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Los fagocitos mononucleares, en particular los monocitos y los macréfagos, han sido considerados
los blancos primarios de la infeccion por Mycobacterium tuberculosis y, a su vez, las principales
células efectoras y reservorios de la micobacteria. La heterogeneidad de estas células, asi como su
plasticidad, hacen que las respuestas ante la infeccién sean diversas y complejas. Las diferencias
que presentan los fagocitos mononucleares de animales naturalmente resistentes a la infeccion, la
expresién de los genes asociados al control de las infecciones micobacterianas y las discrepancias
que se observan entre los monocitos en circulaciéon de los pacientes con tuberculosis y los controles
sanos en la expresion de CD14, CD36 y HLA-DR, asi como en la muerte celular, nos ha sugerido que
puede haber alteraciones en la distribucion de las subpoblaciones de monocitos 0 en su estado de
madurez.

En humanos, las subpoblaciones de monocitos de sangre periférica se definieron inicialmente de
acuerdo con la expresion de las moléculas de superficie CD14 y CD16. Hay dos tipos principales
de monocitos, unos con alta expresiéon de CD14 y carentes de CD16 (CD14*CD16) y otros con baja
expresion de CD14 y que expresan CD16 (CD14*CD16*).

En los pacientes con tuberculosis hay alteraciones en los recuentos de las subpoblaciones de
monocitos, lo que nos hace considerar que el entendimiento de estos eventos podria ser fundamental
en la comprensién de la inmunopatogénesis de esta enfermedad.

Palabras clave: monocito, macrofago, subpoblaciones de monocitos, apoptosis, necrosis,
Mycobacterium tuberculosis.

Alterations in mononuclear phagocytes: improving the significance of monocyte and macrophage
death in the immunopathogenesis of tuberculosis

Mononuclear phagocytes, particularly monocytes and macrophages, have been considered the primary
targets of infection by Mycobacterium tuberculosis and, at the same time, the main effector cells and
reservoirs of mycobacteria. The heterogeneity of these cells and their plasticity, make diverse and
complex the responses against the infection. The differences in mononuclear phagocytes responses in
animals, the expression of genes associated with natural resistance to infection, and the discrepancy
between circulating monocytes from patients with tuberculosis and healthy controls in the expression
of CD14, CD36 and HLA-DR, and cell death, have suggested changes in the distribution of monocyte
subpopulations or in their state of maturity.

In humans, subpopulations of peripheral blood monocytes were defined according to the expression
of surface molecules CD14 and CD16. There are two main types of monocytes, a group with high
expression of CD14 that does not express CD16 (CD14*CD16°) and others with low expression of
CD14, expressing CD16 (CD14*CD16"). In tuberculosis patients there are alterations in the counts of
these subpopulations, which lead us to consider that these alterations could be capital phenomenon to
understand the immunopathogenesis of this disease.

Key words: monocyte, macrophage, monocyte subsets, apoptosis, necrosis, Mycobacterium
tuberculosis.
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general de estas células. El sistema fagocitico
mononuclear esta lleno de contrastes funcionales
y morfolégicos, pero indiscutiblemente, juega
un papel preponderante en las infecciones
intracelulares y en la respuesta inmunitaria innata
(1). Su heterogeneidad, plasticidad, capacidad
efectora, vinculo determinante entre la inmunidad
innata y la adaptativa, asi como su potencial
regulador, hacen de los fagocitos mononucleares
un sistema dificil de dimensionar (2).

Elie Metchnikoff, premio nobel de Fisiologia y
Medicina en 1908, fue el primero en describir y
clasificar a los macréfagos en 1880, y se le atribuye
la primera representacion de los macréfagos en
el afo de 1892. Describi6 a los fagocitos como
un conjunto de “células con capacidad de ingerir
y digerir particulas”. Mas tarde, las catalog6
como glébulos blancos y “les atribuyé un papel
determinante como células participes de la primera
linea de defensa contra las infecciones de los seres
vivos” (3).

El aleman Karl Albert Ludwig Aschoff (4) introdujo
la expresion “sistema reticulo-endotelial” desde
1924. Este sistema abarcaba un grupo de células
con capacidad de ingerir un colorante vital que,
Aschoff asumié, resultaba de la fagocitosis. A
dicho sistema pertenecian los monocitos, los
macréfagos, los histiocitos, las célulasreticulares, los
neumocitos (macréfagos tisulares estacionarios),
los fibroblastos y las células endoteliales.

Sin embargo, debido a que este sistema no
se adaptaba ni explicaba el conocimiento que
se habia generado en afos posteriores de los
fagocitos mononucleares, en 1969 (5), se definio
la expresion “sistema fagocitico mononuclear.
Este grupo de células se agruparon con base
en su alta capacidad de fagocitar y similitudes
en morfologia, funcién y origen. En este sistema
se incluyen los monocitos, los macréfagos y sus
precursores en la médula o6sea. Estas células
proceden de un precursor comin CD45* CD34*.
Como consecuencia la expresion “sistema reticulo-
endotelial” entr6 en desuso.

No obstante, el sistema fagocitico mononuclear
necesita una redefinicion de sus conceptos (2) ya
que se sabe que los monocitos y los macréfagos
también se originan en el higado fetal. Existen
precursores tempranos comunes a la linea
monocitica, la granulocitica y la linfocitica y se
sabe que las células dendriticas mieloides se
diferencian a partir de monocitos. A pesar que
no existe un consenso claro al respecto, varios
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autores consideran, en la actualidad, a las células
dendriticas como parte del sistema fagocitico
mononuclear (6,7). En estarevision nos referiremos
esencialmente a los monocitos y a los macroéfagos,
unos de los principales componentes en la defensa
frente a M. tuberculosisy unos de los tipos celulares
en los que mas se evidencia la heterogeneidad de
la respuesta inmune.

Aunque las células del sistema fagocitico
mononuclear son definidas precisamente por
su capacidad de fagocitosis, siguen siendo muy
heterogéneas entre si. La heterogeneidad de los
macréfagos se puede apreciar en las variaciones
de la morfologia (el diametro, la granularidad, la
forma y la estructura, entre otros), del fenotipo
de marcadores de membrana, del contenido de
organelas y de las respuestas funcionales (8). Esta
variabilidad se cree que obedece a las diversas
localizaciones anatémicas, al estado de maduracién
y diferenciacion y al tipo de activacion que reciben
estos fagocitos (2) (figura 1). La diversidad de
las funciones “efectoras” y la variacién de sus
respuestas y fenotipos cuando colonizan diferentes
tejidos, son sélo algunas de las “ventanas” por las
que se puede apreciar la altisima heterogeneidad
de estas células.

Los monocitos se forman en la médula dsea
a partir de células pluripotenciales de la serie
granulocitica-monocitica. En esta evolucién
el factor de crecimiento GM-CSF (granulocyte
macrophage colony stimulating factor), el M-CSF
y otras citocinas, como la interleucina 3 (IL-3),
juegan un papel indispensable (9,10). Cuando
estos factores de crecimiento estan presentes
en la médula 6sea, la célula progenitora prolifera
y se diferencia a promonocito. Los promonocitos
permanecen en la médula 6sea menos de 24
horas, completan su maduracién y después pasan
a la circulacién sanguinea como monaocitos.

En esta etapa los monocitos se visualizan al
microscopio en extendidos de sangre periférica,
como células de mayor tamarfio que los linfocitos,
cuyo diametro oscila entre 15 y 30 ym, con una
relacion nucleo/citoplasma alta y en una proporcién
de 1% a 6% en un recuento normal de leucocitos.
En los adultos sanos la vida media de un monocito
circulante se estima en 70 horas, luego de las
cuales, salen de los capilares sanguineos y se
localizan en los tejidos, donde se diferencian hacia
macrofagos o hacia células dendriticas (2,11). Noes
completamente claro cémo se regula la conversion
hacia macrofagos in vivo y se desconoce que
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Muerte de monocitos y macréfagos en la infeccién micobacteriana

La heterogeneidad del sistema fagocitico
se explica por:
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Figura 1. La heterogeneidad de los fagocitos mononucleares. La variabilidad y plasticidad del sistema fagocito-mononuclear se
explica por las diversas subpoblaciones que existen de estas células, por los diferentes estados de maduracién y de diferenciacién
en los cuales se pueden encontrar, por las mdltiples localizaciones anatémicas de estos fagocitos y por las diferentes formas de
activacién estas células que pueden recibir. Cada una de las variables expuestas debe influir en las respuestas funcionales de los
fagocitos mononucleares como parte del sistema inmune innato y como moduladores del sistema inmunitario adaptativo.

tan “idéneas” son para ejecutar sus respuestas
efectoras cuando llegan a los tejidos. Durante la
diferenciacion de monocitos hacia macréfagos el
tamano se incrementa entre 5y 10 veces (10), hay
aumento del nimero de los granulos intracelulares,
e incremento de la complejidad, la capacidad
fagocitica y la produccion de enzimas liticas. Los
macrofagostienenmayorexpresiéndelasmoléculas
del complejo mayor de histocompatibilidad y de las
moléculas coestimuladoras.

Tradicionalmente, se ha sugerido que las fluctua-
ciones en los conteos de leucocitos de sangre
periférica se deben a un incremento en la actividad
de la médula ésea, que conlleva a la liberacién de
los precursores requeridos para la colonizacion de
la lesion inflamatoria y que obedecen a diversas
sefiales como la produccion de quimiocinas (como
la fractalcina y la proteina quimioatrayente del
monocito 1, MCP1), mediadores proinflamatorios
(como proteinas del complemento, histamina, etc.)
u otras sefales paracrinas que no se han elucidado
por completo (1,8).

Elaumento del conteo de leucocitos se corresponde
con la migracién y la colonizacion del tejido
afectado por parte de los fagocitos mononucleares.
Muchos de los estudios que evallan las respuestas
funcionales de los fagocitos mononucleares se
basan en la obtencion de macréfagos a partir de
exudados peritoneales de ratones tratados con
tioglicolato o polietilenglicol mas adyuvantes (12).
Estos tratamientos ponen un velo al estudio de los
hechos que ocurren durante la metamorfosis de la
célula inmadura a efectora, ya que se ha descrito

que no todos los fagocitos migran hacia la cavidad
peritoneal en respuesta al polietilenglicol (13,14). En
ratones, la obtencién y la diferenciacién in vitro de
los precursores de la médula 6sea permite estudiar
las células con cierta homogeneidad; pero, aun en
estos casos, hay evidencias de heterogeneidad
en marcadores fenotipicos entre clonas obtenidas
a partir de una misma médula (15), aunque en
presencia del factor estimulante de colonias 1
(CSF-1) se reduce dicha heterogeneidad (16).

Otro aspecto que revela la heterogeneidad y la
plasticidad de los fagocitos mononucleares es el
descubrimientodeunapoblaciéndecélulasprimitivas
denominada derivados pluripotanciales de los
monocitos (monocyte-derived multipotential cells,
MOMC), que sugiere la naturaleza pluripotencial
de algunos de los monocitos circulantes (17).
Estas células tienen una morfologia de fibroblasto
y un fenotipo Unico positivo para CD14 (correceptor
para los lipopolisacaridos bacterianos, junto con
el receptor tipo toll 4 y MD-2), CD45 (antigeno
panleucocitario y fosfatasa de tirosinas), CD34
(proteina transmembrana y molécula de adhesion
importante en las interacciones célula-célula, y con
la matriz extracelular). Ademas, la CD34 pertenece
a la familia de las sialomucinas que se expresa en
el tejido hematopoyético y vascular; estas células
también expresan un receptor para colageno tipo
1 (17).

Los MOMC se pueden obtener en un cultivo de
7 a 10 dias de células mononucleares de sangre
periférica sobre matrices de fibronectina, en
presencia de suero bovino fetal como fuente de
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factores de crecimiento. Entre los MOMC hay
progenitores con capacidad de diferenciarse en
una variedad de células no fagociticas que van a
poblar huesos, cartilagos, tejido adiposo, musculo
esquelético y cardiaco, neuronas y el endotelio, lo
que indica que los monocitos circulantes son mas
pluripotenciales de lo que se pensaba.

En la actualidad, se han empezado a sugerir
terapias de trasplante de monocitos circulantes
como método potencial para la regeneracion de
tejidos (17).

Reconocimiento, fagocitosis y maduracion
del fagosoma que contiene Mycobacterium
tuberculosis

La infeccion por M. tuberculosis empieza usual-
mente en los sacos alveolares del sistema
respiratorio. Estos compartimentos y los intersticios
que limitan los espacios alveolares, son ricos en
macréfagos y en células epiteliales tipo 1l. Ambos
tipos de células se consideran que son uno de los
blancos tempranos de la infeccion porque entran
en contacto directo con M. tuberculosis o con
sus productos (18). Las micobacterias inhaladas
pueden interactuar con estas células a través
de varios receptores fagociticos y no fagociticos
(figura 2). Entre los primeros, y bajo condiciones
de no opsonizacién, se incluyen los receptores de
manosa, de complemento (CR1, CR2, CR3y CR4),
los de la proteina surfactante y los receptores tipo
scavenger, entre otros (19). En condiciones de
opsonizacion, se incluye una pléyade de moléculas
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capaces de reconocer complejos formados
por anticuerpos (receptores Fc) y proteinas del
complemento. Algunos autores clasifican dentro
de este grupo al receptor que interactia con la
proteina surfactante, ya que la consideran una
proteina de opsonizacién (20). Entre los receptores
no fagociticos, estan el CD14 y los toll-like receptors
(TLR), los cuales juegan un papel critico en la red
de senalizacién para la activacién de las respuestas
innatas de los macréfagos (21).

M. tuberculosis ingresa a los fagocitos mononucleares
através de una endocitosis mediada por receptores
fagociticos, la cual induce el concomitante rearreglo
del citoesqueleto de actina, que, finalmente,
permiten la formacién de un compartimiento de
la membrana denominado fagosoma (22). Para
degradar los microorganismos interiorizados, estos
fagosomas deben madurar a compartimientos
acidos e hidroliticos. Este proceso es muy
regulado y se da mediante una serie de fusiones y
fisiones complejas de estas estructuras con la red
endosémica (endosomas tempranos, endosomas
tardios) y, finalmente, con los lisosomas (formando
fagolisosomas) (23).

La habilidad de la micobacteria de persistir y
replicarse dentro de los macréfagos del huésped
se considera un hecho clave para el desarrollo
de la tuberculosis. Este fendmeno se explica
por una combinacién de factores que produce
la micobacteria y que regulan las respuestas
efectoras de los fagocitos mononucleares como
la secrecion de enzimas que contrarrestan los

Fagocitosis .— ___, Senalizacién

~- ~~

Complemento

Manosa

Scavenger FcR

a-—

Receptor de la proteina
surfactante

TLR2/TLR1

CD14/TLR4 TLR2/TLR6

Fagosoma

Figura 2. Las micobacterias son reconocidas por receptores que median su fagocitosis o la activacion del fagocito mononuclear.
Se hace una representacion de algunos de los receptores fagociticos (manosa, scavenger, complemento, de anticuerpos -FcR-,
proteina surfactante) y no fagociticos (CD14/TLR4, TLR2/1, TLR2/6, TLR9) que se han descrito como ligandos de diferentes

componentes de la micobacteria.
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radicales derivados del oxigeno y del nitrégeno de
los fagosomas (24,25) (figura 3). Se ha descrito
la liberacion de derivados del fofatidil inositol
manoido desde el fagolisoma que pueden afectar
el estado de activacion del macrofago (26) porque
antagonizan la respuesta a citocinas, como el
factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), el interferon
gamma (IFNy), la IL-12 y la IL-1B, al inducir un
fenotipo compatible con los macréfagos activados
alternativamente (1).

Se ha demostrado ampliamente que la formacién
del fagosolisosoma es uno de los principales
blancos de la infeccion (27-29). La micobacteria
bloguea estos fagosomas y lisosomas en las
etapas tempranas de su maduracién (30,31) y se
han asociado mlultiples mecanismos moleculares
con dicho bloqueo. Uno de estos mecanismos es
el posicionamiento cercano de la micobacteria a la
membrana de los fagosomas. Se ha demostrado
que en ausencia de esta cercania microscépica,
por ejemplo, cuando se fagocitan agregados
micobacterianos o en ausencia de colesterol,
estos compartimientos maduran a fagolisosomas
derivados de vacuolas autofagicas (32,33).

Ademas, se ha reportado que diferentes componentes
derivados de la pared micobacteriana tienen
la capacidad de inhibir la maduracién del fago-
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Muerte de monocitos y macréfagos en la infeccion micobacteriana

lisosoma, como la trehalosa multiacilada, el
lipoarabinomanano y los derivados del fosfatil-
inositol-mandsido que afectan la via de la cinasa
del fosfatidil-inositol 3 (phosphoinositide 3-kinases,
PI3K) y, en general, el trafico de membranas (34-
38). Ellipoarabinomanano mandésido (ManLAM), un
componente estructural de la pared micobacteriana,
considerado como uno de los principales factores
de virulencia micobacteriana, ocasiona la detencion
de la maduracién del fagosoma. El ManLAM de M.
tuberculosis virulentas, pero no de micobacterias
no virulentas (AraLAM), bloquea la movilizacion del
calcio (Ca*?) del citosol (39). El Ca*? es necesario
para la cascada de sefalizacién de la calmodulina 'y
de la cinasa del fosfatidil-inositol 3 clase Il (PI3K-III
0hVPS34), esenciales parala produccion de fosfato
de PI3 (PIP,) en los fagosomas. El PIP, junto con
Rab5 son sustratos para la unioén del EEA-1 (early
endosome antigen 1), el cual es un regulador de la
fusién de los fagosomas tempranos con el sistema
de recirculacion de endosomas tardios y lisosomas
(40). La interferencia del ManLAM con esta via de
sefalizacion, asi como la hidrélisis constante del
PIP, del fagosoma, catalizada por la fosfatasa de
lipidos SapM (37) y asegura la residencia de M.
tuberculosis en las vacuolas de los macrofagos,
fenobmeno que a largo plazo puede llevar a
latencia (37).

]

|
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& Fagosoma
temprano

Inhibicién de la acidificacion
de los fagosomas

|

Replicacion micobacteriana

4. Derivados lipidicos

ManLAM y otros lipoglicanos

l Rab5 y Rab7

Fagolisosomas

Figura 3. Factores producidos por la micobacteria para regular las respuestas efectoras de los fagocitos mononucleares. Se
muestran diferentes vias que son blanco de la infeccion micobacteriana. 1) El cercano posicionamiento de la micobacteria junto a la
membrana del fagosoma. 2) La inhibicién de la maduracién de los fagosomas a compartimientos acidos por el bloqueo en la fusiéon
con endosomas tardios y lisosomas. 3) Diferentes componentes de la micobacteria que modulan el microambiente del fagosoma,
brindan un ambiente favorable para su supervivencia y replicacién. La bacteria libera enzimas como la Lrs2 y las Mrs Ay B que
inhiben los radicales intermediarios del oxigeno y de nitrégeno, respectivamente. El ManLAM antagoniza el calcio (Ca?*) e inhibe la
activacion de la PI3K, la enzima Ndk que desactiva a Rab5 y Rab7 y la enzima SapM que hidroliza a PI3K. 4) Ademas, se conoce
que la micobacteria libera diferentes lipoglucanos desde el fagosoma, los cuales desvian las respuestas de los macréfagos hacia
una activacion alternativa.

49



Castafio D, Rojas M

Rab5 y Rab7, miembros de la superfamilia de
proteinas pequefias unidoras de GTP, Ras,
controlan las interacciones secuenciales de los
endosomas tempranos y tardios con los fagosomas.
Mientras que Rab5 se expresa sélo en endosomas
tempranos, Rab7 se expresa en compartimientos
endocitarios tardios (41). Recientemente se ha
demostrado que la cinasa Ndk liberada por M.
tuberculosis desde los fagosomas, es una proteina
inactivadorade Rab5yRab7,quellevaalainhibicion
de la maduracion del fagosoma (42,43). Por lo
tanto, se puede apreciar que las micobacterias
utilizan diferentes estrategias para asegurar su
sobrevida y para permitir el establecimiento de la
infeccién micobacteriana.

Muerte celular inducida por Mycobacterium
tuberculosis H37Rv

Una de las consecuencias de la interaccion entre
los macrofagos y las micobacterias es la induccion
de la muerte de estas células hospederas (44)
entre las que se han identificado: la apoptosis y
la necrosis. La apoptosis es un tipo de muerte
celular altamente regulado, principalmente por
la activacion de caspasas (cysteine-aspartic
acid proteases) que desencadenan una cascada
de reacciones cataliticas que escinden varias
proteinas, entre ellas las mismas caspasas y otras
esenciales para la actividad celular, produciendo
cambios funcionales y morfolégicos caracteristicos
(45). La necrosis, también conocida como oncosis,
es un tipo de muerte celular caracterizado por un
agotamiento abrupto de las reservas de ATP que
causan una pérdida de la permeabilidad selectivade
la membrana citoplasmatica, que lleva a la muerte
celular por una lisis osmotica o por la actividad de
lipasas sobre la membrana celular (46).

Ademés del redundante sistema de reconocimiento
y de las alteraciones en la maduracion de los
fagosomas y en la sefializacién del calcio, nuestros
estudios con lineas celulares y monocitos humanos
handemostrado que lainfeccién con M. tuberculosis
H37Rv o la exposicion al derivado proteico
purificado (Purified Protein Derivative, PPD) de
la micobacteria induce apoptosis de los fagocitos
mononucleares (47-49). En células congénicas
de ratdbn para el gen Slc11al (anteriormente
designado como gen Nramp1), los macréfagos
que controlan mas eficientemente (resistentes,
B10R, en el caso de las lineas celulares derivadas
de médula 6sea y Nramp1**, cepa 129/sv, en el
caso de los macrofagos peritoneales) in vitro
el crecimiento de la micobacteria, sufren mas
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apoptosis durante la infeccion con M. tuberculosis
que los que no controlan la infeccion (susceptibles,
B10S, Nramp1, cepa 129/sv), lo cual sugiere una
relacion entre la muerte celular y el control de la
micobacteria. Para asegurarse que, efectivamente,
el tipo de muerte celular era apoptosis, se utilizaron
diferentes técnicas tales como la fragmentacién del
ADN empleando geles de agarosa, la hipoploidia
mediante la tincién del ADN con yoduro de propidio
y el ensayo del TUNEL (terminal dUTP nick end
labeling) para evaluar los quiebres monocatenarios
en el ADN (39,50-53).

Lineas celulares de macréfagos congénicos de
raton para el gen Slc11at (50-53) y macréfagos
peritoneales obtenidos de animales resistentes
y susceptibles (52) fueron objeto de diferentes
aproximaciones experimentales a fin de establecer
la asociacion entre los mecanismos involucrados
en la induccion de apoptosis y el control de la
micobacteria. Se demostré6 que la inhibicion
del crecimiento intracelular de M. tuberculosis
H37Rv se correlacionaba con la produccion de
oxido nitrico (50-53). Los macréfagos del acervo
resistente producen mas 6xido nitrico y son mas
propensos a sufrir apoptosis que los susceptibles
después de la exposicién a M. tuberculosis H37Rv
vivo o al PPD.

Dado que se vislumbraba un circuito entre la
activacion de mecanismos efectores contra la
micobacteria y la apoptosis, se estudiaron cuales
elementos reconocidos como moduladores
de la respuesta del macréfago podrian estar
involucrados en la induccion de muerte. La
apoptosis estuvo asociada con la produccion
del TNFa y de oxido nitrico (NO), ya que los
anticuerpos monoclonales para bloquear el TNFa
e inhibidores competitivos de la sintasa 2 inducible
de 6xido nitrico (NOS2), como la aminoguanidina
(AMG) y la Né-monometil-L-arginina, inhibieron la
produccion de NO y la apoptosis (54). Con el fin
de establecer si la induccion de apoptosis requiere
el concurso de la micobacteria metabdlicamente
activa, determinamos la muerte celular por la
exposicion a M. tuberculosis inactivado por calor o
al ManLAM. Observamos que no sélo no indujeron
apoptosis sino que inhibieron la inducida por el
PPD (50,52,55). Sin embargo, esta inhibicién se
dio en presencia de NO, lo cual sugiere que esta
molécula no era el Unico efector de la muerte
celular (50,52).

Hemos encontrado que durante la infeccién con M.
tuberculosis hay activacién de la caspasa 1 (50,56).
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Ciertamente, el bloqueo de la produccion del NO con
AMG y de la caspasa 1 con el péptido antagonista
que se une irreversiblemente a las formas activas
de caspasa 1 (Tir-Val-Ala-Asp-aciloxi-metilcetona),
independientemente retardaron la apoptosis
inducida por M. tuberculosis (52) pero el bloqueo
simultdneo de ambas vias previno la apoptosis.
Esto sugiri6 un posible sinergismo entre las
actividades de la caspasa 1 y el NO durante esta
apoptosis y evidencio la existencia de mecanismos
redundantes en los macrofagos para garantizar la
eliminacién del nicho requerido para la replicacién
micobacteriana (52).

Dada la existencia de mas de un mecanismo en la
muerte celular de los macrofagos, se quiso explorar
la participacion de otros efectores solubles. Se
midieron las proporciones de células productoras
de citocinas IL-1B, IL-6, IL-10, IL-12 y TNFa y
se observo esencialmente que la produccion del
TNFa e IL-10 contrastaban entre los macréfagos
de acervo resistente y susceptible (39,52). En
respuesta a la infeccion con M. tuberculosis y al
tratamiento con PPD hubo mayor proporcién de
macrofagos B10R que producian TNFa que IL-
10, y en el caso de los B10S se observé mayor
porcentaje de macrofagos que producian IL-10 que
TNFa (39,50,52). De forma notable, la estimulacion
con el ManLAM indujo a los macréfagos de ambos
acervos a producir IL-10, dando mayor relevancia
a que esta citocina es capaz de inhibir la apoptosis
de los macréfagos al promover la conservacion del
nicho de la micobateria (39,52).

Dada la asociacion encontrada entre la muerte
celular y la produccion de TNFa e IL-10,
empezamos a determinar el papel de estas
citocinas en la modulacion de la apoptosis inducida
por M. tuberculosis. Una de las primeras evidencias
indicd que estas citocinas tienen funcion autocrina
sobre su produccién, dado que el tratamiento con
anti-TNFa incrementaba la proporcién de células
productoras de IL-10, inhibia la apoptosis, disminuia
la produccién de NO, el nimero de células p53+, la
activacion de la caspasa 1y prevenia la regulacién
negativa del Bcl-2 inducida por M. tuberculosis.

Por otro lado, el tratamiento con anti-IL-10
aumentaba las células TNFa*, la activacion de la
caspasa 1, el numero de células p53+, aunque
el incremento que se observo en el NO no fue
significativo (52).

Para verificar si se requeria el concurso de
la micobacteria en la induccion de la muerte
celular, se hicieron tratamientos con citocinas

Muerte de monocitos y macréfagos en la infeccién micobacteriana

recombinantes. El tratamiento de células B10R
y B10S con mrTNFa, en ausencia de infeccion,
indujo la misma proporcion de apoptosis en
ambas lineas celulares, y ésta se logrd revertir
con mrlL-10 en una forma dependiente de la dosis,
con la concomitante inhibicion de la produccion
de NO y la activacién de caspasa 1 (52). Estos
resultados sugirieron que el gen Sic11al afectaba
el balance TNFa/IL-10 durante la infeccién con M.
tuberculosis y, como consecuencia, la induccién
de apoptosis de estos macrofagos. No obstante, el
TNFa y la IL-10 tuvieron los mismos efectos sobre
las células B10R y B10S. Se concluy6 que ambas
lineas celulares pueden responder a estimulos
que inducen apoptosis, pero que la diferencia en
su respuesta esta supeditada esencialmente a la
interaccién con la micobacteria metabdlicamente
activa.

Sefalizacion intracelular asociada con la
induccion de muerte durante la infeccion con
Mycobacterium tuberculosis

Uno de los puntos mas relevantes en el enten-
dimiento de las interacciones entre la micobacteria
y el macréfago es investigar como este patdgeno
traduce sefnales al interior de los fagocitos
mononucleares. Varios hechos hacen pensar que la
infeccion micobacteriana es similar a la activacién
clasica del macréfago en respuesta a estimulos
como el IFNy, por la produccién de TNFa, NO y la
activacion de la caspasa-1 que se observa durante
la infeccién (52).

Hemos encontrado, por ejemplo, que la infeccion
de macrdéfagos de raton con M. tuberculosis y la
estimulacion con el PPD y el ManLAM, inducen la
actividad de proteinas cinasas de tirosina (protein
tyrosine kinase, PTK). Una vez en contacto con
la micobacteria o sus productos, los macréfagos
transfieren grupos fosfatos radiactivos a sustratos
con tirosinas disponibles (53). Esta transferencia
es inhibida por farmacos de amplio espectro sobre
las PTK como el tirfostin AG126, o especificos
de JAK2/STAT1-a, como el AG490 (53). Ademas,
ambos farmacos inhibieron la produccion de TNFa,
NO, la activacién de la caspasa 1 y la apoptosis.
Esta evidencia se complement6 con el estudio del
estado de fosforilacion de la JAK2/STAT1-a y la
translocacion al nucleo de STAT1-q, lo cual indico
efectivamente que la infeccion con M. tuberculosis
puede activar esta via de sefalizacion que se
asocia con la induccion de muerte (53).

Aungque nuestros resultados sefalaron que la
muerte celular era regulada por las citocinas TNFa
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e IL-10, el bloqueo de ellas retardd la apoptosis
inducida por M. tuberculosis pero no la inhibid;
esto sugeria que la produccion de TNFa e IL-10
no podian explicar la totalidad de la muerte celular
observada con la infeccién y motivé la busqueda
de otros moduladores de la muerte celular, como el
Ca*. Este cation divalente puede funcionar como
segundo mensajero, efector y cofactor de enzimas
que participan en la muerte celular. El tratamiento
con el quelante BAPTA/AM, que elimina el
Ca* intracelular y el extracelular, disminuyé la
produccién de NO y evit6 el dafio mitocondrial que
se habia observado desde las dos horas después
de la infeccién con M. tuberculosis (39,55).

Mientras la infecciéon con M. tuberculosis indujo el
influjo de Ca*? en la célula huésped, el ManLAM
impidié dicha captacion (39). El tratamiento con
ManLAM, la remocion del Ca*2 o el bloqueo de
elementos participes de la homeostasis del Ca*?,
como son el cAMP vy la calmodulina, inhibieron la
activacion de la caspasa 1 sin afectar la produccion
de TNFa. Ademas, el bloqueo del cAMP —pero node
la calmodulina— inhibié la activacion de la proteina
unidora del elemento de respuesta a cCAMP (cAMP
responsive element binding protein, CREB).

Finalmente, encontramos que esta via de
sefalizacion, que designamos como via temprana
del Ca*, afectdé directamente la expresion de
la proteina mitocondrial Bcl-2, la cual tienen
reconocidas funciones antiapoptéticas (39).

A partir de estos estudios, propusimos que para
la ejecucion de la muerte celular se manifiestan
eventos tanto tempranos como tardios. Los
tempranos estarian supeditados a la sefalizacion
por el calcio, la cual lleva a dafio mitocondrial y
activacion de la caspasa 1. Los eventos tardios son
dependientes de las citocinas TNFa e IL-10 que
regulan la expresion y activacion de los efectores,
NO y caspasas. Nuestros hallazgos, ademas,
evidenciaban que la induccién de apoptosis en
macrofagos infectados con M. tuberculosis es
un fendmeno complejo y finamente regulado por
factores tanto del huesped como del microbio.

Con estos hallazgos concebimos a la apoptosis
como una respuesta innata de los fagocitos
mononucleares que lleva a la eliminacién del nicho
favorable para la replicacion micobacteriana, sin
desencadenar una reaccién inflamatoria. Por lo
tanto, la apoptosis de los macrofagos infectados
con M. tuberculosis podria ser considerada como
un mecanismo de defensa frente a la infeccién. No
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obstante, nuestro trabajo en células de ratén tenia
que ser validado en células humanas para poder
justipreciar su vigencia.

El Nramp1 es irrelevante en la infeccion con
Mycobacterium tuberculosis, emergencia del
locus sst1y del gen Ipri.

Mientras los estudios de nuestro grupo estaban
encaminados a determinar cual era la asociacion
entre los mecanismos de resistencia a la infeccion
micobacteriana y los de muerte celular, hacia 1996,
dos investigadores del Trudeau Institute de Saranac
Lake, New York, publicaron varias hallazgos que
demostraron en el modelo de ratén que la infeccion
con cepas virulentas de M. tuberculosis, como la
H37Rv, no estaba influenciada por la presencia
del gen Nramp1 (57-61). Por el contrario, algunas
de las cepas de ratones inicialmente definidas
como resistentes a la infeccion con M. bovis BCG
resultaron ser mas susceptibles. No obstante los
multiples estudios hechos en humanos, nunca fue
posible detectar una asociacién significativa entre
las variantes del Nramp1 y la susceptibilidad a
tuberculosis (57-61).

A pesar del desconocimiento que habia sobre
los genes que gobiernan la resistencia y la
susceptibilidad a la infeccion, algunos datos
sugerian que la célula portadora del fenotipo de
resistencia era un “componente de la inmunidad
innata con capacidad fagocitica”. Por ejemplo, en
animales Scid (ratones deficientes de células T y
B) originados en diferentes acervos genéticos se
observa susceptibilidad diferencial a la infeccion
con parasitos intracelulares (62). Los animales a
los que selectivamente se les eliminan con silice
las células del sistema fagocitico mononuclear son
mas susceptibles a la infeccion con M. tuberculosis
(63).

Se siguié la busqueda en el modelo de ratén de
genes que confirieran resistencia o susceptibilidad
a bacterias virulentas como M. tuberculosis Erdman
(64,65). Los animales C3HeB/Fed resultaron ser
mas susceptibles que los de cualquier otra cepa
y los C57BL/6 eran “naturalmente resistentes”.
Los animales susceptibles recibieron trasplante
de médula 6sea de los ratones resistentes vy,
mediante mapeo génico, se identificé un locus
mayor de susceptibilidad asociado con el control
de la tuberculosis, denominado sst1 (susceptibility
to tuberculosis 1) (64,65).

A estos estudios les sucedié la generacion de
animales congénicos obtenidos a parir de cruces
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entre los C3HeB/Fed x C57BL/6. Los congénicos
fueron designados como C3H.B6-sst1 (sst1F). Si
bien los sst1f eran capaces de controlar la infeccion
mas eficientemente que los sst1S, la diferencia
era aun mayor entre los sst1” y los naturalmente
resistentes C57BL/6 en términos de supervivencia,
lo que sugirié que otros loci diferentes al transferido
a los sst1f podian tener un efecto considerable en
el control de la infeccion (66).

Una caracteristica importante de los animales
susceptibles es la presencia de lesiones
granulomatosas con amplias dareas necréticas,
que estan ausentes en los animales resistentes,
y en cuyas lesiones se observan infiltrados de
mononucleares apoptéticos (66). Cuando el locus
sst1 se expresaba en animales Scid se continuaba
evidenciando el fenotipo de resistencia conferido
por dicho locus, por lo que el gen responsable debia
hacer parte de un componente de la inmunidad
innata (66).

La estrategia de posicionamiento de clones llevo
a la identificacion de una region minima en el
locus, delimitada por los marcadores D1Mit439 y
D1Mit49, que deberia contener dicho gen. Laregién
identificada era de 3.5 a 6 Mb, aproximadamente,
y abarcaba 22 genes conocidos (66). Se decidi6
utilizar la estrategia del RT-PCR RACE (reverse
transcriptase-mediated polymerase chain reaction
and rapid amplification of complementary DNA
ends) para identificar un gen que se expresara
exclusivamente en los animales resistentes
durante la infeccion (66). Uno de los productos
que consistentemente se expreso fue el gen Ifi75,
denominado Ipr1 (intracelullar pathogen resistance
1) ya que conferia resistencia, por lo menos, a dos
patégenos intracelulares: M. tuberculosis'y Listeria
monocytogenes (67,68).

La secuencia del gen predice un producto que
contiene dominios del tipo Sp100 en la region
N-terminal, un motivo de receptor nuclear LXXLL,
una sefal bipartita de localizaciéon nuclear y un
dominio denominado como SAND en el extremo
C-terminal. Utilizando sondas especificas para
los dominios Sp100 y SAND del gen Ipr1 en
ensayos de Northern Blot, fue posible establecer
que la expresion del gen Ipr1 es detectable
exclusivamente en los pulmones de animales
resistentes, especificamente en los macréfagos, dos
semanas después de iniciarse la infeccion (66-68).

Se generaron animales C3HeB/Fed transgénicos
con el cDNAque codifica para el Ipr1. Para asegurar
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una expresion especifica de macréfagos, el gen se
ensamblé con el promotor del receptor scavenger
humano tipo A; sin embargo, no se tuvo en cuenta
que este receptor es regulado negativamente
durante la infeccién micobacteriana y, en general,
en las respuestas inflamatorias (66-68). Este
promotor fue menos eficiente que el nativo; no
obstante, a plazos cortos y con L. monocytogenes,
fue posible establecer la contribucion del gen Ipr1
(66).

Estudios posteriores demostraron que el gen mas
homélogo al Ipr1 en los humanos, el SP110, tiene
tres variantes polimérficas que correlacionan con
susceptibilidad a la tuberculosis en el occidente (69)
y sur de Africa (70). A pesar de estas asociaciones,
los genes responsables de susceptibilidad o
resistencia a la tuberculosis en los humanos siguen
siendo objeto de discrepancias (71,72).

Independiente de la contribucion genética asociada
con susceptibilidad o resistencia a la infeccion
micobacteriana, parece que el fenotipo de muerte
celular se conserva. Los macréfagos que portan
alelos de resistencia (como el Nramp1 y el Ipr1)
sufren apoptosis en respuesta a la infeccion,
mientras que en los macréfagos primarios
deficientes del Ipr1, se observa necrosis (66).
En nuestro grupo, este fenotipo lo hemos hecho
evidente cuando comparamos los monocitos de
pacientes con tuberculosis con los monocitos de
controles sanos.

La muerte celular en monocitos y macréfagos
humanos en respuesta a la infeccion

Como se hamencionado, una de las consecuencias
de la interacciébn entre la micobacteria y el
macréfago es la induccién de la muerte de las
células huesped (389,44,47-53,55,73-93). De los
dos patrones de muerte celular, la apoptosis se ha
asociado con el control de M. tuberculosis, debido
a que los cuerpos apoptoéticos que contienen el
bacilo pueden ser reconocidos y fagocitados por
macréfagos y células dendriticas reclutadas al sitio
de la infeccién, lo que permitiria mayor control de
la micobacteria (78,94). Por el contrario, la necrosis
se ha asociado con diseminacion de la bacteria y
dano tisular (66,95). Sin embargo, algunos autores
han sugerido que las células apoptoéticas pueden
ser fagocitadas por células con menor capacidad
efectora, como monocitos inmaduros recién
reclutados al granuloma, lo que resultaria en una
diseminacién més que en un control de la infeccion
(96,97).
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Algunos estudios de nuestro grupo han demostrado
que la apoptosis de las células infectadas se
podria correlacionar con el control de la infeccidon
micobacteriana (47-49,51). Se ha observado que
los macrofagos de raton que expresan genes
relacionados con la resistencia a la tuberculosis
y a otras infecciones intracelulares estan mas
encaminados a sufrir apoptosis en respuesta a la
infeccién que las células que provienen de acervos
susceptibles, en los cuales se ha evidenciado que
los macrofagos sufren necrosis (66). Igualmente, en
cultivos de monocitos aislados de sangre periférica
de pacientes con tuberculosis, la infeccion con M.
tuberculosis o el tratamiento con PPD induce a
una proporcién de ellos a sufrir apoptosis y otra
a sufrir necrosis; en contraste, cuando se infectan
monocitos de individuos sanos se observa que
éstos Unicamente sufren apoptosis (47-49).

Algunas evidencias sugieren que las diferencias
existentes en los estadios de diferenciacién de
los monocitos hacia macrofagos, se podrian
correlacionar con la capacidad de activar
mecanismos que controlen la infeccion. En el
granuloma, que es la lesién que se forma in vivoen
el sitio de infeccion, parece haber un reclutamiento
de células que detentan diferentes grados de
diferenciacion. La localizacion de los fagocitos
mononucleares inmaduros CD14*, en los cuales se
ha descrito alta expresion del receptor scavenger
tipo A (SRA*) y baja de las moléculas del complejo
mayor de histocompatibilidad clase Il (MHC II), se
da, principalmente, en el centro del granuloma.
Estas células se asociaron con un mayor numero
de bacterias. Las células mas maduras, con
mayores niveles de MHC II, baja expresion del
SRA y de CD14, se localizaron periféricamente
en el granuloma y tenian menor numero de
bacterias (98). Aunque el significado exacto de
esta distribucién no se ha entendido del todo, es
evidente que las diferencias en la maduracion y la
carga de bacterias se asocian con la arquitectura
del granuloma (98).

Sibien algunos estudios sugierenque lamaduracién
y diferenciacion de las células fagociticas
podria afectar los mecanismos de muerte en
los macrofagos y la capacidad de controlar las
micobacterias (47,74,76-78,99), los estudios no
son claros sobre la forma como la muerte celular
de monocitos y macrofagos afecta la capacidad
de controlar el crecimiento micobacteriano. En
este sentido, y con la intencién de buscar nuevas
estrategias que sirvan para intervenir el crecimiento
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micobacteriano y la muerte celular, durante los
ultimos afios en el Grupo de Inmunologia Celular
e Inmunogenética se han empezado a caracterizar
las diferencias entre los monocitos de controles
sanos y de pacientes con tuberculosis, antes del
tratamiento, a los tres y a los seis meses del mismo
(49). Se ha analizado la expresion de diferentes
marcadores funcionales que pudiesen dar cuenta
en alguna medida de las alteraciones en la madurez
de los monocitos (49).

En los pacientes con diferentes formas clinicas
de tuberculosis y en controles sanos se estudio
la expresion de superficie de CD206, TLR-2, IFN-
yR1, CD40, HLA-DR, CD36 y CD163 en monocitos
CD14*.Engeneral, se observé que enlos monocitos
de los pacientes habia un alto porcentaje de células
CD14* y una menor proporcién de monocitos
CD14*CD36* y CD14*HLA-DR*, en contraste con los
monocitos de los controles sanos, lo cual sugiere
que las poblaciones de los pacientes deben ser
diferentes (49).

Ademas de la expresion de estos marcadores,
también se estudidé la induccién de necrosis y
apoptosis en respuesta a M. tuberculosis. Como se
habia descrito anteriormente (48), en la respuesta
a la infeccion micobacteriana, en los monocitos
de los controles sanos se observo induccion de
apoptosis y en los de los pacientes, una fraccion
de ellos sufrié necrosis y otra apoptosis. A los tres
y a los seis meses del tratamiento antituberculoso
se observo una reversién de las poblaciones en
circulacion. Tanto los monocitos CD14*CD36",
como los CD14*HLA-DR*y los pronos a la necrosis
revirtieron su fenotipo y se comportaron como
los de sujetos sanos (49). La restauracién de las
alteraciones observadas con la terapia en los
monocitos, sugiere que son efecto de laenfermedad
activa y no intrinseca a los pacientes.

La induccion de muerte celular de los monocitos
humanos en respuesta a la infeccion con M.
tuberculosis también es modulada por citocinas
como el TNFa vy la IL-10 (47,48). Sin embargo, los
estudios funcionales de los posibles mecanismos
involucrados en dicha muerte se han dificultado
debido a las limitaciones en el nimero de células,
lo que nos ha impelido a desarrollar un modelo a
partir de la linea celular promonocitica humana
U937. Cuando estas células se tratan con ésteres
de forbol, como el PMA, dejan de dividirse, se
diferencian hacia monocitos y, posteriormente,
a macrofagos. Al tener células promonociticas
y macrofagos es posible hacer estudios para
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establecer los efectos en apoptosis y necrosis
con el control micobacteriano, en concierto con el
estado de diferenciacion.

Los hallazgos obtenidos indican que cuando
los promonocitos U937 se comparan con los
macroéfagos derivados de esta misma linea, las
células mas diferenciadas tienen mayor capacidad
de controlar la replicacion micobacteriana, en una
forma dependiente del tiempo y de la multiplicidad
de infeccién. Los resultados indican que la
diferenciacion podria afectar la produccién de TNFa
e IL-10 en respuesta a la infeccién micobacteriana.
Mientras la cantidad de macrofagos productores
de TNFa es mayor que la de promonocitos, la
proporcién de promonocitos que producen IL-10 es
mayor que la de las células mas diferenciadas.

Previamente hemos mencionado que estas
citocinas juegan papeles opuestos en la
muerte celular, en la activacién del macrofago
y en el control del crecimiento intracelular de la
micobacteria (47,48,52). Estas observaciones han
sido validadas utilizando la linea celular U937. El
bloqueo del TNFa impide la induccién de apoptosis
en los macrofagos, mientras que el bloqueo de la
IL-10 en los promonocitos previene la induccién
de necrosis; el bloqueo de ambas citocinas afecta
la capacidad de controlar intracelularmente a M.
tuberculosis.

El antagonismo entre el TNFa y la IL-10 en la
modulacién de la muerte celular condujo a explorar
posibles blancos farmacolégicos capaces de
inhibir o modular la necrosis y la apoptosis, a fin
de establecer mas claramente su efecto sobre el
crecimiento intracelular de M. tuberculosis (47).

Con base en el andlisis de los fenédmenos que
modulan la muerte celular en los macréfagos de
raton y en los monocitos humanos, se propuso que
deben coexistir, al menos, dos hechos detonantes
de la muerte celular: la IL-10 como sefal anti-
apoptotica y la presencia de una sefal deletérea,
como el Ca*?, involucrado tanto en la modulacion
de la apoptosis como de la necrosis. Se considerd
que uno de los blancos celulares modulado por el
calcio, e involucrado tanto en la apoptosis como en
la necrosis, lo podrian constituir algunas isoformas
de la fosfolipasa A2 (PLA-2) dependientes del Ca*
(100-103). En estudios previos se le habia asociado
fuertemente con actividades anti-micobactericidas
(104). Se han descrito isoformas extracelulares
de la PLA-2 en fluidos pleurales de pacientes con
tuberculosis (105). El bloqueo de la cPLA-2 tipo IV
durante la infecciéon in vitro con M. avium, inhibio
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la apoptosis de macréfagos humanos, mientras
que el suministro exégeno del acido araquiddnico
disminuy® la viabilidad de la bacteria (106).

Por el contrario, el bloqueo in vitro de la PLA-2
con quinacrina y araquidonil-trifluorometilcetona
(inhibidor de la cPLA-2 tipo 1V), se correlaciona
con un aumento en el crecimiento intracelular
de la micobacteria (107). En el sistema descrito,
el bloqueo de la PLA-2 con el acido 7,7-dimetil-
eicosadienoico (DEDA), previene la induccion
de necrosis tanto en las lineas celulares como
en células de pacientes y aumenta la proporcion
de células productoras de TNFa, disminuye la
proporcion de células productoras de IL-10 y reduce
el crecimiento intracelular de M. tuberculosis (47).

Aunque nuestros resultados sefialan que la PLA-2
estd involucrada en la modulaciéon de la muerte
celular, parece que la misma enzima juega papeles
diferentes segun el estado de diferenciacion de
los fagocitos mononucleares. Ademas, nuestros
hallazgos no aclaran cual o cudles de los
metabolitos derivados de la actividad de la PLA-2
podria ser el modulador directo de la muerte y
tampoco dejan en claro si éste es responsable
de los efectos sobre la producciéon de citocinas
y mucho menos cémo afectarian el crecimiento
intracelular de M. tuberculosis. La identificacion
de este metabolito celular, asi como la evaluacion
de su posible papel en la funcién del macréfago y
del control del crecimiento micobacteriano, se ha
convertido en uno de los interrogantes esenciales
que estamos investigando a corto plazo con el fin
de tener a mano herramientas que nos permitan un
mejor entendimiento del papel de la muerte celular
en la patogénesis de la enfermedad.

Subpoblaciones de monocitos y tuberculosis

Las alteraciones encontradas en los monocitos de
los pacientes con tuberculosis, evidenciadas en la
expresion de CD14, CD36 y HLA-DR, asi como la
necrosis en respuesta a la infeccion e incremento
de los conteos de monocitos CD14* (49), nos sugirio
que dichas alteraciones podrian explicarse por
diferencias en la distribucion de subpoblaciones o
en el estado de madurez de los monocitos. Este es
uno de los tépicos en los que actualmente estamos
trabajando.

En humanos, las subpoblaciones de monocitos
de sangre periférica se definieron hace mas de 20
afnos de acuerdo con la expresién de las moléculas
de superficie CD14 y CD16 (108). EI CD16 es un
receptor de baja afinidad para la porcién Fc de los
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anticuerpos 1gG, el cual media la fagocitosis de
complejosinmunes (antigeno-anticuerpo). EICD14,
junto con el TLR-4 y el MD-2, es responsable del
reconocimiento del lipolisacaridos presente en las
bacterias Gram negativas, al inducir la sefializacién
y la activacion de respuestas proinflamatorias en los
fagocitos mononucleares. La primera descripcion
de estas células se hizo en 1988, y definié dos tipos
principales de monocitos, unos con alta densidad
de expresion de CD14 y que no expresan CD16
(CD14**CD16°) y otros con baja expresion de
CD14 y que expresan CD16 (CD14*CD16*) (108)
(figura 4).

Los monocitos CD14**CD16° son mas grandes,
tienen 18,4+1,7 pm de diametro y se les llaman
“clasicos” o “convencionales” porque representan
entre el 80% y el 90% de los monocitos circulantes
(109-111). Se caracterizan por expresar mayores
niveles de CD36, CD64, CD33, CCR1, CCR2,
CD62L (112-114). Los monocitos CD14*CD16* con
14+3,8 um de didmetro, constituyen del 10% al 20%
delos monocitos encirculacién (111) y, son llamados
“proinflamatorios” porque producen mas TNFa por
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célula pero no expresan IL-10 en comparacién con
los monocitos clasicos (115); ademas, porque su
poblacion se expande en numerosas condiciones
como trastornos autoinmunes (116), sida (117),
cancer (118), sepsis (119), etc. Se caracterizan
por expresar HLA-DR, CD86, CCR5 y CX3CR1
(112-114).

Mésrecientemente, se hadefinidoquelos monocitos
CD16* se pueden dividir en dos grupos, unos con
baja expresién de CD14 (CD14*CD16") y otros con
alta expresion de esta molécula (CD14**CD16%)
(120, 121). Los monocitos CD14**CD16* se han
encontrado aumentados en algunos casos junto
con los CD14*CD16*, como en el curso de sepsis
(114) y, en otros casos, se encuentran como unica
subpoblacion aumentada, como en el asma (122).
Se caracterizan por expresar simultdneamente
CCR1, CCR2, CXCR2, CCR5 y CX3CR1. Ademas,
este subgrupo expresa mas CD86, CD54 and HLA-
DRy menos CD64 comparado con la subpoblacién
CD14+CD16- (112-114).

Ha habido otros enfoques para subdividir las
subpoboblaciones de monocitos con base en

T
10

"CD16"

Figura 4. Subpoblaciones de monocitos basada en la distribucion de CD14 y CD16. La inmunotipificacion con CD14 y CD16
muestra los monocitos clasicos CD14**CD16" (R2), los CD14*CD16" (R1), los CD14**CD16* (R3) y los CD14*CD16"*. No obstante,
desde el punto de vista funcional tienden a considerarse como dos subpoblaciones, unos con alta densidad de expresién de CD14
y que no expresan CD16, (CD14**CD16) y, otros con baja expresion de CD14 y que expresan CD16 (CD14*CD16*). A) y B). Se
observan los cambios en la granularidad y el tamafio de los monocitos, respectivamente. C) Inmunotipificacion con anti-CD14 y

anti-CD16.
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la expresion de otros receptores Fc, receptores
scavenger, receptores de quimiocinasylaexpresion
de moléculas de adhesién. En el primer caso, el
CD64, que es una glucoproteina de membrana
que funciona como receptor de alta afinidad de la
IgG (123), se ha observado que las células CD64
CD14¢3° incluyen las CD14*CD16* y una fraccion
de las CD14*CD16 (120). El receptor scavenger
del grupo B, el CD163, se ha reportado ausente
en los monocitos CD14*CD16* y presente en los
CD14+CD16  (124). En términos de expresion
de quimiocinas y selectinas, el CCR2, receptor
del MCP-1, y el CD62L estan aumentados en
las células CD14**CD16,, mientras que en las
células CD14*CD16* hay mayor expresion del
CXBCR1 y del CCR5 (113,125). Por lo tanto, se ha
considerado que el uso del CD16 para la definicion
de subpoblaciones de monocitos de sangre, ofrece
la mejor discriminacion de éstas y es la forma més
utilizada y aceptada actualmente para el estudio
de los monocitos.

La mayoria de los estudios que se han hecho en
subpoblaciones de monocitos comparan esencial-
mente monocitos CD14*CD16* y CD14*CD16. A
pesar de que a estas células se le han demostrado
fenotipos y funciones distintas, en varios casos
los resultados son contradictorios ya que se no se
consideran mucho las variaciones en la expresion
del CD14, lo que dificulta el entendimiento de las
implicaciones fisiolégicas de estas subpoblaciones.

En el 2003, se describieron dos subpoblaciones
de monocitos en la sangre de ratones, de acuerdo
con la expresion diferencial de Ly6C, CCR2 y
CXB3CR1 (126). Se encontr6 que el subgrupo
Ly6C*CCR2* migraba rapidamente a los tejidos
peritoneales inflamados de una forma dependiente
de la expresion de CCR2 vy, por lo tanto, recibié el
nombre de monocitos “inflamatorios”, mientras que
los Ly6C CX3CR1* se consideraron precursores
de los fagocitos residentes de bazo, pulmdn, etc.,
y los denominaron monocitos “precursores de
macrofagos residentes”.

Infortunadamente, estos hallazgos y la terminologia
empleada han generado gran confusion. Teniendo
en cuenta el perfil de expresién de quimiocinas, los
monocitos inflamatorios del raton corresponden a
los clasicos del humano, mientras que los residentes
de ratén corresponden a los proinflamatorios del
humano. Sin embargo, a pesar de ser homdélogos
en la expresién de quimiocinas, sus funciones
son completamente opuestas. De esta forma, la
dicotomia y la verdadera correlacion en el fenotipo
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y la funcion de estas subpoblaciones entre los
monocitos humanos y del ratébn permanecen sin
esclarecer.

Desde el punto de vista funcional en un modelo
de quimiotaxis transendotelial de los monocitos,
los datos revelaron que las células CD14*CD16*
eran menos sensibles a MCP-1 que la poblacion
predominante de células CD14**CD16, lo que
demuestra su potencial parala migracién diferencial
(125). La estimulacion de células con MCP-1y, en
menor proporciéon con MIP-1a, regula positivamente
la expresién de la integrina p2 (CD11b/CD18) en
los monocitos CD14**CD16- (125). Estos hallazgos
han llevado a proponer que mientras el tratamiento
con MCP-1 enlas CD14+CD16+ regula su potencial
migratorio hacia los sitios de inflamacién, en las
células CD14"*CD16" esta quimiocina favorece la
capacidad de adherencia (56). Consideramos que
estas observaciones sugieren el efecto que los
microambientes pueden tener en la iniciacién o
preactivacion de los fagocitos antes de que entren
en contacto con los microorganismos, lo que afecta
la posterior eficiencia de la respuesta funcional.

Si bien esta muy definido que los monocitos CD16*
se incrementan en una variedad de entidades
inflamatorias, como la enfermedad de Crohn (116),
la artritis reumatoide (127) y la aterosclerosis
(128), entre otras; su perfil de produccion de
citocinas no es tan claro. Se ha encontrado —con
la tincién intracelular o la deteccion del TNFa en
sobrenadantes de cultivo— que los monocitos
CD16* presentan mayores niveles que los CD16
en respuesta al lipolopisacarido (114,115). Sin
embargo, la evaluacion de la actividad biologica
y de los niveles del ARN mensajero de TNFa, IL-
1B e IL-10 demostré6 menor produccion de estas
citocinas en los monocitos CD16* que en los CD16
en respuesta al mismo estimulo (129).

El hallazgo que es consistente entre los diferentes
estudios es la baja produccién de IL-10 y mayor
de IL-12 por parte de las células CD14*CD16".
Ademas, se ha demostrado mayor produccién de
IL-10 por parte de los monocitos CD14**CD16*
en respuesta al lipolopisacarido y al zimosan
en comparacién con las otras subpoblaciones
(114). Estas diferencias podrian explicarse por la
aproximacion experimental usada tanto para el
enriguecimiento de los subpoblaciones, como en
el método para evaluar su producciéon. Puede ser
que la interpretacién de los resultados se dificulte
por la evaluacién de dos subpoblaciones en lugar
de tres y, ademas, la produccion de estas citocinas
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definitivamente debe depender de la activacion
clasica o alternativa que reciban estas células,
pero esto aun no se ha establecido.

Inicialmente se encontr6 que los monocitos CD16*
se caracterizaban por un tamafo considerable-
mente menor, multiples granulos citoplasmaticos,
menor adherenciay menor capacidad de fagocitosis
(111), lo que hizo pensar que correspondian a
una poblacion de monocitos menos madura. Sin
embargo, se ha demostrado una alta la expresion
del HLA-DR (120) y de CD43 en estos monocitos
y una baja de CD13 y CD33 (130). Ademas, se
ha observado que en cultivo, el fenotipo de los
monocitos CD14**CD16 cambia a CD14*CD16* en
respuesta a tratamientos como M-CSF, LPS, TNFa
(131,132), lo que hallevado a sugerir que las células
CD16* corresponden a un estadio de diferenciacion
mayor que los CD16" y que semejan en el
fenotipo de membrana a los macro6fagos tisulares,
especialmente a los de macréfagos alveolares. Sin
embargo, llama la atencion que los fagocitos CD16*
tengan mayores sefales apoptoticas (anexina V*)
luego del cultivo in vitro (133) y que expresen
basalmente mas genes proapoptéticos que las
CD16" (134), lo que sugeriria que, posiblemente,
estas células requieren condiciones especiales
de cultivo, como la utilizacion de M-CSF, que las
rescate de la muerte; esto se asocia con el hecho
de que las células CD16" expresan mas receptores
para M-CSF que las CD16= (135). La menor
resistencia a la muerte in vitro es indicativa de que
estas células son menos maduras que las CD16.

Ademas, se habia definido que los monocitos
CD16* tenian una baja capacidad fagocitica de
eritrocitos con opsonizacion con anticuerpos (111),
posiblemente porque los monocitos CD16 tienen
mayor expresion del receptor de alta afinidad
para inmunoglobulinas, el CD64. Por el contrario,
los estudios posteriores reportaron una mayor
capacidadfagocitica de particulas con opsonizacion
por parte de los monocitos CD16* (136-138) y se
ha encontrado en estas células, mayor expresion
del receptor para la fraccion C3 del complemento
y de proteinas asociadas con la fagocitosis por
receptores Fc, como Lyn, Hck, Arpc5, entre otras
(130). Asimismo, se ha demostrado que los
monocitos CD16" tienen alta actividad de células
presentadoras de antigenos provenientes del
citomegalovirus, la PPD vy virus de la influenza, lo
que permite una mayor activacién de los linfocitos
T que los monocitos CD16" (124,139). Esto se ha
asociado con la mayor expresion de moléculas
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de histocompatibilidad clase Il y de moléculas
coestimuladoras por los monocitos CD16".

Se ha descrito, también, que los monocitos CD16*,
los cuales expresan mas gangliésido GM1, tienen
mayor capacidad endocitica de moléculas, como
el dextrdn, y mayor actividad fagocitica sobre
M. bovis BCG que los monocitos CD16~ (140).
Ademas, se ha observado que los monocitos
CD16" preferencialmente se diferencian a células
dendriticas, mientras que los CD16-, lo hacen a
macréfagos (7,141,142). Por el contrario, se ha
definido que los monocitos CD 16 son mas eficientes
en la remocion de células apoptéticas y tiene
mayor expresion de genes que codifican proteinas
con actividad microbicida, como la lisozima, la
proteina catiénica de los eosindfilos, la catepsina G y
la mieloperoxidasa, entre otros (134,135).

En cuanto a la infeccién micobacteriana, no existen
muchos estudios de la frecuencia y la funcién de
estas subpoblaciones. Hay un reporte que indica
un aumento en la expresion de CD16 en los
monocitos de pacientes con tuberculosis (143); sin
embargo, otro grupo de investigacion demostré que
no hay cambios en las proporciones de monocitos
CD14**CD16- y CD14*CD16* antes ni después
del tratamiento antituberculoso (144). Resultados
de nuestro grupo —que no se han publicado—
demuestran que los pacientes con tuberculosis
tienenaumentadalafrecuenciay elnimero absoluto
de la subpoblacién de los monocitos CD14**CD16".
Ademas, estamos evaluando algunas respuestas
funcionales de los monocitos CD16* luego de
infeccién micobacteriana, lo que nos ha llevado a
proponer que los monocitos CD16*, posiblemente,
estén fagocitando mas micobacterias, pero
debido a su susceptibilidad intrinseca, mueren
rapidamente luego de la infeccién vy, por lo tanto,
no alcanzan a producir niveles importantes de las
citocinas proinflamatorias. Debido a que las células
CD16* no son buenas eliminando las células
apoptoticas, éstas deben sufrir necrosis que lleva
a la liberacién de la micobacteria, lo que sugeriria
que los monocitos CD16- tienen mejor capacidad
de respuesta frente a la infeccién micobacteriana
que los monocitos CD16*.

Conclusiones

Es claro que los monocitos de los pacientes con
tuberculosis tienen caracteristicas funcionales
y fenotipicas que contrastan con los controles
sanos. Estas diferencias parecen estar explicadas
en parte por el aumento en las células CD16",
que son menos maduras y mas susceptibles a la
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muerte celular. EI aumento de esta subpoblacion
posiblemente seaun efecto sistémicodelainfeccion,
aunque las implicaciones o consecuencias que
puedan tener los monocitos CD16* en el decurso
de la infeccién son adn inciertas. Debido a que las
diferencias funcionales entre los monocitos CD16*
y CD16" no son muy claras y que no se pueden
homologar con los resultados obtenidos de los
modelos intervenidos de los ratones, es muy dificil
por el momento dimensionar el papel de estas
células en la fisiopatologia de la tuberculosis.
Queda aun mucho terreno por explorar en cuanto
a la interaccion de M. tuberculosis con cada una
de estas subpoblaciones para entender como es
su capacidad fagocitica, la maduraciéon de los
fagosomas que contienen la micobacteria y su
capacidad microbicida, entre otras.

Ademas, el entendimiento de los mecanismos
que gobiernan la muerte celular de los fagocitos
mononucleares infectados, como es, al parecer,
el estado de maduracién y diferenciacion de
estas células, nos abrird posibilidades en la
comprension de la patogénesis de la enfermedad,
de los mecanismos innatos de resistencia y de
desarrollo de la inmunidad adaptativa. Asimismo,
debido a los diferentes componentes que
favorecen la diferenciacién y la maduracién de los
fagocitos mononucleares, se podria pensar en la
implementacion de estudios que evallen algun
tipo de intervencion farmacolégica.
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