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RESUMEN

Las ceélulas NK forman parte importante de los mecanismos efectores del
sistema inmunitario innato, contribuyendo activamente a la defensa del cuerpo
humano contra las células tumorales y las células infectadas con microorganismos
intracelulares. La trombina, adem@s ser una proteasa importante en la cascada de
la coagulaciéon y la hemostasia en general, desempefia multiples roles en diversos
procesos, como: inflamacion, alergia, crecimiento tumoral, metéstasis,
remodelacion tisular, y la cicatrizacion de heridas.

La trombina es capaz de activar a los receptores PARS, especificamente
PAR1, PAR3 y PAR4. En el afio 2014 el grupo de investigacién que dirige el
presente proyecto, demostré que las células NK expresan PAR1, PAR2 y PAR3.
Sin embargo, no se tiene informacion acerca de los efectos de la trombina sobre
las células NK. Recientemente, este mismo grupo de investigacion encontrd
mediante estudios de microarreglos una regulacion negativa inducida por la
trombina en la expresion del gen que codifica para IFN-y en células NK no
estimuladas. Partiendo de estos resultados se planteé como objetivo estudiar el
efecto de la trombina en la expresiéon de IFN-y y a su vez, en la expresion de IL-10
a nivel de transcripcién por células NK estimuladas por IL-2/IL-12.

Para evaluar el efecto de la trombina a nivel de transcripcion se partié de un
concentrado de glébulos blancos humano, también llamado, buffy coat. Se
aislaron células mononucleares y globulos rojos mediante centrifugacion sobre
Ficoll-Paque™ Plus. Seguidamente, se realizd6 un paso de incubacién de las
células mononucleares para permitir la adherencia de los monocitos a la placa de

cultivo y obtener en suspension una poblacion de células enriquecida en linfocitos.
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Los glébulos rojos y los linfocitos obtenidos se mezclaron en una proporcion 50:1
para llevar a cabo la purificacion de las células NK, mediante un coctel de
inmunoseleccién negativa. La pureza de las células NK fue determinada mediante
citometria de flujo. Las células NK fueron divididas en varios grupos; los controles
negativos del estudio consistieron en células NK sin estimulo y células NK sin
estimulo tratadas con trombina, por su parte, los grupos experimentales
consistieron en células NK estimuladas con distintas concentraciones de IL-2 e IL-
12 durante 4 horas, con y sin tratamiento previo con trombina a una concentracion
final de 10 U/mL. EIl tratamiento con trombina por 2 6 18 horas, se realizd en
medio RPMI, libre de suero fetal bovino (SFB) durante la primera hora de
incubacion, posteriormente, se afiadio SFB a una concentracion final de 1%.
Cumplido el tiempo de estimulacién, se aislé el ARN total de las células NK
mediante el kit RNeasy Mini (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Seguidamente, se sintetizé su ADN complementario mediante el kit High Capacity
RNA-to-cDNA (Applied Byosystems). El efecto de dichos tratamientos sobre la
expresion del ARN mensajero del IFN gamma y de la IL-10 en las células NK fue
determinado mediante PCR en Tiempo Real (QPCR) usando primers especificos y
el kit Absolute gPCR SYBR Green Rox Mix (Thermo Scientific). Los resultados
indican que la trombina induce una regulacion negativa sobre la expresion de IFN-
y en células NK estimuladas por IL-2/IL-12, mientras que no ejerce efecto

significativo sobre la expresion de la IL-10 en estas células.

Palabras claves: células NK, trombina, IFN-y, IL-10, sistema inmunitario,

coagulacion sanguinea.
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PE Cy5: Ficoeritrina Cianina 5
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RPA: (del inglés RNase protection assay) Ensayo de proteccion de RNasa.
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1. INTRODUCCION
1.1. La sangre

La sangre es un tejido liquido, al que puede considerarse como una
variedad de tejido conectivo, que circula por el aparato cardiovascular gracias al
impulso que le proporciona el corazén. La sangre estd compuesta por dos
fracciones bien diferenciables: plasma y células sanguineas o elementos formes.
El plasma es la fraccion liquida intercelular en la que se encuentran suspendidos:
compuestos organicos, electrolitos y proteinas. Esta compuesto principalmente por
agua (90%) y supone el 55% del volumen sanguineo. Por su parte, las células
sanguineas se clasifican en: eritrocitos (de 4x10° a 5x10°/mm?3), plaguetas (de
200.000 a 400.000/mm3) y leucocitos (de 6000-9000/mm3). A su vez, los
leucocitos se dividen en dos grandes grupos: polimorfonucleares vy
mononucleares. Los polimorfonucleares incluyen: neutréfilos (55-60%), eosinofilos
(2-5%) y basdfilos (0-1%). Mientras que los mononucleares: linfocitos (30-35%) y
monocitos (3-7%). Se han distinguido varios tipos de linfocitos: linfocitos T,
linfocitos B, células Natural Killer (NK), entre otros (Ross y Pawlina, 2012).
1.2. Funciones de la sangre

La sangre cumple tres funciones generales de suma importancia en el

mantenimiento de la homeostasis en el organismo, estas son:

A. Transporte: Transporta O,y nutrientes hasta los tejidos y recoge de ellos el
CO., vy los productos de desecho. Transporta sustancias como hormonas, y
componentes de la absorcion intestinal entre distintos lugares del

organismo (Hall y Guyton, 2011).



B. Regulacion: participa en la regulacion del metabolismo hidrico y mineral y
a su vez, en los mecanismos de regulacion de la temperatura corporal (Hall
y Guyton, 2011).

C. Proteccion: participa en la hemostasia y en los mecanismos de la

respuesta inmunitaria (Hall y Guyton, 2011).

1.2.1. Hemostasia

La hemostasia es un mecanismo de defensa que protege al organismo de
las pérdidas sanguineas que se producen tras una lesion vascular (Furie y Furie,

2008). La hemostasia comprende cuatro etapas:

A. Vasoconstriccién: se produce inmediatamente después de la lesion
vascular, condicionada por la contraccion del musculo liso vascular en
respuesta al estimulo mecanico, asi como por la serotonina y otras
sustancias vasoconstrictoras liberadas por las plaquetas. Lo que da lugar a

la reduccion del flujo de sangre (Hall y Guyton, 2011).

B. Agregacién plaquetaria: la lesion endotelial genera también la adhesion
de las plaquetas a la zona lesionada como consecuencia de la interaccion
de proteinas de adhesion presentes en la membrana plaquetaria y la pared
vascular. Dando como resultado la formacion del tapon plaquetario inicial.
En ocasiones este fendmeno es suficiente para producir hemostasia (Hall y

Guyton, 2011).



C. Coagulacién sanguinea: si el trombo plaguetario es insuficiente se activa
la coagulacién sanguinea, lo que comprende la activacion de los factores
de la coagulacién, esto da como resultado la formacion del coagulo de
fibrina (coagulo final) (Hall y Guyton, 2011). Este punto serd explicado con

detalle mas adelante.

D. Fibrindlisis: para conseguir la reparacion del tejido endotelial lesionado, se
produce la fibrindlisis, que comienza con la retraccion del coagulo
condicionado por las fibras de actina y miosina de las plaguetas que
traccionan la red de fibrina. A continuacion se produce la disolucion del
coagulo que se inicia por la activacion del plasminégeno. Dicha activacion
genera sintesis de plasmina que hidroliza los enlaces arginina-lisina de
diversas proteinas, entre ellas la fibrina, dando lugar a fragmentos

progresivamente mas pequefios (Hall y Guyton, 2011).

1.2.1.1. Coagulacién sanguinea

La coagulacion sanguinea se produce por la activacion secuencial (en
cascada) de proteasas de serina. Estas proteinas constituyen una familia de
enzimas proteoliticas caracterizadas por contener en su centro catalitico residuos
de serina, histidina y acido aspartico, los cuales son capaces de hidrolizar enlaces
peptidicos (Barret y col., 1998). Las proteasas de serina se producen como
precursores 0 zimdgenos inactivos. La posterior conversion del zimdégeno en una
enzima fisiologicamente activa es mediada mediante un proceso llamado

“protedlisis limitada” o activacion del zimogeno (Rinderknecht, 1986; Walsh y



Ahmad, 2002). Las proteinas plasmaticas que participan en la coagulacién se
conocen como factores de la coagulacion. Son doce factores, denotados con
nameros romanos del | al XIII, no existe el factor VI (FVI), la forma activa de cada
factor se denota agregando una letra “a” (por ej. FV — FVa). Los zimdgenos que
tendran actividad de proteasas de serina, son: Protrombina o factor Il (Fll), factor
VII (FVII), FIX, FX, EXI y FXII. Existen otros factores conocidos como "cofactores
enzimaticos" ya que no poseen actividad enzimatica propia, pero facilitan la accion
de otro factor, entre ellos se encuentran: Factor Tisular o Flll, Calcio o FIV, FV y
FVIIl. Ademas, el factor XIIl es una fibrinoligasa, que forma uniones covalentes
entre los mondmeros de fibrina generados durante la coagulacién. Por su parte, el
fibrinbgeno o FI actia como sustrato de la trombina en la cascada, dando lugar a
la formacion de mondémeros insolubles de fibrina.

Clasicamente se consideraba la coagulacibn como una cascada enzimatica
que podia ser iniciada por 2 vias independientes, la via intrinseca y la via
extrinseca, que convergian en una via final comdn. Sin embargo, dicho esquema
no contemplaba la participacion de las plaquetas, ni de otras superficies celulares.
Segun la vision actual, descrita en el llamado Modelo Celular (Hoffman y Monroe,

2005) la coagulacion se produce en tres etapas interrelacionadas:

a. Fase de iniciacion: Esta fase comienza con la exposicion del Factor
Tisular (FT) tras una lesién vascular. EI FT es el principal iniciador de la
coagulacion in vivo y un componente integral de la membrana celular. Se expresa
constitutivamente en numerosos tipos celulares que no estan en contacto directo

con la sangre, como en ceélulas presentes en el subendotelio y puede ser



expresado en otras células, como monocitos circulantes y células endoteliales, en
respuesta a ciertos estimulos proinflamatorios. Durante el proceso hemostéatico
que tiene lugar tras la lesion vascular, se produce el contacto de la sangre
circulante con el subendotelio, lo que favorece la union del FT con el Factor VI
circulante y su posterior activacion. EI complejo FT/VIla activa los factores IX y X.
El factor Xa se combina en la superficie celular con el factor Va para producir
pequefias cantidades de trombina (Figura 1) (Mackmany col., 2007).

b. Fase de amplificacién: Las pequefias cantidades de trombina
generadas amplifican la sefial procoagulante inicial activando a las plaquetas y a
los factores V, VIII y Xl, que se ensamblan en la superficie plaquetaria para
promover ulteriores reacciones (Figura 1) (Monroe y col.,, 1994; Oliver y col.,
1999).

c. Fase de propagacion: Durante esta fase, el complejo “tenasa” (FVllla,
FIXa, Ca*? y fospolipidos) cataliza la conversién del factor X a factor Xa, mientras
que el complejo “protrombinasa” (FXa, FVa, Ca*? y fosfolipidos) cataliza, a nivel de
superficies celulares, la conversion de protrombina en grandes cantidades de
trombina (“explosion de trombina”), necesarias para la formacion de un coagulo
estable de fibrina. EI complejo protrombinasa es 300.000 veces mas activo que el
factor Xa solo en catalizar la activacion de protrombina. La trombina generada
activaria no solo el fibrinogeno a fibrina, sino también, al factor XIll o factor
estabilizador de la fibrina, y a un inhibidor fibrinolitico (TAFI, por thrombin-
activatable fibrinolysis inhibitor) necesarios para la formacién de un coagulo de

fibrina resistente a la lisis (Figura 1) (Mann y col., 2003; Crawley y col., 2007).
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Figura 1. Modelo Celular de la coagulacion. La fase de iniciacion tiene lugar a nivel de las células que
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expresan FT, como fibroblastos y monaocitos activados y conlleva a la generacién de los factores Xa, 1Xa y
pequefias cantidades de trombina. La fase de amplificacién ocurre principalmente en la superficie de las
plaquetas, que son activadas por la trombina generada y acumulan factores y cofactores en su supefficie,
permitiendo el ensamblaje de complejos donde tendran lugar las reacciones enzimaticas siguientes.
Finalmente, en la fase de propagacién, el complejo Protrombinasa promueve la generacion de grandes
cantidades de trombina que favorecen la formacién de fibrina y su ulterior polimerizacion para constituir un

coagulo estable, tras la accién del FXllla. (Tomado de Paramo y col., 2009).

1.2.1.2. Enzima central de la coagulacion: Trombina

La trombina pertenece a la familia de las proteasas de serina y es
considerada la enzima central de la cascada de la coagulaciéon. Se produce
inmediatamente a partir de su zimégeno, la protrombina, por la acciéon del
complejo protrombinasa en lugares donde se ha llevado a cabo un dafio tisular. La
trombina consiste en dos cadenas polipeptidicas unidas por un puente disulfuro: la

cadena A de 5kDa (36 aa) y la cadena B de 32kDa (259 aa), donde se encuentra
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el sitio activo (Collados y col., 1996). La trombina posee alta capacidad para
adoptar diferentes conformaciones o formas alostéricas. En condiciones
fisioldégicas es capaz de adoptar tres formas: una forma inactiva E*, incapaz de
unir Na* o sustratos en su sitio activo, que esta en equilibrio con una forma activa
E, capaz de unir Na*, pero no la mayoria de sus sustratos, denominada forma
lenta o de baja actividad. Esta forma lenta esté, a su vez, en equilibrio con la forma
ligada a Na*, E:Na" (Figura 2), denominada rapida, altamente activa y necesaria
para la union de la mayoria de sus sustratos fisiologicos (Di Cera, 2011).

En la estructura de trombina se han identificado cuatro sitios esenciales: 1)
El sitio activo, localizado en un canal interno, donde se sitdan los residuos H57,
D102y S195 responsables de la actividad catalitica; 2) El sitio de unién de Na*; 3)
El exositio I, que contiene diversos aminoacidos basicos, que facilitan la
orientacién Optima de la mayoria de sus sustratos, como el fibrindgeno, la
trombomodulina y de sus inhibidores naturales como la hirudina; 4) EIl exositio Il,
opuesto al exositio |, constituido por una hélice a C-terminal, en el que se unen
ligandos polianidnicos, como la heparina, los glucosaminoglicanos o el receptor de
plaguetas Gplb. En general, la unién de sustratos al exositio | produce un cambio
conformacional a nivel del canal del centro activo, situado a =30 A, gue se refleja
en un cambio en la orientacion de las cadenas de W215 y R221 para permitir la

entrada del sustrato en el canal (Figura 2) (Di Cera, 2011).
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Exosite |

Figura 2. Estructura de rayos X de la forma E: Na' de la trombina. En esta orientacién estandar la cadena A
(azul) corre en la parte posterior de la molécula, opuesta al hemisferio frontal de la cadena B catalitica. Los
residuos del centro activo (5195, H57 y D102) estan etiquetados. El sitio de unién de Na* (punto rojo) esta a
15 A de distancia de los residuos de la triada catalitica. El exositio | esta en el lado opuesto de la cadena B
con relacién al sitio Na* (Tomado de Di Cera, 2011).
1.2.2. Respuesta inmunitaria

Las respuestas del ser humano contra infecciones provocadas por agentes
patbgenos potenciales se conocen como respuestas inmunitarias. En la
actualidad se reconocen cuatro categorias amplias de agentes que causan
enfermedades, 0 agentes patdgenos: virus, bacterias, hongos y microorganismos
eucariotas unicelulares o multicelulares llamados en conjunto, parasitos (Murphy y
col., 2008). La defensa contra los microorganismos tiene lugar a través de las

primeras reacciones correspondientes a la inmunidad innata y las respuestas

posteriores a cargo de la inmunidad adaptativa.
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1.2.2.1. Inmunidad innata

La inmunidad innata es la primera linea de defensa del organismo contra
los microbios, que impide, controla o elimina la infeccion en el hospedador
generando una respuesta casi instantdnea mediante el reclutamiento de leucocitos
a los focos de infeccion (inflamatorios) que van a limitar los dafios (Li y Huang,
2009). La inmunidad innata siempre esta inmediatamente disponible para combatir
una amplia gama de agentes patdgenos, pero no lleva a inmunidad duradera, y no
es especifica para microorganismo patégeno individual alguno (Murphy y col.,
2008).

La inmunidad innata no sélo cumple funciones defensivas poco después de
una infeccion, sino que también “advierte” de su existencia con el objeto de
organizar una respuesta inmunitaria adaptativa posterior (Abbas y col., 2008)

Los componentes de la inmunidad innata reconocen estructuras
caracteristicas de los patdgenos microbianos que no estan presentes en las
células de los mamiferos, conocidas como patrones moleculares asociados a
patdbgenos (PMAP). Aparte de los productos microbianos, el sistema inmunitario
innato también puede reconocer células hospedadoras agredidas o lesionadas, al
reconocer moléculas que no aparecen con profusion en las células sanas; por ej.
Proteinas del shock térmico, determinadas moléculas similares al complejo
principal de histocompatibilidad (MHC) de la clase I, y los fosfolipidos de
membrana alterados (Abbas y col., 2008).

Los principales componentes de la inmunidad innata son:

a) Las barreras fisicas y quimicas, como epitelios y las sustancias

antimicrobianas formadas en sus superficies (Murphy y col., 2008).
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b) Las células fagociticas (neutrofilos y macréfagos) y las células
Natural Killer (NK) (Murphy y col., 2008).

c) Las proteinas sanguineas, como los factores del sistema del
complemento y otros mediadores de la inflamacion (Murphy y col.,
2008).

d) Las citoquinas

1.2.2.1.a. Células NK: Importantes efectores de la Inmunidad Innata

Las células asesinas naturales, también conocidas como células NK (del
inglés Natural Killer), son una sub-poblacién de linfocitos no T (CD3 negativos) y
no B (CD19 negativos), caracterizada por ser grandes (diametro de 10 a 15 ym) y
contener numerosos granulos citotoxicos en el citoplasma, razén por la cual
también se denominan linfocitos grandes granulares (Moretta y col., 2002).

Las células NK son de gran importancia en el sistema inmunitario innato, al
ejercer un papel fundamental en la defensa temprana del hospedador contra
patdgenos invasores, mientras la respuesta inmunitaria especifica esta siendo
activada (Robertson y Ritz, 1990).

Las células NK se desarrollan en la médula ésea a partir de la célula
progenitora linfoide comun y circulan en la sangre constituyendo entre el 5y 14%
de las células mononucleares de sangre periférica (PBMC, por peripheral blood
mononuclear cell) (Murphy y col., 2008). Su funcién efectora estd mediada por la
produccion de citoquinas y su actividad citotoxica. Se encuentran principalmente

en los nddulos linfoides y la sangre, pero también estan ampliamente distribuidas
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en la piel, el intestino, el higado, los pulmones y el Utero, entre otros tejidos. Son
células no adherentes y no fagociticas (Carrega y Ferlazzo, 2012).

Las células NK se han identificado fenotipicamente por la expresion en su
superficie de las moléculas CD16 (el receptor de baja afinidad para la fraccion Fc
de la inmunoglobulina G, o Fcy-RIlIA) y/o CD56 (de la familia de moléculas de
adhesién de las células nerviosas, NCAM) (Moretta y col., 2001; Moretta y col.,
2002). Basados en la expresion de estos marcadores se han descrito cuatro
subpoblaciones de células NK: a) CD56"™", las cuales generalmente no expresan
CD16 y tienen baja expresion de receptores KIR; b) CD56%™, que comprende
alrededor del 90% de las células NK, de las cuales una pequefia proporcion son
CD16™ c) pero en su mayoria expresan CD16 y receptores KIR y d) CD567, que
expresan en alta densidad el CD16 (Figura 3) (Taborda y col., 2014).

En general, las células NK que expresan CD56%™ (dim: baja densidad de
expresion) son principalmente citotdxicas y participan activamente en el proceso
de citotoxicidad celular mediada por anticuerpos (ADCC, del inglés Antibody-
Dependent Cellular Cytotoxicity) (Fauci y col., 2005; Mavilio y col., 2005). Mientras
que, las células CD56"™™ (bright: alta densidad de expresion) representan la
poblacion principal de células NK que produce citoquinas inmunorreguladoras,
incluyendo Interferébn (IFN)-y, factor de necrosis tumoral (TNF)-a y B, factor

estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos (GM-CSF), Interleuquina

(IL)-10 e IL-13 (Cooper y col, 2001; Perussia y col, 2005).
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Figura 3. Subconjuntos de células NK humanas. Mediante citometria de flujo se pueden establecer las
siguientes subpoblaciones de células NK en sangre periférica, en un grafico de puntos y basandose en la
expresion de CD56 y CD16 en células mononucleares CD3™: A) CD56™"™: B) cD56"™ CD16™; C) CD56*™

CD16"; D) CD56". En general, las células NK CD56""9" son predominantemente células inmunorreguladoras,

gue producen altos niveles de citoquinas. Mientras que, las células NK CD56%™ son células esencialmente

citotoxicas, producen bajos niveles de citoquinas (Tomado de Taborda y col., 2014).

La activacion de las células NK esta regulada por un equilibrio entre las
seflales generadas a partir de una variedad de receptores activadores e
inhibidores de superficie celular (Vivier y col, 2004) y a su vez, por el IFN-a e IFN-
B o citoquinas derivadas de macrofagos. Los receptores inhibidores (iINKR, del
inglés Inhibitory Natural Killer Cell Receptors) son especificos para las moléculas

del MHC de clase |, mientras que los receptores activadores proporcionan la sefial
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de “encendido” que induce la activacion de las células NK durante su interaccion
con la célula blanco (Galiani y col., 1999).

Las células NK se activan por una combinacion de reconocimiento directo
de cambios en glucoproteinas de superficie celular inducidos por agresion
metabolica, como transformacion maligna o infeccién virica o bacteriana, junto
con un reconocimiento de “lo propio alterado”, que comprende cambios de la
expresion de moléculas del MHC. La expresion alterada de moléculas del MHC de
clase | puede ser una caracteristica comun de células infectadas por patégenos
intracelulares, ya que muchos de estos patdgenos han creado estrategias para
interferir con la capacidad de dichas moléculas para desplegar péptidos a células
T. Asi, un mecanismo mediante el cual las células NK distinguen entre células
infectadas y no infectadas es al reconocer alteraciones de la expresion del MHC
de clase |. Las sefiales generadas por los receptores activadores de las células
NK incluyen la liberacién de citoquinas como IFN-y y la muerte dirigida de la célula
diana por medio de liberacién de granulos citotéxicos, que contienen granzimas y

perforina. (Figura 4) (Murphy y col., 2008).
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Figura 4. Condiciones de activacion de las células NK. La eliminacion mediada por células NK depende del

balance entre sefiales activadoras e inhibidoras. (Tomado de Murphy y col, 2008).

Las sefiales generadas por los receptores inhibidores evitan que las células
NK destruyan células hospedadoras normales. Tales receptores inhibidores son
especificos para varias moléculas del MHC de clase I, lo que ayuda a explicar por
qué las células NK destruyen de manera selectiva células que portan cifras bajas
de dichas moléculas pero se evita que destruyan células que tienen numeros
normales. Mientras mas alto sea el nivel de expresién del MHC de clase | sobre la
superficie de una célula, mejor protegida esta contra la destruccion por células NK

(Murphy y col., 2008).

1.2.2.1.b. Células NKT

Existe un subtipo de linfocitos T llamado células NKT, estas células se
caracterizan fenotipicamente por presentar en su superficie el marcador CD3
caracteristico de los linfocitos T y a su vez, por expresar una variedad de
marcadores que normalmente se asocian con las células NK, tales como CD16 y
CD56. Muchas de estas células presentan un TCR semi-invariante, restricto por la

molécula de histocompatibilidad CD1d, una molécula presentadora de antigeno
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gue une lipidos y glicolipidos propios y extrafios. Tras la activaciéon, las células
NKT son capaces de producir grandes cantidades de IFN-y, IL-4 y GM-CSF, asi
como otras mdultiples citoquinas y quimioquinas (tales como IL-2, IL-13, IL-17, IL-

21y TNF-a) (Abbas y col., 2008).

1.2.2.1.c. Citoquinas
Las citoquinas son unas proteinas de origen secretor a cuyo cargo corren
muchas de las respuestas celulares correspondientes a la inmunidad innata y
adaptativa y, por tanto actian como “moléculas mensajeras” del sistema
inmunitario. Aunque existen muchos tipos de células productoras de citoquinas
dentro del sistema inmunitario innato, los macréfagos son las células mas
comprometidas en la sintesis de citoquinas, mientras que en el sistema inmunitario
adaptativo son las células T cooperadoras CD4", ya que sus citoquinas son
esenciales para que se produzca la respuesta inmunitaria (Abbas y col., 2008).
Las citoquinas se unen a receptores especificos de membrana de las
células diana, iniciando una sefal intracelular que altera el patron de expresion
génica, generando por tanto en las células diana una determinada respuesta
bioldgica.
Aunque las citoquinas son variables desde el punto de vista estructural
comparten varias propiedades (Abbas y col., 2008):
a) La secreciéon de citoguinas es un fendmeno breve y autolimitado. Las
citoquinas no se almacenan habitualmente como moléculas preformadas,
su sintesis se inicia por la transcripciébn génica nueva como consecuencia

de la activacion celular. Esta activacion de la transcripcion es transitoria, y
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b)

d)

los ARN mensajeros que codifican la mayoria de las citoquinas son
inestables, por lo que la sintesis de citoquinas también es transitoria.

Las acciones de las citoquinas son con frecuencia pleiotropicas y
redundantes. Pleiotropismo se refiere a la capacidad de una citoquina de
actuar sobre diferentes tipos celulares. Esta propiedad permite que una
citoquina medie diversos efectos bioldgicos. Redundancia se refiere a la
propiedad de que mudltiples citoquinas tienen los mismos efectos
funcionales.

Las citoquinas influyen con frecuencia en la sintesis y las acciones de
otras citoquinas. La capacidad de una citoquina de estimular la sintesis de
otras, da lugar a cadenas en las que una segunda o tercera citoquina puede
mediar los efectos biolégicos de la primera. Dos citoquinas pueden
antagonizar mutuamente sus acciones, producir efectos aditivos o, en
algunos casos, mayores de los previstos, 0 sinérgicos.

Las acciones de las citoquinas pueden ser locales o sistémicas. La
mayoria de las citoquinas actian de forma autocrina (sobre la misma célula
que las ha secretado), yuxtacrina (sobre células adheridas a la célula
secretora) y paracrina (sobre células cercanas), y mas raramente de forma
endocrina (lejos de la célula secretora).

Las citoquinas inician sus acciones uniéndose a receptores de
membrana especificos en las células diana. Los receptores de las
citoquinas se unen con frecuencia a sus ligandos con afinidades elevadas,

con constantes de disociacién (valores de Kg) en el intervalo de 10"° a 102
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M. Por tanto, sélo son necesarias pequefias cantidades de una citoquina
para ocupar los receptores y producir efectos bioldgicos.

f) Las sefiales externas regulan la expresion de los receptores de las
citoquinas y, por tanto, la reactividad de las células a las citoquinas.

g) Las respuestas celulares a la mayoria de las citoquinas suponen
cambios de la expresion génica en las células diana, lo que da lugar a la
expresion de nuevas funciones y a veces a la proliferacién de las células
diana.

h) Las respuestas celulares a las citoquinas estan reguladas
estrechamente, y hay mecanismos inhibidores de retroalimentacion para

inactivar estas respuestas.

Clasificacion de las citoquinas
La siguiente clasificacién esta basada en el efecto biolégico principal de

estos mediadores solubles:

a) Interleuquinas (IL)

b) Quimioquinas

c) Factores de crecimiento

d) Citoquinas implicadas en hematopoyesis

e) Interferones (IFNs)

f) Factores de necrosis tumoral (TNFs)

En base al alcance del presente proyecto se describirAn a continuacion sélo

cuatro citoquinas: IL-2, IL-12, IL-10 e IFN-y.
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IL-2

La IL-2 es una citoquina de 15kDa compuesta por cuatro cortas a-hélices y
es producida esencialmente por células T CD4" activadas, aunque se ha reportado
que las células T CD8" activadas, células NK, células NKT y las células
dendriticas también son capaces de secretar esta citoquina en cantidades mas
pequefias (Boyman y col., 2006; Malek, 2008).

La IL-2 puede actuar tanto de manera paracrina como autocrina mediante la
union a su receptor (IL-2R), miembro de la familia de receptores de citoquinas de
tipo | (Boyman y col.,, 2006; Malek, 2008). Se han identificado tres cadenas
diferentes como componentes del receptor IL-2R (Panu y Warren, 2004; Malek,
2008): la cadena y comun (yc) o CD132, la cadena B o CD122 y la cadena a o
CD25. Unicamente las cadenas yc y B tienen grandes dominios intracelulares y
estan involucrados en la transduccion de sefiales (Boyman y col., 2006).

IL-2 desempefia un papel central en la iniciacién y el desarrollo de una
respuesta inmune al antigeno a través de sus efectos directos sobre la activacion,
proliferacion y diferenciacion de linfocitos T y B (Morgan y col., 1976; Jelinek y
Lipsky, 1987). IL-2 también activa otras células del sistema inmunitario, mas
notablemente a las células NK (Brooks y Henney, 1985). La IL-2 aumenta la
actividad de las células NK, lo que conduce a un aumento de su actividad
citotoxica (Henney y col., 1981; Savary y col., 1989) y a la produccion de diversas
citoquinas tales como IFN-y, TNF-a (Anegon y col., 1988), GM-CFS, IL-3 (Cuturi y

col., 1989) e IL-15 (Warren y col., 1996).
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IL-12

La IL-12 es una citoguina inmunoreguladora clave en el sistema inmunitario
(Chehimi y Trinchieri, 1994; Beadling y Slifka, 2006; Sinigaglia y col., 1999),
presenta un peso molecular de 70kDa y esta compuesta por dos subunidades
unidas covalentemente, IL-12p35 (35kDa) e IL-12p40 (40kDa), cada subunidad se
expresa en cromosomas diferentes (Merberg y col., 1992).

Las actividades bioldgicas de IL-12 estan mediadas a través de la union a
un complejo receptor de membrana, que estd compuesto también por dos
subunidades: IL-12R B1 e IL-12R B2, ambas subunidades son miembros de la
familia de receptores de citoquinas de tipo |. Las dos cadenas del receptor son
necesarias para mediar una sefializacibon méxima; sin embargo, las cadenas
tienen funciones independientes (Presky y col., 1996; Collison y Vignali, 2008).

La IL-12 es producida principalmente por células dendriticas, macréfagos,
monocitos, neutrofilos, microglias y, en menor medida por células B (Airoldi y col.,
2002). También se ha demostrado que células no inmunes son capaces de
producir ciertas cantidades de esta citoquina, entre ellas queratinocitos infectados,
osteoblastos, células epiteliales y células endoteliales (Aragane y col., 1994; Bost
y col., 1999). La produccién de IL-12 esta regulada por mecanismos de
retroalimentacion positivos y negativos que involucran citoquinas Tyl
proinflamatorias, citoquinas Ty2 antiinflamatorias e IFN tipo 1 (Aste-Amezaga y
col., 1998, Segal y col., 1998).

La IL-12 tiene multiples funciones biolégicas y representa un puente entre la
inmunidad innata y la inmunidad adaptativa. La IL-12 induce la diferenciacion de

células T virgenes CD4" a células Tyl y activa células NK. Las células Tyl y las
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NK producen IFN-y y otras citoquinas (Bonecchi y col., 1998). La IL-12 cumple un
rol importante en el trafico y la migracion de células T mediante la induccion de la
expresion de ligandos de moléculas de adhesion P y E-selectina sobre células
Tul, no sobre células Ty2; lo que permite que estas células sean reclutadas
selectivamente a los sitios donde se necesita una respuesta inmunitaria Tyl
(Austrup y col., 1997). La IL-12 actia sobre progenitores hematopoyéticos, que en
sinergia con otros factores estimulantes de colonias, inducen una mayor
proliferacion y formacion de colonias. IL-12 actia sobre células B directamente o a
través de los efectos de citoquinas de tipo 1 como IFN-y mejorando la activacion y
la produccion de inmunoglobulinas asociadas a una respuesta Tyl (Hamza y col.,

2010) (Figura 5).
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Figura 5. Resumen de la biologia de IL-12. Los principales productores fisioldgicos de IL-12 son los fagocitos

y las células dendriticas. Las células diana fisiolégicamente mas importantes de IL-12 son: progenitores
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hematopoyéticos sobre las cuales, la IL-12 induce una mayor proliferacion y formacién de colonias; también
las células NK, sobre las que IL-12 induce proliferacién, aumento de la citotoxicidad, y la produccion de
citoquinas, particularmente IFN-y. En las células T, ademas, la IL-12 ademas favorece la diferenciacién de
células que producen citoquinas tipo 1 (Tyl). Finalmente, en las células B, la IL-12 actUa directamente o
indirectamente (a través del IFN-y), favoreciendo la produccion de inmunoglobulinas asociadas a una

respuesta Tyl; por ejemplo, la IgG2a (Tomado de Hamzay col., 2010).

IL-10

La IL-10 es una citoquina altamente pleiotropica, posee propiedades
antiinflamatorias e inmunosupresoras, y circula en la sangre de pacientes con
infecciones graves (Lehmann y col., 1995). El gen que codifica a la IL-10 humana
esta constituido por cinco exones y cuatro intrones, y se localiza en el cromosoma
1932 humano (Jones y Flavell, 2005). La forma bioldégicamente activa de IL-10 es
como homodimero estabilizado por fuerzas no covalentes, con subunidades de
160 aminoacidos (aa) en el humano (18,5 kDa). La actividad biologica del IL-10 es
mediada por la unién a su receptor el cual pertenece a la familia de receptores de
citoquinas de tipo Il.

En principio, la IL-10 fue descrita como un producto de células Ty2 que
inhibia la sintesis de citoquinas en células Tyl (Fiorentino y col., 1989). Ahora se
sabe que IL-10 es producida por células del sistema inmunitario innato vy
adaptativo, incluyendo macréfagos, células dendriticas, células B, células T CD4"
y CD8", (Moore y col., 2001; Kamanaka y col., 2006), mastocitos, eosinofilos,
neutrdéfilos y células NK (O’Garra y Vieira, 2007; Lampropoulou y col., 2010).

La IL-10 es una citoquina supresora general. La secrecion de IL-10 por las
células Tyl representa un mecanismo de autorregulacion potente que protege

contra la inflamacion excesiva y el potencial de destruccion del tejido durante las
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respuestas inmunes Tyl proinflamatorias impulsadas en las infecciones. Sin
embargo, este mecanismo es explotado por patégenos para evitar su eliminacion,
dando lugar a infecciones cronicas (O’Garra y Vieira, 2007; Trinchieri, 2007).
Muchos de los efectos de IL-10 sobre células T y sobre el funcionamiento de
células NK son mediados a través de un efecto directo sobre monocitos-
macrofagos. Asi, IL-10 inhibe la expresion de MHC clase Il y la molécula
coestimuladora B7-1/B7-2 sobre monocitos y macrofagos y limita la producciéon de
citoquinas proinflamatorias (incluyendo IL-1a y B, IL-6, IL-12, IL-18 y TNF-a) y
quimiocinas como la proteina quimioatrayente de monocitos tipo 1 (MCP-1),
RANTES (Regulated on Activation, Normal T Expressed and Secreted), IL-8, la
proteina-10 inducida por IFN-y (IP-10) y la proteina inflamatoria de macrofagos
tipo 2 (MIP-2) (Moore y col., 2001). IL-10 puede actuar directamente sobre células
T CD4", inhibiendo la proliferacion y la produccién de IL-2, IFN-y, IL-4, IL-5 y TNF-
a (Gospodarowicz y col., 1978; Tsopanoglou y Maragoudakis, 1999; Moore y col.,
2001). De este modo, IL-10 puede regular directamente las respuestas innata y
adaptativa Tyl y Ty2 limitando la activacién de células T y la diferenciacion en los
ganglios linfaticos, asi como la supresion de respuestas proinflamatorias en los
tejidos, dando lugar a la alteracion del control de patdgenos y/o la reduccién de la

inmunopatologia (Naldini y col., 2005).

IFN-y
El IFN-y o interferon inmune tipo Il es producido por linfocitos T CD4",

CD8", células Ty/d, asi como por células NK en respuesta a algun estimulo
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inflamatorio. El IFN-y no comparte receptores con los interferones de tipo | y su
estructura proteica es distinta (Boehm y col., 1997; Pestka y col., 2004).

El gen que codifica al IFN-y humano esta constituido por cuatro exones y
tres intrones, y se localiza en el cromosoma 12 humano (Gray y Goeddel, 1983).
La forma biolégicamente activa del IFN-y es como homodimero estabilizado por
fuerzas no covalentes, con subunidades de 143 aminoéacidos (aa) en el humano
(17.1kDa) (Gray y Goeddel, 1983).

La actividad biologica del IFN-y es mediada por un receptor especifico, este
receptor de IFN-y o de tipo Il, se expresa en todas las células con excepcion de
los eritrocitos maduros y es especie-especifico en la capacidad de unién a su
ligando (Novick y col., 1987; Aguet y Merlin, 1987).

El IFN-y potencia la transcripcion de varios genes involucrados en
actividades inmunomoduladoras, antivirales y antiproliferativas (apoptosis) (Pestka
y col., 2004). El IFN-y como molécula inmunomoduladora es muy pleiotropica, éste
tiene la capacidad de aumentar la actividad citotoxica y fagocitica de los
macréfagos, también induce la expresién de moléculas del MHC clase | y Il en las
células dendriticas y otras células presentadoras de antigeno, incrementa el
desarrollo y diferenciacion de las células Tyl, regula la respuesta humoral
induciendo la produccion de IgG2a e IgG3 por las células B muridas, promueve la
actividad citotoxica de los linfocitos T, de las células NK y las células Kkiller
activadas por linfocinas (LAK), ademas regula la produccion de citoquinas
proinflamatorias. (Farrar y Schreiber, 1993; Boehm y col., 1997; Bach y col., 1997).
El IFN-y induce la sobreexpresion de citoquinas pro inflamatorias como IL-12, IL-

15, TNF-a, IP-10, oxido nitrico sintasa inducible (INOS), caspasa-1 y gp91 phox,
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ademas induce la activacion de factores de transcripcion pro inflamatorios como el
NFkB (Mihl y Pfeilschifter, 2003).

La proteccién inmunolégica contra bacterias y parasitos intracelulares
depende de la inmunidad mediada por células. El IFN-y activa principalmente a los
macréfagos que a su vez lisan o restringen el crecimiento de patdgenos

intracelulares (Boehm y col., 1997).

1.2.2.2. Inmunidad adaptativa

La inmunidad adaptativa recibe su nombre debido a que aparece como
respuesta a una infeccidn y se adapta a ella. Sus caracteristicas definitorias son
una exquisita especificidad frente a diversos patdgenos (microbianos y no
microbianos) y la propiedad de “recordar’ las exposiciones repetidas al mismo
patdogeno, propiedad conocida como memoria inmunitaria. La inmunidad
adaptativa le sigue a la inmunidad innata proporcionando una supresion mucho
mas eficiente y a largo plazo de los agentes patégenos (Li y Huang, 2009).

Existen dos tipos de respuestas inmunitarias adaptativas, llamadas
inmunidad humoral e inmunidad celular, en las que intervienen componentes
diferentes del sistema inmunitario y que sirven para eliminar agentes patdégenos
de distintos tipos. Las principales células del sistema inmunitario adaptativo son
los linfocitos, las células presentadoras de antigenos y las células efectoras
(Abbas y col., 2008).

Existen distintas subpoblaciones de linfocitos que difieren en la forma de

reconocer los antigenos y en sus funciones:
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Linfocitos B: Se diferencian en células plasmaticas secretoras de
anticuerpos  (inmunoglobulinas) que reconocen los antigenos
extracelulares, por lo que actian como mediadores de la inmunidad
humoral (Abbas y col., 2008).

Linfocitos T: son los mediadores de la inmunidad celular, reconocen los

antigenos de los microorganismos intracelulares capaces de sobrevivir y

proliferar en el interior de los fagocitos y otras células del huésped, lugar

al que no tienen acceso los anticuerpos circulantes. De esta manera,
son capaces de inducir la destruccion del microorganismo residente en
los fagocitos o de las células infectadas. Los linfocitos T presentan una
especificidad restringida hacia los antigenos, no reconocen mas que los
de tipo peptidico, una vez que los antigenos son degradados dentro de
las células, sus fragmentos péptidos son captados por moléculas del

MHC, y este complejo se despliega en la superficie celular (Abbas y col.,

2008). Los linfocitos T constan de distintas poblaciones desde el punto

de vista funcional; las que estdn mejor caracterizadas son:

» Linfocitos T cooperadores (Helper; Ty) CD4": segregan citoquinas,
cuyas funciones consisten en poner en marcha la proliferacion y la
diferenciacion de los propios linfocitos T y activar diversas células,
como los linfocitos B, los macréfagos y otros leucocitos. Los linfocitos
T CD4" se pueden diferenciar en subpoblaciones de linfocitos
efectores (Abbas y col., 2008).

o Linfocitos Tyl y Tu2: son las subpoblaciones mejor definidas de

linfocitos T efectores del linaje cooperador CD4, estas
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subpoblaciones se distinguen fundamentalmente por las
citoquinas que sintetizan, las cuales no solo determinan sus
funciones efectoras, sino que también participan en el desarrollo y
la expansién de las subpoblaciones respectivas, regulando a su
vez de forma cruzada a la subpoblacion reciproca. El IFN-y es la
citoquina caracteristica de los linfocitos Tyl, y la IL-4 y la IL-5 son
las citoquinas definitorias de los linfocitos Ty2. Las proporciones
relativas de estas subpoblaciones inducidas durante una
respuesta inmunitaria son los principales determinantes de las
funciones protectoras y de las consecuencias patoldgicas de la
respuesta. La principal funcién de los linfocitos Tyl es la
defensa mediada por los fagocitos contra las infecciones,
especialmente por microorganismos intracelulares. Mientras que,
la principal funcién efectora de los linfocitos Ty2 es favorecer
las  reacciones inmunitarias mediadas por IgE vy
eosindfilos/mastocitos, que son protectoras frente a las
infecciones por helmintos. Las respuestas inmunitarias mediadas
por los linfocitos Ty2 son la causa subyacente de las reacciones
alérgicas, y pueden interferir con las respuestas inmunitarias
protectoras mediadas por los linfocitos Tyl frente a las
infecciones intracelulares (Abbas y col., 2008).
» Linfocitos T citotoxicos CD8" (LTC): destruyen las células
productoras de antigenos extrafios, como las que estan infectadas

por virus y otros microorganismos intracelulares (Abbas y col., 2008).
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1.3. Trombinay sistema inmunitario

Ademas de su papel reconocido en la hemostasia, humerosas evidencias
demuestran que la trombina desempefia multiples roles en: inflamacion, alergia,
crecimiento  tumoral, metastasis, remodelacion tisular, angiogénesis,
permeabilidad de células endoteliales, vasoregulacion, regulacion génica, trafico
de leucocitos, inmunomodulacion y cicatrizaciéon de heridas (Coughlin, 2000;
Cirinoy col., 2000; Macfarlane y col., 2001; Coughlin, 2001).

La trombina es una enzima altamente pleiotrépica siendo capaz de ejercer
sus efectos sobre: plaquetas, células endoteliales, células del musculo liso
vascular, monocitos, linfocitos T, células NK vy fibroblastos, encontrandose
vinculada en procesos inflamatorios e infecciosos en el organismo (Siller-Matula y
col., 2011).

Muchas de las acciones celulares de la trombina han sido atribuidas a la
activacion de tres de los cuatro receptores de la familia de receptores activados
por proteasas (PARSs), especicamente de PAR1, PAR3 y PAR4 (Steinhoff y col.,
2005), los cuales son una familia de receptores acoplados a proteinas G
dispuestos en la superficie celular de diversos tipos celulares (Cunningham y col.,
2000; Sambrano y col., 2001; Chin y col.,, 2003). PAR1 es el miembro mas
abundante de la familia de los PARs en los linfocitos. Las células NK expresan
PAR1, PAR2 y PARS3; las células T CD4" expresan PAR1 y PAR2, mientras que
las células T yd y CD8" sblo expresan PARL. Las células B no expresan ningin

PAR (LOpez y col, 2014).
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1.4. PARs

Los PARs son una subclase Unica de receptores acoplados a proteinas G
con siete dominios transmembrana que se activan mediante la escision proteolitica
de su extremo N-terminal extracelular por la accién de proteasas (Macfarlane y
col., 2001; Hollenberg y Compton, 2002). Se conocen como receptores acoplados
a proteinas G debido a que sus vias de transduccion de sefiales activan proteinas
de unioén a trifosfato de guanosina (GTP) (proteinas G) (Abbas y col., 2008).

Los PARs son activados por un mecanismo Unico: las proteasas activan los
receptores mediante la escision proteolitica del extremo N-terminal extracelular de
sus receptores, exponiendo de este modo una nueva secuencia N-terminal
activadora del receptor, conocida como “ligando atado”. Dicha secuencia se une al
segundo bucle extracelular del receptor y lo activa (Vu y col., 1991; Nystedt y col.,
1995) (Figura 6).

La activacion del receptor produce cambios conformacionales que
favorecen su interaccion con proteinas G triméricas. En estado inactivo una
subunidad Ga esta unida a difosfato de guanosina (GDP) y a las subunidades
GBy. La activacion de PARs induce un cambio conformacional en estas proteinas
G que conlleva el intercambio de GDP por GTP, seguido de la fosforilacion del
receptor y separacion de la subunidad Ga del complejo dimérico Gpy,
desencadenando la compleja cascada de sefializacion, especifica segun el tipo de
célula. Estos receptores son inactivados mediante la fosforilacidon en diversas
posiciones de su extremo C-terminal intracelular y a su vez, mediante el

desacoplamiento de las proteinas G. Preferentemente, son internalizados en
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lisosomas, donde son degradados con alta eficacia, sin ser reciclados a la
superficie celular (Coughlin, 2000; Macfarlane y col., 2001). La disponibilidad de
PARs en la superficie celular esta gobernada por la movilizacion de estos

receptores a partir de depositos intracelulares (Macfarlane y col., 2001).

Proteinase cleavage site
Hirud in-like binding site

SFLLRN PN DEYEPEWEDEERNES
Extracelivtary o GTNRSSKGR SLIGKV DG
NHerminal | NOTMMLAKPTLRIK TFRGAP PNS FEEFP FSALE
R FRGA
sequence : - > Conserved 2nd
PAR, LPAPR GYPGQV CANDSDTLELPDSS
extracellular loop
PAR, QTIQVPGLNITTCHDVLNETLLEG
PAR, QTIFIPALNITTCHDVLPEQLLVG
N-Terminus PAR, QEYYLVQPDITTCHDVHNTCESSS
p PAR, QTFRLARSDRVLCHDALPLDAQAS
Tethered ligand domain
C-Terminus
PAR, SECQRYVYSILCCKESSDPSSYNS SGOLMASKMDTCSSNLNNS I YKKLT
g'{gfﬂ:‘;’f' PAR, SHDFRDHAKNALLCRSVRTVKOMOVSLTSKKHSRKSSSYSSSSTTVKTSY
sence |PAR; SKTRNHSTAYLTK
' PAR, SAEFRDKVRAGLFQORSPGDTVASKASAEGGSRGMGTHSSLLQ

Figura 6. Mecanismo de activacion de los PARs. La proteasa de serina escinde al receptor en un sitio
especifico (marcado por la flecha roja) y expone una nueva secuencia N-terminal extracelular activadora del
receptor, conocida como ‘ligando atado” (presentada en azul). Dicho “ligando atado” interactua con el
segundo bucle extracelular conservado y activa al receptor. Las secuencias del extremo N-terminal,
incluyendo el ligando atado, del segundo bucle extracelular y del extremo C-terminal intracelular se muestran
en los recuadros. Las secuencias de los dominios de union similares a la hirudina para PAR1 y PAR3 estan

marcadas en verde (Tomado de Steinhoff y col., 2005).

Por otra parte, PAR1, PAR2 y PAR4 pueden ser activados sin sufrir escision

proteolitica mediante péptidos sintéticos cortos o péptidos agonistas (APs, del
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inglés activating peptides) disefiados en base a la secuencia de sus ligandos

atados (Macfarlane y col., 2001; Déry y col., 1998; Hollenberg y Compton, 2002).

2. ANTECEDENTES

En el afio 2005, Naldini y colaboradores reportaron que la a-trombina
humana y el péptido agonista de PAR1, SFLLRN, mejoran significativamente la
expresion de IL-10 en PBMCs humano, tanto a nivel de ARNm como a nivel de
proteina, en presencia o0 ausencia de activadores especificos de células
mononucleares, como fitohemaglutinina (PHA), lipopolisacarido (LPS) y anti-CD3/-
CD28. Demostraron a través de ensayos ELISA que, el efecto de la trombina
sobre la produccion de IL-10 a nivel de proteina es tiempo y dosis dependiente, al
comparar los resultados de expresion de PBMCs estimulados con 150nM de
trombina a las 6, 16, 24 y 40 horas de incubacion, definiendo las 16 horas como
tiempo minimo necesario para observar dicho efecto. Por su parte, las células
fueron incubadas con 6, 30, 150 y 300nM de trombina resultando 30nM de
trombina suficiente para aumentar significativamente la liberacion de IL-10
pasadas las 16 horas. A su vez demostraron que, tal regulacion requiere de
trombina con actividad proteolitica ya que al emplear DIP-trombina (enzima
inactiva proteoliticamente) no se evidencié una mejora en la produccién de IL-10.
También estimularon las células con 40uM del péptido agonista de PARL1 y
evidenciaron un incremento en la produccion de IL-10 similar al efecto observado
con 150nM de trombina. Con el fin de corroborar si el efecto de la trombina sobre
la produccion de IL-10 era mediado via PAR1 decidieron evaluar la expresiéon a

nivel de ARNm. Trombina y el péptido agonista resultaron capaces de mejorar la
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expresion de ARNm. La expresion de ARNm fue evaluada mediante un ensayo de
proteccion de RNasa (RPA, del inglés RNase protection assay) en PBMCs en
reposo y activadas por PHA o LPS. Naldini y colaboradores demostraron también
que la produccion de IL-10 inducida por trombina en PBMCs humano, requiere la
expresion de PAR1 por oligodesoxirribonucleétidos (ODN) antisentido y sentido
especificos de PAR1 (Naldini y col., 2005).

Un afio mas tarde, 2006, Naldini y colaboradores, continuando sus estudios
en PBMCs aislados de sangre humana, demostraron que la a-trombina humana y
el péptido agonista de PAR1, SFLLRN, reducen significativamente la expresién
tanto a nivel de ARNm como a nivel de proteina del IFN-y. Demostraron mediante
ensayos ELISA que la trombina provoca una inhibicién tiempo y dosis dependiente
de la liberacién de IFN-y inducida por la PHA, a nivel de proteina. Determinaron
mediante RPA, que dicha inhibicién requiere trombina con actividad proteolitica. A
su vez, Naldini y colaboradores también investigaron el rol de IL-10 en la
reduccion de IFN-y inducida por trombina en PBMCs estimulados con PHA o por
la combinacion de anticuerpos anti-CD3/anti-CD8, en ausencia o presencia de
anti-IL-10 encontrando a través de ensayos ELISA una inhibicién significativa en la
produccion de IFN-y por PBMCs en ausencia de anti-IL-10, pero un efecto
totalmente contrario en presencia de anti-IL-10, concluyendo que el efecto
inhibidor de trombina en IFN-y estd mediado a través de IL-10. Reportaron
también que la trombina regula el balance de citoquinas Ty1/Ty2, encontrando
mediante ensayos ELISA que la reduccion de IFN-y (perfil Tyl) estd acompafiada

de la regulacion negativa de IL-12 (perfil Ty1), de un incremento en la liberacion de
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IL-4 (perfil Ty2), asi como por un aumento en la produccion de la citoquina
proinflamatoria IL-1 (Naldini y col., 2006).

En el afio 2014, el grupo de investigacion que dirige el presente proyecto
reveld que PAR1 es el miembro mas abundante de la familia de los PARs en los
linfocitos. Encontrando que las células NK expresan PAR1, PAR2 y PARS3; los
linfocitos T CD4" expresan PAR1 y PAR2, mientras que los linfocitos T y& y CD8"
sélo expresan PARL. Las células B no expresan ningun PAR (Lopez y col., 2014).
Para llegar a dicha conclusion, evaluaron la expresion de PARs a nivel de ARNm.
Realizaron para ello una transcripcion reversa (RT-PCR), partiendo de ARN total
en presencia de primers especificos para PARs. Evaluaron también la expresion
de PARs en la superficie celular mediante citometria de flujo usando anticuerpos
especificos, y obtuvieron resultados consistentes. A su vez, este grupo de
investigacibn evalu6 mediante experimentos de microarreglos (datos no
publicados), la expresién genética de células NK no estimuladas incubadas con
trombina, identificando una regulacion negativa en la expresion del gen que
codifica para el IFN-y. Partiendo de estos hallazgos, en este trabajo de
investigaciébn se ha planteado demostrar a través de distintos enfoques, si la
trombina es capaz de alterar la expresiéon de IFN-y e IL-10 en las células NK

aisladas de sangre periférica humana, estimuladas por IL-2/IL-12.
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3. JUSTIFICACION

Las células NK forman parte importante de los mecanismos efectores de la
inmunidad innata, contribuyendo activamente al control de las células tumorales y
de las infectadas con microorganismos intracelulares. La trombina, ademas ser
una proteasa importante en la hemostasia, también desempefia mdltiples roles
en: inflamacion, alergia, crecimiento tumoral, metastasis, remodelacion tisular y
cicatrizacion de heridas.

La trombina es capaz de activar receptores PARs, especificamente PARL1,
PAR3 y PARA4. Las células NK expresan PAR1, PAR2 y PAR3. Sin embargo, no
se tiene informacion sobre los efectos de esta enzima sobre las células NK
aisladas de sangre humana. Por esta razon, el objetivo del proyecto es comprobar
el efecto de la trombina sobre células NK estimuladas, tomando en cuenta que en
estudios de microarreglos realizados por el grupo de investigacion que dirige el
presente proyecto se encontrd una regulacion negativa inducida por la trombina en
la expresion del gen que codifica para el IFN-y en células NK no estimuladas.
Estos datos parecen indicar que la trombina afecta la respuesta efectora de las
células NK. Esto podria explicar al menos en parte, el efecto descrito en la
literatura sobre el efecto beneficioso de los inhibidores de trombina al controlar el
crecimiento de tumores. En un futuro, el estudio de la relacion entre la trombina y
las células NK podria tener implicaciones terapéuticas, ya que de confirmarse que
la trombina afecta la respuesta efectora de las células NK, seria interesante
investigar si al controlar la actividad de esta enzima, mediante la aplicacion de

anticoagulantes, o especificamente, inhibidores de trombina, es posible mejorar
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cuadros infecciosos por virus o bacterias e incluso, controlar el desarrollo de

tumores.

4. OBJETIVOS

Objetivo General:

Estudiar el efecto de la trombina en la expresion de IFN-y e IL-10 por

células Natural Killer (NK) estimuladas por IL-2/IL-12.

Objetivos Especificos:

1.

2.

3.

Aislar células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) humana.

Aislar y purificar células NK a partir de PBMCs.

Estudiar la viabilidad de las células NK tras su aislamiento y purificacion.
Determinar la pureza de las preparaciones de células NK.

Estandarizar las condiciones de cultivo y estimulacién de las células NK con
respecto a las concentraciones de IL-2 empleadas y al tiempo de
incubacion con trombina.

Cuantificar la expresion de IFN-y e IL-10 a nivel de transcripcion en células

NK estimuladas por IL-2/IL-12 en presencia y ausencia de trombina.
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5. MATERIALES

5.1. Reactivos

Azul de tripano [C34H28N6014S4]

Coctel RosetteSep (STEMCELL Technologies)

Ficoll-Paque™ Plus (GE Healthcare Life Sciences)

IL-12 Recombinante Humana (p70) (Biolegend- Cat.#573002)

IL-2 Recombinante Humana (Biolegend- Cat.#589104)

Kit Absolute gPCR SYBR Green Rox Mix (Thermo Scientific).

Kit High Capacity RNA-to-cDNA (Applied Byosystems)

Kit RNeasy Mini (Qiagen)

Buffer Fosfato Salino

Primers especificos para: B-actina, IFN-y e IL-10 (Integrated DNA Technologies)

Suero Fetal Bovino (ATCC)

a-Trombina Humana (Enzyme Research Laboratories- Cat.# 1002a HT)

B-Mercaptoetanol [C,HOS]

5.2. Medio de cultivo

Medio RPMI 1640 (STEMCELL Technologies) suplementado con:

-Penicilina-Estreptomicina (Sigma Aldrich)

-Solucion L-Glutamina (Sigma Aldrich)

5.3. Anticuerpos

- Anticuerpo monoclonal anti-CD3 humano IgG;:K, hecho en ratén y conjugado a
Isotiocianato de Fluoresceina [Anti-CD3-FITC (Bioscience)].

- Anticuerpo monoclonal anti-CD19 humano IgG;k, hecho en ratén y conjugado a

Isotiocianato de Fluoresceina [Anti-CD19-FITC (Bioscience)].
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6.

Anticuerpo monoclonal anti-CD16 humano, IgG:k, hecho en ratén y conjugado
a Isotiocianato de Fluoresceina [Anti-CD16-FITC (Bioscience)].

Anticuerpo monoclonal anti-CD14 humano 1gG2.K, hecho en ratén y conjugado
a Ficoeritrina [Anti-CD14-PE (Bioscience)].

Anticuerpo monoclonal anti-CD56 humano IgG;k, hecho en raton y conjugado a
Ficoeritrina Cianina 5 [Anti-CD56-PE Cy5 (Bioscience)].

Anticuerpo monoclonal, isotipo IgG;k, hecho en ratbn y conjugado a
Isotiocianato de Fluoresceina [Isotipo (Bioscience)]

Anticuerpo monoclonal, isotipo 1gGz.K, hecho en raton y conjugado a
Ficoeritrina [Isotipo (Bioscience)].

Anticuerpo monoclonal, isotipo IgG;k, hecho en ratbn y conjugado a

Ficoeritrina Cianina 5 [Isotipo (Bioscience)].

METODOS

6.1. Aislamiento de PBMCs y eritrocitos

El material de estudio fue donado por El Banco Municipal de Sangre del

Distrito Capital en forma de concentrado sanguineo enriquecido en globulos

blancos (buffy coats). El concentrado se centrifugd sobre un volumen de Ficoll-

Paque™ Plus (proporcion 2:1 sangre:ficoll) durante 30 minutos a 800 g, sin freno

a temperatura ambiente (15-25°C). Posteriormente se procedié a recuperar la

interfaz de color blanco constituida por las PBMCs y a su vez, los gldébulos rojos o

RBCs (por red blood cells) que quedan sedimentados al fondo del tubo. Las

PBMCs fueron lavadas dos veces con Buffer Fosfato Salino (PBS) suplementado

al 2 % con Suero Fetal Bovino (SFB) centrifugando a 600 g por 10 minutos con
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freno. Las RBCs fueron lavadas con PBS suplementado al 2 % SFB y se
centrifugaron a 900 g durante 8 minutos, sin freno. De cada muestra se tomé una
alicuota de 40 pL y se determiné el numero de células por el analizador
hematoldgico automatizado Drew-3 (Drew Scientific Group).
6.2. Ensayo de adherencia de las PBMCs

Con el fin de eliminar a los monocitos, las PBMCs se incubaron en placas
de plastico estériles a una concentracion final de 2x10° cél/mL bajo una atmoésfera
de 5 % de CO; a 37 °C por 1 hora en medio RPMI 1640 suplementado con 2mM
de L-Glutamina, 1X penicilina-estreptomicina y 1 % SFB. Terminada la incubacién
se recolectaron las células no adherentes, enriquecidas en linfocitos de sangre
periférica (PBL, por peripheral blood lymphocytes) y se lavaron con PBS
suplementado con 2% de SFB centrifugando a 600 g por 10 minutos con freno. El
sedimento se resuspendio en PBS 2% SFB y se tomé una alicuota de 40 pL para
determinar el nimero de células por el analizador hematolégico automatizado.
6.3. Purificacion de células NK.

Las células obtenidas se mezclaron en una proporciéon RBCs: PBLs de
50:1. A la mezcla obtenida se le adicion6 un determinado volumen del coctel
RosetteSep (coctel de inmunoseleccidbn negativa de células NK humanas)
siguiendo las indicaciones del fabricante y se incub6 durante 20 minutos a
temperatura ambiente (15-25°C). La muestra se diluyd con un volumen
equivalente de PBS suplementado con 1% SFB. La solucién obtenida se colocé
sobre un volumen de Ficoll-Paque™ Plus a una proporcién 2:1 (sangre:ficoll) y se
procedié a centrifugar a 1200 g durante 20 minutos, sin freno a temperatura

ambiente. Posteriormente, se recolecto la interfaz de color blanco enriquecida en
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células NK. Se realizaron 2 lavados sucesivos de las células obtenidas, para ello
se agreg6 un volumen de PBS suplementado con 1 % SFB y se centrifugd a 800 g
por 10 minutos con freno. El sedimento obtenido se resuspendié en 2 mL de PBS
1% SFB, se tomo una alicuota de 40 pL y se determiné el numero de células por el
analizador hematoldgico automatizado.

6.4. Caracterizacién fenotipica inicial y determinaciéon de pureza de las NK

Una vez aisladas las células NK, se tom6 una alicuota y se realizo la
caracterizacion fenotipica inicial y evaluacion de la pureza, para ello las células se
distribuyeron a razén de 2x10° células por cada marcaje a realizar. Con el fin de
determinar la expresion en la superficie celular de las moléculas CD que
caracterizan a las células NK y descartar la presencia de otras células
mononucleares se utilizaron los siguientes anticuerpos: anti-CD3 conjugado a
isotiocianato de fluoresceina (anti-CD3-FITC)/ anti-CD14 conjugado a ficoeritrina
(anti-CD14-PE) (marcaje simultdneo), anti-CD16-FITC/ anti-CD56 conjugado a
ficoeritrina cianina 5 (anti-CD56-PE Cy5) (marcaje simultaneo). Se evalué a su vez
un control de autofluorescencia y los isotipos: 19G3,k FITC; 1gG2a,k PE e 1gG;,k PE
Cyb.

Las células se incubaron con 5 pL de cada anticuerpo durante 20 minutos
en frio (4 - 8°C) y protegidas de la luz. Luego se lavaron con PBS-SFB 1% y se
centrifugaron a 360 g durante 10 minutos. Al finalizar el lavado, se resuspendio el
boton celular en PBS, se transfirio el volumen a los tubos de citometria y se realizo
la lectura en el citbmetro de flujo (BD FACSCalibur). Para evaluar la pureza de la

suspension de células NK se evalu6 la expresion de los antigenos CD16 y CD56
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en un diagrama de puntos, el porcentaje de células que expresaron uno o ambos
antigenos permitié determinar el porcentaje de pureza.
6.5. Condiciones de cultivo de las células NK

Las células NK fueron incubadas en medio medio RPMI 1640 (con 2mM de
L-Glutamina y 1X penicilina-estreptomicina) libre de suero, en placas de cultivo de
doce pozos a una concentracién de 1x10°cél/mL por pozo bajo una atmésfera de 5
% de CO, a 37 °C en presencia o ausencia de 10 U/mL de trombina. Una hora
mas tarde, se agrego6 a todos los pozos SFB al 1% y se incub6 por 1 6 17 horas
adicionales. Luego, se realizo la estimulacion de las células con 6, 30 6 60 ng/mL
de IL-2 y 10 U/mL de IL-12 durante 4 horas. Posteriormente, las células fueron
colectadas por centrifugacion a 350g por 15 minutos. El sedimento obtenido fue
almacenado a -80°C para analizar posteriormente.

6.6. Determinacion de la viabilidad celular

La viabilidad de las células NK se determiné por el método de exclusién del
azul de tripano empleando una cadmara de Neubauer.

Para llevar a cabo la técnica, se realiz6 una dilucion previa 1/5 de la
suspensién celular con PBS y seguidamente una dilucion 1/2 con azul de tripano,
quedando una dilucién final 1/10. Luego se tomaron 10 pL de dicha solucién y se
colocaron en la camara de Neubauer para realizar el contaje bajo el microscopio.
La media aritmética de los cuatro recuentos efectuados (cuadros grandes de las
esquinas de la camara de Neubauer) de células vivas (células no coloreadas)
multiplicada por el factor de la cAmara (10 y el factor de dilucién (10) ofrece la
concentracion de las células vivas en la muestra (cél/mL). Este mismo

procedimiento se realizé para determinar la concentracion de células muertas
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(células coloreadas de azul) en la muestra. La concentracion obtenida multiplicada
por el volumen original de la suspension celular da como resultado el total de
células vivas, y muertas respectivamente. El total de células (vivas y muertas)
representa el 100% de ceélulas en la suspension celular. El total de células vivas
permite determinar el porcentaje de viabilidad celular.

6.7. Extraccion y purificacion de ARN total.

Para llevar a cabo la extraccion del ARN total de las células NK se empled
el Kit RNeasy Mini siguiendo las instrucciones del fabricante. En resumen, se inicié
realizando una mezcla de B-Mercaptoetanol (B-ME) y Buffer RLT, en una
proporcion 10uL:1mL. Seguidamente, se agregaron 350 pL de esta mezcla a cada
uno de los eppendorf que contenian las células NK y se procedié a homogeneizar
mediante pipeteo. Luego, se agreg6 a cada homogenato 350 pul de etanol 70 % y
se mezclé mediante pipeteo. Los 700 ul fueron agregados sobre una columna de
adsorcién porosa previamente identificada. Cada columna se dispuso sobre un
tubo colector y se centrifugé a 8000 g por 15 segundos, con freno a temperatura
ambiente. El liquido obtenido en los tubos colectores fue descartado. Se realizaron
3 lavados sucesivos, para ello, se inici6 agregando a cada columna 700 ul de
buffer RW1 y se centrifugé a 8000 g por 15 segundos, con freno a temperatura
ambiente. Los tubos colectores fueron descartados y las columnas se colocaron
sobre tubos nuevos. Se agregaron 500 pl de buffer RPE y se centrifugd a 8000 g
por 15 segundos, con freno a temperatura ambiente. El liquido obtenido en los
tubos colectores fue descartado. Se repitié el lavado anterior, pero esta vez se
centrifugo por 2 minutos. Los tubos colectores fueron descartados, cada columna

se coloco sobre un eppendorf estéril de 1,5 mL y se procedio a eluir el ARN, para
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ello, se agregaron 40 ul de agua libre de RNasas a cada columna y se centrifugo
8000 g por 1 minuto a temperatura ambiente, con freno. Finalmente, se determiné
la concentracion de ARN obtenida y su pureza, mediante espectrofotometria UV
(espectrofotémetro BioPhotometer plus eppendorf).

6.8. Sintesis de ADN complementario (ADNc) mediante RT-PCR.

Para llevar a cabo la sintesis de ADNc se empled el kit High Capacity RNA-
to-cDNA. Se inicio preparando la mezcla de reaccion, para ello se mezcl6 el Buffer
RT, Enzyme mix (ambos a una concentracion final 1X) y el ARN de las muestras,
siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras se colocaron en el
termociclador y se inicié la reaccién bajo las siguientes condiciones: 37°C por 60
minutos y 95°C por 5 minutos. Finalmente, las muestras se congelaron a -20°C
hasta el proximo paso.

6.9. PCR en tiempo Real (0 qPCR)

La expresion de IFN-y e IL-10 a nivel de transcripcién se evalué por PCR en

tiempo Real, mediante cuantificacion relativa empleando B-actina como gen de

referencia. Los primers utilizados fueron los siguientes:

Tabla 1. Nombres de los genes y secuencias de los primers utilizados para la PCR en tiempo Real.

Gen Secuencias de los primers Tamairio del
amplicén (pb)

5'- AGG AAG GAA GGC TGG AAG AG -3’ (sentido)
B-actina 98
5- TCC CTG GAG AAG AGC TAC GA -3’ (antisentido)

5-TCC CAT GGG TTG TGT GTT TA -3’ (sentido)
IFN-y 198
5'- AAG CAC CAG GCA TGA AAT CT -3’ (antisentido)

5- CAT CGATTT CTT CCC TGT GAA -3’ (sentido)

IL-10 74

5-TCT TGG AGC TTATTA AAG GCATTC -3
(antisentido)
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El tamafio de los productos de amplificacion se determiné alineando la
secuencia de los primers con las bases de datos de secuencias del Centro
Nacional de Informacion Biotecnoldgica (NCBI, por sus siglas en inglés) usando la
familia de programas de la Herramienta de Busqueda de Alineacion Basica Local
(BLAST, por sus siglas en inglés).

Para llevar a cabo este protocolo se empled el kit Absolute gPCR SYBR
Green Rox Mix siguiendo las instrucciones del fabricante. Se inici6 mezclando
Master Mix (1X), agua libre de nucleasas, y un par de primers de 8 actina, IFN-y o
IL-10 (a una concentracion final de 0,14 pM). Una vez diseflado el mapa de
siembra se procedioé a sembrar en una placa qPCR de 48 pozos: 8 ul de la mezcla
anterior y 2 pl de la muestra de ADNc. Seguidamente, se cubri6 la placa con papel
parafilm (especial para placas qPCR) y se centrifugd a 130 g por 1 minuto con
freno a temperatura ambiente. Se introdujo la placa en el termociclador gPCR
(StepOne™ Thermo Scientific) y se procedié a iniciar la reaccion bajo las

siguientes condiciones:

1 ciclo: 95°C por 15 min.

40 ciclos: 95°C por 15 seg/ 55°C por 30 seg/ 72°C por 30 seqg.

1 ciclo: 95°C por 15 seg/ 60°C por 1 min/ 95°C por 15 seg/ 60°C por 15
seg.
6.10. Analisis estadistico

Los valores presentados son la media aritmética *+ SEM de cinco
experimentos independiente realizados por triplicado. La significancia estadistica

entre las medias se determind mediante las pruebas no paramétricas de Wilcoxon
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Mann-Whitney. Se utiliz6 el programa InStat (GraphPad Software). Los resultados

se consideraron significativos cuando P<0,05.

7. RESULTADOS
7.1. Aislamiento de PBMCs

Las PBMCs se aislaron a partir de concentrados de glébulos blancos (buffy
coats) humano, cuyos volumenes estuvieron comprendidos entre los 45 y 60 mL.
El gradiente de centrifugacién sobre Ficoll-Paque™ Plus permiti6 separar las
PBMCs con una contaminacion relativamente baja de plaquetas y otros tipos
celulares (granulocitos <5%, eritrocitos <10%), segun los resultados arrojados por
el analizador hematologico automatizado. Como era de esperar, el numero total de
células aisladas varié en todos los casos, obteniendo en uno de los ensayos un
total de 118x10° células partiendo de 60 mL de buffy coat.

7.2. Aislamiento y purificacion de células NK a partir de PBMCs.

Las PBMCs incluyen linfocitos y monocitos. Los monocitos son células
adherentes, mientras que los linfocitos (PBL) son células no adherentes, dicha
caracteristica permiti6 separar estos grupos celulares mediante un ensayo de
adherencia. Obteniendo a partir de 118x10° PBMCs, un total de 84x10° PBLs. De
las cuales se aislaron y purificaron, haciendo uso del coctel de inmunoseleccién
negativa, un total de 16x10° células NK, con un porcentaje de contaminacién por
otros tipos celulares despreciable, segun los resultados arrojados por el analizador

hematolégico automatizado.
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7.3. Viabilidad de las células NK tras su aislamiento
Con el fin de determinar la viabilidad de las células NK, se empled el
método de exclusion del azul de tripano, obteniendo un porcentaje de viabilidad

igual o mayor a 90% en todos los casos.

7.4. Pureza de las preparaciones de células NK.

Las células NK se caracterizan fenotipicamente por la expresion en su
superficie de las moléculas CD16 y/o CD56. Para determinar la pureza de las
preparaciones celulares se realiz6 un ensayo citométrico donde se evalu6 por
tanto la expresion de estos antigenos, mediante el reconocimiento especifico por
los anticuerpos anti-CD16-FITC y anti-CD56-PE Cy5, respectivamente. La
expresion de estos antigenos se representé mediante un diagrama de puntos (“dot
plot”). En la Figura 7 se muestra un resultado representativo de tres experimentos
realizados. El porcentaje de células que expresaron ambos antigenos permitié
determinar el porcentaje de pureza, siendo en todos los casos mayor o igual a
90% (Figura 7C, grafico de la derecha), con una contaminacién por otros tipos
celulares igual o menor al 10% mediante la expresion de los antigenos CD3 vy
CD14 respectivamente (Figura 7C, grafico de la izquierda). La region P3 (Figura
7A) corresponde a la poblacién de células NK, seleccionada de acuerdo al tamafio
y granularidad de estas células. La presencia de monocitos en esta poblacién se
evalud por su reaccion con un anticuerpo anti-CD14-PE, la de los linfocitos T con
un anti-CD3-FITC y la de células NK con un anti-CD16-FITC y un anti-CD56-PE
Cy5. Como controles negativos se emplearon los isotipos: 1gG1,k-FITC; 1gG24,k-PE

e lgG1,k-PE Cy5. Los cuales permitieron definir los limites a partir de los cuales los
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marcajes eran positivos (Figura 7B). En la Figura 7C, en el grafico de la derecha
se observa el reconocimiento de los antigenos CD16 y CD56 respectivamente,
que caracterizan a las células NK. La doble expresion de los antigenos estuvo
presente en el 73,6% de las células, mientras la expresion del antigeno CD56
estuvo presente en el 12,5% de las mismas y la expresion del antigeno CD16 fue
solamente de 4,3%. Lo que conlleva a una pureza de 90,4%. A su vez, se observa
un 9,5% en el cuadrante inferior izquierdo que corresponde a la poblacion celular
contaminante. Sin embargo, este porcentaje no coincide con el porcentaje de

linfocitos T CD3" observado en la Figura 7C de la izquierda (1,9%).
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Figura 7. Analisis de pureza de células NK por citometria de flujo. A) Reqion P3: de acuerdo al tamafio (FSC-
H) y la granularidad (SSC-H) se selecciond la poblacion celular a evaluar correspondiente a las células NK. B)

Marcaje con Isotipos: se utilizaron anticuerpos del mismo isotipo que los anticuerpos especificos y marcados

con el mismo fluorocromo, pero que no reconocen ninguna de las moléculas de la superficie, lo que permitié
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establecer los limites a partir de los cuales el reconocimiento de los antigenos era especifico. C) Marcaje
especifico de los antigenos de superficie CD3 y CD14 (grafico de la izquierda) y CD56 y CD16 (grafico de la
derecha): El cuadrante superior derecho en cada grafico corresponde a la seccién de células con marcaje
doble. Los numeros en cada cuadrante de los graficos corresponden a los porcentajes de eventos. Resultado
representativo de tres experimentos realizados de forma independiente.
7.5. Expresion de IFN-y a nivel de ARNm en células NK.

Con el objetivo de evaluar el efecto de la trombina sobre la expresion de
IFN-y en células NK evaluamos dos condiciones de incubacion: trombina por 2
horas (Figura 8) o 18 horas (Figura 9) previa a la estimulacion con las citoquinas
(IL-2 e IL-12) durante 4 horas. En ambas condiciones las células fueron incubadas
con 10 U/mL de trombina en medio libre de suero, sin embargo, luego de una hora
se afiadio SFB a una concentracion final de 1%. Se evaluaron a su vez, 3
concentraciones diferentes de la IL-2 a 6, 30 y 60 ng/mL, respectivamente, en
presencia de una concentracion fija de 10 U/mL de la IL-12. Como controles
negativos se evalud la expresion de IFN-y en células NK no estimuladas en
ausencia y presencia de trombina. Las Figuras 8 y 9 muestran un resultado
representativo de tres experimentos realizados por triplicado de forma
independiente. En la Figura 8 se muestra que la IL-2 (a todas las concentraciones
evaluadas) en presencia de la concentracion fija de IL-12 (10 U/mL) son capaces
de inducir la expresién de IFN-y en las células NK, alcanzandose la maxima
expresion al estimular las células con 30 ng/mL de IL-2 (la expresion aumentd
aproximadamente 120 veces). Ademas, la trombina (afiadida 2 horas antes de
estimulacién con IL-2/IL-12) disminuye la expresién de IFN-y en células NK

estimuladas con 30 y 60 ng/mL de IL-2 y 10 U/mL de IL-12 en comparacion con
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los resultados obtenidos para células estimuladas en ausencia de trombina. El

efecto de la trombina no se evidencié al estimular con 6 ng/mL de IL-2.
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Figura 8. Efecto de la incubacién con trombina por 2 horas sobre la expresion de IFN-y en células NK. Las
células NK fueron incubadas en presencia o ausencia de trombina (10 U/mL). Los signos - y + representan
ausencia y presencia de trombina, respectivamente. Luego, las células NK fueron estimuladas con diferentes
concentraciones de IL-2 y una concentracion fija de 10 U/mL de IL-12 por 4 horas. La expresién del IFN-y se
analizé mediante gPCR, empleando B-actina como gen de referencia. Resultado representativo de tres
experimentos realizados por triplicado de forma independiente. Se muestra la media aritmética + SEM de los

triplicados de un experimento.

Por su parte, en la Figura 9 también se observa una regulacién positiva de
la expresion de IFN-y en células NK estimuladas por 4 horas con IL-2 e IL-12. Sin
embargo, los valores de expresion de IFN-y son evidentemente menores a los
observados en el experimento anterior mostrado en la Figura 8, donde la

expresion de IFN-y observada fue aproximadamente 60 veces mayor a la del

52



control sin estimular. A su vez, podemos observar que la trombina disminuye la
expresion de IFN-y en comparacion con los resultados observados para células

estimuladas en ausencia de trombina.
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Figura 9. Efecto de la incubacion con trombina por 18 horas sobre la expresion de IFN-y en células NK. Las
células NK fueron incubadas en presencia o ausencia de trombina (10 U/mL). Los signos - y + representan
ausencia y presencia, respectivamente. Luego, las células NK fueron estimuladas con diferentes
concentraciones de IL-2 y una concentracion fija de 10 U/mL de IL-12 por 4 horas. La expresion del IFN-y se
analiz6 mediante gPCR, empleando B-actina como gen de referencia. Resultado representativo de tres
experimentos realizados por triplicado de forma independiente. Se muestra la media aritmética + SEM de los

triplicados de un experimento.

Partiendo de estos resultados decidimos evaluar el efecto de la trombina
incubando las células NK por 2 horas con 10 U/mL de trombina y posteriormente,

estimulandolas con 30 ng/mL de IL-2 y 10 U/mL de IL-12 durante 4 horas.
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En la Figura 10 se observa que la adicién de 10 U/mL de trombina a células
NK estimuladas con IL-2/IL-12 reduce significativamente la expresion de IFN-y con

respecto al control (células NK estimuladas en ausencia de trombina).
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Figura 10. La trombina inhibe la expresion de IFN-y en células NK estimuladas con IL-2 e IL-12. Las células
NK fueron incubadas 1 hora en medio RPMI sin suero a 37°C, en presencia 0 ausencia de trombina (10
U/mL), 1 hora con suero en el medio (1% de SFB y luego estimuladas con IL-2 (30 ng/ml) e IL-12 (10 U/mL)
por 4 horas. Se muestra la media aritmética + SEM de cinco experimentos independiente realizados por

triplicado. *P <0,05 segun el test de Wilcoxon Mann-Whitney.
7.6. Expresion de IL-10 a nivel de ARNm en células NK.

En la Figura 11 se evidencia un aumento en la expresién de IL-10 por
células NK estimuladas con IL-2 e IL-12, previamente tratadas con trombina con

respecto a las células NK estimuladas en ausencia de trombina, sin embargo, este

cambio no fue significativo.
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Figura 11. Efecto de la trombina sobre la expresion de IL-10 por células NK estimuladas con IL-2 e IL-12. Las
células NK fueron incubadas 1 hora en medio RPMI sin suero a 37°C, en presencia 0 ausencia de trombina
(10 U/mL), posteriormente se afiadié 1% de SFB en el medio y se incubo durante 1 hora mas, para luego ser
estimuladas con IL-2 (30 ng/mL) e IL-12 (10 U/mL) por 4 horas. Se muestra la media aritmética + SEM de

cinco experimentos independiente realizados por triplicado.

8. DISCUSION

Las interacciones entre el sistema inmunitario innato y el sistema de la
coagulacion sanguinea estdn bien documentadas (Esmon, 2004). El rol de la
trombina en la modulacion de citoquinas pro y antiinflamatorias ha sido explorado
por diferentes grupos, siendo atribuido a la activacion de PARs (Macfarlane y col.,
2001; Coughlin y Camerer, 2003), especificamente a la activacion de PAR1, PAR3
y PAR4 (Steinhoff y col., 2005). Existen diversos estudios sobre el efecto de la

trombina sobre la produccién de citoquinas pro y antiinflamatorias en PBMCs
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(Naldini y col., 1993; Naldini y col., 2003; Colognato y col., 2003; Naldini y col.,
2005; Naldini y col., 2006), pero no existen reportes sobre el efecto de esta enzima
sobre células NK aisladas de sangre periférica.

Las PBMCs estan constituidas en un 70-90% por linfocitos y en un 10-30%
por monocitos. Las células NK representan el 5-20% de los linfocitos. Nuestros
resultados coinciden con estos valores, al obtener 84x10° linfocitos a partir de
118x10° PBMCs, lo que representa el 71,19% de las PBMCs. A partir, de los
linfocitos purificamos 16x10° células NK, que representa el 19,05% de estas
células. Por otra parte, las células NK se caracterizan por la expresion en su
superficie de las moléculas CD16 y/o CD56 y la densidad de expresion de estas
moléculas es variable entre las diferentes subpoblaciones de las células NK, lo
que permite su clasificacion (Taborda y col., 2014). Por esta razon, el porcentaje
de pureza obtenido fue resultado de la suma del porcentaje de las subpoblaciones
de células NK presentes. Nuestros resultados muestran la presencia de 73,6%
células NK CD56'/CD16"; 12,5% de células NK CD16" y 4,3% de células CD56
(Taborda y col., 2014), lo que da como resultado un 90,4% de pureza. Ademas, se
evidencié la presencia de 9,5% de una poblacion celular contaminante, sin
embargo, este porcentaje no coincide con el 1,9% de linfocitos T marcados con el
anticuerpo anti-CD3 que reconoce la expresion del marcador CD3. Lo que indica
que el 7,6% restante de las células probablemente sean linfocitos B. Dado a que
los linfocitos B carecen de receptores PARs, (LOpez y col., 2014); consideramos
que la contaminacion de nuestra preparacion con células B no debe influir en los

resultados del presente estudio.
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Diversos estudios han demostrado que la IL-2 aumenta la actividad de las
células NK, lo que conduce a un aumento de su actividad citotoxica (Henney y
col., 1981; Savary y col., 1989) y a la produccion de diversas citoquinas tales
como el IFN-y (Anegon y col., 1988). De igual modo, la IL-12 regula positivamente
tanto la actividad citotoxica de estas células como la produccion de IFN-y
(Kobayashi y col., 1989; Mehrotra y col.,, 1995), e incluso la IL-12 mejora
sinérgicamente la expresion y produccion de la IL-10 en células NK estimuladas
con IL-2, asi como la produccion de IFN-y (Mehrotra y col., 1998). Nuestros
resultados muestran que la estimulacion de las células NK con distintas
concentraciones de IL-2 (6, 30 y 60 ng/mL) en presencia de 10 U/mL de IL-12
induce significativamente la expresion de IFN-y a nivel de ARNm. Sin embargo, el
tiempo de incubacion previo a la estimulacion con las citoquinas parece afectar la
funcion de las células. Recordemos que, evaluamos dos condiciones: 2 horas de
incubacion y 18 horas de incubacion. Al estimular las células NK con 30 ng/mL de
IL-2 y 10 U/mL IL-12, luego de 2 horas de incubacion previas, se observé un
aumento de 120 veces en la expresion de ARNm del IFN-y, mientras que luego de
18 horas de incubacion, el aumento de la expresion del ARNm del IFN-y fue solo
de 60 veces.

El efecto de la trombina sobre la expresion de IFN-y e IL-10 se evalué
incubando las células NK con 10 U/mL de esta enzima previo a la estimulacion de
las células con 30 ng/mL de IL-2 mas 10 U/mL de IL-12. Nuestros resultados
demuestran que la trombina regula negativamente la expresion del ARNm del
IFNy en células NK estimuladas. Se ha reportado que la trombina reduce la

expresion de IFN-y a nivel de ARNm en PBMCs estimuladas con PHA (Naldini y
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col., 2006). PHA es un activador especifico de linfocitos T, por ende, puede inducir
en éstos la secrecién autocrina de IL-2. La IL-2, por su parte, aumenta la actividad
de las células NK y de los linfocitos T induciendo la produccion de citoquinas como
el IFN-y. Por lo que, consideramos que nuestro resultado es acorde a los
reportados por Naldini y colaboradores en el 2006. Por otra parte, nuestros
resultados muestran una tendencia de la trombina a regular positivamente la
expresion del ARNm de la IL-10, a pesar de que este efecto no fue significativo. El
grupo de Naldini y colaboradores en 2005 mostré que la trombina estimula la
produccién de la IL-10 a nivel de ARNm tanto en PBMCs en reposo como
estimuladas con PHA o LPS.

Las citoquinas Tyl estan principalmente involucradas en la inmunidad
mediada por células, mientras que las citoquinas Tu2 son responsables de la
fuerte respuesta humoral, estan involucradas en la inflamacion alérgica e inhiben
funciones de los macrofagos (Mosmann y Sad, 1996). La regulacién negativa de
respuestas Tyl se asocia generalmente a la regulacion positiva de respuestas de
tipo Ty2 (Fiorentino y col., 1991). Las células NK participan activamente en las
respuestas tipo Tyl mediante la secrecion de citoquinas como IFN-y. Las células
NK y los macrofagos presentan un mecanismo de retroalimentacion positivo.
Cuando las células NK son activadas sintetizan IFN-y, éste aumenta la actividad
citotoxica y fagocitica de los macréfagos. Los macréfagos en respuesta sintetizan
IL-12, la cual activa a las células NK (Abbas y col., 2008). Nuestros resultados
representan la primera data obtenida sobre el efecto de la trombina sobre la
produccion de citoquinas por células NK estimuladas. Estos sugieren que la

trombina podria afectar la respuesta efectora de las células NK, mediante la
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regulacion negativa de la expresion del IFN-y y por ende, también la de los
macréfagos, lo que conllevaria a una respuesta inmunitaria innata disminuida, y
con esto, menos probabilidades para el hospedador de erradicar infecciones
intracelulares o controlar el desarrollo de tumores. Partiendo de esta premisa es
posible que se puedan disefiar estrategias terapéuticas, antivirales o
antitumorales, al controlar la actividad de esta enzima o la activacion de los

receptores PARs mediante el uso de antagonistas especificos.

9. CONCLUSIONES

1. El efecto de la estimulacion por las citoquinas IL-2 e IL-12 sobre las células NK
se ve afectado por el tiempo previo de incubacion de las células. La expresion del
ARNmM del IFN-y fue mayor al someter las células a un periodo de incubacion de 2
horas en comparacién a la expresion obtenida luego de 18 horas de incubacion.

2. La trombina regula negativamente la expresion de IFN-y en células NK
estimuladas con IL-2 e IL-12.

3. La trombina tiende a aumentar la expresiéon de la IL-10 en células NK
estimuladas por IL-2 e IL-12, sin embargo, este efecto no fue significativo.

4. La trombina podria afectar la respuesta efectora de las células NK, al regular
negativamente la expresiéon del ARNm del IFN-y, lo que conllevaria a una
respuesta inmunitaria innata disminuida, y con esto, menos probabilidades para el
hospedador de erradicar infecciones intracelulares o controlar el desarrollo de

tumores.
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10. SUGERENCIAS

Este trabajo muestra los primeros datos acerca del efecto de la trombina
sobre las células NK, sin embargo, alin quedan pendientes otros experimentos a
fin de:

e Determinar el mecanismo de accion de la trombina sobre las células NK
mediante el uso de agonistas y antagonistas de los receptores PARS,
especificamente de PAR1 y PAR3 que son los receptores que expresan las
células NK y blancos de la trombina.

e Evaluar el efecto de la trombina sobre las células NK en cuanto a la
expresion de IFN-y e IL-10 a nivel de proteinas.

e Estudiar el efecto de la trombina sobre otras funciones de las células NK,

tales como; la secrecion de otras citoquinas, la actividad citotéxica, etc.
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