (Figura 15A), 95.2 % (Figura 15B) y 99.6 %
(Figura 15C) para PAR1, PAR2 y PARS respectivamente. Sin embargo, hubo
histogramas que presentaron el marcaje solamente para los PARs, como 2.6 %
en el PAR1, el 4.8 % en el PAR2 y el 0.4 % en PAR 3, siendo negativos para el

CD14. Por otro lado, solo en el histograma de PAR1 se mostré un porcentaje de
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positividad del 1.3 % para el receptor CD14, siendo nulo en los otros dos

receptores.
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Figura 15. Niveles expresion de CD14 y PAR1 (A), CD14 y PAR2 (B), y CD14 y

PAR3 (C) en células purificadas.

Finalmente, 0.6 % de los eventos cuantificados en el histograma de

PAR1 fueron doblemente negativos para ambos marcadores, con un 0 % de
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dobles negativos para los otros dos PARs. La informacidén conferida por este
experimento fue la base para poder realizar los ensayos de diferenciacion con

proteasas.

8.4. Efecto del IFN-y/LPS y la IL-4 en la polarizacién de M® M1 y M2.

8.4.1. Cambios morfolégicos en los monocitos dependientes de estimulo.

Una de las primeras evaluaciones en la diferenciacion de los monocitos a
M® fue la observacion de los cambios morfolégicos que estas células
presentaron.

Cuando los monocitos fueron tratados con IFN-y y LPS después de la
pre-diferenciacion con GM-CSF las células observadas en campo claro
mostraron una serie de prolongaciones en el citoplasma manteniendo su nucleo
en el centro celular, lo que les confirid una estructura del tipo fibroblasto como
se muestra en las flechas rojas (Figura 16). Ademas, se presentaron otras
células con una estructura mas pequefia con morfologia redondeada, las cuales
probablemente representan células que no alcanzaron el proceso de
diferenciacion, sin embargo, para conocer su fenotipo y confirmar su

polarizacion se observaron los marcadores de diferenciacién.
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Figura 16. Cambios morfolégicos en células estimuladas con INF-y/LPS.

Por otro lado, cuando se utilizé la IL-4 como el estimulo de diferenciacion
la morfologia fue totalmente distinta a la observada en la imagen anterior. Las
células en este caso presentaron una morfologia mas heterogénea con
prolongaciones citoplasmaticas mas desorganizadas incluyendo sub-
prolongaciones, lo que en las mayormente diferenciadas les confirid una
morfologia tipo neuronal (Figura 17). Los nucleos permanecieron centrales
donde el citoplasma estaba mayormente concentrado y de donde nacian sus

prolongaciones (Flechas rojas).

Figura 17. Cambios morfolégicos en células estimuladas con IL-4.
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En este ultimo cultivo también se observaron células con una morfologia
similar a la de un monocito presentando una forma redondeada y un tamano
pequeio en comparacion con las células aparentemente diferenciadas, sin
embargo, hasta la observacion de los debidos marcadores no fue posible

asegurarlo.

8.4.2. Cuantificacion de IL-12 e IL-4 en la diferenciacion.

La cuantificacion de IL-12 e IL-4 fue empleada como marcadores de
diferenciacion, debido a que son citocinas normalmente producidas por los M®

M1y M® M2 respectivamente (Figura 18).
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Figura 18. Producciéon de IL-12 (A) e IL-4 (B) en M® diferenciados. M® M1
diferenciados con IFN-y/LPS y M® M2 diferenciados con IL-4 en un periodo de

incubacién de tres dias (p < 0.05).
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Cuando se realiz6 la cuantificacion en los sobrenadantes de los cultivos
en el proceso de pre-diferenciacion, aquellos correspondientes a los monocitos
estimulados con GM-CSF y M-CSF, no se observo la produccion de ninguna de
las dos citocinas como tampoco se observé en los controles basales en los que
los monocitos no recibieron ningun estimulo.

Sin embargo, cuando esta cuantificacion se realiz6 en las células
estimuladas con INF-y/LPS (M® M1) se observé la produccion de IL-12 pero no
de IL-4 (Figura 18A) y viceversa, cuando el estimulo tuvo como finalidad la

diferenciacion hacia M® M2 la IL-4 fue la producida y no la IL-12 (Figura 18B).

8.4.3. Expresion diferencial de CCR7 y CD206 en M® diferenciados.

Para apoyar la informacion arrojada por la cuantificacion de citocinas en los
ensayos de ELISA se realizaron tinciones para observar por
inmunofluorescencia la expresion de receptores especificos tanto para M® M1
como M® M2, siendo estos el CCR7 y el CD206 respectivamente.

Cuando se realizé la observacion del CCR7 este solo expone una sefal
positiva en aquellas células que fueron tratadas con IFN-y y LPS (Figura 19),

por otra parte, este receptor no se observo en las células estimuladas con IL-4.

74



CCR7 (FITC) de fases

Contraste

C

Solapamiento

B
5 F R
%
1N & .
Ve Pl A
&
.

Macréfagos M1

Macréfagos M2

Figura 19. Expresiéon de CCR7 en M® M1.

Sin embargo, cuando las células fueron estimuladas con IL-4 estas
expresaron CD206 (Figura 20). Sorprendentemente las células cuyo proceso de
diferenciacion tiene por objetivo los M® M1 también presentaron una positividad

para este marcador.

CD206 (FITC) Contraste de fases Solapamiento

Macrofagos M1

Macrofagos M2

Figura 20. Expresion de CD206 en M® M2.
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En conjunto, la informacién aportada por las citocinas cuantificadas y la
observacion de sefales positivas en los marcadores, en diferentes situaciones
dependientes del estimulo, sugiri6 que aquellas células tratadas con IFN-y y
LPS bacteriano, productoras de IL-12 y que expresaron tanto al CCR7 como el
CD206 correspondieron a M® del fenotipo M1, mientras que en las que se
administré IL-4 como estimulo, y esta misma se cuantificO ademas de la
observacion del CD206, fue indicativo del fenotipo de M® M2. Ambos

resultados fueron evidencia del correcto protocolo de diferenciacién planteado.

8.5. Efecto de trombina y tripsina en la polarizacion de M®.

8.5.1 Cambios morfolégicos inducidos por el tratamiento con proteasas.

Una vez que se establecid el modelo de diferenciacion con los estimulos
convencionales, se probaron el efecto de la trombina y la tripsina en conjunto
tanto con el factor de crecimiento GM-CSF como el M-CSF, y como un control
de estos cuatro planteamientos se aplicaron ensayos paralelos en los que se
utilizaron inhibidores de los PARs, los cuales ayudan a verificar el efecto
especifico de dichos receptores.

En aquellos tratamientos en los que se utilizé el GM-CSF como factor de
crecimiento, cuando se aplico tanto la trombina como la tripsina se observé un
cambio morfoloégico no tan distinto de los monocitos tipicos, mostrando una

morfologia redondeada (Figura 21A, C).
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GM-CSF GM-CSF M-CSF M-CSF
+ + + +

Trombina Tripsina Trombina Tripsina

Tratamiento enzimatico

Tratamiento con
inhibidor enzimatico

Figura 21. Efecto en la morfologia celular de M® en la diferenciacion con

trombina y tripsinay con GM-CSF y M-CSF.

Por otro lado, cuando se utilizaron los inhibidores de los receptores, en
aquellas células tratadas con trombina no hubo ningun efecto evidente ya que
las células se mantuvieron redondas y pequefias en comparacion con las
tratadas con la enzima (Figura 21B). Por su parte, cuando el inhibidor se aplico
junto con la tripsina las células adquirieron una morfologia distinta a la
observada en la tripsina, presentando una estructura alargada similar a como se
observo en el protocolo de estimulos convencionales (Figura 21D).

Por otro lado, cuando en el experimento se utilizé el M-CSF como factor
de crecimiento, tanto los tratamientos con trombina (Figura 21E) como con
tripsina (Figura 21G) adquirieron una estructura celular alargada con mas
prolongaciones citoplasmaticas, siendo mas heterogéneas después del

tratamiento con ftripsina. Cuando se utiliz6 el inhibidor de PAR1 en el
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tratamiento de la trombina, se mostré un efecto similar al observado después
del tratamiento con el factor de crecimiento GM-CSF, en el que las células
parecen no haber progresado en la diferenciaciéon (Figura 21F). Ademas, en las
células con inhibidor para PAR2, estas presentaron una morfologia mas
definida con prolongaciones citoplasmatica mas evidentes (Figura 21H).
Posteriormente se evalud el efecto de la diferenciaciéon empleando los
agonistas de los receptores PAR1 y PAR2, donde se observé un resultado
similar al obtenido con la administracién de las proteasas. Cuando el agonista
de PAR1 o de PAR2 fueron dispuestos en conjunto con GM-CSF las células
mantuvieron una estructura redondeada (Figura 22A-B), como la obtenida con
la trombina y la tripsina, mientras que cuando el M-CSF fue el factor de
crecimiento empleado, ambos agonistas sostuvieron una similitud en los
resultados obtenidos presentandose como células alargadas en ambos casos

(Figura 22C-D) mas parecidas a las obtenidas con M-CSF + trombina.

GM-CSF GM-CSF M-CSF M-CSF
+ + + +

Agonista PAR-1 Agonista PAR-2 Agonista PAR-1 Agonista PAR-2

Al

Figura 22. Cambios morfolégicos dependientes de los agonistas de los PARs en

la diferenciacion de M®.
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Con base en lo obtenido en estos cuatro tratamientos se pudo observar
que las diferencias que existen entre los efectos conferidos por la activacion de
cada uno de los receptores, ademas de la aportacion que ofrecen los factores
de crecimiento. Para los analisis posteriores no se descartd ninguna variable,
por lo que el analisis tanto de citocinas como de marcadores se realizdé en los

cuatro planteamientos.

8.5.2. Produccioén de IL-4 en M® diferenciados con proteasas.

En este caso la cuantificacién de citocinas primeramente se realizé en los
tratamientos cuyo estimulo fueron los agonistas de PAR1 y PAR2 para conocer
el efecto especifico de la activacidon de estos receptores. En esta serie de
experimentos en los que se cuantifico la IL-12 y la IL-4 como marcadores de
diferenciacion al fenotipo de M® M1 y M® M2 respectivamente, se observo que
la IL-12 estaba ausente en todas las condiciones de cultivo (Figura 23A),

mientras que la IL-4 se presentd con resultados variables positivos (Figura

A) Produccién de IL-12 en monocitos B) Produccién de IL-4 en monocitos
estimulados con agonistas de PAR1 y PAR2 estimulados con agonistas de PAR1 y PAR2
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Figura 23. Cuantificacion de IL-12 e IL-4 dependiente de la activacion de los

PARs. (p < 0.05).
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Con base en el resultado anterior, dado que la produccion de citocinas
dependiente de la activacion de los PARs solo involucré la produccion de 1L-4,
en los tratamientos con las proteasas trombina y tripsina solo se realizé esta
determinacién, empleando como control los inhibidores de los receptores para
confirmar que el efecto, otra vez, era dependiente de la activacion de los
mismos. Aunque en los cuatro tratamientos la produccién de IL-4 se presento,
esta se produjo en distintos niveles siendo mas abundante por ejemplo en las
condiciones donde se administro tripsina (195.14 pg/mL y 253.26 pg/mL) con
respecto a la aplicacion de trombina (37.87 pg/mL y 137.95 pg/mL), de manera
similar cuando se empled el M-CSF, este incrementd los niveles observados
(137.95 pg/mL y 253.26 pg/mL) con respecto al GM-CSF (37.87 pg/mL y 195.14
pg/mL), como se muestra en la Figura 24.

Posteriormente, para asegurar que el efecto de las proteasas fue
dependiente de la activacion de los receptores se empled el inhibidor
SCH79797 para bloquear al PAR1 y al AC264613 para el PAR2. En todos los
casos los niveles de produccion de la IL-4 se mantuvo ausente inclusive con
respecto a los diferentes factores de crecimiento utilizados (Figura 24), de
manera que efectos asociados a la diferenciacion por la trombina y la tripsina
fueron especificos de la activacion, particularmente del PAR1 y el PAR2; esta
informacion fue apoyada por los resultados obtenidos previamente donde se
observd que son los agonistas de estos mismos receptores los que llevan a

cabo el efecto.
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Figura 24. Produccion de IL-4 en monocitos estimulados con trombina y tripsina.
Empleo de antagonistas farmacoldgicos de los receptores PARs: SCH79797 inhibidor

de PAR1; AC264613 inhibidor de PAR2 (p < 0.05).

8.5.3. Las proteasas inducen la expresion del receptor de manosa (CD206).

Cuando en estas células diferenciadas se realiz6 la inmunofluorescencia para
determinar los marcadores de expresion en M®, se observd una senal positiva
para el receptor de manosa en aquellas que se pre-estimularon con GM-CSF vy
posteriormente con trombina y tripsina (Figura 25A y 25C), con respecto a la

nula expresion de CCR7 en estos mismos tratamientos de diferenciacién

(Figura 25B y 25D).

81



GM-CSF + Trombina GM-CSF + Tripsina

CD206 (FITC)

CCR7 (FITC)

Figura 25. Expresion de CD206 en monocitos estimulados con trombina y

tripsina y estimulacién previa con GM-CSF.

Cuando en esta misma serie de experimentos el protocolo se modifico
para emplear el M-CSF como factor de crecimiento en la pre-diferenciacion y se
realizé la estimulacién con trombina y tripsina, se observaron resultados muy
similares en cuanto a la expresion en la superficie del CD206 (Figura 26A y
26C). Asi mismo el resultado negativo que involucra la expresion del CCR7

(Figura 26B y 26D) sostiene el fenotipo observado en el experimento anterior.
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M-CSF + Trombina M-CSF + Tripsina

CD206 (FITC)

CCR7 (FITC)

Figura 26. Expresion de CD206 en monocitos estimulados con trombina y

tripsina y estimulacién previa con M-CSF.

8.6. Las CMSP responden ante el estimulo de CFP de M. tuberculosis.

8.6.1. Evaluacion de la capacidad proliferativa.

Una vez establecidos los modelos de diferenciacion para la obtencion de M®
provenientes de monocitos de sangre periférica, se evalud el efecto que tienen
los antigenos de M. tuberculosis sobre las células de los sujetos de estudio, de

manera que se omitieron aquellos individuos cuya respuesta ante el estimulo es
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muy débil o inexistente. Estableciendo que personas son aquellas que
reaccionan positivamente en el estudio de proliferacion, son las que fueron
considerados para la diferenciacion de sus monocitos y poder realizar la
estimulacion.

Como primera evidencia de la positividad de la reacciéon se realiz6 la
observacion microscopica de las células en el transcurso de cinco dias, y como
indicativo del efecto se observaron cumulos celulares, los cuales
correspondieron a aquellas células que después de la presentacion antigénica
iniciaron un proceso de proliferacion celular. Aunque este efecto fue apreciable
desde las 24 horas, se observo el crecimiento gradual en el tiempo mostrando
el mayor resultado a las 120 horas (Figura 27). Cuando estas observaciones se
compararon con la serie de tratamientos en los que no se aplicé CFP se pudo
observar que en el mismo transcurso de tiempo no hay evidencia de los mismos

cumulos celulares.

Células sin
estimulo

Figura 27. Desarrollo de la proliferacion celular en CMSP estimuladas con CFP de

M. tuberculosis.
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Cuando el efecto proliferativo de las células se cuantificé por accion del
MTS, se pudo apreciar en la Figura 28 el resultado independiente de dos
individuos, en el cual la taza de proliferacion se observa hasta tres veces mas

grande con respecto al basal sin estimulo.
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Figura 28. Representacion grafica de la proliferacién en CMSP con CFP en 5 dias.

CMSP estimuladas con 5 pg/mL de CFP contra el control basal sin estimulo (p < 0.05).

8.6.2. Cuantificacion de IL-2 como marcador de proliferacion celular.

Una manera mas sensible de medir proliferacion celular fue la determinacién de
los niveles de la citocina mitogénica, IL-2. Esta cuantificacion se realizd en los
sobrenadantes de los cultivos de CMSP estimuladas con CFP de M.
tuberculosis recolectados cada 24 horas desde su aplicacion y hasta el dia

cinco. Los niveles de produccion de IL-2 aparecieron hasta las 72 horas (16.44
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pg/mL), con un pico maximo de produccion a las 120 horas con 33.68 pg/mL

(Figura 29).
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Figura 29. Produccioén de IL-2 en CMSP estimuladas con CFP de M. tuberculosis
como marcador de proliferacion celular. CMSP estimuladas con 5 ug/mL de CFP

para inducir la produccion de IL-2 (p < 0.05).

Con la evidencia proporcionada en el ensayo de proliferacién celular y
cuantificacion de IL-2 se logré establecer el efecto de reactividad de los

antigenos de M. tuberculosis en las CMSP de los individuos de estudio.

8.6.3. CFP de M. tuberculosis induce un perfil de respuesta Th1 en CMSP.

Posterior a la determinacion de proliferacion celular ante el estimulo de CFP de
M. tuberculosis se determinaron las citocinas que este debid inducir en las

CMSP, las cuales dada su naturaleza antigénica promovieron la produccion de
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citocinas del tipo Th1. Para este ensayo se cuantificaron IFN-y, TNF-a y la IL-
12, asi mismo, se cuantificé la IL-4 como control de polaridad de respuesta,
siendo este un marcador de caracter Th2.

En la Figura 30 se representan la cuantificacion de citocinas en dos
experimentos independientes correspondientes a los dos individuos cuyos
resultados de proliferacion celular se mostraron previamente. En ambos casos
se observa como el IFN-y es la citocina mayormente producida (2,080.91 pg/mL
y 10,883.5 pg/mL), después de la cuantificacion de IL-12 (1,821 pg/mL y

2,491.8 pg/mL) y el TNF-a (1,305.6 pg/mL y 165.7 pg/mL) (Figura 30).
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Figura 30. Produccion de IFN-y, TNF-a e IL-12 en CMSP estimuladas con CFP de
M. tuberculosis en dos individuos. CMSP del individuo 1 (A) e individuo 2 (B)

estimuladas con 5 ng/mL de CFP para inducir la produccidn citocinas (p < 0.05).
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En lo que respecta a la produccion de IL-4, como era de esperarse esta
no se presentd, dado a que es una citocina que no corresponde con el perfil de

respuesta establecido por los antigenos de la micobacteria.

8.7. Los M@ diferenciados se plastifican ante el estimulo de

CFP de M. tuberculosis.

8.7.1. Los M® M2 revierten su fenotipo a M® M1 cuando son diferenciados

con IL-4.

Posteriormente, se tomaron M® M1, para saber cual era el resultado en su
fenotipo cuando se exponian a los antigenos de M. tuberculosis, para lo cual
debia haber linfocitos de por medio para que el proceso de procesamiento y
presentacion del antigeno se llevara a cabo.

Como un control del proceso de diferenciacion se cuantificé ala IL-12y a
la IL-4 como se habia aplicado previamente, sirviendo la IL-12 como el
marcador del fenotipo de M® M1 (Figura 31A), mientras que la IL-4 no se
presentd (Figura 31D). Ademas de la IL-12, el IFN-y y el TNF-a también
mostraron producirse ante el mismo estimulo (Figura 31C y 31B), resultando
significativo con respecto a los controles sin estimulo, lo que sustenta el

fenotipo de los M® pro-inflamatorios.
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Figura 31. Produccion de citocinas en M® M1 estimulados con CFP de M.

tuberculosis. (p < 0.05).

Por otro lado, cuando estos M® fueron estimulados con CFP estos no
presentaron cambios, manteniendo el mismo perfil de citocinas observado
previamente. Sin embargo, hay que destacar que después del tratamiento con
CFP los controles adquirieron el mismo caracter Th1, debido a que el antigeno
actua en un sistema homologo a cuando se emplearon las CMSP.

Cuando son las células M2 las que fueron tratadas con los antigenos de
M. tuberculosis el panorama es inverso. En este sentido, cuando se realizo la

diferenciacion de los monocitos con IL-4 ninguna citocina es producida,
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solamente la IL-4, asumiendo un fenotipo del tipo M® M2, sin embargo,
posterior a la estimulacion con los antigenos ese fenotipo productor de IL-4
desaparecié (Figura 32D), y en su lugar se presentd la producciéon de IFN-y
(Figura 32A), IL-12 (Figura 32B) y TNF-a (Figura 32C), lo que resulto indicativo

de como ese fenotipo de M® M2 revirtio al ahora fenotipo de Md M1.
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Figura 32. Produccidon de citocinas en M® M2 estimulados con CFP de M.

tuberculosis. (p < 0.05).

90



Por otro lado, cuando se cuantificaron las citocinas producidas por los
controles se observo que al igual que en el caso anterior, se adquirié el mismo
comportamiento con la producciéon de citocinas Th1, lo que asegurd la
veracidad de los resultados. Con los resultados obtenidos hasta este punto fue
posible evidenciar como la naturaleza de los antigenos de M. tuberculosis

tienen la capacidad de polarizar el fenotipo de M® M2 al de M® M2.

8.7.2. Los M® M2 diferenciados por accidon de trombina y tripsina

incrementan la produccién de IL-4 posterior al estimulo con CFP.

Como se habia observado previamente, cuando las proteasas trombina y
tripsina se emplearon para inducir la polarizacion de los monocitos se observo
que estos adquirian un fenotipo tipo M® M2 con la produccion de IL-4 (Figura
33D). En esta serie de experimentos donde también se observé una nula
produccion de IL-12 (Figura 33A) e IFN-y (Figura 33C) se observd un
incremento discreto en el TNF-a (Figura 33B), en conjunto y salvo por la
produccion de TNF-a se sostuvo el resultado previamente obtenido. Cuando en
estas condiciones de diferenciacién se realizé una estimulacién con CFP en
presencia de linfocitos autdlogos (co-cultivo) se observé un aumento en la
produccion de las citocinas Th1 IL-12, TNF-a e IFN-y, como se observd en
aquellos M® polarizados M1, sin embargo, cuando los monocitos son
diferenciados con las enzimas trombina y tripsina el resultado del co-cultivo

también mostré un incremento en la produccién de IL-4.

91



A) 2500+ B) 2000+
2000+
= _E, 1500+
£ 15001 S
{=}
= It 1000+
N 1000 N
- 3
= [= -
5004 500
0 0
o. O&O
<& & L © o
° ¥ Y E Y
Co-cultivo Co-cultivo
+CFP +CFP
4000+ )
C) D 250+
I 30007 2004
[S —_
= -
2 2000 £ 1504
= g
100+ *kk
£ 10004 3,
50+ *
c ' — .
X0 0 T T . T
o 2] ) Q )
&) &0 \ & Ry
R AN < I v N ¥ F & & s
¥ vy & &E & E
. ¥ ¥ Y ¢y
Co-cultivo
+CFP Co-cultivo

+CFP

Figura 33. Produccién de citocinas en M® diferenciados con M-CSF mas

trombina y tripsina, y estimulados con CFP de M. tuberculosis. (p < 0.05).

Cuando en el proceso de diferenciacion se emplearon las enzimas
trombina y tripsina con la diferencia de utilizar el GM-CSF en lugar del M-CSF
(factor de crecimiento empleado en el resultado anterior) el perfil se mantuvo,
mostrando nula produccién de IL-12 (Figura 34A) y una positividad en el
resultado de IL-4 (Figura 34B) en el momento de la diferenciacién.
Posteriormente, cuando se realiz6 el co-cultivo, ambas citocinas se

incrementaron manteniendo el mismo fendmeno observado previamente,
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sosteniendo que indistintamente del factor de crecimiento tanto la trombina

como la tripsina indujeron el mismo fenotipo.
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Figura 34. Produccion de citocinas en M® diferenciados con GM-CSF mas

trombina y tripsina, y estimulados con CFP de M. tuberculosis. (p < 0.05).

Retomando la especificidad de la activacion de los receptores PARs en la
polarizacion de M®, ya se habia observado que cuando se emplearon los
agonistas peptidicos para la activacién de estos receptores se promovia la
produccion de IL-4 (Figura 35D) pero no de IL-12 (Figura 35A) lo que sostenia
el resultado observado en las enzimas. Al mismo tiempo, en estas mismas
condiciones de diferenciacion también se observaron, aunque despreciables,
niveles en la produccion de TNF-a (Figura 35B) e IFN-y (Figura 35C).

En estas condiciones de diferenciacion igualmente se evalud la
produccion de citocinas posteriores a la estimulacion con los antigenos de M.
tuberculosis, en los cuales aparecid6 el mismo patron de citocinas
incrementando la produccion de IL-4 pero también recuperando la produccién

de las citocinas Th1.
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Figura 35. Produccién de citocinas en M® diferenciados con M-CSF mas el

agonista de PAR1/PAR2, y estimulados con CFP de M. tuberculosis. (p < 0.05).

Los mismos resultados se mantuvieron cuando se emple6é como factor de
crecimiento el GM-CSF mas los agonistas peptidicos, mostrando esa nula
produccion de IL-12 que se recuperé después de la estimulacion con CFP

(Figura 36A) y la produccion de IL-4 que se potencio tras la estimulacion en el

co-cultivo (Figura 36B).
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Figura 36. Producciéon de citocinas en M® diferenciados con GM-CSF mas el

agonista de PAR1/PAR2 y estimulados con CFP de M. tuberculosis. (p < 0.05).

En conjunto los ultimos dos resultados son evidencia que la previa la
activacion de los receptores PARs en los monocitos, los M® obtenidos
adoptaran un fenotipo M2 con la particularidad de una irreversibilidad en el

mismo.
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CAPITULO 9

DISCUSION

Este proyecto tuvo como finalidad el conocer el efecto que generaban las serin
proteasas trombina y tripsina sobre la polarizacién de monocitos, ademas de
observar el perfil de citocinas producto de los M® diferenciados cuando estos
eran estimulados con los antigenos de M. tuberculosis. En este sentido,
conocer la pureza de la poblacion inicial de las células purificadas por
inmunomagnetismo fue relevante, ya que garantizaria los futuros resultados;
con base en lo anterior se determind la expresion de CD14 como marcador
especifico de esta poblacion celular, como lo menciona Geissmann et. al.?%®, asi
como la expresion de CD11b como se menciona en los trabajos de Pilling et.
al?®. Por otro lado, cuando evaluamos la expresion de los marcadores de
diferenciacion observamos niveles de expresion tan bajos que apenas rebasan
el uno por ciento en la poblacion celular CD14™ CD11b*, lo cual es coincidente
con lo reportado en la literatura, en donde la expresiéon basal del receptor
CD206, asi como el CCRY7 e incluso el CD163 en los monocitos se encuentra

en muy bajos niveles?®>2%°,
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La expresidon de los receptores PARs en los monocitos es algo que ya
era conocido y cuya descripcion fue realizada por Colognato et. al. en el 2003,
en la cual se menciona como las células del sistema fagocitico mononuclear se
distinguen por expresar el receptor PAR1, PAR2 y PAR3, donde el PAR2 es el
que se expresa a mas bajos niveles?®?, de manera similar a lo observado en el
analisis cuantitativo por citometria de flujo realizado en este estudio.

Una vez que se verifico el fenotipo de las células monociticas purificadas,
estas se emplearon para los diferentes programas de diferenciacién, en los
cuales la primera observacion fue conocer el morfotipo que estas adquirian,
resultando en caracteristicas bien marcadas las que adquirian los M® M1
diferenciados con GM-CSF mas IFN-y/LPS, en los cuales se aprecia una
estructura alargada tipo fibroblasto, la cual es igual en todas las células, caso
contrario, en aquellas células que fueron estimuladas con M-CSF mas IL-4 su
estructura presentaba una alta tasa de heterogeneidad, no mostrado
caracteristicas tan conservadas entre las células, salvo quiza los aparentes
pseuddépodos que presentaban estos M®. El trabajo de Vogel et. al. es la mejor
referencia para comparar estos resultados morfologicos en los cuales ellos
observan toda la variedad de efectos morfologicos, no solo dependientes del
IFN-y/LPS y la IL-4, sino también del empleo o no de los factores de crecimiento
GM-CSG y M-CSF, donde si bien su resultado morfologico de presuntos M® M1

es muy similar al obtenido en este trabajo, el de los M® M2 no se asemeja

201

tanto™ . Entre las diferencias que podrian explicar la variabilidad del resultado

esta el tiempo de incubacién que en nuestro caso fue de diez dias, contra los
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seis dias en el protocolo de Jaguin et. al., y/o la implementaciéon de M-CSF mas
IL-4 posteriores a una estimulacion con solamente M-CSF?*°, donde en todo
caso sea el M-CSF el estimulo que conllevé a nuestro resultado.

Las diferencias morfologicas, sin embargo, no son caracteristicas
definitivas que permitan la identificacion del fenotipo de los M® obtenidos. El
receptor de quimiocina CCR7 y el receptor de manosa (CD206), han sido
previamente determinados sus niveles basales, dado que posteriores a los
estimulos de diferenciacion estos aparecerian en mayor concentracion, siendo
el CCR7 un receptor expresado en aquellas células pro-inflamatorias como los

M® M1 pero que a la fecha no se sabe si esta presente en los macrofago M2206,

Por otro lado, en los M® M2 el CD206 funciona como un marcador de
diferenciacion'’, mientras que en los resultados obtenidos en este trabajo, los
M diferenciados con IFN-y/LPS hacia el fenotipo M1 también expresan este
receptor. Sin embargo, si bien es cierto que el IFN-y es un promotor para que el
receptor de manosa deje de expresarse, cuando este se emplea en conjunto
con factores de crecimiento tanto GM-CSF como el M-CSF, estos desfavorecen
la funcién del IFN-y permiten la produccién del receptor en su superficie®”.

No es si no hasta la produccion de citocinas lo que nos habla de una
manera mas concreta el fenotipo de células que se estan estudiando, de
manera que los resultados obtenidos en este trabajo empatan con lo mostrado
por otros autores, en los que la produccion de IL-12 siempre es superior en los
M® diferenciados a M1 con respecto a los M2, y este resultado es inclusive

200,201

independiente del factor de crecimiento . Por su parte, en los M® M2 la
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produccion de IL-4 resulta ser un marcador igualmente especifico como lo es la
IL-12 para los M® M1, mostrando su produccion dependiente de citocinas como
la IL-10 e incluso la propia IL-4%°" como en este trabajo.

Con base en la importancia que tiene la determinacién de los marcadores
de superficie y la produccion de citocinas para el establecimiento de un fenotipo
especifico, como se realizé en los M® M1 y M2, este mismo sistema es el que
se aplicd para conocer el resultado de estimular a los monocitos con las
enzimas trombina y tripsina. White y Gomer realizaron una serie de
experimentos en los cuales estudiaron el efecto que tienen las proteasas
trombina, tripsina y triptasa sobre CMSP, observando la expresion de los
marcadores CD206, CD163 y CCR7, ademas de la cuantificacion de IL-4, IL-13,
IL-10 e IL-12. En primera instancia sus resultados apuntan al establecimiento de
un fenotipo M2 dada la reduccién del CCR7 con respecto a los otros dos
receptores, sin embargo, en las citocinas permanece un perfil mezclado que no
podria discernir entre fenotipos, sin embargo, cuando los ensayos se realizan
en monocitos purificados, el efecto sobre el CCR7 se repite y aunque la
produccion de IL-4 es elevada, persiste la produccion de IL-12. Cuando se
comparan estos resultados con los aqui obtenidos observamos el mismo efecto
sobre el CCR7, sosteniendo por un lado la capacidad de modulacion, esto
apoyado en nuestro caso por la nula produccion de IL-12. La evidencia que
presentan White y Gomer es fuertemente sugerente de una polarizacion de los

M® hacia el fenotipo M2 por accién de las serin proteasas, y nuestros

resultados apoyan este hecho al evidenciar la despreciable produccion de IFN-y
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y TNF-a, sugiriendo que el programa que adoptan los monocitos se inclina al de

un fenotipo anti-inflamatorio'®®

. Ademas, como producto de este trabajo también
se observo el efecto que presentaban los factores de crecimiento GM-CSF y M-
CSF en compaiia tanto de la trombina como de la tripsina, mostrando una
produccion diferencial de IL-4 y nula producciéon de IL-12, sin embargo, el
fenotipo IL-4"CD206"CCR7" era conservado en las cuatro condiciones de
diferenciacion.

Los M® han demostrado ser una estirpe celular con funciones de suma
importancia en la infeccion por M. tuberculosis, siendo fuertes promotores de
una respuesta asociada a la respuesta inmune Th1, pero a la vez inductores de
citocinas que ayudan a la regulacién de la inflamacion'®’. Los resultados
mostraron que la estimulacion sobre M® “clasicamente diferenciados” con IFN-
Y/LPS e IL-4 a los fenotipos M1 y M2 respectivamente con antigenos de M.
tuberculosis en presencia de linfocitos autélogos, eran inductores de una
respuesta celular tipo Th1 con la produccion de IL-12, TNF-a e IFN-y, y la
inhibicion de la IL-4 de los M® M2, lo cual era de esperarse en aquellos M®
previamente diferenciados a M1, pero no esperado en aquellos M® M2, sin
embargo considerando la capacidad de plasticidad en estas células es un
fendmeno que se vuelve sencillo de asimilar?®.

Por su parte aquellas células estimuladas con las serin proteasas
trombina y tripsina adoptaron un fenotipo tipo M2 y tuvieron un comportamiento
algo distinto cuando fueron puestas en contacto con la poblacion de linfocitos y

en presencie de CFP de M. tuberculosis. En este caso ademas de la produccién
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de las mismas citocinas asociadas a inflamacion IL-12, TNF-a e IFN-y, también
se observo un incremento en la produccion de IL-4, manteniendo realmente un
microambiente combinado de citocinas. Los M® son una poblacién celular que
pueden mantener un amplio rango de funciones que a la vez pueden resultar
contradictorios, participando en la promocion de la respuesta inflamatoria,
promover la angiogénesis, inhibir el crecimiento tumoral, inducir la remodelacién
del tejido o incluso generar muerte celular’®2%%2'° Este contexto mezclado
llama mucho la atencidén debido al escenario en el que se presenta, donde la
naturaleza del co-cultivo no permite saber con certeza si esas citocinas son
propias de una célula previamente diferenciada, una célula que fue activada
tras el reconocimiento de un antigeno especifico o son un conjunto de ambas;
Huang et. al. proponen que ambos fenotipos de M® co-existen en la
tuberculosis, donde los M1 se encargan de promover la formacion del
granuloma mientras que los M2 se relacionan a inhibir este proceso'®’.

El resultado de la activacién de los receptores PAR1 y PAR2 en los
monocitos y su participacion en la diferenciacién a M® M2, generd una serie de
preguntas adicionales, en particular, el saber cual es el mecanismo que lleva a
este fenotipo que es evidentemente distinto al resultado de la polarizaciéon con
base en la IL-4, y si esta via en la que persiste, aparentemente, un fenotipo anti-
inflamatorio puede ser uno de los aspectos no elucidados en la infeccién por M.

tuberculosis.
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CAPITULO 10

CONCLUSION

Las serin proteasas trombina y tripsina polarizan la diferenciacién de los M®
hacia el fenotipo M2, y a diferencia de los M® M2 generados por IL-4, en una
estimulacién con CFP de M. tuberculosis el fenotipo M2 se mantiene, por lo que
la activacién especifica de los receptores PAR1 y PAR2 en los M® tiene como
consecuencia la polarizacion de la respuesta de las células T hacia el perfil Th2.

En el siguiente esquema se resumen los resultados obtenidos en este
proyecto, con los eventos de diferenciaciéon para el fenotipo M1, M2 y el
obtenido de la activacion de los receptores PARs, ademas del perfil de citocinas
obtenido del co-cultivo entre los M® diferenciados vy linfocitos T especificos en

presencia de CFP de M. tuberculosis.
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CAPITULO 11

PERSPECTIVAS

Dentro de las perspectivas planteadas producto de los resultados obtenidos en
este trabajo se encuentran evaluar las vias de sefalizacidn acopladas a la
activacion de los receptores PAR1 y PAR2 implicadas en la polarizacién
irreversible de los M® hacia el fenotipo M2, de manera que se pueda entender
el mecanismo de activacion de este fenotipo mediante esta via.

Por otro lado, se pretende identificar las serin proteasas en el genoma de
M. tuberculosis y evaluar su efecto sobre la activacion de PAR1 y PAR2 y
conocer su implicacion en cuanto a la polarizaciéon de M® y el establecimiento
de una respuesta de células T, de manera que puedan ser asociadas como
potenciales factores de virulencia con base en la modulacion de una respuesta

inmune.
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