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IMMUNITY IN RESPONSE TO ITS ENVIRONMENTAL COMPLEXITY

RESUMEN

Los macréfagos son una de las poblaciones celulares mas pleio-
tropicas del sistema inmune. Ellos son efectores de la respuesta
innata y estan involucrados en el inicio y la regulacién de las res-
puestas adaptativas. Esta revision describe c6mo la definicién semi-
nal de la activacion del macréfago (AM) evolucioné hasta el desa-
rrollo de un modelo de dos clases de macréfagos activados. Los
macréfagos activados clasicamente (M1) inducidos por IFN-y y/o
TNF-a muestran un fenotipo tipo Th1, son efectores proinflama-
torios y tienen funciones bactericidas, mientras que los macréfagos
activados alternativamente (M2), que incluye por lo menos tres
fenotipos diferentes solapados (M2a, b, c), exhiben un fenotipo tipo
Th2 y estan involucrados en la resolucién de la inflamacién y la
curacién del tejido. Aunque este modelo clasifica los fenotipos de
activacién observados, es importante considerar que subestima la
complejidad in vivo, donde existe una alta diversidad de estados
de macroéfagos activados que emergen en respuesta a diferentes
estimulos y ambientes, son influenciados por su heterogeneidad y
conforman un continuum de activacion.

Profundizando acerca de los mecanismos que definen estos
fenotipos, serd posible entender mejor la influencia y el papel
de los macréfagos activados alternativamente en las respuestas
inmunes reguladas por ellos y en la patogénesis de diferentes
enfermedades asociadas con el desarrollo de este grupo de macré-
fagos.
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ABSTRACT

Macrophages are one of the most pleiotropic cell populations
of the immune system. They are effectors of the innate response
and are involved in the initiation and regulation of the adaptati-
ve responses. This review depicts how the seminal definition of
macrophage activation evolved until the development of a model
of two major classes of activated macrophages. Classically acti-
vated macrophages (M1) induced by IFN-y and/or TNF-o. show
a Thl-like phenotype, are pro-inflammatory effectors and have
bactericidal functions, while alternatively activated macrophages
(M2), that include at least three different overlapping phenoty-
pes, (M2a, b and c), are generated by different mediators, exhibit
a Th2-like phenotype and are involved in the resolution of inflam-
mation and wound healing. Although this model classifies the
observed phenotypes of activation, it is important to keep in mind
that it underestimates the complexity of the situation it vivo, where
a high diversity of macrophage activated stages, emerging in res-
ponse to different stimulus and environments, are influenced by
this heterogeneity and conform an activation continuum.

Getting insights about the mechanisms that might define those
phenotypes, it will be possible to better understand the influence
and role of alternatively activated macrophages in the immune res-
ponses regulated by them and in the pathogenesis of different dise-
ases associated with the development of this group of macropha-

ges.

KEY WORDS: Macrophage Activation/ Glucocorticoids/ Immu-
ne Complexes/ Interleukin-13/ Interleukin-4/ Interleukin-10/
Transforming Growth Factor/ Alternative Activation/ Classi-
cal Activation.
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INTRODUCCION

Los macréfagos son una de las poblaciones celulares
mds pleiotrépicas del sistema inmune, presentes en todos
los tejidos del cuerpo. Tienen funciones homeostaticas que
incluyen reparacién, modelacién y angiogénesis de los tejidos
y proveen proteccion al poner en marcha mecanismos
inmunes innatos e iniciar el desarrollo de respuestas inmunes
especificas a través del procesamiento y presentacion
antigénicos, la expresion de moléculas coestimulatorias y
la produccion de citocinas®. Debido a su determinante
influencia, el estudio de sus patrones de activacion se ha
convertido en un tépico de gran impacto. Aunque actualmente
se habla de diferentes estados de activacion, entre los que
se encuentran el clésico y el alternativo, no esta del todo
claro cuales son los inductores, las propiedades funcionales
y el repertorio molecular de cada uno de estos grupos de
macréfagos, ya que las definiciones de los diferentes fenémenos
asociados a la activacion varian entre los sistemas
experimentales. S6lo hasta hace poco el papel de la
heterogeneidad y la diferenciacion del macréfago ha sido
tomado en cuenta en la definicion de los diferentes fenotipos
de activacion, con lo cual se ha comenzado a comprender
que los macréfagos activados son un grupo de células mucho
mas amplio y versétil, que llevan a cabo distintas funciones,
resultado de un continuum de diferenciacién, maduracion
y activacion.

En esta revision se pretende examinar algunos aspectos
relevantes acerca de la activacion alternativa del macréfago:
su origen como concepto, las moléculas inductoras y las
caracteristicas fenotipicas y funcionales que presentan estas
formas de activacion, a fin de describir un panorama actual
de este fendmeno que permita abandonar la sobre-
simplificacion conceptual que ha comenzado a erosionar
su importancia.

DESARROLLO DEL CONCEPTO DE ACTIVACION
DEL MACROFAGO

Los fagocitos mononucleares son producto de un proceso
denominado monocitopoyesis que comienza con la generacién
de precursores mieloides en la médula dsea, el bazo y el
higado fetal a partir de células pluripotenciales estimuladas
con interleucina (IL) - 3. Los precursores mieloides comunes
para el linaje granulocitico y monocitico, al ser estimulados
con el factor estimulante de colonias de granulocito-macréfago
(GM-CSF) y el factor estimulante de colonias de macréfago
(M-CSF) e interactuar con el estroma de los 6rganos
hematopoyéticos dan lugar a los promonoblastos y generan
la progenie monocito-macréfago®. Los promonoblastos se
diferencian a monoblastos y éstos a promonocitos que
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ulteriormente se convierten en monocitos, que abandonan
la médula dsea, entran al torrente sanguineo y se dirigen a
los diferentes tejidos por el influjo de quimiocinas y factores
atrayentes. En los tejidos los monocitos se convierten en
macréfagos residentes con un fenotipo determinado por el
microambiente tisular, la matriz extracelular (MEC), y los
productos de secrecién y moléculas de superficie de las
células vecinas. Esta especializacién contribuye al desarrollo
de su heterogeneidad, la cual se ha definido como la propiedad
de los macréfagos de expresar amplios rangos de fenotipos
morfoldgicos y funcionales®.

La AM fue descrita inicialmente como un “estado alterado”
en el cual se presentaba un incremento en la actividad
bactericida de macréfagos esplénicos de ratones inmunizados
e infectados con bacterias facultativas intracelulares como
Listeria monocytogenes, Brucella abortus y Mycobacterium
tuberculosis en comparacion con los macréfagos de ratones
no inmunizados®¥. Los macréfagos resistian la infeccion,
y aunque este estado fue definido como no especifico,
dependia de la generaci6n de una respuesta inmune adaptativa,
en la cual linfocitos sensibilizados, y en presencia de antigenos
determinados, producian factores solubles, “linfocinas”,
capaces de modificar la funcién de los fagocitos
mononucleares®.

Con el término “macréfago activado” se pretendia
describir los cambios intrinsecos en la resistencia, pero
ademas los macréfagos esplénicos y hepaticos recolectados
de animales infectados tenian una apariencia particular,
descrita como “perfeccionamiento de sus capacidades
fagociticas y digestivas”®©. Los macréfagos activados, en
contraste con los no activados, se caracterizaban por los
cambios de la membrana plasmatica que incluian un aumento
en el contenido de colesterol®, de fosfodiesterasa alcalina
1® y disminucién de la ecto-5"-nucleotidasa®; un incremento
en la capacidad de adherirse a sustratos de vidrio y plastico®,
en la fagocitosis y la pinocitosis®, y, por ende, en el ntimero
de fagolisosomas y vesiculas endociticas®. Tenian la capacidad
de reconocer y destruir células singénicas neoplasicas?.
Ademas, en respuesta a la inflamacién o a la infeccion
microbiana in vivo, o a linfocinas in vitro, secretaban altas
cantidades de proteinasas neutras', que incluian el activador
de plasmindgeno, elastasa y colagenasa, presentaban un
incremento en las actividades de las hidrolasas dcidas213,
y un alto consumo de oxigeno durante la fagocitosis(4.

En un comienzo algunos asumieron que una manifestacién
de activacién implicitamente indicaba la presencia de otras,
razén por la cual sélo se limitaban a hacer la medicién de
una de ellas®. Con el tiempo, y debido al incremento de la
evidencia que mostraba que la expresién de un rasgo no
implicaba la presencia de otros, se pens6 que la activacion
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ocurria en pasos definidos, y que éstos eran determinados
por las funciones que los macréfagos debian cumplir®. Sin
embargo, debido a que la modulacién de las caracteristicas
monociticas variaba con el sistema experimental usado para
describir el fenémeno, se propuso referirse a los macréfagos
describiendo los procesos que lo identificaban: activados
bactericidamente, tumoricidamente, fagociticamente,
metabdlicamente, haciendo énfasis en la manera como la
activacion era inducida, de acuerdo si ésta lo era por
inflamaci6n, mediada por células T, B o linfocinas in vitro®.
Las ambigtiedades que surgieron con el uso de esta estrategia,
no permitieron la generacion de un concepto generalizado
del macréfago activado asociado a determinadas
modificaciones morfoldgicas, funcionales, bioquimicas y
moleculares, y por lo tanto, el fenémeno de activacién sélo
podia ser considerado como un cambio en el fenotipo del
macréfago®.

Se considerd que el estado de activacion era producto
tanto de la historia celular del macréfago, en términos de
su origen, diferenciacién, maduracién y ambiente en el cual
se desarrollaba®, como de factores inmunoldgicos producidos
por los linfocitos T estimulados con antigenos o mitogenos,
entre ellos los factores activadores del macréfago (MAF)
que incluian la interleucina-2 (IL-2) y el interferén gamma
(IFN-y). Esta tltima “linfocina” estimulaba la actividad
tumoricida inespecifica de los macréfagos>19, inducia o
incrementaba las reacciones citocidas contra microorganismos
intracelulares”'® y generaba un aumento en la expresién
de antigenos del complejo mayor de histocomplatibilidad
clase I (MHC II) en la superficie celular®2V. El descubrimiento
de que las células T contribuian a la AM, elaboraban citocinas,
y la identificacion del IFN-y como la citocina capaz de activar
al macréfago® contribuyd al establecimiento posterior del
concepto de que la calidad e intensidad de la AM dependia
de la naturaleza de las sefales generadas por el inductor
y de la citocina moduladora®. Se definieron entonces
dos estados de activacion, en el primero de ellos, iniciador,
los macréfagos exhibian un aumento en la expresién del
MHCII, la presentacién antigénica y el consumo de oxigeno
en respuesta al IFN-y. Sin embargo, se contaba con la evidencia
de que otros factores como los interferones tipo 1?9 y el
Factor de Necrosis Tumoral (TNF-a)®@529 podrian ser
considerados como inductores de este estado, pues podian
estimular también a los macréfagos para controlar el
crecimiento bacteriano y presentar funciones tumoricidas.
Los macréfagos en un estado iniciador respondian a un
estimulo secundario para alcanzar un segundo estado de
activacion denominado completo, definido por un alto
consumo de oxigeno, la inhibicion de parasitos intracelulares
facultativos, la lisis de células tumorales y una maxima

secrecién de mediadores de la inflamacion, que inclufan el
TNF-o, la prostaglandina 2 (PGE), IL-1a. e IL-6, productos
reactivos del oxigeno (ROlIs) y el 6xido nitrico (ON). Los
agentes capaces de producir la segunda sefial inclufan
lipopolisacarido (LPS), bacterias gram positivas inactivadas
por calor, ésteres de forbol, GM-CSF y di- y tri-péptidos de
muramilo®-29. En conclusién, aunque directamente
incrementaban una o varias funciones, ambas sefiales
sinergizaban para dar una ejecucién méaxima de las mismas®.

El descubrimiento de diferentes subpoblaciones de
células T'y la aparicién del paradigma Th1/Th2 sugiri6 que
el predominio de células Th1 (productoras de IFN-y e IL-
2) 0 Th2 (productoras de IL-4, IL-5 e IL-10), podria favorecer
un tipo de activacién y la generacion de subpoblaciones de
macréfagos definidas®23039, Sin embargo, el énfasis sobre
las funciones inflamatorias y citotdxicas de los macroéfagos
activados mantuvieron la percepcion de que sélo citocinas
Th1, como IFN-y y TNF-a, promovian la AM, mientras que
las Th2, como IL-4 e IL-10, bloqueaban o revertian su
induccién, un fenémeno denominado desactivacion, requerido
para limitar las respuestas inflamatorias durante la reparacion
del tejido33239. La desactivacién promovida por IL-4 se
evidencié en monocitos humanos estimulados con LPS por
la supresién de la produccién de TNF-o,, IL-18 y PGE,®4.
IL-10 también inhibia la produccién de TNF-o,, IL-1a e IL-
1 en monocitos estimulados con LPS®339. Ademas, en
macréfagos peritoneales inducidos con periodato y tioglicolato,
IL-10 inhibia la produccién de IL-6% y Ia liberacion de ROIS
e intermediarios reactivos del nitrégeno (RNIS)@2. Debido
a que el TNF-a, los ROIS y los RNIS eran antagonizados
por IL-4, IL-10, el Factor Transformante del Crecimiento
(TGF-p) y el Factor Desactivante del Macréfago (MDF)@”
39, estas citocinas fueron denominadas desactivadoras del
macréfago.

Otras observaciones que mostraban que IL-4 inducfa la
expresion de algunas moléculas MHC II en monocitos
humanos®#) y de Ia en macréfagos peritoneales murinos“4,
incrementaba la presentacion antigénica en macroéfagos
murinos derivados de médula 6sea®” y aumentaba la
actividad tumoricida macréfagos murinos peritoneales
inducidos con tioglicolato®?, sugerian que IL-4 no era
propiamente desactivadora. Ulteriormente, se report6 la
induccién de expresion y actividad del receptor de manosa
(MMR) en macréfagos peritoneales con IL-4, regulada
negativamente por el IFN-y, lo que llevé a proponer, segtin
estos hallazgos, que IL-4 estimulaba la expresion de “un
fenotipo alternativo” al de los macréfagos activados con
IFN-y y LPS#9, pero no su desactivacion. Se evidencié que
el pretratamiento con IL-4 incrementaba la produccién de
IL-12 y TNF-o. en células mononucleares de sangre periférica
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en respuesta a LPS o Staphylococcus aureus®®, y que podia
regular positivamente quimiocinas como CCL17,18 y 22 y
enzimas intracelulares como la arginasa (Arg), estableciendo
un patrén funcional diferente al inducido por el IFN-y“?.
Lo anterior erosiond el concepto de macréfagos inflamatorios
versus suprimidos generados por citocinas Th1l y Th2,
respectivamente®), y conllevo al surgimiento de los términos
activacion cldsica y alternativa, enfatizando el contraste
entre las caracteristicas morfoldgicas y funcionales de los
macrofagos que presentan un determinado tipo de activacién.

ACTIVACION CLASICA Y ALTERNATIVA,
UN ESFUERZO POR DEFINIRLAS

Actualmente se denomina activacién clasica del macréfago
a la inducida por exposicién al IEN-y, el TNF-o, 0 a inductores
de éste tales como ligandos de receptores tipo Toll (TLR)
(CpG DNA, poli (I:C), LPS, peptidoglicano y sefiales endégenas
de HSP de 60 y 70 Kda)“$52. Los macréfagos activados
clasicamente, denominados M1, tienen la capacidad de
detonar mecanismos efectores: muerte de parasitos
intracelulares, lisis de células tumorales, produccién y
secrecion de IL-1f, IL-6, IL-12, IL-18, TNF-a, CCL3, CXL9
y CXCL10, producciéon de ROIS, generaciéon de ON en
murinos, cambios fagolisosomales y aumento en la expresién
de MHCI, CD86 y de la presentacion antigénica asociada
con células Th12%%). Hasta el momento no se ha consolidado
una definicién clara de activacion alternativa debido a
que se ha observado que los efectos de IL-4 en la generacién
de un fenotipo de macréfago activado alternativamente se
solapan de manera parcial con los inducidos por IL-13, IL-
10, glucocorticoides y TGF-f, por lo que algunos autores
los consideran como activadores alternativos®. In vitro,
sus efectos, tanto en términos de extension y direccion
(activantes o desactivantes), estan fuertemente influenciados
por las condiciones de estimulacién (sefial, concentracion
en el momento del tratamiento), la especie, el tejido, y el
estado de diferenciacién®®. Aunque algunos atribuyen la
desactivacién a IL-10 y TGF-B, otros consideran que estas
citocinas no son sélo inhibidoras, pues analisis de expresién
génica han evidenciado que inducen genes compatibles con
el perfil alternativo®59. Sin embargo, es importante notar
que IFN-y e IL-4 son los agentes més conocidos como ejecutores
de un rango de efectos antagonistas sobre los macréfagos®©?:
la expresién de CD16, CD32 y CD64 es inducida por IFN-
Y, pero inhibida por IL-4¢4%6; ]a expresién del MMR®> y
la 15-lipooxigenasa® es inducida por IL-4, pero inhibida
por IFN-y. Ademas, la expresién y sintesis de citocinas
proinflamatorias como IL-16469, JL-6©%, y TNF-a. 464, son
inhibidos por IL-4 pero inducidos por IFN-y.
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Tratando de generar una nomenclatura que defina grupos
denominados como “activados alternativamente”, sensu
stricto, M2, M@2, tipo 11, se propuso el uso de M2 como
nombre genérico para las formas alternativas de activacion
que, ademas, comparten propiedades funcionales generalmente
involucradas en respuestas tipo II, como inmunoregulacién
y remodelacién del tejido®®. Para referirse a cada forma en
particular, se propone denominar como M2a a la activacién
inducida por IL+4 e IL-13, M2b a la promovida por la exposicion
a complejos inmunes y agonistas de los TLRs y M2c a la
estimulada por IL-10 y glucocorticoides®®. Aunque esta
clasificacién no incluye el TGF-f como activador alternativo,
otros autores consideran que esta citocina induce el fenotipo
M2 (53,66-68),

Actualmente no esté claro si un macréfago al ser estimulado
adquiere un fenotipo que conserva durante su vida funcional,
caso en el cual existirian it vivo subpoblaciones de macréfagos
con estados de activacién definidos, o si el patrén de activacion
de los macréfagos cambia de manera constante de acuerdo
a los estimulos que encuentren, lo que generaria un amplio
rango de fenotipos no estables representantes de un continuum
de activacion. Es importante considerar que cualquier
nomenclatura o clasificacién subestima la complejidad de
la situacién in vivo, en la cual la diversidad de los estados
de AM estd influenciada por la complejidad de los estimulos,
la secuencia de exposicién a los mismos y el estado de
diferenciacion del macréfago al momento de la
estimulacién(”6),

CLASIFICACION, PROPIEDADES FUNCIONALES
Y REPERTORIO MOLECULAR EN LA ACTIVACION
ALTERNATIVA

Los macréfagos M2 tienen propiedades anti-inflamatorias,
inhiben la produccion de IFN-y, antagonizan las respuestas
a ésta -incluida la activacién M1- y son inducidos por
diferentes mediadores®. Deben adaptarse a diferentes
necesidades en un continuo de situaciones in vivo que van
desde la induccién de tolerancia hasta la regulacion de la
inflamaci6n, la remocion de debris y regeneracion del tejido™.
Algunas de las propiedades bioquimicas y funcionales de
estos macrofagos se describen a continuacién, y son similares
en células humanas y murinas, a menos de que se especifique.

M2a

Es promovida por IL-4 e IL-13, las cuales inducen fenotipos
ampliamente solapados probablemente porque poseen una
estructura tridimensional similar y sus receptores comparten
la cadena IL-4Ra™. Ambas sefalizan a través de componentes
comunes; la unién de IL-4 e IL-13 causa la activacion de
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JAK1 y Tyk2, la fosforilacién de tirosinas citoplasmaticas
en la cadena IL-4Rq, el reclutamiento del STAT-6, su
fosforilacion, dimerizacién, translocacién al nticleo y activacién
transcripcional?>7. STAT-6 actda ademas secuestrando
moléculas coactivadoras de STAT-1 y NF-xB, suprimiendo
la activacién de genes inducidos por LPS e IFN-y77. Se
han encontrado diferencias en la respuesta a IL-4 e IL-13
dependiendo del grado de diferenciacién de los fagocitos
mononucleares, ya que la configuracion de sus receptores
varfa en los heterodimeros que forma la cadena IL-4Ra con
las cadenas y. e IL-13Rall, afectando la capacidad de activacion
de STAT6". IL-4 e IL-13 pueden activar la via de sefializacion
del sustrato del receptor de insulina 2 (IRS2)#”. IL-13 regula
positivamente la expresion de los supresores de la sefializacién
de citocinas SOCS-1 y CISH, moléculas que bloquean los
STAT.

IL-4 e IL-13 ejercen un gran niimero de acciones en los
macréfagos. Disminuyen la expresion de CD14, CD64, CD32
y CD16, aumentan el CD23(627580 incrementan la expresién
de superficie de las subunidades de integrinas y receptores
de complemento CD11b, CD11¢, CD18, CD29, CD49e (VLA-
5), de la aminopeptidasa N (CD13) y del MHC I, favoreciendo
la presentacion antigénica® 4780, JL-13 regula positivamente
la expresién de los genes que codifican CD1-b, -c, -e y una
lectina tipo C (CLECSF®), lo que puede favorecer la presentacion
antigénica de lipidos y glicolipidos™.

IL-4 e IL-13 estimulan también la expresién en membrana
y la actividad de receptores no opsénicos como el MMR®#382
y el receptor de f-glucano, dectina-1», pero regulan
negativamente la expresiéon de CD163 en monocitos
humanos”#, favoreciendo el reconocimiento de carbohidratos
de microorganismos y disminuyendo el de cuerpos apoptéticos.

Ambas citocinas aumentan la expresion in vitro de las
lectinas 1y 2 tipo C de galactosa (mMGL1 y mMGL2) en
macréfagos peritoneales inducidos con tioglicolato®. En
murinos, durante la infeccion con Trypanosoma brucei brucei,
Taenia crassipiens y en asma alérgica se ha observado que la
expresion de mMGL1 y mMGL2 depende de la sefializacién
y expresion de IL-469. En monocitos humanos, IL-4 regula
positivamente la expresion de lectinas hMGL®. Esto favorece
el reconocimiento de glicoproteinas galactosiladas en células
cancerosas®#) y de compuestos glicosilados presentes en
la superficie de helmintos®559.

En macréfagos M2a hay una fuerte regulacion sobre
diferentes componentes del sistema IL-1, lo cual permite
contrarrestar sus acciones proinflamatorias. IL-4 e IL-13
incrementan la expresion del receptor IL-1RI y del
pseudoreceptor, IL-1RII®*?; inducen la produccién del
receptor antagonista de IL-1 (IL-1ra) e inhiben la produccién
de IL-1®99099), posiblemente como efecto de la regulacion

negativa sobre la caspasa 1 y la metaloproteinasa 9 (MMP9),
enzimas que procesan independientemente la pro-IL-1377%).

La produccién de citocinas como IL-1a/f, IL-6, IL-8
(CXCLS), IL-10, IL-12p35, IL-12p40, MIP-10, GM-CSF, G-
CSF, PGEy, IFN-a y TNF-o promovidas por la estimulacién
con LPS es inhibida por IL-4 e IL-136464657997, Sin embargo,
el pretratamiento de mononucleares de sangre periférica
con IL-4 e IL-13 incrementa la produccién de IL-12p35, IL-
12p40 y TNF-o en respuesta a la estimulacion con LPS 0 S.
aureus#®. Lo anterior evidencia la complejidad en la
regulacion debida a IL-4 e IL-13, ambas pueden promover
o inhibir respuestas tipo I de acuerdo a las condiciones de
estimulacion y, por lo tanto, tener diferentes implicaciones
en distintas patologias.

Una nueva clase de citocinas son las proteinas tipo
quitinasa, quitotriosidasa, AMCasa, HC-gp39, YLK-40 y
“stabilin-1 interacting chitinase-like protein” (SI-CLP)
humanas, y las ECF-L y Ym1/2 murinas. Son producidas
por macréfagos M2, se encuentran involucradas en respuestas
contra organismos que contienen quitina como levaduras,
hongos y nematodos y estan asociadas a asma, la progresién
de tumores, desérdenes en el sistema vascular o remodelacién
de la MEC®-100, E] factor quimiotactico de eosindfilos, Ym1/2,
es uno de los genes més fuerte y positivamente regulados
en macréfagos M2a comparados con M1 durante la infeccion
con T. brucei brucei’ y en reacciones pulmonares alérgicas®.
Se ha observado la regulacién positiva de Ym1/2 en macréfagos
murinos peritoneales estimulados con IL-4, aislados de
ratones con peritonitis alérgica®®, y en macréfagos murinos
infectados con Brugia malayi1®1%), Sin embargo en murinos,
se ha observado que la induccién de Ym1/2 durante la
infeccion con Trypanosoma congolense es parcialmente
independiente de IL-4/IL-131% y otros estudios en monocitos
humanos estimulados con IL-13 sugieren que ésta no se
encuentra involucrada la regulacion positiva de Ym177.
Aunque su funcién no es clara, su expresion puede estar
relacionada con el encapsulamiento de microorganismos
quitinados%, y es posible que interacttie con componentes
dela MEC, lo que es consistente con el papel de los M2a en
la reparacién del tejido107108),

Otros estudios han mostrado que IL-4, junto con
dexametasona, aumentan la expresién y secrecion de SI-
CLPy la estabilina-1, su ligando, en macréfagos derivados
de monocitos (MDM) humanos®1%. La estabilina-1 funciona
como un receptor “scavenger” (SR), media la endocitosis
de acLDL, esta involucrada en las respuestas contra patdgenos
y asociada a la progresién del asmaov,

IL-4 e IL-13 también incrementan en humanos la
produccién de CCL17, CCL22010-112, CCL18¢V y los receptores
de IL-8, CXCR1 y CXCR2 en monocitos'?, e inducen la

77



ACTIVACION ALTERNATIVA DEL MACROFAGO ...

VoL. 26 Num. 2/ 2007

produccién de CCL24 en macréfagos pero la inhiben en
monocitos¥. IL-4, mas no IL-13, regula positivamente la
expresion de CCL2 en murinos!® y la de CCL13 en monocitos
y macréfagos humanos® e inhibe la expresion de quimiocinas
inducidas en los macréfagos M1, como CXCL10, CCLS5,
CXCL9%, CCL3 y CCLA4. La produccion de este subgrupo
de quimiocinas especifico se asocia con respuestas Th2 y
con reclutamiento de leucocitos involucrados en la
remodelacion y reparacion del tejido, alergia, resistencia a
helmintos y progresion de tumores®.

IL-4 desactiva el estallido respiratorio611”; estimula la
produccién del activador tisular del plasminégeno®'® y
suprime la funcién procoagulante de los monocitos,
resultando en un ambiente que limita la formacién de la red
de fibrina®.

En el metabolismo de lipidos, tanto IL-4 como IL-13
tienen diversos efectos. Ambas son moduladoras positivas
de la 15-lipoxigenasa (EC 1.13.11.33)6377120, que media la
produccion de ligandos para el “Peroxisome Proliferator-
activated Receptor y” (PPARYy), receptor involucrado en la
inhibicién de la secrecion de citocinas proinflamatorias, la
expresion de la Oxido Nitrico Sintasa (NOS2)121122 y 1a
transcripcién de IL-2, lo que sugiere este mecanismo como
via indirecta de inhibicion de la proliferacién de células T
por 11.-4(23,125),

“Found in inflammatory zone” (FIZZ1), miembro de la
familia de moléculas tipo resistina, es inducido por IL-4 /0
IL-13 y esta relacionado con el metabolismo lipidico7100
y la fibrogénesis1216127), FIZZ1, al igual que Yml1, es regulado
positivamente en macréfagos murinos durante infecciones
con B. malayi, T. brucei brucei y T. crassipiens y en asma alérgica
experimental®10010%, En estos modelos la expresion de FIZZ1
es dependiente de sefializacién y expresion de IL-4(5100,

IL-4 e IL-13 estimulan la expresion Argl in vitro,
extinguiendo el sustrato de NOS2 e inhibiendo la liberacién
de ONU28130, Los macréfagos productores de Argl participan
en procesos de reparacién tisular, fibrogénicos, en sintesis
de colageno y pueden tener acciones anti-inflamatorias
mediante la produccién de poliaminas (putrescina, espermidina
y espermina) que inhiben la expresion de NOS2 y la sintesis
de citocinas proinflamatorias en mononucleares
humanos12129131-139 3 regulacion cruzada del balance de
los niveles NOS2-Arg1, sugiere que las mediciones de los
niveles de ON y de la actividad Argl en distintas poblaciones
de macréfagos podria reflejar su estado de activacion®3?;
y aunque esta dicotomia puede servir como patrén de
diferenciacién en macréfagos murinos, en humanos IL-4 e
IL-13 no inducen la expresion de Argl, ni de la del homélogo
humano de Ym1, razén por la cual estos marcadores no han
sido utilizados para la diferenciacién entre macréfagos M1
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y M2a78139, Ademds es importante considerar que el LPS,
activador M1 puede inducir Argl y NOS2437.

Los macréfagos M2a implicados en la remodelacién del
tejido, inicialmente expresan enzimas involucradas en la
degradacion de la MEC como colagenasa (MMP1) y
metaloelastasa (MMP12), y los inhibidores de metaloproteinasas
1y 2 (TIMP1 y TIMP2)©69%13%), Posteriormente los M2a
contribuyen a la deposicién de MEC, mediante la produccién
de: fibronectina, tenascina-C y -IG-H3, y el entrecruzamiento
de los mismos, proceso realizado por la transglutaminasa
del tejido y el factor de coagulacién XIIla, moléculas reguladas
positivamente por IL-466-6870139, Ademds, los macréfagos
M2a modulan la proliferacién y la sintesis de colageno de
los fibroblastos a través de la expresién de altos niveles de
TGF-p1, PDGF-AA, PDGF-BB(440-149, Estas acciones se llevan
a cabo durante la resolucién de reacciones inflamatorias
agudas y crénicas©670,

Los macréfagos M2a pueden ser inducidos por la activacion
del receptor STK/RON “Stem Cell-Derived Tyrosine
Kinase/RON Receptor Tyrosine Kinase” a través de la
proteina estimulante del macréfago (MSP). En macréfagos
peritoneales murinos, esta unién regula negativamente la
expresion de la NOS2 en respuesta al IFN-y y LPS149, regula
positivamente de la expresién de Arg174 e induce la expresion
del receptor SR-A y la endocitosis mediada por el mismo,
ademds regula positivamente la expresion del receptor IL-
1Ra(4),

Trabajos recientes describen a IL-21 y su receptor (IL-
21R) como amplificadores de macréfagos M2a. IL-21R posee
una alta homologia con IL-4R, y animales deficientes en IL-
21R e infectados con Schistosoma mansoni 'y Nippostrongylus
brasiliensis presentan una reduccién en la inflamacion
granulomatosa y en la fibrosis hepética, tienen niveles bajos
de IL-4, IL-13 y de los mRNA de AMCasa, Ym1 y FIZZ1.
IL-21 incrementa la expresién de IL-4R e IL-13R, la actividad
Argly la expresiéon de mRNA para FIZZ1 luego de la
estimulacién con IL-4 e IL-13 de macréfagos murinos derivados
de médula 6sea™. Lo anterior indica que IL-21 y su receptor
modulan la respuesta efectora tipo Th2 y por lo tanto, regulan
el desarrollo de macréfagos activados alternativamente.

M2b

Denominados tipo II, se generan por la exposicion a
complejos inmunes, agonistas de CD64 opsonizados con
IgG como eritrocitos, OVA y Haemophilus influenzae muerta
por calor, como primera sefial, y a ligandos de los TLRs
como el LPS o el acido lipoteicdico (LTA), y de CD40 (aCD40)
6 CD44 (como el 4cido hialurénico de bajo peso molecular),
como segunda sefial estimulatoria que influencia la produccién
de citocinas®7147152),
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Los macrofagos M2b se caracterizan por un fenotipo
muy diferente a los M2a y M2c, pues tienen alta expresion
de IL-10 y baja de IL-12051152, producen altos niveles de
citocinas pro-inflamatorias como TNF-a, IL-1p e IL-6047150);
no expresan Argl y, hasta el momento, s6lo se tiene
reporte de la expresién de una tinica quimiocina, CCL1, que
participa en el reclutamiento selectivo de células T reguladoras
y eosindfilos®o.

Estos macréfagos expresan niveles similares de CD11a,
CD40, CD54, CD58, CD80 y CD86 a los de los macréfagos
M2a y M1, y altos niveles de MHC de clase [19. Se caracterizan
por promover la diferenciacién Th2, la exacerbacion de
patologias relacionadas con citocinas de este tipo como
asma, infecciones con helmintos, muerte y encapsulacién
de pardsitos, produccion de anticuerpos y cambio de isotipo
de IgG hacia IgG104714159), La transferencia de macréfagos
M2b rescata ratones de la endoxitemia inducida por LPS,
lo que ha sido asociado a su capacidad de producir IL-1004,

Estudios en murinos para la caracterizacion de esta
poblacién de macréfagos han mostrado que existe mayor
similaridad entre los M2b y M1 que entre M2a y M2b, aunque
los patrones de produccién de citocinas (IL-12 e IL-10) entre
estas dos poblaciones difieren®. Tanto los M2b como los
M2a producen altos niveles de ON y presentan baja actividad
Argl, regulan positivamente CD86, son células presentadoras
de antigeno eficientes y no expresan FIZZ1059. Este fenotipo
es opuesto al presentado por los M2a. Este estudio también
caracterizé dos marcadores bioquimicos que pueden ser
usados para identificar los macréfagos M2b en el tejido: la
esfingosina quinasa 1 (SPHK1), que cataliza la produccién
de esfingosina-1 fosfato y que regula flujos de calcio, y la
molécula coestimulatoria LIGHT, llamada TNFSF14, que
participa en la activacion y proliferacién de células T a través
de receptores TR2 y TR6(¥.

M2c

Aunque IL-10, TGF-B y glucocorticoides son considerados
moléculas inductoras del fenotipo M2c, no comparten
mecanismos de sefializacién intracelular y regulacién génica
que expliquen el solapamiento de sus efectos. IL-10 inhibe
la produccién de citocinas proinflamatorias, la liberacién
del ON y ROIS y las actividades antimicrobiales de los
macréfagos®2%. Los glucocorticoides antagonizan la
produccion de IL-6¢, IL-1p, TNF-a y PGE-2, y sinergizan
con IL-4 en esta inhibicién®. TGF-f presenta un papel dual
en la modulacién de la funcion del macréfago, debido a que
en algunas ocasiones actdia como activador proinflamatorio
estimulando la transcripcion de PDGF, BFGF, IL-6, TNF-a
e [L-1p15160, mientras que en otras inhibe la produccién de
TNF-o, IL-1a, IL-1p y GM-CSF®316D, y también antagoniza

la produccién de ROIS®) y RNIS®738162, Esto depende del
estado de diferenciacion del fagocito mononuclear; en estados
tempranos de inflamacién, TGF-$ actta localmente como
un agente proinflamatorio a través del reclutamiento y
activacion de monocitos no activados; en la resolucion de
la inflamacién predominan sus acciones anti-inflamatorias
debido a que los monocitos activados y diferenciados a
macréfagos regulan negativamente la expresién del TGF-
PRy disminuyen parcialmente su sensibilidad al TGF-(155163),

IL-10 induce la expresion de quimiocinas como CCL264,
CCL12069, CCL186, CCL1616” en monocitos y macréfagos
humanos, y en conjunto con LPS la de CXCL13 en monocitos®.
IL-10 y los glucocorticoides regulan positivamente la
produccion de los receptores de quimiocinas CCR1, CCR2
y CCR5u65168-170) TL-10 inhibe la expresiéon de CCL22010,
CXCLS, y, como IL-4, la de CXCL10, CCL5, CXCL9, CCL3
y CCL4, que es inducida a través de TLRs e IFN-y5517D. Los
glucocorticoides suprimen la produccién de CXCL10 en
macréfagos tratados con IFN-y a través de la inhibicién de
STAT1072, modulan negativamente la expresiéon de CCL13,
CCL17 y CCL18, aunque sinergizan con IL-4 en la induccién
de la expresion de la tltima citocina®. IL-10, TGF-f y los
glucocorticoides inhiben la expresion de CCL2 inducida
por LPS e IL-1p0717, TGE-f inhibe ademas en los macréfagos
la liberacién de CCL3, posiblemente via regulacién negativa
de “c-Jun/AP-170%179, pero induce la respuesta
quimioatrayente més potente observada en monocitos
circulantes, promoviendo su reclutamiento a los sitios de
inflamacién57.176)],

IL-10 y los glucocorticoides regulan negativamente la
expresion de MHC de clase II, CD80 y CD86, atenuando
la presentacion antigénica de los monocitos y macréfagos®!17-
179, Contrario a IL-4 e IL-13, IL-10 no regula la expresién
ni de CD32 ni de CD16, incrementa CD64 en membrana y
previene la regulacién negativa de los tres receptores Fey
promovida por IL-462180. TGF-f§ induce la expresion de
CD16 en la membrana de monocitos humanos, lo que permite
el reconocimiento de IgG unida, favoreciendo la fagocitosis
y remocién de debris celular®18). Los glucocorticoides,
al contrario de IL-4, inhiben la expresién de CD23 y la
produccion del activador tisular del plasminégeno, factor
que controla la deposicién de la fibrina en los sitios de
inflamacién®9; también sinergizan con esta citocina en la
regulacion positiva de estabilina-1y de su receptor SI-
CLP humanas1182189_TGF-f incrementa la expresion de
integrinas como LFA-1, el ligando endotelial de ICAM-1,
receptores azf; que median la union del monocito a la
fibronectina, colageno y laminina, y del receptor de fibronectina
s 18189, TGF- e IL-10 regulan negativamente la expresion
del receptor para IL-3 en monocitos humanos#.
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Se ha observado que la dexametasona incrementa la
expresion y actividad del MMR, mientras que IL-10 tiene
efectos variables sobre éste receptor®'8” y reduce la endocitosis
mediada por el mismo®?. Por otro lado, tanto la dexametasona
como IL-10 regulan positivamente la expresion de
CD163@®+188159 mas en macrofagos que en monocitos!™), y
la del receptor A(MARCO®619D, pero disminuyen la expresién
y actividad de la dectina-1%9. TGF-f inhibe la expresién de
CD163192 mientras que induce la de la dectina-1%2. Gracias
al aumento de la expresion de los receptores no opsonicos
mencionados, los glucocorticoides y IL-10 incrementan la
actividad endocitica y fagocitica de los monocitos y
macréfagos(é&]09,189,191)'

En la regulacion de los componentes del sistema de
IL-1, IL-10y los glucocorticoides presentan algunas acciones
contrarias, aunque ambas moléculas regulan negativamente
la expresién de IL-1p¢23519). Mientras que IL-10 inhibe la
expresion de los receptores IL-1RI y IL-1RII en monocitos
estimulados con IL-4 e IL-13 e induce la expresién de IL-
1ra®?, la dexametasona antagoniza sus acciones%1%). TGF
induce la sintesis y expresion de IL-1f y posteriormente de
manera secuencial la de IL-1ra en monocitos humanos7.1%),
Ademas de la liberacion del IL-1ra, la actividad anti-
inflamatoria de IL-10 se aumenta por el incremento de la
liberacién de receptores solubles de TNF-o. como TNF-R2),

IL-10 incrementa los niveles totales de Argl y 2 en
fagocitos mononucleares®. Esta citocina, al igual que el
TGF-B, induce Argl02813013) y regula positivamente la
expresion del IL-4Ra. IL-10 sinergiza con el LPS para
incrementar la expresion de Arg2®5). IL-10 y TGF-f también
se encuentran involucrados en la remodelacion de la MEC
y del tejido. Inducen la expresion de pentraxina larga PTX3,
versican (proteoglicano 2)©6200, TIMP-1@" y ]a produccién
de poliaminas(%2, Los glucocorticoides no modulan estas
propiedades y tienen efectos supresores en la expresion de
proteinas de MEC inducidas por IL-4¢670, pero inducen la
expresion de TGF-B en macréfagos; en cocultivos con
fibroblastos promueven la sintesis de coldgeno y su
proliferacion®. El TGF-p induce en monocitos humanos
la sintesis y secrecion de las gelatinasas MMP2 y MMP9,
metaloproteinasas que median la disolucién de la membrana
vascular basal, que consiste en coldgeno tipo IV, fibronectina
y laminina‘s?.

La fagocitosis de células apoptdticas puede generar
macréfagos M2c29. La union y/o ingestion de neutréfilos
apoptoéticos inhibe la produccién de IL-1a, IL-8, IL-10, GM-
CSF y TNF-B, e incrementa los niveles de TGF-p1, PGE2 y
el factor activador de plaquetas (PAF) en MDM humanos
estimulados con LPS, estos ultimos involucrados en la
inhibicién de la produccién de citocinas inflamatorias‘éV.

80

También ha sido observada la inhibicién de la secrecién de
TNF-a y el aumento en la produccién de IL-10 y TGF-f en
monocitos estimulados con LPS y células apoptéticas®?.
Se ha visto que la interaccion de linfocitos apoptoticos con
macréfagos peritoneales murinos infectados con Trypanosoma
cruzi, aumenta los niveles de prostanglandinas, TGF-$ y
la biosintesis de poliaminas®5. Ademas, existen evidencias
in vivo que muestran que el TGF-f1 liberado por macréfagos
que han fagocitado células apoptoticas tienen efectos anti-
inflamatorios en peritoneo y pulmones®®.

Aunque los patrones de expresién génica inducidos por
cada uno de los inductores alternativos son substancialmente
diferentes, los efectos supresores comunes de los
glucocorticoides, IL-10, IL-4 y IL-13 en la expresion de
citocinas Th1, la inflamacién y la activacién inmune pueden
ser explicados en parte por la regulacién negativa de las
acciones del NF-xB y STAT16617), La inhibicién del NF-xB
parcialmente se explica por la activacién comtn de la
cremallera de leucina inducida por glucocorticoides (GILZ),
que suprime funciones de AP-1 e inhibe la expresién de
TLRs,

CONCLUSION

El vasto repertorio de funciones exhibidas por los
macroéfagos M2 y su compleja regulacion, detentan una
avasalladora diversidad. Aunados estos eventos a la
heterogeneidad implicita de los fagocitos mononucleares
y su diferenciacion, se torna el panorama en todo un universo
inexplorado. Entender las bases moleculares que regulan
e inducen los distintos fenotipos M2 y que determinan el
momento en que estas células deben aparecer y ejercer su
papel es apenas un primordio que abre nuevas posibilidades
en la comprensioén de la patogénesis de diferentes
enfermedades y despliega una pléyade de posibilidades
en la modulacién de las alteraciones en la regulacién de
la respuesta inflamatoria.
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