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Nuestro sistema inmune ha desarrollado una compleja red
de interacciones entre leucocitos polimorfonucleares (PMN),
macréfagos (MQ), células dendriticas (CD), células citotoxicas
naturales (NK), linfocitos T CD4 (CD4) y CD8 (CD8), y linfocitos
B (B) con el fin de eliminar patégenos invasores a través de la
produccion de anticuerpos (Ac), mediadores solubles y células |
citotoxicas. Sin embargo, el sistema inmune también estd
capacitado para monitorear la aparicién de tumores y tratar
de eliminarlos. Por otra parte, en determinadas circunstancias
el sistema inmune se encuentra desregulado y dispara una
activacion inapropiada de la respuesta inmune que conlleva
el desarrollo de diferentes condiciones inmunopatoldgicas
tales como diversas reacciones alérgicas y enfermedades de
etiologia autoinmune, las que en determinadas circunstancias
se encuentran agravadas por un estado de inflamacion crénica.
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SISTEMA INMUNEY DANO
POR INFLAMACION

Palabras clave: inflamacion proteasas inhibidores de serino-proteasas.
Key words: inflammation proteases serine protease inhibitors.

La inflamacién es una de las consecuencias mas relevantes de la
respuesta del sistema inmune del organismo en la que se ponen en
juego el reconocimiento y la sefalizacion entre moléculas y células
que participan en la inmunidad innata y adaptativa. Su resolucién es
crucial para volver a la homeostasia del sistema. Cuando la inflamacién
no puede ser regulada se desencadenan procesos patolégicos que llevan
a una gran destruccion tisular. En el presente trabajo se describe como
se reconoce la noxa y como se desencadena el proceso inflamatorio,
enumerando los mecanismos que participan en el daio tisular, poniendo
especial énfasis en la acciéon de serino-proteasas. Se explican también
los mecanismos que dispone el organismo que le permiten al individuo
controlar la accién daiiina de las proteasas. Finalmente, se describen
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funciones microbicidas redundantes de proteasas y anti-proteasas
y, a la vez, efectos inmunomoduladores sobre la inmunidad innata y
adaptativa. Conocer los diferentes componentes de la respuesta inflamatoria y los mecanismos de control del dafio tisular nos
permitira desarrollar herramientas terapéuticas mds eficientes y con menores efectos adversos

Inflammation is one of the most relevant consequences of the immune system’s response during which the recognition and
signalling among molecules and cells that participate in the innate and adaptive immunity play an important role. Its resolution is
crucial in order to return to the homeostasis of the system. When inflammation cannot be regulated, pathological processes are
triggered that lead to large tissue destruction. In this review, we described the noxa and its recognition by the immune system.
Also, we analyzed the inflammatory process and the mechanisms involved in tissue damage with particular emphasis on the
action of serine proteases. We also explain the mechanisms available to the body that allows the individual to control the harmful
action of proteases. Finally, we describe, redundant microbicide functions of anti-proteases and proteases, and simultaneously,
immunomodulatory effects on innate and adaptive immunity. Knowing the different components of the inflammatory response and
control mechanisms of tissue damage will allow us to develop more efficient therapeutic tools with fewer adverse effects.

B A) INFLAMACION: RECONO-

CIMIENTO DEL DANO

En el siglo I A.C. el médico ro-
mano Celsius caracteriza al proceso
inflamatorio con su famosa tétrada
constituida por calor, rubor, tumor
(edema) y dolor. Mas tarde, Galeno
habria de agregar a estos signos, la
“functio laesa”, es decir un déficit
funcional asociado al proceso infla-
matorio. Todos los signos inflamato-
rios, en principio inespecificos, se
deben a una respuesta coordinada
que tiene lugar en nuestro orga-
nismo frente al reconocimiento de
una noxa o lesion tisular. Luego
del reconocimiento de ese dafio se

produce la liberacion de sustancias
endogenas que provocan la extrava-
sacion temprana de liquidos y mas
tardia de leucocitos.

Las reacciones inflamatorias no
se limitan a un tejido u 6rgano pu-
diendo aparecer en cualquier sitio
donde se encuentre la noxa. En pri-
mer lugar para que esta noxa pueda
desencadenar el proceso se debe re-
conocer al agente agresor. La natu-
raleza del agente agresor puede ser
muy variable: agentes microbianos
vivos 0 muertos, particulas inertes,
células muertas o incluso la presen-
cia de dafio tisular alin en ausencia

de gérmenes. De tal manera que la
noxa puede ser un agente agresor
de naturaleza bioldgica, quimica,
fisica o incluso mecanica. La cé-
[ula al ser dafiada reacciona frente
a la agresion liberando proteinas
constitutivas intracelulares como
por ejemplo proteinas de estrés
térmico (heat shock proteins) y
HMGB-1 (high mobility group box
1) (Bianchi 2007).

Por otro lado, el organismo
dispone de diferentes tipos de re-
ceptores capaces de identificar al
agente agresor y responder provo-
cando el fenémeno inflamatorio.
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Los receptores capaces de reco-
nocer una noxa son denominados
receptores de reconocimiento de
patrones (RRP) (Newton and Dixit
2012). A su vez, estos RRP pueden

ser clasificados como RRP asociados
a patégenos o asociados a dafno. En
el primer caso, reconocen patrones
moleculares asociados al patégeno
(PAMPs) en tanto que en el segundo

caso reconocen patrones molecula-
res asociados a dafio (DAMPs). Los
PAMPs son estructuras moleculares
evolutivamente conservadas pre-
sentes en los microorganismos que

TABLA 1. Receptores y Patrones Moleculares Asociados a Patégenos (PAMPs) y a Dano (DAMPs)
RECEPTORES PAMPs DAMPs
HSP-60, HSP-70
Hialuronanos, Biglicanos
Linopolisacaridos Fibrinégeno, Heparan sulfato
Mzngn Dominio A de fibronectina
TLR4 HMGB1
Glucuroxylomanan . .
S . Proteina S100/calgranulinas
Glicoinositolfosfolipidos . P
Cristales de acido Grico
Defensinas
Lactoferrina
Diacil-lipopéptidos
TLR2/6 Ac. Lipoteicoico
Zimosan
TLR2/1 Triacil-lipopéptido
Pep.tldogllcano Hialuronanos
Porinas L
) . Biglicanos
Lipoarabinomananos Versi
. ersican
TLR2 Fosfolipomanan
. HMGB1
Glucuroxilomananos
. HSP
tGPl-mucina . PRSI
. Cristales de acido urico
Hemaglutinina
TLR3 ARNdc (ARN de doble cadena)
TLR5 Flagelina
TLR7/8 ARNsc Cathelicidinas
ADN bajo la forma de complejo inmune
TLRY ADN CpG HMGBT |
ADN viral Cathelicidinas
ADN mitocondrial
Hialuronanos, Biglicanos
NLRP3 Proteina B-amiloide
CD44 HMGBI1
HMGB1
RAGE Proteina S100/calgranulinas
Proteina B-amiloide
CDI1 HSPs
CD40 HSPs
NLRC Peptidoglicanos
ATP
Proteina B-amiloide
NLRP Bacterias , virus, hongos Silica, Amianto
Radiacién UV, toxinas
Agentes inductores de eflujo de potasio
CLR Manosa, mucosa y B-glucano
RLR ARN viral bicatenario
Componentes microbianos LDL modificado
R. Scavenger (glicoproteinas, lipoproteinas, Ligandos polianidnicos
lipidos) Células apoptoticas
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cumplen una funcién esencial para
la vida del mismo. Son ejemplos
de PAMPs, el ADN bacteriano, los
componentes esenciales de la pared
bacteriana, el ARN viral, entre otros.
En tanto, los DAMPs son moléculas
provenientes de la degradacién de
la matriz extracelular o moléculas
intracelulares propias liberadas por
células activadas o necréticas (Bian-
chi 2007).

Los RRP constituyen un ndmero
importante y variado de moléculas
ubicados en la superficie o en el
interior celular que incluso pueden
ser solubles. Como ejemplos de RRP
de membrana encontramos recep-
tores de tipo Toll o TLR, receptores
de tipo NOD o NLR, receptores de
tipo lectinas, receptores scaven-
ger y receptores de tipo RIG-I. Sin
embargo, también es posible iden-
tificar la noxa cuando la misma es
opsonizada por anticuerpos o por
complemento. En estos casos, el
reconocimiento ocurre a través de
receptores para el fragmento Fc de
la inmunoglobulina y los receptores
para fragmentos del complemento.
En ambos casos, una vez reconocida
la particula opsonizada por las mo-
léculas de inmunoglobulinas o por
los fragmentos del complemento, se
produce la fagocitosis de las particu-
las (Newton and Dixit 2012).

Algunos de los RRP secretorios
son las ficolinas, las pentraxinas y las
colectinas (Du Clos and Mold 2011).
Estos receptores tienen la particula-
ridad de unirse a los PAMPs facili-
tando su depuracion por las células
del sistema inmune. Los demas RRP,
presentes en la superficie celular o
en el interior de las células, actuaran
activando vias de sefalizacion intra-
celular que llevaran a la expresion
de citocinas, quimiocinas y molé-
culas de adhesion que participaran
en el proceso inflamatorio. Se tiene
que tener en cuenta que, a diferen-
cia de los receptores antigénicos de

los linfocitos T y B, los RRP son no
clonales y estan codificados en la li-
nea germinal (es decir, no dependen
de un rearreglo de genes que deben
ensamblar un gen funcional).

Cada célula de nuestro organis-
mo, y en particular las células de la
respuesta inmune innata como neu-
tréfilos y macréfagos, dispondran
de una combinacién de RRP que
les permitird reconocer y responder
frente a la noxa produciendo fac-
tores (citocinas y quimiocinas) que
amplificaran la respuesta inflamato-
ria inicial.

Siendo tan variado el agente
agresor, y habiendo diferentes ma-
neras de reconocer al mismo, resulta
claro que seria imposible abarcar en
este trabajo la descripcién detallada
de la manera en que se induce la
respuesta inflamatoria por cada uno
de los PAMPs y DAMPs. Es por eso,
que tomaremos s6lo un ejemplo de
PAMP y DAMP. Para el primero, des-
cribiremos el reconocimiento del li-
popolisacarido (LPS) un componen-
te de la pared de las bacterias Gram
negativas. El LPS soluble es una par-
ticula inerte que per se es incapaz
de liberar citocinas. Para que el LPS
pueda inducir la liberacién de ci-
tocinas se requiere de una proteina
de unién al LPS (denominada LBP),
el receptor de membrana CD14 vy
TLR4. La LBP que es producida por
el higado y esta presente en el plas-
ma se unird al LPS. La molécula de
CD14 presente sobre la superficie de
monocitos/macréfagos permitira el
anclaje del LPS a la superficie celu-
lar. Una vez en la superficie celular
el LPS es reconocido por TLR4 que,
a través de una molécula accesoria,
inicia una cascada de sefalizacién
que lleva a la produccién de citoci-
nas pro-inflamatorias. Para el caso
de TLR4, la cascada de senalizacién
puede optar por una via de sefializa-
cién dependiente o independiente
de MyD88 (una proteina adaptadora

intracelular) siendo la primera una
respuesta rapida mientras que la in-
dependiente es una respuesta lenta.
Clasicamente, se piensa que los re-
ceptores de TLR sélo se expresan en
células del sistema inmune innato.
Sin embargo, se ha descripto expre-
sion de TLR4 y TLR2 en ciertas célu-
las epiteliales como por ejemplo las
células tubulares renales y también
en los podocitos. Existen en la ac-
tualidad 13 TLR que difieren en su
localizacion subcelular y en el re-
conocimiento de sus ligandos (Song
and Lee 2012).

Como ejemplo de DAMP, men-
cionaremos a HMGBI1. Esta protei-
na, es miembro de una superfami-
lia que agrupa protefnas nucleares
que presentan una alta movilidad
electroforética. Esta molécula, que
en realidad incluye a tres familias
de proteinas, comparte un dominio
“box” que media el acoplamien-
to de la proteina al ADN vy actla
como un elemento estabilizador
del mismo. Luego de una agresion
celular, HMGBT1 se libera al medio
extracelular y actda sobre recepto-
res tales como RAGE (Receptor for
Advanced Glycation Endproducts)
pertenecientes a la superfamilia de
inmunoglobulinas potenciando el
proceso inflamatorio (Sims, Rowe et
al. 2010).

Independientemente de cémo se
haya reconocido el agente agresor,
el resultado final es la generacién de
mediadores inflamatorios que lleva-
ran al reclutamiento de leucocitos.
Ese reclutamiento se vera favorecido
por la produccién de factores qui-
mioatractantes y por la expresién de
moléculas de adhesion. Los media-
dores inflamatorios seran produci-
dos inicial y principalmente por los
macréfagos tisulares 'y mastocitos
perivasculares. Luego, las células
reclutadas aportaran un mayor nu-
mero de mediadores inflamatorios
que terminaran por amplificar la
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respuesta inflamatoria. Entre los me-
diadores inflamatorios iniciales se
pueden mencionar a los neuropépti-
dos liberados por las terminaciones
nerviosas libres (sustancia P y taqui-
ninas) que actuaran sobre receptores
de la membrana de los mastocitos,
los cuales liberan serino-proteasas
presentes en sus granulos (triptasas)
que al unirse a los receptores activa-
dos por proteasas (PAR) aumentaran
la produccion de los neuropéptidos
tales como el péptido relacionado
al gen de la calcitonina (Calcitonin
gene related peptide) y la sustan-
cia P. El primero favorecerd la va-
sodilatacion arteriolar y el segundo
aumentard la permeabilidad de las
vénulas post-capilares provocando
la generacién del exudado inflama-
torio o edema (Mikami, Fukada et
al. 2012). Es importante sefialar que
esta activacion de mastocitos tam-

bién se puede inducir por la accién
de las anafilotoxinas (C3a y C5a)
producidas como consecuencia de
la activacién del complemento. Los
mastocitos perivasculares no sélo
liberaran neuropéptidos sino tam-
bién histamina, proteasas, factor de
necrosis tumoran (TNF)-o. preforma-
do, prostaglandinas, tromboxanos
y leucotrienos, citocinas y quimio-
cinas (St John and Abraham 2013).
La extravasacién de leucocitos se
vera favorecida por la presencia de
los factores quimioatractantes y por
la neoexpresién o el incremento
de expresion de moléculas de ad-
hesion endotelial. Ambos, factores
quimioatractantes y moléculas de
adhesion, se expresan localmente
por la accién de las citocinas pro-
ducidas por los macréfagos que han
sido activados a través de alguno o
varios de los RRP. Esto crea un sitio

propicio para el reclutamiento de
leucocitos que ocurre de manera se-
cuencial y temporal.

B B) INFLAMACION: RECLUTA-
MIENTO CELULAR

En términos generales, frente a
una infeccién bacteriana, a partir
de las dos primeras horas de inicia-
do el proceso y por un periodo de
2-4 horas, en el foco inflamatorio
se reclutan los leucocitos polimor-
fonucleares (PMNLs) en particular
los neutréfilos (Kolaczkowska and
Kubes 2013). Posteriormente, a par-
tir de las 4 horas y por un periodo
de 24 horas comienzan a reclutarse
los monocitos los que al extravasar-
se se convierten en macroéfagos. Por
Gltimo migran los linfocitos proceso
que se mantiene por el término de
48-72 horas. Esta secuencia tempo-
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Figura 1. Cascada de adhesion y migracion leucocitaria. Se muestras las etapas de cada una de las etapas
de la cascada y las moléculas participantes en cada una de ellas. Por debajo se observan las ectoenzimas
involucradas en la extravasacion de leucocitos. (Figura adaptada de Nat Rev Immunol 5(10): 760-71).




Sistema inmune y dafio por inflamacién

75

ral se da para el caso de inflamacio-
nes agudas. En cambio, en el caso
de inflamaciones crénicas predomi-
na el reclutamiento de linfocitos por
sobre los neutréfilos. Sin embargo,
aln en los procesos agudos o en
los procesos crénicos esta cinética
de migracién secuencial de pobla-
ciones leucocitarias podra variar
dependiendo del territorio vascular
involucrado.

En la actualidad se ha determina-
do que el proceso de extravasacion
de leucocitos sigue un modelo de-
nominado “cascada de adhesion y
migracion leucocitaria” que incluye
las siguientes etapas: 1) interaccion
inicial leucocito-endotelio; 2) roda-
miento de leucocitos sobre el en-
dotelio; 3) activacion leucocitaria;
4) adhesion firme al endotelio; y 5)
migracion transendotelial. En cada
una de estas etapas participan en
forma concertada y secuencial di-
versas moléculas de adhesion y fac-
tores quimioatractantes que varian
en funcioén del tipo celular migrante,
de la duracion del proceso y del te-
jido donde ocurre la migracion (Wi-
lliams, Azcutia et al. 2011).

Normalmente se reconocen fac-
tores quimioatractantes clasificados
como clasicos y quimiocinas. Estas
dltimas constituyen una familia de
proteinas caracterizadas por con-
tener en su molécula cuatro restos
de cisteina que forman cuatro en-
laces de disulfuro intracatenarios.
Seglin la posicion de las cisteinas
las quimiocinas se han clasificado
en cuatro familias: CXC, CC, CX3C
y C. Este sistema de quimiocinas es
un sistema redundante y promiscuo
ya que un ligando puede actuar so-
bre varios receptores y un mismo
receptor se puede encontrar sobre
diferentes tipos celulares. Quizés
uno de los aspectos mas interesan-
tes de las quimiocinas es que estas
moléculas no sélo actdan atrayendo
diferentes poblaciones leucocitarias

sino también intervienen en la orga-
nogénesis, tienen actividad angiogé-
nica y angiostdtica, activan ciertas
moléculas de adhesién leucocitarias
(por ejemplo integrinas) para favo-
recer la adhesién celular y facilitan
funciones efectoras de los leucocitos
(Blanchet, Langer et al. 2012).

Las moléculas de adhesion celu-
lar son mdltiples y se han clasificado
en diversos grupos de acuerdo a se-
mejanzas estructurales y funcionales
(Smith 2008). Estos grupos son de-
nominados familias o superfamilias
dependiendo de cudn estrecha sea
la similitud entre los diversos miem-
bros de un grupo en particular. La
mayor parte de las moléculas de ad-
hesién celular se han incluido en las
siguientes familias y superfamilias:
selectinas, integrinas, superfamilia
de inmunoglobulinas, mucinas y
cadherinas. Las interacciones entre
diferentes componentes pueden ser
de tipo homotipicas o heterotipicas
y varian segln el tiempo de interac-
cién desde interacciones transito-
rias, mediadas por selectinas y mu-
cinas, hasta interacciones estables,
mediadas por miembros de la super-
familia de inmunoglobulinas (Smith
2008).

El inicio de la migracion de los
leucocitos requiere de un endotelio
activado siendo una molécula de
adhesion endotelial, denominada P-
selectina, la encargada de iniciar la
etapa de rodamiento celular sobre el
endotelio vascular. Esta P-selectina
junto a una glicoproteina multiméri-
ca que participa en el proceso de la
hemostasia, denominada factor de
von Willebrand, se encuentra presin-
tetizada en los granulos de Weibel
Palade en las células endoteliales.
Por lo tanto, su expresion superficial
se adquiere rdpidamente. Otras se-
lectinas que participan en la etapa
de rodamiento son la L-selectina
que se encuentra en la superficie de
los leucocitos y la E-selectina sobre

la superficie del endotelio. Sin em-
bargo, la expresion de esta dltima es
mas tardia. Hay que tener en cuenta
que los leucocitos viajan en el to-
rrente sanguineo a una velocidad de
120 um/seg y que las selectinas re-
ducen la velocidad a 20-40 um/seg
(Williams, Azcutia et al. 2011).

Las siguientes etapas en la casca-
da de adhesion estin mediadas por
integrinas sobre la superficie leu-
cocitaria siendo la integrina CD18
una de las mas importantes para la
migracion de neutréfilos y monoci-
tos. Sus ligandos endoteliales perte-
necen a la superfamilia de inmuno-
globulinas como ICAM-1, ICAM-2
y VCAM-1 y también proteinas de
matriz extracelular que se exponen
en respuesta al dano. La migracion
ocurre a través de las uniones inte-
rendoteliales favorecidas por el gra-
diente de quimioatractantes (Figura
1).

Recientemente, se ha identifi-
cado que la interaccion endotelio-
leucocito es también mediada por
reacciones enzimaticas catalizadas
por enzimas presentes sobre la su-
perficie celular plasmatica, denomi-
nadas ectoenzimas (Salmi and Jalka-
nen 2012). Las ectoenzimas tienen
su sitio activo en la parte externa de
la membrana plasmatica, clasifican-
dose segln su actividad enzimatica
en:

i) Peptidasas (eliminan aminoacidos
del extremo de péptidos); ii) Protea-
sas (clivan proteinas); iii) Hidrolasas
y nucleotidasas: hidrolizan nucleé-
tidos extracelulares; iv) Oxidasas
(oxidan wvarios sustratos). Muchas
ectoenzimas son proteinas integra-
les de membrana de tipo Il con un
extremo N terminal en el citosol o
son moléculas unidas a glicosilfos-
fatidilinositol. Otras, también se las
encuentran de manera soluble en
liquidos biolégicos, como por ejem-
plo CD26, CD38, CD73, autotaxina
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y VAP-1. Todas ellas presentan fun-
ciones relevantes en el proceso de
migracion celular. Por ejemplo i)
CD39 y CD73 regulan el balance
entre ATP y adenosina y la activa-
cién de integrinas, las moléculas de
adhesion vascular y la permeabi-
lidad endotelial; ii) CD26 modifi-
ca la actividad de quimiocinas; iii)
Sheddasas clivan moléculas como
CD62L y CD44; iv) CD38, CD157 y
ART2 (ADP ribosyltransferase 2) es-
tan involucradas en el metabolismo
de NAD y NADP, y controlan sefa-
les desencadenadas por interaccién
ligando-receptor de quimiocinas
(ART2 también produce modifica-
ciones post-translacionales de molé-
culas de adhesion); v) VAP1 (vascu-

lar adhesion protein 1) unen leuco-
citos y producen productos bioacti-
vos como H,O,; vi) Autotaxina estd
involucrada en el metabolismo de
nucleétidos y lipidos bioactivos ex-
tracelualres.

En definitiva, las ectoenzimas
funcionan como receptores de ad-
hesion que regulan el reclutamien-
to celular modificando la actividad
catalitica y regulando los niveles de
ATP y sus metabolitos. Esta regula-
cién es muy importante ya que el
ATP puede unirse a receptores pu-
rinérgicos de la familia P2X y P2Y,
siendo los mismos pro-inflamato-
rios. En condiciones fisioldgicas, en
ausencia de inflamacion el ATP ex-

tracelular es defosforilado a ADP y a
AMP por CD39, aunque el ATP tam-
bién puede ser hidrolizado a AMP
por la autotaxina. A su vez, el AMP
es defosforilado a adenosina por
CD73. La Adenosina se une a recep-
tores P1 y es anti-inflamatorio. Pero
cuando un leucocito se une al en-
dotelio vascular durante un proceso
inflamatorio la actividad enzimatica
de CD73 es inhibida produciéndose
menos adenosina; (la adenosina se
degrada a inosina por la adenosina
deaminasa). De esta manera, del ba-
lance de ATP, ADP, AMP y adenosi-
na, resultard un microambiente pro
o anti-inflamatorio (Salmi and Jalka-
nen 2005).
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Figura 2. Metabolismo extracellular del ATP en el trafico leucocitario. En un endotelio no activado, el
ATP extracelular es defosforilado a ADP y a AMP por la ectoenzima CD39. El AMP es defosforilado a ade-
nosina por CD73. El ATP ejerce efectos pro-inflamatorios al unirse a receptores purinérgicos de la familia
P2X y P2Y. En cambio, la adenosina ejerce efectos anti-inflamatorios al unirse a receptors purinérgicos
P1. La unién de los leucocitos al endotelio inhibe la actividad enzimatica de CD73 produciéndose menos
adenosina. Ademas, la adenosina se degrada a inosina por la adenosina deaminasa (ADA) que esta unida
a los linfocitos aumentando la actividad migratoria. (Figura adaptada de Nat Rev Immunol 5(10): 760-71)
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m C) INFLAMACION: DANO POR
PROTEASAS

Una vez en el foco inflamatorio,
las células activadas produciran di-
ferentes factores que dependeran
del tipo celular reclutado y del mi-
croambiente en el cual se encuen-
tren. En lo que respecta al tipo celu-
lar reclutado, los factores presentes
en los granulos de los neutréfilos,
eosindfilos, baséfilos y monocitos
difieren en calidad y cantidad. Pero
en general, los factores liberados por
degranulacién celular tienen como
objetivo la destruccion de la noxa
de manera inespecifica. Esta ines-
pecificidad de la accién, en muchas
ocasiones, logra la erradicacion de
la noxa pero también impacta sobre
las células y tejidos del huésped pro-
vocando un perjuicio sobre el 6rga-
no o el sistema. Esto tiene repercu-
siones mucho mas dramaticas, prin-
cipalmente, en parénquimas labiles
como el pulmén (Moraes, Zuraws-
ka et al. 2006). Recordemos que el
pulmén es una estructura elastica y
distensible conformada por alvéolos

separados por tabiques alveolares
constituidos por fibras de tejido co-
nectivo (elastina y colageno). Este te-
jido es el que se verd dafiado frente a
los procesos infecciosos pulmonares
reiterados, provocando la destruc-
cién de los tabiques alveolares y la
fusion de los alvéolos llevando, con
el tiempo, a un enfisema pulmonar.

Aunqgue existen muchas serino-
proteasas, uno de los principales
factores que contribuyen a la des-
trucciéon del tejido conectivo es la
elastasa neutrofilica (Meyer-Hoffert
and Wiedow 2010). Esta enzima se
encuentra dentro de los granulos
azurdéfilos de los neutréfilos. Tenien-
do en cuenta que los PMNLs con-
tienen 399 + 20 granulos azurdfilos,
con un volumen de 2,09 x 10" ml/
granulo y que cada granulo contie-
ne 67000 moléculas de elastasa se
estima que la concentracién de esta
serino proteasa en el microambien-
te de los PMNL puede alcanzar una
concentracion de 5,33 mM (Damia-
no 1989).

Los efectos deletéreos de esta
serino-proteasas liberadas por los
PMNLs a nivel tisular son un fené-
meno muy bien conocido, habién-
dose descripto a nivel pulmonar la
hiperplasia de glandulas mucosas,
la hipersecrecion de moco, una re-
duccién en la frecuencia del movi-
miento ciliar, la destruccién epitelial
y edema y, en ultima instancia, el
desarrollo de enfisema a nivel del
parénquima pulmonar (Damiano
1989).

La elastasa neutrofilica no es el
Gnico componente de los granu-
los de los neutréfilos. También se
encuentran otras serino-proteasas
como la proteinasa 3 y la catepsina
G. Todas ellas se encuentran alma-
cenadas en altas cantidades en los
granulos azurdfilos de los PMNLs y
actlian junto con las especies reac-
tivas del oxigeno para destruir a los
microorganismos que han sido fa-
gocitados y se encuentran dentro de
los fagolisosomas.

Tabla 2. Proteasas-antiproteasas

Proteasas

Actividad

Consecuencias

Inhibidor Natural

Surfactante

Patofisiol6gicas
Secretagogo de moco Aumenta produccién de SLPI
moco alAT
Elastasa Sintesis y secrecion de Aumenta produccién de Inhibidor de TACE (TAPI-1)
Neutrofilica mucina moco serpinb1
Degradacion de Factor | pérdida de funcién del Factor
Surfactante Surfactante
ADAMs Sintesis y secrecion de Aumenta produccién de TAPI-T
mucina moco
HAT Sintesis y secrecion de Aumenta produccion de TAPI-1
mucina moco
Degradacion de Factor  |Pérdida de funcién del Factor|  Inhibidor de metaloproteasas
Elastasa
Surfactante Surfactante
Degradacion de Factor  |Pérdida de funcion del Factor| Inhibidores de serinoproteasas de
Proteasa IV

Surfactante

tipo tripsina

Cistein Proteasas
(alergenos)

Degradaci6n de Factor
Surfactante

Pérdida de funcion del Factor
Surfactante

lodoacetamida
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Las especies reactivas del oxige-
no también ejercen efectos nocivos
sobre los tejidos. Sin embargo, es
importante sefialar que los efectos
nocivos de las especies reactivas del
oxigeno se veran (nicamente cuan-
do la concentracién de las mismas

sea elevada. Estas concentraciones
altas de las especies reactivas del
oxigeno inducirdn la secrecion o li-
beraciéon de DAMPs y la activacién
de los receptores asociados a dafno
celular. En cambio, con concentra-
ciones bajas las especies reactivas

del oxigeno participan en la sefiali-
zacion de segundos mensajeros. El
mecanismo de produccién y modu-
lacién de las especies reactivas del
oxigeno excede la temdtica de esta
revision pero se puede consultar en
la bibliografia que se cita (Rosanna
and Salvatore 2012).
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Figura 3. Proteasas Neutrofilicas La elastasa neutrofilica no es el Gnico componente de los granulos de los neu-
trofilos. También se encuentran otras serino-proteasas como la proteinasa 3 (PR3) y la catepsina G (CG). La figura
muestra todas las funciones asociadas a las proteasas neutrofilicas.
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Las proteasas pueden encontrarse
normalmente en el interior celular
pero muchas de ellas son secretadas
en forma activa en el foco inflama-
torio ejerciendo efectos microbici-
das extracelulares e inmunomodu-
ladores. De esta manera, podriamos
resumir las funciones de la elastasa
neutrofilica y de las otras serino-pro-
teasas neutrofilicas en funciones in-
tracelulares (por ejemplo la degrada-
cién de micro-organismos fagocita-
dos) y funciones extracelulares. Estas
dltimas involucran la inactivacion de

bacterias extracelulares, la degrada-
cién de la matriz extracelular, la re-
modelacién tisular, la facilitacion del
reclutamiento de neutrdfilos, la acti-
vaciéon de TLR4, el clivado de molé-
culas de superficie como CD14, CR1
y el receptor de IL-6, la induccién de
determinadas citocinas (IL-6, IL-8,
TGF-B, GM-CSF) y la degradacion
de otras (IL-1, TNF-a, IL-2, IL-18)
(Meyer-Hoffert and Wiedow 2010).
A nivel plaquetario, aumenta la agre-
gacion al activar la integrina allbf3.
Ademas, se ha descripto que induce

la liberacion de catepsina B y meta-
loproteasas (MMP2) y perjudica el
reconocimiento de células apoptéti-
cas (Geraghty, Rogan et al. 2007). Se
sabe que los pacientes que padecen
neutropenia ciclica congénita pre-
sentan una deficiencia en la elastasa
neutrofilica. Estos pacientes padecen
infecciones recurrentes con Escheri-
chia Coli'y Klebsiella pneumonia po-
niendo asi en evidencia la importan-
cia de la elastasa en los fenémenos
microbicidas (Boztug, Appaswamy et
al. 2009).
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Figura 4. Patogenia del enfisema pulmonar. El cigarrillo o el humo del cigarrillo estimulan la produccién
de la citoquina TNF-X que activa el endotelio vascular aumentando la expresion de moléculas de adhe-
sién y quimiocinas y reclutando neutrofilos. Los neutrdfilos liberan elastasa, provocando la destruccion
de la pared alveolar compuesta principalmente por elastina. La accion de la elastasa sobre la pared alveo-
lar puede generar productos de degradaciéon que atraen mas PMN, liberando mas proteasas y provocando
una mayor destruccién tisular. La actividad de las proteasas neutrofilicas es controlada por la accién de
inhibidores de proteasas locales y sistémicos. Cuando la inhibicién es insuficiente se pueden provocar

cuadros de enfisema.
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Las serino-proteasas también
participan en la formacién de los
NET (neutrophil extracellular traps).
Las NET son estructuras generadas
por la secrecion de ADN que han
sido liberadas por el neutréfilo ac-
tivado que se adhieren a moléculas
cargadas positivamente como por
ejemplo serino-proteasas o histonas.
Estas NET reducen la virulencia del
patégeno al degradar componentes
esenciales del mismo (Kaplan and
Radic 2012).

Normalmente, es posible encon-
trar niveles elevados de proteasas
en todas aquellas situaciones don-
de hay un incremento de TNF-a.
Por ejemplo, el humo del tabaco
incrementa la produccion de TNF-a
que al activar el endotelio vascular
promueve la migracion y activacién
de neutréfilos con la consiguiente
liberacién de las proteasas como
elastasa y catepsina. En condiciones
fisiolégicas, la catepsina se encuen-
tra en un estado inactivo debido a
la accién de una proteina plasmati-
ca denominada cistatina C. Sin em-
bargo, la elastasa neutrofilica inhibe
la cistatina C y activa la catepsina.
De esta manera, la elastasa junto a
la catepsina provocaran un dano ti-
sular con degradacion de las fibras
de elastina si sus niveles no son
controlados por los inhibidores de
serino-proteasas sistémicos o loca-
les (Geraghty, Rogan et al. 2007). De
hecho, los mismos productos de de-
gradacion de elastina son inductores
de TNF-o que puede llevar a un cir-
culo vicioso con mayor secrecién y
activacion de proteasas. Este circulo
vicioso a nivel pulmonar terminara
por provocar un cuadro enfisemato-
so.

En cuanto a los efectos inmuno-
modulares de las serino-proteasas
merecen una mencién especial sus
efectos sobre las principales células
presentadoras de antigeno profesio-
nales: las células dendriticas (CDs).

Sobre las mismas se han descripto
varios efectos entre los que se desta-
cael clivaje de CD40, CD80 y CD86.
Ademas, en nuestro laboratorio des-
cribimos que la elastasa neutrofilica
induce la produccion de TGF-f en
las CDs transformando estas CDs
proinflamatorias en CDs tolerigéni-
cas (Maffia, Zittermann et al. 2007).
Estos efectos pudieron ser reproduci-
dos por neutréfilos derivados de per-
sonas sanas pero no por neutréfilos
provenientes de pacientes con neu-
tropenia ciclica. Como fuera men-
cionado mas arriba, estos pacientes
se caracterizan por presentar niveles
bajos o ausentes de elastasa neutrofi-
lica confirmando de esta manera que
la elastasa neutrofilica es responsable
de transformar a las CDs proinflama-
torias en CDs tolerigénicas. Estos ha-
[lazgos fueron corroborados por otros
autores, y hoy se sabe que los neu-
trofilos pueden ejercer efectos tanto
activadores como inhibitorios sobre
las CDs y que estos efectos depende-
ran del microorganismo invasor y del
microambiente donde ocurra la inte-
raccién entre el neutréfilo y la CDs
(Schuster, Hurrell et al. 2012). Cabe
destacar que en caso que el efecto de
las serino-proteasas sobre el funcio-
namiento de las CDs perjudique su
capacidad inmunoestimuladora es
muy probable que la misma genere
una mayor susceptibilidad a las in-
fecciones, las que en Gltima instancia
[levan a un mayor reclutamiento de
fagocitos, liberacién de enzimas y
mayor dano tisular incluyendo a las
células inmunocompetentes. A favor
de esta hipotesis se encuentran las
acciones descriptas para la elastasa
sobre el clivaje de receptores que en
Gltima instancia impedirian la madu-
racion de las células presentadoras
de antigenos. El clivaje de proteinas
de superficie también se observa so-
bre linfocitos T y B que favorece la
activacion de estas células y el au-
mento consiguiente de la produccién
de citocinas y la respuesta inmune
humoral.

En definitiva las serino-proteasas
son enzimas que se encuentran li-
bres o incluso asociadas a la mem-
brana de las células. Ambas formas
son activas y por lo tanto pueden
ejercer efectos inmunomoduladores
regulando la actividad de quimo-
cinas, citocinas, factores de creci-
miento y receptores de superficie.
En cuanto a sus actividades sobre
receptores celulares, se observé que
las serino-proteasas pueden proce-
sar el dominio N-terminal del re-
ceptor activado por proteasas (PARs)
generando la autoactivacion del re-
ceptor. Este efecto no es inespecifi-
co ya que mientras la trombina (otra
serino-proteasa) puede activar a
PAR-1, PAR-3 y PAR-4, la catepsina
G activa PAR-4 en la superficie de
las plaquetas iniciando el proceso
de agregacion plaquetaria. Por otro
lado, la tripsina activa PAR-2 en la
superficie endotelial aumentando
la produccién y secrecién de IL-8
y de la quimiocina CCL2 en tanto
que la elastasa aumenta la expresién
de TLR4 incrementando el recluta-
miento de neutréfilos. También fue
descripto que la proteinasa 3 (PR3)
es captada por la célula endotelial
y provoca la apoptosis de la misma
aparentemente como un mecanismo
de control del proceso inflamatorio
(Ossovskaya and Bunnett 2004).

B D) INFLAMACION: PROTEC-
CION DEL DANO POR ANTIPRO-
TEASAS

El efecto deletéreo de las serino-
proteasas secretadas por los leu-
cocitos a nivel de los tejidos es un
fenémeno muy bien conocido. Son
ejemplos de un efecto exagerado
de las serino-proteasas aquellas
enfermedades en donde existe un
desbalance entre la accién de las
serino-proteasas y sus inhibidores
naturales, las serpinas (Sallenave
and Shapiro 2008). Actualmente se
reconocen serpinas sistémicas como
la al-antitripsina y locales como
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el inhibidor secretorio de protea-
sas leucocitarias (SLPI) y Trappin-2
(también [lamado SKALP -skin-deri-
ved anti-leukoproteinase- o ELAFIN
-elastase-specific inhibitor-). La im-
portancia de las mismas queda de
manifiesto en las enfermedades ge-
neradas por la ausencia o deficien-
cia de serpinas como por ejemplo
la deficiencia de al-antitripsina y la
fibrosis quistica. La primera, es una
enfermedad hereditaria autosémica
recesiva que afecta a los descen-
dientes de Europeos (una de cada
10 personas descendientes de euro-
peos es portador de una mutacion),
caracterizada por niveles séricos
bajos de al-antitripsina. Esta serpi-
na es una glicoproteina producida
principalmente por los hepatocitos
y los macroéfagos alveolares. Su fun-
cién principal es inhibir las serino-
proteasas (en particular elastasa)
liberadas por los PMNLs reclutados
a nivel del parénquima pulmonar en
respuesta a la colonizacién de pa-
tégenos pero recientemente se des-
cribieron importantes funciones in-
munomodulatorias (Hunt and Tuder
2012). Las manifestaciones clinicas
en estos pacientes se presentan alre-
dedor de la tercera o cuarta década
de la vida con enfisema panlobular.
La evolucién de la enfermedad pue-
de acelerarse por el habito de fumar
cigarrillos o por enfermedades in-
flamatorias respiratorias. En algunos
casos, la enfermedad se manifiesta
en los nifos con dafio hepético. Re-
sulta interesante sefialar que la defi-
ciencia del inhibidor no ocurre por
una falta de sintesis hepatica sino a
un bloqueo en el procesamiento y
secrecion de la proteina que lleva
a la formacién de agregados dentro
del reticulo endoplasmico del hepa-
tocito y a su muerte. La formacion
de estos polimeros intracelulares au-
menta a altas temperaturas y se debe
a la facilidad de las serpinas de sufrir
cambios conformacionales. Un me-
canismo de dafio similar pero sobre
las neuronas se ha descripto en la

enfermedad de Alzheimer con las
neuroserpinas.

Por otro lado, en la fibrosis quis-
tica, enfermedad genética y heredi-
taria, también existe un desbalance
entre las proteasas y sus inhibidores.
Sin embargo, en este caso se pro-
duce por una mutacién en un gen
que codifica para una proteina regu-
ladora de la conductancia de iones
(principalmente cloro) dependiente
de AMPc (CFTR). Las consecuencias
de este defecto es la retencién de
agua favoreciendo la generacion de
secreciones viscosas que obstruyen
los bronquios e impide el funciona-
miento normal de las cilias del epi-
telio bronquial (lo mismo se observa
a nivel gastrointestinal, hepatobiliar
y pancreatico). El resultado final es
un exagerado influjo de neutréfilos
debido a infecciones pulmonares
crénicas y un desbalance del equi-
librio entre serino-proteasas y serpi-
nas.

Existen otras patologias crénicas
asociadas a una actividad excesiva,
inapropiada o prolongada de las
proteasas liberadas por los PMNLs
como por ejemplo la artritis reu-
matoidea y la colitis ulcerosa. Inde-
pendientemente de la patologia de
base las infecciones o los procesos
inflamatorios crénicos aceleran o
empeoran la evolucién de estas en-
fermedades.

Cuando tiene lugar una infec-
cién en el organismo, las respuestas
del sistema inmune innato controlan
la diseminacion del patégeno pero
mas tardiamente se requiere la res-
puesta inmune adaptativa mediada
por los linfocitos T y B para la con-
tencion del patégeno. Asi, el destino
de un individuo expuesto a un pat6-
geno va a estar determinado por va-
rios factores incluyendo sus caracte-
risticas genéticas y la fuerza y espe-
cificidad de los mecanismos de de-
fensa endégenos montados contra el

patégeno. Por lo tanto, uno se puede
cuestionar ;como es posible que el
sistema haya generado un mecanis-
mo microbicida tan potente media-
do por las serino-proteasas junto a
un sistema de control tan eficiente
que bloquee no solamente la activi-
dad proteolitica sino también la acti-
vidad microbicida? Esto es debido a
que limitar la actividad microbicida
seria de alguna manera dejar mas
expuesto al individuo a la accién de
los patégenos. Sin embargo, limitar
la actividad proteolitica de las seri-
no-proteasas no implica necesaria-
mente limitar la actividad microbi-
cida. Esto se debe a que muchos de
los inhibidores de serino-proteasas,
en particular los producidos local-
mente son, al igual que las serino-
proteasas, péptidos antimicrobianos
que tienen una amplia actividad mi-
crobicida. Es decir, el sistema limita
el dafio de las serino-proteasas pero
la actividad microbicida presente en
el microambiente inflamatorio, muy
por el contrario, aumenta adin mas
por la presencia de los inhibidores
de serino-proteasas.

La co-evolucién de los huéspe-
des y patégenos ha llevado a que el
huésped produzca diversos grupos
de péptidos con el objeto de matar
o reducir los patégenos. Estos pépti-
dos se denominan péptidos antimi-
crobianos (antimicrobial peptides,
AMPs) y se pueden encontrar en
casi todas las formas de vida, en or-
ganismos como bacterias o plantas
y también en especies invertebra-
das y vertebradas incluyendo los
mamiferos (Nguyen, Haney et al.
2011). Entre estos ultimos, los hu-
manos tienen diversos tipos celula-
res que sintetizan y secretan AMPs
tales como las células epiteliales, los
queratinocitos epidérmicos, los neu-
trofilos, los macréfagos y las células
natural killer (NK). En los mamiferos,
estos AMPs pueden ser considera-
dos como parte del sistema inmune
innato. Ellos son capaces de unir y
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matar al patégeno pero aln no se
ha demostrado si la mayoria de es-
tos péptidos se une especificamente
a los PAMPs vy si facilitan la accién
de los macréfagos. Hasta la fecha, se
han descubierto y descripto mas de
1400 AMPs en numerosas especies.
Algunos de estos AMPs también son
serpinas, como los ya mencionados
mas arriba, SLPI y ELAFIN/Trappin-2
(Sallenave 2010).

Resulta llamativo que algunos
AMPs tienen actividad inmunomo-
duladora al igual que las serino-
proteasas. Por ejemplo, algunos
AMP son agentes quimiotacticos
de monocitos humanos y células
T y modulan la diferenciaciéon de
CDs vy la polarizacién de células T
inducida por CDs (Davidson, Currie
et al. 2004). Otros, como las a-de-
fensinas, pueden también funcionar
como reguladores de una retroali-
mentacion negativa del efecto de la
interleuquina-1 B (IL-1B) facilitando
la resolucién de la inflamacién (Shi,
Aono et al. 2007). De esta manera,
es posible que una desregulacién del
control de la retroalimentacién, por
ejemplo, a través de la secrecion de
AMPs que participan como regula-
dores del proceso pueda amplificar
y perpetuar un proceso inflamatorio.

Son muchas las funciones y ac-
tividades descriptas para estos pép-
tidos. Los péptidos catidnicos tales
como los péptidos neutrofilicos hu-
manos 1-3 (HNP1-3), LL-37 y el SLPI
estan presentes a niveles detectables
en las secreciones cervicovaginales
pero en general se los encuentra en
la mayoria de las secreciones mu-
cosas. Resulta interesante la activi-
dad antiviral de muchos de ellos.
Por ejemplo, los péptidos HNP1-3
son miembros de la familia de las
o-defensinas e inhiben la replica-
cién del virus de la inmunodeficien-
cia humana (VIH) a través de la inter-
ferencia intracelular con la actividad
de protein-quinasa C e inactivacion

de los viriones de VIH. Por otro lado,
el péptido LL-37 que pertenece a la
familia de las catelicidinas y que
también media la actividad inhibito-
ria de VIH tiene un mecanismo anti-
retroviral ain no dilucidado. Por
Gltimo, el SLPI ejerceria su efecto
anti-retroviral por unién a la anexi-
na Il e impidiendo la estabilizacién
de la fusién a la membrana mediada
por esta molécula. Pero ademas de
sus actividades bactericidas, antivi-
rales y fungicidas estas moléculas
han demostrado tener actividad in-
munomoduladora no sélo a nivel de
la respuesta inmune innata sino tam-
bién adaptativa. Siendo el SLPI la
molécula mas estudiada por nuestro
grupo de trabajo, nos detendremos a
analizar con mas detalle sus activi-
dades inmunomoduladoras.

B E) INFLAMACION: SLPI

El SLPI es una proteina bésica (pl
~ 9,5) no glicosilada de 107 ami-
nodacidos con un peso molecular de
11,7 kDa. Esta formado por dos do-
minios, cada uno de los cuales con-
tiene ocho residuos de cisteina que
forman 4 puentes disulfuro que esta-
bilizan la estructura de la molécula.
Estos dominios ricos en cisteina son
también llamados dominios WAP
porque fueron hallados inicialmente
en la proteina 4cida del suero (del
inglés whey acidic protein) que se
encuentra en altas concentraciones
en la leche de los roedores. A pesar
de que SLPI es la molécula mejor
caracterizada de su grupo, han sido
identificados 14 genes que codifi-
can para proteinas de tipo WAP en
el mismo locus del cromosoma hu-
mano (20q12-13.2). Sin embargo,
las secuencias no estan bien con-
servadas excepto por los residuos de
cisteina.

El SLPI se encuentra presente en
forma constitutiva en la mayoria de
los fluidos extravasculares que limi-
tan mucosas ya que es secretado por

diversos tipos celulares. En el pul-
mon es producido por las glandulas
serosas de la traquea y por las cé-
[ulas claras bronquiales. En el tracto
genital masculino y femenino se en-
cuentra en el plasma seminal y en la
mucosa cervical, respectivamente.
Ademas, es producido por glandulas
parétidas, por células del epitelio in-
testinal, por células del tdbulo renal,
por queratinocitos, por las células
beta del pancreas, por neutréfilos
y por macréfagos. La expresion del
SLPI se encuentra significativamen-
te aumentada por la progesterona
y por las citocinas proinflamatorias
TNF-a e IL-1p (Sallenave and Shapi-
ro 2008). La concentracion fisiol6gi-
ca del SLPI en saliva es de 0,35 — 2
UM, mientras que en los pulmones
su concentraciéon es mas elevada
en las vias aéreas superiores que
en los compartimentos alveolares.
La concentracién de SLPI, en indi-
viduos normales, no fumadores es
de aproximadamente 8,7 pM en las
vias aéreas superiores y de 0,6 yM
en el tracto respiratorio inferior. Sin
embargo, pacientes con enfisema
pulmonar mostraron niveles signifi-
cativamente inferiores de SLPI que
los observados en los pacientes sa-
nos (Taggart, Lowe et al. 2001).

Se ha descrito al SLPI como una
molécula con capacidad para pro-
mover la cicatrizacién de heridas.
Utilizando ratones “knock out”
para SLPI se observé un retraso de
la cicatrizacién de heridas cutdneas
atribuido a la prolongada respuesta
inflamatoria y al retraso en la depo-
sicion de proteinas de la matriz. Tres
serian las funciones principales del
SLPI como promotor de la cicatriza-
cion de heridas: la primera seria la
actividad inhibitoria sobre la elasta-
sa local ya que esto previene la de-
gradacion de algunas de las protei-
nas de la matriz tales como el cola-
geno, proteoglicanos y fibronectina,
la segunda es el control de actividad
de los leucocitos y la tercera seria
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la disminucion de la actividad de
TGEF-B (Ashcroft, Lei et al. 2000).

Por otro lado, estudios in vitro
sugieren que los inhibidores de se-
rino-proteasas también afectarfan al
crecimiento celular. En particular, el
SLPI estimularia la produccién de
factores de crecimiento en fibroblas-
tos humanos pulmonares. Asimismo,
en las células epiteliales del endo-
metrio el SLPI ejerceria una regula-
cién positiva y negativa sobre genes
asociados al crecimiento tales como
ciclina D1y TGF-B, respectivamente
(Sallenave and Shapiro 2008).

El SLPI inhibe una gran variedad
de proteasas incluyendo la elastasa
neutrofilica, la catepsina G, la trip-
sina, la quimiotripsina y la quimasa.
Como el SLPI posee dos dominios en
su estructura, inicialmente se postu-
|6 que en ambos se encontraria un
sitio inhibitorio de proteasas. Estu-
dios posteriores de las propiedades
inhibitorias de cada dominio usando
modificaciones quimicas o mutacio-
nes de residuos criticos mostraron
que la unién 1:1 con la proteasa
ocurre a través del dominio 2 y es
clave en este proceso la leucina 72
(Leu72) mientras que el dominio 1
probablemente no tiene actividad
inhibitoria. Ha sido propuesto que
el dominio 1 ayudaria a estabilizar
el complejo SLPI — elastasa. La gran
afinidad del SLPI por las serino-pro-
teasas neutrofilicas y su alta concen-
tracion local en el compartimiento
bronquial (cerca de 5 pM) sugiere
que su principal funcién fisiol6gica
es regular cualquier actividad exce-
siva de las serino-proteasas neutro-
filicas en las vias aéreas superiores.
El SLPI seria producido localmente
y colaboraria en la accién anti-elas-
tasa de la al-antitripsina (principal
inhibidor sistémico de la elastasa
in vivo). El SLPI se asocia también
con fibras de elastina en la matriz
extracelular del pulmén y en la piel
sugieriendo que previene la proted-

lisis de elastina. Ademas de su rol
en los pulmones, se cree que el SLPI
estd involucrado en el control de la
protedlisis inducida por proteasas
neutrofilicas en los sitios de inflama-
cién como en las superficies de las
mucosas. Por otro lado, proteasas de
agentes patégenos pueden clivar al
SLPI alterando de esta forma sus pro-
piedades inhibitorias (Taggart, Lowe
etal. 2001). Esto ha sido demostrado
para proteasas de Trichomonas vagi-
nalis, Staphylococcus aureus, Pseu-
domonas aeruginosa o Porphyro-
monas gingivalis. La oxidacion de la
Met73 puede también disminuir la
capacidad inhibitoria del SLPI. Esto
puede ser relevante en enfermeda-
des pulmonares crénicas tales como
la fibrosis quistica, la neumonia o
la enfermedad pulmonar obstructi-
va crénica que se caracterizan por
una excesiva carga de proteasas de
origen endégeno o bacteriano, un
aumento del stress oxidativo y el
consiguiente dafio al tejido.

Por otro lado el SLPI posee pro-
piedades antimicrobianas tanto
in vitro como in vivo. La actividad
antimicrobial ha sido descripta
para Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Streptococcus sp., Aspergillus fumi-
gatus y Candida albicans (Sallenave
2010). Ademas, el SLPI posee activi-
dad antimicrobiana contra micobac-
terias. En nuestro laboratorio hemos
descrito que el SLPI constituye un
nuevo receptor de reconocimiento
de patrones para micobacteria que
no solamente mata la bacteria sino
que ademas facilita su fagocitosis
por parte de los macréfagos tanto
humanos como murinos (Nishimu-
ra, Saiga et al. 2008; Gomez, Argue-
lles et al. 2009). La actividad antimi-
cobacteria del SLPI reside en el do-
minio WAP de la proteina y es muy
parecida a otros péptidos catiénicos.

La expresién de SLPI puede ser
aumentada en respuesta a estimu-

los inflamatorios como TNF-a y M.
tuberculosis e inhibida por adenovi-
rus y TGF-B (Sallenave and Shapiro
2008). Como ya se mencioné mas
arriba, ademas de la actividad anti-
microbiana, la principal funcién del
SLPI es inhibir la inflamacién blo-
queando la actividad proteolitica de
las serino-proteasas y disminuyendo
los niveles de varias citocinas proin-
flamatorias. La actividad antiinfla-
matoria también esta mediada por
la inhibicién de la degradacion pro-
teolitica de Ik y de la inhibicién de
la activacion del factor de transcrip-
cién NF-xB (Sallenave and Shapiro
2008). Ademas, el SLPI protege la
degradacion de factores que permi-
ten la resolucién de la inflamacién.

Por otro lado se ha descrito que
los macréfagos murinos que fagoci-
tan células apoptéticas producen un
aumento en la secrecion de SLPI que
estarfa relacionado con la resolu-
cién de la inflamacion y la homeos-
tasis (Odaka, Mizuochi et al. 2003).
Por dltimo, Samsom et al. propone
que la expresion de SLPI en CDs
en los ganglios linfaticos cervicales
contribuye a generar tolerancia en
las mucosas al disminuir la produc-
cién de agentes proinflamatorios
como IL-12 y MCP-1 (Samsom, van
der Marel et al. 2007).

El rol del SLPI en la respuesta in-
mune adaptativa es menos claro. El
SLPI puede modular el cambio de
isotipo disminuyendo los cambios
hacia 1gG e IgA sin afectar la proli-
feracion de las células B (Xu, He et
al. 2007). De hecho, en nuestro la-
boratorio demostramos que el SLPI
tiene la capacidad de inhibir la lin-
foproliferacion en distintos modelos
in vitro; efecto muy similar al des-
crito para otro inhibidor de serino-
proteasas presentes a nivel uterino
(Guerrieri, Tateosian et al. 2011).
El efecto inhibitorio del SLPI sobre
la proliferacién fue independien-
te del estimulo utilizado y también
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del efecto anti-serino-proteasa dado
que la molécula de SLPI oxidada,
que carece de actividad antiprotea-
sa mantiene su actividad inhibitoria
sobre la proliferacion. Este dato pre-
senta gran importancia fisiopatélo-
gica teniendo en cuenta que la ac-
tividad anti-proteasa de la proteina
puede ser inhibida en el microam-
biente inflamatorio por proteasas
y compuestos derivados del meta-
bolismo del oxigeno liberados por
los neutréfilos. El hecho de que la
oxidacién del SLPI no modifique la
actividad inhibitoria sobre la prolife-
racién linfocitaria indicarfa que este
efecto podria persistir atin en el sitio
de inflamacién. Se conoce la exis-
tencia de otras actividades del SLPI
que no dependen de la actividad
anti-proteasa, como por ejemplo la
actividad microbicida. Por otro lado,
también pudimos corroborar que el
SLPI modifica el estado de activa-
cién linfocitaria al disminuir la ex-
presion de CD25 o cadena a del re-
ceptor de alta afinidad para la IL-2.

Un paso clave en la activacién
linfocitaria es la activacién del factor
de trascripcion NF-kf. Precisamen-
te, el SLPI impide la translocacion
de NF-xp al ntcleo y por lo tanto la
transcripcion de genes proinflama-

torios. Como se ha descripto, los lin-
focitos CD4 colaboradores o helper
se pueden diferenciar hacia distintos
perfiles de células T colaboradores.
Esto es un proceso crucial de la in-
munidad adaptativa ya que define
el tipo de respuesta inmune que se
desarrollard en el organismo, la cual
deberia ser apropiada para erradicar
al patégeno. En este sentido el SLPI
es capaz de inhibir la produccién de
IFN-y, una citocina patognomémica
de las respuesta de tipo Th1, indu-
cida por microorganismos intracelu-
lares como por ejemplo Mycobacte-
rium tuberculosis. El efecto inhibi-
torio sobre la linfoproliferacién y la
inhibicién del perfil Th1 es mediado
por el SLPI a través de los monocitos
ya que el SLPI carece de actividad
cuando se evalla en poblaciones de
linfocitos depletados de monocitos.
Por el contrario, el efecto del pép-
tido se recupera cuando los mono-
citos son reincorporados al cultivo
de linfocitos depletados de mono-
citos y/o al agregar medios condi-
cionados de monocitos pre-tratados
con SLPI (Guerrieri, Tateosian et al.
2011). Aparentemente, el SLPI pro-
voca en los monocitos la liberacion
de un factor soluble que puede dis-
minuir la proliferacién linfocitaria.
Estos resultados sugieren la posibili-

dad de que el SLPI esté involucrado
en un fenémeno de polarizacién de
la respuesta inmune adaptativa.

Como se mencioné en la intro-
duccion, el SLPI es el principal inhi-
bidor local de la elastasa neutrofilica
liberado en respuesta a la elastasa.
Por lo tanto es altamente factible
que el SLPI se encuentre en un mi-
croambiente donde también exista
elastasa. Trabajos previos de nuestro
laboratorio demostraron que la elas-
tasa neutrofilica humana inhibe la
actividad linfoproliferativa de CDs
en cultivos mixtos alogénicos, au-
mentando simultaneamente los ni-
veles de TGF-f y disminuyendo los
niveles de IL-6 (Maffia, Zittermann
et al. 2007). Teniendo en cuenta que
la presencia de TGF-f en ausencia
de IL-6 polariza a los linfocitos T
hacia un perfil regulador, podria-
mos inferir que la elastasa induce
un perfil tolerigénico. De hecho, el
tratamiento de las CDs con elastasa
produjo un aumento significativo en
el ndmero de Treg (CD4+/FOXP3+)
mientras que el tratamiento con SLPI
inhibi6 la expresion de las Treg y la
produccién de TGF-f aumentando
simultdneamente los niveles de IL-6
e IL-17. Estos resultados estarian in-
dicando que el SLPI per se inhibiria
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Figura 5 Rol del SLPI como inmunoregulador. El SLPI promueve la generacién de CDs que
aumentan los linfocitos Th17 y disminuyen la produccién de linfocitos Treg. Ademads, ac-
tuando sobre monocitos bloquea la produccién de linfocitos Th1 y aumenta la produccién de
citocinas del perfil Th2 in vitro.
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la expresion del perfil Th1 y, que en
presencia de elastasa, inhibiria la
expresion de las Treg favoreciendo la
diferenciacién hacia un perfil Th17
que esta implicado en respuestas in-
munes contra bacterias extracelula-
res y algunos hongos pero también
en enfermedades autoinmunes (Sa-
llusto, Zielinski et al. 2012).

Un aspecto que caracteriza a las
células Th17 es su alta capacidad de
produccién de IL-17. Esta citocina
estimula la producciéon de neutréfi-
los en la médula 6sea como asi tam-
bién la produccién de TNF-a, IL-6,
quimiocinas y metaloproteasas favo-
reciendo la infiltracién local de neu-
trofilos. Sin embargo, es importante
tener en cuenta que la IL-17 presen-
te en el medio no siempre proviene
de células Th17. Recientemente, se
ha descripto que algunas células lin-
foides innatas tienen la capacidad
de producirla (Sutton, Mielke et al.
2012). Las células linfoides innatas
son células linfoides que carecen de
receptores antigénicos (TCR o BCR)
y que responden rapidamente frente
a una variedad de noxas. Su funcién
principal es participar en la forma-
cién de tejidos linfoides, la repara-
cién de tejidos dafados, la homeos-
tasis tisular y la inmunidad frente
a microorganismos. Solamente un
subtipo de estas células linfoides
innatas es capaz de producir IL-17
y esta poblacion se caracteriza por
expresar el factor de transcripcion
Roryt. Algunas de estas células tam-
bién producen IL-22 que al actuar
sobre células epiteliales aumentan
la produccién de los péptidos anti-
microbianos.

Resulta contradictorio que la
elastasa, una molécula que se en-
cuentra implicada en procesos in-
flamatorios como el dano generado
por isquemia-reperfusion, el dafio
pulmonar agudo inducido por endo-
toxina y la artritis inducida por co-
lageno, pueda estar favoreciendo la

generacion de células Treg. Por otro
lado, es sorprendente que el SLPI,
una molécula anti-inflamatoria, esté
inhibiendo a las células Treg princi-
pal mecanismo de homeostasis de
la respuesta inmune adaptativa y a
su vez favorezca la generacién de
las células mas inflamégenas como
son las Th17. Se sabe que las células
Th17 son potentes inductores de la
inflamacién en los tejidos y han sido
asociadas con la patogénesis de mu-
chas enfermedades autoinmunes ex-
perimentales. Sin embargo, si bien
existe una relacién reciproca mutua-
mente excluyente entre las células
Th17 y las Treg in vitro, todavia no
existe evidencia que demuestre que
este comportamiento también se
observe in vivo. La hipétesis que se
puede plantear es que la actividad
anti-inflamatoria del SLPI e inflamé-
gena de la elastasa se da en un pri-
mer momento en la respuesta inmu-
ne innata que podria autolimitarse
por los mecanismos homeostaticos.
sPero qué sucederia si perduraran
estos estimulos hasta el desarrollo
de una respuesta inmune adaptativa
o se mantienen elevados por mucho
tiempo? En estos casos, es probable
que el efecto generado sea opuesto
al deseado y al descrito en la res-
puesta inmune innata. Este tipo de
accion dual y opuesta no es inusual.
Por ejemplo, este tipo de compor-
tamiento diferencial en la respuesta
inmune innata y adaptativa también
fue descrito para el TGF-p (Wahl
2007).

Es importante reconocer y dife-
renciar las acciones fisiologicas de
los mediadores de los efectos farma-
colégicos. Por ejemplo, la capacidad
del SLPI de inhibir la manifestacién
de una enfermedad autoinmune se
puso de manifiesto en un modelo de
orquitis autoinmune experimental.
La orquitis autoinmune es una en-
tidad caracterizada por una orquitis
focal con espermatogénesis que sue-
le acompaifiarse por un alto nivel de

anticuerpos anti-espermdticos. Pue-
de ser consecuencia de obstruccién
unilateral del conducto deferente,
post-cirugia o post-infeccion o ma-
nifestaciones de una enfermedad
sisttmica como la poliarteritis nu-
dosa u otros cuadros autoinmunes
como el sindrome de Sjogren. La
orquitis autoinmune experimental
(OAE) es una enfermedad mediada
sobre todo por linfocitos T y regula-
da por factores locales, genéticos e
inmunitarios. Los signos tempranos
de la enfermedad son la infiltra-
cién intersticial, perivascular y pe-
ritubular de macréfagos y linfocitos
TCD4*. Las células germinales son
el blanco del ataque inmunolégico;
se produce apoptosis de espermato-
citos y espermatides, descamacién
del epitelio germinal, aspermatogé-
nesis e infertilidad. La efectividad
del SLPI para inhibir las manifesta-
ciones clinicas de la orquitis sugiere
la capacidad “farmacolégica” anti-
inflamatoria e inmunosupresora del
SLPI en un modelo de enfermedad
autoinmune. El mecanismo de ac-
cién del SLPI en el modelo de OAE
no fue examinado pero es probable
que el efecto sea mediado durante
la fase efectora de la enfermedad ya
que la administracion del SLPI, una
vez finalizado el periodo de sensibi-
lizacidn, inhibié las manifestaciones
de la enfermedad de la misma mane-
ra que cuando se administré al SLPI
durante la fase de sensibilizacion
(Guazzone, Guerrieri et al. 2011).
Cabria preguntarse: ;Por qué no se
puso en evidencia el efecto pro-in-
flamatorio del SLPI? Seguramente, la
expresion de un determinado efecto
dependera de las concentraciones
del factor y/o del momento de apa-
ricién del factor en el contexto del
modelo experimental utilizado.

En los experimentos realizados
en el modelo de enfermedad au-
toinmune, quedé demostrado que
el SLPI presenta un efecto protec-
tor en esta patologia. Pero ademas,
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su capacidad inmunomoduladora
también fue evaluada en modelos
de respuestas inmunes exageradas
como por ejemplo las respuestas in-
munes alogénicas como las que se
observan en el rechazo de trasplante
de piel. En este modelo el SLPI tam-
bién demostré su potencial inmu-
nosupresor ya que los animales tra-
tados con SLPI tardaron mas en re-
chazar el implante. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos por
Schneeberger y col. que demuestran
que ratones SLPI”- presentan mayor
necrosis y menor funcién cardiaca
en un modelo de trasplante cardia-
co. Ademds, la administracion de
SLPI en la solucién que preserva el
tejido durante la isquemia/reperfu-
sion mejora el funcionamiento del
implante (Schneeberger, Hautz et al.
2008).

La relevancia de los hallazgos
del SLPI en cuanto a su efecto in-
munomodulador e inmunosupresor
también se pusieron en evidencia en
patologias pulmonares. Por ejemplo,
pudimos observar que los niveles de
SLPI sérico se correlacionan de ma-
nera inversa con los niveles de pro-
liferacion de células mononucleares
de sangre periférica en pacientes
con cancer de pulmén y con EPOC.
Analizando en forma conjunta los
pacientes con EPOC y con céncer
de pulmén es posible establecer una
concentracién plasmatica de 60 ng/
ml como valor de corte; de tal ma-
nera que los pacientes que presen-
tan niveles séricos por encima de
60 ng/ml tienen una proliferacién
linfocitaria menor, comparada con
aquellos pacientes que tienen valo-
res por debajo de 60 ng/ml (datos no
publicados).

B CONCLUSIONES FINALES:

La meta de las terapias que tie-
nen como blanco terapéutico a los
neutréfilos es la de suprimir la infla-
macién como en el caso de la artri-

tis reaumatoidea, la osteoartritis y la
enfermedad pulmonar obstructiva
crénica. Sin embargo, las terapias
anti-inflamatorias actuales tienen
varios inconvenientes. Las terapias
con corticoides y anticuerpos mono-
clonales humanizados aunque son
bastante efectivas tienen el inconve-
niente de presentar reacciones ad-
versas como por ejemplo el aumen-
to de la susceptibilidad a infeccio-
nes o su reactivacion, tal como es el
caso de la tuberculosis latente. Una
aproximacion alternativa podria ser
bloquear individualmente alguna
enzima de los neutréfilos como la
elastasa. En este caso el SLPI podria
funcionar como agente terapéutico
al bloquear la elastasa y reducir el
proceso inflamatorio debido a sus
funciones inmunoreguladoras. Sin
embargo, este enfoque puede ser
beneficioso pero no garantiza que a
través de mecanismos redundantes
la inflamacién prosiga. Por lo tanto,
la inhibicién de la elastasa sin inhi-
bir la catepsina G o la protinasa 3
o las metaloproteasas podria no ser
suficiente para detener la inflama-
cion.

Finalmente, el SLPI tiene capaci-
dad inmunomoduladora al inhibir la
proliferacion linfocitaria actuando
directamente sobre los monocitos,
inhibe la expresion de un factor
de transcripcion caracteristico del
perfil Th1, disminuye los niveles de
Treg y aumenta los niveles de Th17
al menos in vitro. Sin embargo, en
modelos in vivo de repuesta infla-
matorias exacerbadas, el SLPI gene-
ré proteccion frente al dafo tisular,
una menor respuesta en las pruebas
de hipersensibilidad retardada y au-
menté la sobrevida de los injertos en
animales trasplantados. Estos efec-
tos podrian tener una implicancia
clinica ya que el SLPI podria ser una
nueva herramienta terapéutica en
procesos inflamatorios crénicos, en
patologias donde la terapéutica cla-
sica ha fracasado.

B GLOSARIO

Complemento: componente de la
inmunidad innata humoral

DAMP: Patron Molecular Asociado
a Dano

EPOC: Enfermedad Pulmonar Obs-
tructiva Crénica

Noxa: factor capaz de ocasionar
perjuicio a un individuo

Opsonizar: proceso que favorece la
fagocitosis

PAMP: Patrén Molecular Asociado a
Patégenos

Quimioatractantes: toda sustancia
que atrae algun tipo celular

SLPI: Inhibidor Secretorio de Protea-
sas Leucocitarias
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