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RESUMEN

La transglutaminasa tisular (TG2) es una proteina multifuncional y ubicua que
participa en diferentes procesos tanto en condiciones fisioldgicas como patologicas. La
TG2 tiene varios dominios funcionales y dos actividades enzimaticas principales que
son mutuamente reguladas: aciltransferasa (TGasa) y union/degradacion de GTP
(GTPasa). La diversidad funcional se amplifica por la expresién de variantes de splicing
alternativo (v2, v3, v4a y v4b), que son versiones truncadas en la region C-terminal de la
TG2 canénica (v1).

La expresién y actividad de la TG2 en varios procesos biolégicos mediados por
monocitos y macréfagos estarian condicionadas por el microambiente inflamatorio. Nos
propusimos profundizar en el estudio mediante RT-qPCR de las variantes de TG2 en
estos tipos celulares, utilizando las células premonociticas THP-1 como modelo que
permite analizar temporalmente la expresion de la enzima durante la diferenciacién a
macroéfago, los cambios de expresion de la enzima frente a estimulos inflamatorios (LPS,
TNFa e IFNY) y en la diferenciacidn funcional a perfiles de tipo M1 o M2.

Durante la diferenciacién hacia macréfagos, se observé un aumento importante
(10-100 veces) y progresivo de la expresion de todas las variantes, aunque en diferente
magnitud. Respecto al efecto de los estimulos inflamatorios: IFNy (20 ng/mL) provocd
un aumento discreto (4 veces) en la expresion de la forma candnica y de las variantes
v3, v4a y v4b. El tratamiento en conjunto con LPS e IFNy provocé un aumento (4 veces)
de la expresion de la forma candnica y de las variantes v4a y v4b. TNFa (10 ng/mL) y
LPS (50 ng/mL) no tuvieron efecto significativo en la expresion de ninguna variante de
TG2, aunque se observo una tendencia al aumento en las concentraciones ensayadas. El
proceso de diferenciacién parece ser un evento mas importante para la inducciéon de la
expresion de TG2 que los estimulos inflamatorios relacionados a un perfil inflamatorio
(M1).

Se llevé a cabo la polarizacién de los macréfagos derivados de THP-1 hacia los
perfiles M1 y M2. Se observd que tanto los mediadores proinflamatorios como los
antiinflamatorios utilizados para lograr la polarizacién hacia dichos perfiles, fueron
capaces de regular positivamente la expresion de la TG2. Sin embargo, los mayores
aumentos en la expresion de las variantes se observaron en los macréfagos M2, lo que
apoya la teoria de que la TG2 podria funcionar como un marcador de polarizaciéon de
macrofagos para dicho perfil.

Finalmente, se realiz6 una puesta a punto de la detecciéon de la TGZ a nivel
proteico utilizando una linea celular con mayor expresioén de TG2 (Swan-71) utilizando
distintos anticuerpos especificos para la proteina. Esta etapa del trabajo representa una
base para futuros trabajos en las células del tipo monocito/macréfago.

Nuestro trabajo futuro se enfoca en estudiar los cambios inducidos en la funcién
celular como consecuencia de la expresion diferencial de las variantes de TG2.
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1 INTRODUCCION

1.1 Transglutaminasa tisular

Las transglutaminasas (TGs) son una familia de enzimas relacionadas
estructural y funcionalmente que catalizan modificaciones post-traduccionales de
proteinas mediante la formacién de enlaces covalentes intra- e intermoleculares, lo
que se conoce como actividad de entrecruzamiento. El descubrimiento de la
transglutaminasa tisular (tTG o TG2) se le acredita a Heinrich Waelsch, quien en
1957 demostré que la incubacion de extractos de higado de cobayo con aminas
marcadas radioactivamente resultaba en la incorporaciéon de las aminas a las
proteinas del extracto en forma Ca2* dependiente. La proteina fue luego identificada
como TG2 [Sarkar, NK. et al., 1957; Katt, WP. et al., 2018].

De todas las TGs de mamiferos, la TG2 ha sido la mas estudiada,
principalmente debido a su distribucion ubicua y sus funciones en multiples
procesos fisioldgicos y patologicos.

1.1.1 Distribucion

La TG2 es relativamente mas abundante que los otros miembros de la familia
de las transglutaminasas y la Unica que se expresa de manera ubicua en el
organismo. Aunque inicialmente fue identificada como una proteina citosdlica, la
TG2 fue posteriormente descrita como una enzima localizada también en otros
compartimentos celulares, como el nucleo y la mitocondria, asi como en la matriz
extracelular [Nurminskaya, MV. et al., 2012] (Figura 1). La translocacién de la
TG2 hacia distintos compartimentos celulares se encuentra asociada a funciones
enzimaticas especializadas [Bianchi, N. et al., 2018].

En la mayoria de las células, 1a TG2 citosélica comprende la mayor parte de la
reserva celular. Desde su descubrimiento en 1957, se ha identificado un gran
nimero de sus sustratos enzimaticos, siendo la mayoria de ellos proteinas
citosodlicas. En el ambiente intracelular, los principales procesos en los cuales
participa la TGZ estan representados por la transamidacion de proteinas y la
actividad en la sefializacion, que predominan uno sobre el otro cuando la enzima se
encuentra presente libre en el citosol o asociada a la superficie interna de la
membrana [Bergamini, CM. et al., 2011].

La presencia de TG2 nuclear fue demostrada en varios tipos celulares,
representando el 5-7% de la TG celular [Peng, X. et al.,, 1999]. Aunque no hay
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ninguna sefal clasica de translocacion en la TG2, la proteina se asocia con la
mitocondria en varios tipos celulares. Estudios de microscopia revelaron que la
mayor parte de la TG2 mitocondrial se encuentra asociada con la membrana externa
y el espacio intermembrana, mientras que una menor parte se encuentra en la
membrana mitocondrial interna y en la matriz mitocondrial [Park, D. et al., 2010].
En esta localizacion, TG2 participa en la regulaciéon de la homeostasis del calcio, por
ejemplo, por entrecruzamiento de receptores para el inositol 1,4,5-trifosfato
[Bianchi, N. et al., 2018].

Mientras que los roles de la TG2 en el citosol son principalmente
relacionados a las modificaciones de proteinas en los residuos de glutamina
(transamidacién o entrecruzamiento), las funciones adicionales relacionadas a la
transduccion de sefales (actuando como proteina G) y de proteina adaptadora para
el correcto ensamblaje de la matriz extracelular, son llevadas a cabo mayormente
por TG2 ubicada al nivel de la membrana [Bianchi, N. et al., 2018].

La TG2 es externalizada constitutivamente en varios tipos celulares, incluidos
fibroblastos, osteoblastos, monocitos/macrdéfagos, células endoteliales y de musculo
liso [Nurminskaya, MV. et al.,, 2012]. El mecanismo de externalizaciéon de la TG2
para alcanzar la matriz extracelular es una via no convencional que aun no se
conoce en detalle. Sin embargo, se han propuesto diferentes teorias, incluida la
carga de TGZ en endosomas de reciclaje, secrecion de TG2 a través del
desprendimiento de vesiculas, y secrecién a través de exosomas en respuesta a
estimulos externos [Bianchi, N. et al., 2018; Savoca, MP. et al., 2018]. De esta
manera la TG2 se encuentra asociada a la superficie celular interactuando con la
membrana plasmatica, y en la matriz extracelular. Diversos sustratos enzimaticos de
la TGZ han sido identificados en la matriz extracelular, incluyendo fibrina,
fibrinogeno, fibronectina, colageno y osteopontina [Savoca, MP. et al., 2018].

Ademas de las reacciones de entrecruzamiento de distintos sustratos y de
otras reacciones enzimaticas llevadas a cabo por la TG2 en la matriz extracelular, la
TG2 extracelular es capaz de interactuar no covalentemente con diversos receptores
de membrana y proteinas de la matriz, exhibiendo una importante funciéon de
adaptador o proteina andamio (“scaffold”) fuera de la célula. La TG2 ubicada en el
ambiente extracelular tiene un importante rol en la adhesion y migracion celular y
en la organizacion de la matriz extracelular, contribuyendo a procesos como la
reparacion de heridas, la regeneracion de tejidos e inflamacién [Nurminskaya, MV.
etal,2012].
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Figura 1 - Distribucién de la TG2 en la célula (adaptada de Telci & Griffin (2006)).

1.1.2 Funciones

La distribuciéon ubicua y sus diversas caracteristicas estructurales son
algunos de los factores que hacen de la TG2 un miembro tnico de la familia de las
transglutaminasas. Esta enzima esta involucrada en mas procesos fisiolégicos que
cualquier otro miembro de la familia, ya sea a través de la actividad de
entrecruzamiento, como otras que exhibe la TG2, todas sujetas a una fina regulacion
[0dii, BO et al., 2014].

Desde el punto de vista de la actividad catalitica la TG2 puede ser referida
como una enzima multifuncional, debido a su capacidad de -catalizar
entrecruzamiento de proteinas dependiente de Ca?* y una diversa cantidad de otras
funciones independientemente de la presencia de Ca2+ (Figura 2). Entre estas
ultimas, unir e hidrolizar GTP y actuar como una proteina G [Nakaoka, H et al.,
1994]; actuar como una proteina con actividad disulfuro isomerasa [Hasegawa, G
et al., 2003], y funcionar como una proteina quinasa [Mishra, S et al., 2004].

De todas las reacciones enzimaticas que la TGZ puede catalizar, el
entrecruzamiento de proteinas es la mas estudiada. La propia TGZ2 puede
entrecruzarse mediante sus residuos de lisina a varios sustratos conteniendo
residuos de glutamina, incluyendo a proteinas de la matriz extracelular como fibrina
y fibrindégeno. Otro tipo de entrecruzamiento puede darse cuando la proteina
sustrato presenta simultaneamente residuos activos de lisina y glutamina. En estos
casos, la TG2 permite la generacién de enlaces isopeptidicos intramoleculares, que
pueden afectar la conformacion y estabilidad de la proteina, asi como su interaccion
con otras proteinas. Sin embargo, el tipo de entrecruzamiento mas comun catalizado
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por la TG2 involucra la formacion de enlaces isopeptidicos intermoleculares entre
varias proteinas sustrato. En estos casos, la TG2 permite generar heterocomplejos
proteicos altamente estables [Nurminskaya, MV. et al., 2012].

Adicionalmente, la TG2 posee actividades no enzimaticas independientes de
Ca?*, no relacionadas a su funcién de transamidacion. Dichas actividades suelen
darse especialmente en el ambiente extracelular, al interactuar con una amplia gama
de proteinas de superficie, participando en importantes procesos fisiologicos
incluyendo la adhesién, migracion, crecimiento y diferenciacién celular, y la
estabilizacion de la matriz extracelular [Odii, BO et al., 2014].

1.1.3 Estructuray regulacion de la actividad

Estructuralmente, la TG2 es similar al resto de los miembros de la familia,
excepto por algunas caracteristicas que no son compartidas con otras
transglutaminasas [0dii, BO. et al.,, 2014]. La TG2 es una proteina de 80 kDa
compuesta por 687 aminoacidos (aa), que consta de cuatro dominios globulares.
Posee un dominio N-terminal en forma de sandwich-f3 (aa 1-139) el cual contiene
los sitios de unién a fibronectina e integrina; un dominio central (aa 40-460) clave
para la actividad de transamidacion, ya que contiene la triada catalitica compuesta
por los residuos de Cys277-His335-Asp358 junto con dos residuos de triptéfano
(W241 y W332) que actian estabilizando el producto intermediario de la reaccidn;
y dos dominios C-terminales en forma de barriles-3 (aa 461-586 y aa 587-687)
[Murthy, SN. et al., 2010; Savoca, MP. et al, 2018]. A diferencia de otras
transglutaminasas, la TG2 contiene un sitio de unién a nucleétidos localizado en la
grieta entre el centro catalitico y el primer barril-f [Liu, S. et al., 2002]. Dicha
secuencia es codificada por el exén 10 del gen de la TG2, que se caracteriza por
poseer poca homologia con el mismo ex6n en otras transglutaminasas [0Odii, BO. et
al., 2014]. Aunque no se cuenta con informacién estructural de cristalografia,
estudios de prediccidn estructural basados en otras transglutaminasas y ensayos de
mutagénesis han ayudado a dilucidar los sitios de unién a Ca%* en la TG2 [Casadio,
R. et al., 1999]. El consenso actual es que la TG2 posee 6 sitios de unién a Ca2+,
todos los cuales estan ubicados en el dominio central [Kiraly, R. et al., 2009] y
algunos de ellos son distorsionados cuando la enzima une GTP/GDP [Liu, S. et al.,
2002].

Para evitar que se den reacciones de entrecruzamiento o deamidacidn
aleatorias sobre la amplia variedad de proteinas que contienen glutamina o lisina en
su superficie, la actividad enzimatica de la TG2 debe ser altamente regulada. Dicha
regulacion se lleva a cabo a través de distintos cofactores, los cuales son capaces de
alterar la organizacion espacial de los cuatro dominios de la TG2. Los principales
reguladores de la actividad enzimatica de la TG2 son Ca2* y GTP. La actividad de



Transglutaminasa tisular en macréfagos: expresion de las variantes de splicing
durante el proceso de diferenciacién y activacion celular

transamidacion de la TG2 es controlada positivamente por Ca?* y negativamente por
GTP [Lee, CS. et al., 2017]. Cuando la enzima une GTP/GDP, se favorecen
interacciones entre el centro catalitico y los dominios C-terminales, lo que genera
una estructura mas cerrada y compacta. Esto reduce la accesibilidad y la actividad
del sitio activo para la reaccidon de transamidacion [Liu, S. et al., 2002]. Por otro
lado, la TG2 presenta una activacién alostérica mediada por Ca2+*. La unién de Ca2+
altera la conformacion de la proteina al separar ain mas los dominios C-terminales,
permitiéndole a la TG2 adquirir una conformaciéon abierta o extendida, en donde el
sitio activo queda expuesto. Esta conformacidn abierta es la que se asocia con la
reaccion de entrecruzamiento de la TG2 [Pinkas, D. M. et al., 2007].

En condiciones fisioldgicas, la concentracién de Ca2* libre en el citosol de la
célula (~10-7 M) suele no ser suficiente para mantener a la TG2 en su estado activo
para la reaccion de entrecruzamiento. Adicionalmente, los niveles de GTP libre en el
citosol (~100-150 uM) exceden a la concentracién necesaria para mantener a la
enzima inhibida y, por lo tanto, mantenerla en la conformacion cerrada unida a GTP.
Sin embargo, se han identificado multiples sustratos de la TG2 para la reaccién de
transamidacion en el interior celular. Esto sugiere que aumentos locales en los
niveles citosélicos de calcio generados por la liberacion de Ca2* desde
compartimentos intracelulares o por ingreso desde el exterior celular durante
situaciones de estrés como dafio celular o apoptosis, podrian facilitar la activacién
de TG2 promoviendo la transiciéon a la estructura conformacional abierta, la cual
expone el sitio activo para los sustratos [Nurminskaya, MV. et al., 2012; Lai, TS. et
al., 2017].

El calcio y GTP/GDP no son los unicos reguladores de la actividad de la TG2.
La enzima es también capaz de responder a las condiciones oxidativas en el
ambiente extracelular. Bajo condiciones oxidativas, se afecta la accesibilidad de la
cisteina perteneciente al sitio activo, lo que resulta en la inactivacién de la actividad
de transamidacion de la enzima. Por el contrario, la reduccion de la TG2 resulta en
una conformacion abierta y activa para la reaccién de entrecruzamiento. Por lo
tanto, las caracteristicas del ambiente oxidativo extracelular explican por qué la TG2
localizada fuera de la célula suele encontrarse en un estado inactivo para la
actividad de transamidacion, a pesar de los bajos niveles de GTP y la alta
concentracion de Ca?* [Nurminskaya, MV. et al., 2012; Savoca, MP. et al., 2018].
Esto sugiere que la TGZ puede adoptar tres conformaciones distintas. Una forma
inactiva unida a GTP, una forma inactiva unida a Ca2* pero en el estado oxidado, y
una forma reducida activada por unién a CaZ2+.
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Figura 2 - Principales actividades de la TG2 y su regulacién por Ca?*/nucleétidos (modificado de
Tatsukawa, H. et al., 2016).

1.1.4 Regulacion de la expresion

El gen que codifica para la transglutaminasa tisular en humanos (TGMZ2) se
localiza en el cromosoma 20q11-12 y consiste en 40 kb, los cuales se transcriben en
un ARN primario de 5 kb que contiene 13 exones y 12 intrones [Bianchi, N. et al.,
2018]. La expresion de TG2 varia mucho en diferentes tipos celulares, pudiendo
presentar una expresion constitutiva alta o niveles casi indetectables de la enzima.
La expresion ubicua podria deberse a la elevada expresion de TG2 en células que se
encuentran ampliamente distribuidas en todo el organismo, como fibroblastos,
células endoteliales y de musculo liso. Adicionalmente, los eritrocitos también
muestran una elevada expresion de la enzima [Bergamini, CM. et al., 2011].

La expresion de TG2 se regula principalmente a nivel transcripcional. TGM2
se encuentra bajo el control de un promotor, el cual es sensible a multiples factores
transcripcionales y una amplia variedad de moléculas, pudiendo ser inducida en
respuesta a diversos factores estresantes que incluyen lesiones, inflamacidn,
oxidantes, hipoxia, citocinas y factores de crecimiento (Figura 3). El promotor del
gen de la TGZ contiene elementos de respuesta para dos importantes inductores de
estrés, como la inflamacion y la hipoxia. TGM2 contiene un sitio de unién a NFxB, el
cual estimula su activacién. Por lo tanto, cuando ocurre un proceso inflamatorio y la
via del factor NFkB es activada, se favorece la transcripcion del gen [Mirza, A. et al.,
1997]. Diversas citocinas que son liberadas durante el transcurso de una
inflamacién son capaces de activar la transcripciéon de TGMZ2. TNFq, el cual es
liberado en altos niveles durante una inflamacién, es capaz de promover la
activacion de TGM2 [Bayardo, M. et al., 2012]. Otras citocinas inflamatorias como
IL-18 e IL-6, también son capaces de estimular la expresion de TG2 [Suto, N. et al.,
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1993; Johnson, K. et al., 2001]. TGM2 también contiene un elemento de respuesta
para HIF-1, por lo tanto, situaciones de hipoxia celular podrian estimular la
generacion de TG2 [Jang, G. Y. et al., 2010]. La produccion de TG2 también es
favorecida por TGF-a, vitamina D y por varios estimulos como luz UV, estrés
oxidativo e infeccion viral [Lai, TS et al., 2017]. Se ha demostrado que el factor de
crecimiento transformante (TGF-f3) es capaz de alterar la transcripciéon de TGMZ2.
TGF-p regula la expresion de TG2 de manera dependiente de tejido, actuando como
activador y aumentando los niveles de TG2 (por ejemplo, en fibroblastos y muchos
otros tipos celulares) o como inhibidor de su expresion (por ejemplo, en epitelio)
[George, MD. et al., 1990].

RXR RAR -1740 -1399 -1190 634 -367 -183 -96 -54 -43 =29 +1 +4 +12 +59  +65
5 3¢ RRE-2 RRE-10¢€ GRE ¢ NFKB 2 IL-6 "< & < HRE W § Q_CAAT TATA P{NF-1|NF-1 ‘

|—-> TGM2

3 Hipoxia
Retinoides Inflamacién

Figura 3 - Principales elementos reguladores de la expresion de la TG2 en humanos (modificado de
Gundermir, S. et al,, 2012).

1.1.5 Variantes de splicing

Se ha demostrado que el gen que codifica para la TG2 es regulado mediante
splicing alternativo, generando formas mas cortas del ARNm que codifican para
distintas variantes de la proteina (Figura 4). Si bien se conocen los procesos de
splicing alternativo que generan las variantes en cada caso, no hay informacién
respecto a los mecanismos que los regulan [Nurminskaya, MV. et al., 2012].

De acuerdo a la sugerencia del HGNC (HUGO Gene Nomenclature Committe),
las variantes de TG2 se denominan utilizando nombres idénticos (TGM2_v) seguidos
de un numero que indica el orden cronolégico de su identificacion [Phatak, VM. et
al., 2013]. En humanos, se han reportado cuatro variantes de splicing de la TG2, las
cuales son coexpresadas con la version canénica de la enzima, denominada TGM_v1,
de 687 aminodcidos. Por lo tanto, ademas de TGM_v1, se producen variantes de 675,
646, 548 y 349 aminoacidos, denominadas TGM_v4a, TGM_v4b, TGM_v2 y TGM_v3,
respectivamente [Nurminskaya, MV. et al., 2012].
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Figura 4 - Variantes de splicing de la TG2. Los cuadros grises representan los dominios
proteicos de la TG2. Se indica la longitud en aminoacidos de cada dominio y de la proteina total. Los
cuadros blancos y con los distintos patrones representan secuencias de aminoacidos alternativas. La
triada catalitica formada por cisteina (C), histidina (H) y acido aspartico (D) esta representada en el
dominio central (modificado de Lai, TS. et al., 2013).

La principal diferencia entre la version canénica (TGM2_v1) y las distintas
variantes, es su extremo C-terminal. Todas las variantes de splicing de la TG2
pierden su extremo C-terminal hasta cierto punto, lo que trae consecuencias en sus
estructuras, mecanismos de regulacion y actividades cataliticas.

Se cree que todas las variantes de TG2 mantienen la actividad de
entrecruzamiento [Nurminskaya, MV. et al., 2012]. Al igual que la version
canonica de TG2, dichas variantes participan en reacciones dependientes de Ca%*
como el entrecruzamiento de proteinas, la incorporaciéon de aminas a proteinas y la
deamidacién, tanto dentro como fuera de la célula, participando en la estabilizacién
de la matriz y en las interacciones celulares mediante integrinas y fibronectinas
[Bianchi, N. et al., 2018].

Dado que las variantes presentan extremos C-terminales incompletos,
pierden el sitio de unién a GTP parcial o totalmente. Por lo tanto, no se espera que el
GTP actie de la misma manera que en TG2, inhibiendo la actividad de
transamidacidn. Las variantes podrian escapar a la regulacion fisiolégica por GTP,
aunque los niveles intracelulares del mismo sean altos. Esto trae como consecuencia
que las variantes sean mas sensibles a la activacion por Ca2*, ya que aumentos
transitorios de los niveles de Ca2?* en el citosol podrian ser suficientes para
activarlas. El extremo C-terminal de la TG2 sirve como sitio de unién para proteinas
como la fosfolipasa C61 (PLC61), y GPCRs como el receptor adrenérgico al.
Adicionalmente, se cree que una secuencia sefial de exportaciéon al nucleo se
encuentra en dicho extremo. Por lo tanto, la pérdida de aminoacidos en el extremo
C-terminal podria afectar las interacciones de las variantes de TGZ con dichas
proteinas, asi como contribuir al patrén de localizacion de las variantes dentro de la
célula [Lai, TS. et al., 2013].
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Tabla 1 - Variantes de splicing identificadas de TG2 en humanos.

Variante Alias Tamaifio del Tamaiio dela
de TG2 ARNm (pb) proteina (KDa)
TGM2_v1 Forma canénica 245 80
TGM2_v2 TGH, Tgase s. TG2-S 153 62
TGM2_v3 TGH2 226 38
TGM2_v4a tTGvl 214 75
TGM2_v4b tTGv2 214 70

En 1992, la variante de splicing de TG2, TGM_v2, fue detectada en células de
eritroleucemia [Fraij, BM. et al., 1992]. Dicha variante consta de 548 aminoacidos,
de los cuales 538 son idénticos a la versidn candnica de la TG2, y pierde 138
aminoacidos del extremo C-terminal. Curiosamente, TGM_v2 y la version candnica
de TG2, pueden tener efectos opuestos intercambiables dependiendo del tipo celular
participando tanto en procesos de diferenciacién como de muerte por apoptosis
[Sestito, C. et al., 2018]. Se observé que la tasa de actividad de hidrélisis de GTP de
TGM_v2 era mayor que la de la version candnica, sin embargo, presentaba una
afinidad débil por GTP ya que la unién era casi indetectable. Esto puede entenderse
teniendo en cuenta que niveles de unioén a GTP casi indetectables no significa que la
proteina debe presentar una baja actividad de hidroélisis de GTP. Dado que TG2
presenta una alta afinidad por GTP/GDP, es probable que tenga un “tiempo de
recambio” lento para el reemplazo de una molécula de GTP por GDP. Por lo tanto,
variantes de splicing como TGM_v2, con una afinidad mas débil por GTP, pueden
presentar tasas de hidroélisis de GTP mucho mas altas. La importancia biologica del
alto nivel de hidrélisis de GTP dado por TGM_v2 permanece desconocido [Lai, TS. et
al., 2013]. Sin embargo, se ha demostrado que dicha variante, presenta una
actividad de transamidaciéon muy reducida [Antonyak, MD. et al., 2006].

Al igual que TGM_v2, la variante TGM_v3 fue detectada en células de
eritroleucemia, y se observo que dichas variantes son generadas por eventos de
splicing alternativo tradicionales, mediante la incorporacién del intrén X y VI
(mecanismo de retencién de intron) [Fraij, BM. et al., 1996], produciendo formas
truncadas de TG2 con distintos extremos C-terminales. TGM_v3 corresponde a la
variante de splicing mas corta, la cual consiste de solo 349 aminoacidos, de los
cuales 286 son compartidos con la versién canoénica. TGM_v3 no ha sido
completamente caracterizada, y sus funciones permanecen desconocidas. Sin
embargo, se observd que el ARNm correspondiente a TGM_v3 aumentaba
significativamente en leucocitos de pacientes con enfermedad celiaca en
comparacion con pacientes sanos, lo que sugiere un papel de dicha variante en esta
enfermedad [Lai, TS. et al., 2013].
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Finalmente, las variantes TGM_v4a y TGM_v4b fueron identificadas en células
de musculo liso vascular, células endoteliales y leucocitos; y se observd que dichas
variantes eran idénticas a la version canonica de la TG2 en sus 622 aminoacidos
iniciales, pero presentaban diferentes extremos C-terminales de 52 y 23
aminoacidos, respectivamente [Lai, TS. et al., 2007]. Se observ6 que las variantes
TGM_v4a y TGM_v4b son generadas mediante un evento de splicing alternativo no
tradicional [Phatak, VM. et al., 2013], que resulta en la formacion de variantes de
tamafio similar a la version candnica de TG2, pero al igual que TGM_v2 y TGM_v3,
poseen extremos C-terminales alternativos. Se observé que la pérdida de la
secuencia C-terminal en cada variante TGM_v4a y TGM_v4b, resulté en una
reduccion de la actividad de transamidacion dependiente de Ca2+* de las enzimas, asi
como de su estabilidad in situ. Sin embargo, dichas variantes presentaban un
aumento en la actividad de hidrélisis de GTP, eran activas en presencia de GTP, y
mantenian la capacidad de unir fibronectina [Lai, TS. et al., 2007].

Estudios de la expresion de TG2 y de sus variantes en tejidos normales
demostraron que en general, la forma canonica presenta los niveles mas altos de
expresion, seguida por TGM_v2, TGM_v4a, TGM_v4b y finalmente TGM_v3 [Phatak,
VM. et al., 2013]. Debido a las alteraciones en los mecanismos de regulacién y en
sus actividades cataliticas, la expresion de diferentes variantes de TG2 podria ser
util para dictaminar las multiples funciones biolégicas de la enzima y sus
alteraciones en situaciones patoldgicas.

1.1.6 TG2 en procesos fisiologicos

Debido a su ubicua expresion y amplia gama de actividades enzimaticas y no
enzimaticas que puede llevar a cabo, la TG2 es capaz de participar en la regulacion
de diversas funciones celulares, incluyendo la adhesién celular, el ciclo celular y
apoptosis, la estabilizacién de la matriz extracelular, el crecimiento y diferenciacion
celular y la transduccién de sefiales.

Seiializacion celular

La transglutaminasa tisular es capaz de participar en diversas vias de
sefalizacion celular debido a que su capacidad de unir e hidrolizar GTP le permite
funcionar como una proteina G, asociada a distintos tipos de receptores de
membrana. El receptor asociado a proteina G (GPCR) mas estudiado que
interacciona con la TG2, es el receptor adrenérgico al [Feng, JF. et al., 1999a]. En
ausencia de estimulo externo que active al GPCR (epinefrina para el caso del
receptor adrenérgico al) la TG2 une GDP y forma un complejo con la proteina de
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union a Ca?*, calreticulina; la cual regula las funciones de la TG2 suprimiendo tanto
la actividad de GTPasa como la de transamidacién, por lo tanto, mantiene a la TG2
en un estado inactivo para la sefializacion [Feng, JF. et al., 1999b]. La interaccion de
la TG2 con el receptor adrenérgico al en respuesta a la estimulacién por epinefrina
genera la disociacion de TG2-GTP de la calreticulina, mediante el intercambio de
GDP por GTP. La TG2 es luego capaz de interaccionar directamente con la fosfolipasa
C61 (PLC81) y activarla, estimulando la hidrdlisis de fosfatidilinositol 4,5-bifosfato
(PIP2) en diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y provocando un
aumento de la concentracion intracelular de Ca2*. La desactivacién ocurre cuando la
TG2 hidroliza el GTP unido a GDP debido a su actividad intrinseca de GTPasa, y se
asocia nuevamente con calreticulina [Feng, JF. et al., 1996]. Como se menciong, la
TG2 en su funcién de proteina G no actia Unicamente interaccionando con el
receptor adrenérgico al. Se han descubierto diversos receptores de membrana que
utilizan a la TG2 como proteina G, como el receptor de tromboxano A2 [Vezza, R. et
al., 1999] y el receptor de oxitocina [Baek, K]J. et al., 1996].

Se demostré que la actividad GTPasa y la capacidad asociada de sefializacion
celular de la TG2 son independientes de su actividad de transamidacién [Chen, S. et
al,, 1996]. En el citosol y en condiciones fisiologicas, se considera altamente
probable que la actividad GTPasa y de proteina G asociada a un GPCR de la TG2 se
encuentren activas, debido a la alta concentracién de GTP.

Adhesion y migracion celular

Las integrinas son receptores de membrana que reconocen mayormente
componentes de la matriz extracelular y participan en el anclaje de las células a la
matriz y en la transducciéon de senales. La TG2 de la superficie celular puede
interactuar directamente mediante enlaces no covalentes con los dominios
extracelulares de al menos tres distintas subunidades 8 de la familia de integrinas,
B1, B3 y B5; colaborando en los procesos de adhesidn celular. La formacion de los
complejos TG2-integrina se da independientemente de su actividad de
transamidacion, y no se ha encontrado evidencia de que la integrina puede actuar

como sustrato enzimdtico para TG2 u otras transglutaminasas [Akimov, SS. et al.,
2000].

La fibronectina es una glicoproteina que estd presente en la matriz
extracelular y es uno de los sustratos de la TG2 mas conocidos, uniéndose con gran
afinidad al sitio de union a fibronectina ubicado en el dominio N-terminal en forma
de sandwich-3 de la TG2 con una estequiometria de 2:1 [LeMosy, EK. et al., 1992],
independientemente de la presencia de Ca?* o de las actividades de transamidacion
y GTPasa de la TG2 [Akimov, SS. et al., 2000].
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TG2 es capaz de formar complejos estables con integrina y fibronectina. La
afinidad de la unién integrina-fibronectina es relativamente baja, por lo tanto, la
interacciéon no covalente estable entre la TG2 y la integrina y fibronectina sugiere
que la TG2 de la superficie celular aumenta la efectividad de la interaccion de las
células con las moléculas de fibronectina actuando como una molécula “puente” o
“adaptadora” [Akimov, SS. et al, 2000]. Adicionalmente, al interactuar
directamente con fibronectina, la TG2 también es capaz de formar complejos de
adhesion mediante HSPG (sindecan-4) de la superficie celular [Telci, D. et al.,
2008]. La habilidad de la TG2 de promover la adhesion de las células a la matriz
extracelular y la migracion celular, dependen de estas interacciones.

La colaboracién entre integrinas y la TG2 en la adhesion celular también se
ve reflejada en la alteracion del estado de las integrinas por la TG2 de la superficie
celular, auin en ausencia de fibronectina, al promover el agrupamiento de integrinas
y de esta manera, activar diversas vias de comunicacion intracelulares que modulan
la actividad de quinasas de adhesién focal (FAK), de la GTPasa RhoA y su molécula
objetivo en la cascada de sefalizacion, la proteina quinasa dependiente de RhoA
(ROCK), entre otras. Esto contribuye con el aumento en la formaciéon de adhesiones
focales y en la contractilidad del esqueleto de actina-miosina de las células, eventos
necesarios para la supervivencia y migracion celular [Janiak, A. et al., 2006]. Por lo
tanto, la TG2Z de la superficie celular es muy importante para los procesos de
seflalizacion celular mediados por integrinas.

TG2 también cumple otras funciones en la matriz extracelular que si
son dependientes de su actividad de transamidacion. El entrecruzamiento mediado
por TG2 de proteinas de la matriz aumenta la rigidez de los sustratos necesarios
para que se den los procesos de adhesiéon celular, y genera la formacién de
polimeros altamente estables y ordenados que promueven el agrupamiento de las
integrinas de la superficie celular, amplificando la sefializaciéon dependiente de
integrinas hacia el interior celular [Belkin, AM. et al., 2005]. Adicionalmente, las
modificaciones catalizadas por TG2 sobre proteinas de la matriz pueden provocar
cambios en sus estructuras y llevar a la exposicion de los sitios de union a las células
[Nishimichi, N. et al, 2011]. En conjunto, estos efectos de las reacciones de
transamidacion sobre las proteinas de la matriz incrementan la union de las células
a la matriz y promueven los procesos de sefializacién hacia el interior celular
[Nurminskaya, MV. et al.,, 2012].

Apoptosis

La apoptosis es un proceso de gran importancia biol6gica que desempefia un
papel fundamental en la homeostasis de los tejidos, asi como en la enfermedad. Con
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respecto a la muerte celular, el rol de la TG2 es complejo, ya que puede actuar como
un facilitador o un atenuador del proceso de apoptosis [Fesus, L. et al., 2005]. Se ha
demostrado que células que entran en el proceso de apoptosis muestran un nivel
aumentado de expresion de TG2. Por lo contrario, su inhibicién resulta en una
disminucidn de la propension de las células a morir por apoptosis [Mehta, K. et al.,
2006]. Actualmente, se cree que la TG2 sensibiliza a las células para la apoptosis
cuando se activa su actividad de transamidacion, en cambio, es protectora cuando su
actividad de transamidacién se encuentra inactiva [Milakovic, T. et al., 2004]. La
activacion de la TG2 intracelular, la cual es mayormente inactiva excepto en
condiciones de estrés, puede depender del nivel de entrada de calcio. Cuando varios
estimulos aumentan la concentracién de Ca?* en el citosol por encima de cierto
umbral, la actividad de transamidacion de la TG2 ya no es inhibida por GTP y facilita
los procesos de muerte celular. Agentes estresantes como la radiacion ultravioleta
pueden generar especies reactivas del oxigeno (ROS) y desencadenar la liberacion
de Ca2+ desde el reticulo endoplasmico, lo que resulta en la activacién de la TG2 y en
el entrecruzamiento de proteinas intracelulares, lo que provoca el inicio del proceso
de apoptosis. También se ha demostrado que el estrés oxidativo y los altos niveles
de ROS que se generan desencadenan la entrada de Ca?* a la célula, lo que resulta en

la activaciéon de TG2 y, como consecuencia, en la muerte celular [Caccamo, D. et al.,
2011].

Se ha sugerido que los enlaces isopeptidicos formados por la actividad de
transamidacién de la TG2 son funcionalmente importantes para la apoptosis, ya que
previenen la inflamacidén al garantizar que los contenidos del interior de las células
no sean liberados al entorno extracelular al morir [Nicholas, B. et al, 2013].
Ademas, TG2 es capaz de promover la produccién de moléculas quimioatrayentes y
la liberacién de fosfatidilserina para estimular la migraciéon de macré6fagos al sitio de
apoptosis y facilitar el reconocimiento de las células apoptoéticas, respectivamente
[Fesus, L. et al., 2005].

El efecto antiapoptotico de TG2Z es independiente de su actividad de
transamidacion y no requiere de calcio. La TG2 ubicada en el ntcleo protege a las
células de la muerte al interaccionar con diversas proteinas que regulan la
transcripcién de importantes genes antiapoptéticos [Bohem, JE. et al, 2002].
Ademas, la TG2 ubicada en el espacio extracelular asociada con complejos de
integrinas en la superficie celular, podria participar en diversas vias de sefializacion
antiapoptoéticas hacia el interior celular, estimulando la supervivencia de la célula
[Mehta, K. et al., 2006]. Por lo tanto, se cree que los efectos pro- y antiapoptdticos
de la TG2 dependen de las vias de sefializacién que son activadas y la localizacién de
la proteina, con la TG2 nuclear y extracelular actuando como atenuadora de la
apoptosis o antiapoptética, y la TG2 citosoélica como facilitadora o proapoptética.
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1.2 Monocitos y macrofagos

Los monocitos y los macroéfagos residentes de tejido junto con las células
dendriticas pertenecen a lo que se denomina el sistema fagocitico mononuclear, el
cual consiste en células que historicamente se pensaba tenian un origen en comun y
cuya funcién principal es la fagocitosis [Guilliams, M. et al., 2014]. Los monocitos
se originan en la médula 6sea y se liberan al torrente sanguineo [Gordon, S. et al.,
2005]. En humanos, los monocitos constituyen aproximadamente un 10% del total
de leucocitos en sangre, pueden permanecer en circulacién hasta 1 o 2 dias, después
de los cuales, si no han sido reclutados en ningtn tejido, mueren y son eliminados
[Italiani, P. et al, 2014]. Los macréfagos residentes de tejido son células
heterogéneas y versatiles que se encuentran en practicamente todos los tejidos de
mamiferos adultos. En un principio, diversos estudios sugerian que ciertas
poblaciones de macrdéfagos residentes de tejido como las células de Langerhans
[Merad, M. et al., 2002] o la microglia [Ajami, B. et al., 2007], se mantenian de
manera independiente de la contribucion de monocitos circulantes. Luego se
demostré que la mayoria de los macroéfagos residentes de tejido derivan de la
hematopoyesis temprana en el saco vitelino, colonizan los mismos antes del
nacimiento, tienen capacidad de autorenovaciéon y permanecen en la adultez,
mantenidos en forma independiente a los monocitos [Hashimoto, D. et al., 2013].

Durante la homeostasis y la inflamacién, los monocitos circulantes dejan la
circulacion sanguinea e ingresan a los tejidos. Allf se diferencian en células efectoras
después de la exposicion al microambiente tisular, la matriz extracelular, los
productos de secrecion, moléculas de superficie de las células vecinas y productos
microbianos [Nourshargh, S. et al., 2014]. Los monocitos y macréfagos son una
poblacién heterogénea, expresan un amplio rango de fenotipos morfologicos y
funcionales. Sin embargo, se pueden definir algunas funciones comunes como la
fagocitosis de patdgenos y restos celulares; procesamiento y presentacion de
antigenos iniciando el desarrollo de respuestas inmunes y la secrecion de citocinas.
Participan en la vigilancia y monitoreo de los cambios en los tejidos, actuando como
células centinelas y efectoras, especialmente en el mantenimiento de la homeostasis
tisular, mediante la eliminacion de células apoptoéticas o senescentes y mediante la
remodelacion y reparacion de los tejidos [Wynn, TA. et al., 2013].

Por lo tanto, se considera que estas células representan una de las
poblaciones celulares mas pleiotropicas del sistema inmune, presentes en todos los
tejidos del cuerpo y con un rol indispensable en la activacién, instrucciéon y
terminacion de la respuesta inmune.
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1.2.1 Plasticidad y polarizacion de macrofagos

Los monocitos y macréfagos son células que se caracterizan por tener una
gran diversidad funcional y plasticidad [Locati, M. et al., 2020]. La polarizaciéon de
los macréfagos implica un proceso en el que estos, en respuesta a pistas de su
entorno adquieren un fenotipo especifico y una respuesta funcional [Moghaddam,
AS. et al.,, 2018] (Figura 5). Existen dos subpoblaciones como extremos del
espectro de polarizacion con funciones diferentes que incluyen los macréfagos
clasicamente activados o inflamatorios (M1) y los alternativamente activados o
antiinflamatorios (M2) [Mosser, DM. et al., 2009]. Esta clasificacion de fenotipos
polarizados se basa en experimentos realizados in vitro y a menudo no es
transferible a lo que sucede in vivo. Si bien ambos fenotipos extremos también
pueden identificarse in vivo, la mayoria de los macro6fagos exhiben estados de
polarizacién intermedios [Martinez, FO. et al. 2009]. Este fen6meno también se
refleja durante un proceso inflamatorio, donde células M1, M2 y fenotipos
intermedios de macréfagos se encuentran presentes simultaneamente y cada uno
ejerce funciones especificas. Sin embargo, se considera que el fenotipo de
macroéfagos M1 se requiere predominantemente durante las primeras etapas de la
inflamacion, donde actua liberando mediadores inflamatorios y atrayendo
leucocitos y proporcionando defensa contra microorganismos [Yang, J. et al.,
2014]. En etapas posteriores del proceso de inflamacion, el fenotipo de macro6fagos
M2 exhibe funciones estimulando la remodelacion y reparacion de tejidos y ayuda a
resolver el proceso inflamatorio [Martinez, FO. et al. 2009].

Los macrofagos clasicamente activados se inducen por las citocinas
relacionadas a las respuestas tipo 1, IFNy y TNFa o por productos bacterianos como
el LPS [Mosser, DM. et al., 2009]. Aunque los macro6fagos activados clasicamente
muestran cierta variedad en su morfologia dependiendo de su localizacién tisular,
todos comparten sus caracteristicas funcionales. Se caracterizan por presentar una
actividad microbicida mejorada, debido a su capacidad de detonar mecanismos
efectores como muerte de parasitos intracelulares, lisis de células tumorales,
produccién y secrecién de citocinas proinflamatorias como IL-1f, IL-6, IL-12, IL-18,
TNFa [O’Shea, J]. et al., 2008], produccion elevada de aniones superoéxido y
radicales del oxigeno [Dale, DC. et al., 2008], generacidon de 6xido nitrico (NO)
[MacMickingm J. et al., 1997] y aumento en la expresion de MHC-II y moléculas
coestimuladoras como CD80 y CD86 y de la presentacion antigénica asociada con
células T colaboradoras tipo 1 (Th1l) [Boehm, U. et al. 1997] Estos macréfagos
activados clasicamente son componentes vitales para la defensa, pero su activacion
debe ser estrictamente controlada debido a que la gran cantidad de citocinas y
mediadores que producen pueden provocar dafios en los tejidos del huésped. Para
proteger los tejidos del dafio, la inflamacién crénica es inhibida por mecanismos
regulatorios dirigidos por la funcion antiinflamatoria de los macréfagos M2.
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Los macr6fagos M2 se consideran un conjunto de células relacionadas
funcional y fenotipicamente, con un papel critico en respuestas polarizadas tipo 2
como alergias y eliminacion de parasitos, en la resolucién de la inflamacidn,
remodelacion y reparacion de tejidos, angiogénesis e inmunorregulaciéon. Los
macrofagos M2 muestran una variedad de programas funcionales, dependiendo de
los estimulos que los generan. La polarizacion hacia un estado M2 se ha observado
in vitro en respuesta a las citocinas relacionadas a respuestas tipo 2 como IL-4 e IL-
13, a la activacién concomitante de receptores de Fc-gamma (RFcy) y receptores
tipo Toll (TLR), a complejos inmunes y a citocinas antiinflamatorias como IL-10,
TGF-B y glucocorticoides, y agonistas de TLR a través del receptor de adenosina
[Moghaddam, AS. et al., 2018].

Hasta el momento no se ha consolidado una definicidn clara de activacion
alternativa, debido a que se ha observado que los efectos de IL-4 en la generacion de
un fenotipo de macrofago activado alternativamente se solapan parcialmente con
los inducidos por IL-13, IL-10, glucocorticoides y TGF-3, por lo que algunos autores
los consideran en conjunto como activadores alternativos [Mosser, DM. et al.,
2003]. Por lo tanto, los distintos fenotipos relacionados al perfil M2 se suelen
subdividir en cuatro categorias. Los macréfagos M2a inducidos por las citocinas IL-4
e IL-13 [Martinez, FO. et al., 2008; Chistiakov, DA. et al., 2015a;], los macréfagos
M2b obtenidos mediante la activacion de receptores Fc-gamma en presencia de
estimulacién de receptores tipo Toll (TLR) [Chistiakov, DA. et al., 2015a],
macrofagos M2c que incluye programas de diferenciacién provocados por
glucocorticoides, IL-10 o TGF- [Martinez, FO. et al., 2008; Zizzo, G. et al., 2012] y
macréfagos M2d inducidos por agonistas de TLR a través del receptor de adenosina
[Hasko, G. et al., 2007; Chistiakov, DA. et al., 2015a].

Las acciones biologicas de IL-4 e IL-13 en monocitos y macréfagos se
consideran de naturaleza antiinflamatoria, basadas en la regulacién negativa de
mediadores proinflamatorios como IL-1§3, TNFq, IL-6, IL-8, IL-12, [FNy, CCL2/MCP-
1, entre otras. También se ha observado una regulacién positiva inducida por IL-4
de varios receptores scavenger y de lectinas tipo C, incluido MRC1 y Dectina-1
[Martinez, FO. et al. 2006], asi como una regulaciéon negativa de la expresion de
importantes moléculas de membrana como CD14, CD32, CD64 y CCR5 [de Waal,
MR. et al. 1993]. Al contrario que el perfil M1, los macréfagos M2a no expresan la
enzima o6xido nitrico sintasa (iNOS), pero expresan altos niveles de arginasa 1
(Argl), que sesga la via metabdlica del 6xido nitrico (NO) hacia la produccién de
prolina. En consecuencia, estas células no pueden producir NO y estan
significativamente comprometidas en su capacidad microbicida contra patégenos
intracelulares [Modolell, M. et al. 1995].
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Figura 5 - Representacion de los perfiles de polarizacion de macr6fagos en forma de espectro
cromatico (modificado de Mosser, DM. et al., 2009).

1.2.2 Modelos in vitro

Los estudios de monocitos y macréfagos a menudo se ven obstaculizados por
las cantidades limitadas de monocitos humanos disponibles. Como es bastante dificil
obtener grandes cantidades de monocitos puros en seres humanos, y con el objetivo
de superar los problemas de vida ttil limitada y la variabilidad interindividual que
afecta a los macréfagos humanos derivados de monocitos, el uso de lineas celulares
monociticas se utilizan con frecuencia en diferentes areas de investigaciéon para
dilucidar las funciones inmunolégicas de dichas células [Tedesco, S. et al., 2018].

La linea celular THP-1 fue aislada por Tsuchiya et al. de la sangre periférica
de un paciente masculino de 1 afio que padece leucemia monocitica aguda
[Tsuchiya, S. et al., 1980]. Comparte caracteristicas con el monocito humano con
respecto a numerosos criterios como la morfologia, los productos de secrecidn, la
expresion de oncogenes, la expresion de antigenos de membrana y la expresion de
genes implicados en el metabolismo de los lipidos [Auwery, J. et al., 1991]. A
diferencia de los monocitos humanos nativos, una linea celular como THP-1 ofrece
la ventaja de representar una poblaciéon homogénea, eliminando los problemas de
variabilidad dependiente del donante, facilitando notablemente el analisis
bioquimico. Esta linea celular ofrece la ventaja adicional de poder expandirse
facilmente in vitro y almacenarse en nitréogeno liquido en su estado no diferenciado
[Chanput, W. et al., 2014].

Las células THP-1 en el estado de monocitos se pueden diferenciar en un
fenotipo similar a los macroéfagos utilizando distintos agentes como forbol-12-
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miristato-13-acetato (PMA), 1a,25-dihidroxivitamina D (vD3) o el factor estimulante
de colonias de macroéfagos (M-CSF). Se considera que el PMA es el agente de
diferenciacion mas eficaz para obtener macréfagos derivados de monocitos THP-1.
[Chanput, W. et al., 2014]. Bajo la influencia del PMA u otros estimulos, las células
THP-1 dejan de proliferar, y luego de la diferenciacidn, las células THP-1 adquieren
un fenotipo similar a los macréfagos, que imita a estas células en varios aspectos
[Lund, ME. et al. 2016]. La principal caracteristica que se observa es una alteracién
dramatica en la morfologia celular; las células adquieren una forma plana y
ameboide, su nucleo se vuelve mas irregular y se pueden reconocer vacuolas
fagociticas en su citoplasma. El proceso de diferenciacién también se asocia con una
mayor adherencia de las células a las placas de cultivo [Auweryx, J. et al., 1991].

La mayoria de las investigaciones sobre polarizaciéon de macréfagos utilizan
técnicas in vitro utilizando distintas lineas celulares. En general, se obtienen los
macrofagos derivados del cultivo in vitro y luego son estimulados con distintos
agentes polarizantes a M1 o M2. La polarizacidn hacia un fenotipo M1 tipicamente se
realiza utilizando IFNy junto con un agonista de TLR, como LPS. Por otro lado, la
polarizacidon hacia M2 generalmente implica estimular a los macroéfagos con IL-4 o
IL-13. Esta metodologia experimental estd disefiada para imitar lo que podria
suceder cuando los macréfagos se exponen a las células que producen las distintas
combinaciones de citocinas, por ejemplo, [IFNy para respuestas del tipo 1, o [L-4 e IL-
13 en respuestas de tipo 2. La principal desventaja de la polarizacion in vitro es el
hecho de que la poblacién de macréfagos que se obtiene no es necesariamente
representativa de los macrofagos encontrados in vivo, ya que pocos o ninguno de los
ambientes encontrados in vivo son reflejadas en las condiciones utilizadas en la
polarizacion in vitro. Esto suele traer como consecuencia que exista una variacion
entre distintas configuraciones experimentales que se utilizan y en el uso de los
marcadores para verificar el estado de la polarizacion [Murray, PJ. et al., 2017].

Se ha observado que varios genes marcadores de los fenotipos M1 y M2 son
regulados durante la polarizacion de macréfagos derivados de células THP-1.
Distintas citocinas proinflamatorias como TNFa, IL-1f, IL-6 e IL-8, asi como la
quimiocina MCP-1 (CCL2) pueden utilizarse como genes marcados del perfil M1. Por
otro lado, tras la polarizaciéon hacia M2, pueden utilizarse distintos marcadores
como MRC1 y Dectina-1. Se ha observado que los niveles de ARNm de la TG2
aumentan luego de la polarizacién de macréfagos derivados de THP-1 a un perfil
M2, por lo que algunos autores la han propuesto como un posible marcador
[Chanput, W. et al., 2014; Tedesco, S, et al., 2018].
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1.3 Transglutaminasa tisular en monocitos y macrofagos

Hace mas de 30 afos, se observo la presencia de TG2 y FXIlla en monocitos
[Murtaugh, MP. et al. 1984; Muszbek, L. et al. 1985] y también en macro6fagos
[Murtaugh, MP. et al. 1983; Henriksson, P. et al. 1985]. Numerosos estudios han
demostrado que las transglutaminasas, en particular la TG2 y el FXIlla, participan en
diversos procesos fisiolégicos mediados por monocitos y macréfagos durante la
inflamacion, incluida la adhesidn celular, la extravasacién y la eliminacién de células
apoptaticas.

Para alcanzar los sitios de inflamacién y llevar a cabo sus funciones, los
monocitos circulantes requieren de la adhesiéon y extravasacion celular. Se ha
observado que la expresién de TG2 en monocitos aumenta durante el proceso de
adhesion de los monocitos a células endoteliales [Thomas-Ecker, S. et al. 2007]. La
eliminacion de TG2 como la inhibicién de la unién TG2-fibronectina disminuyen la
adhesion de los monocitos en la fibronectina [Akimov, SS. et al. 2001]. EI mismo
resultado se observé inhibiendo la unién de la TG2 a las integrinas 1 y [33. Esto
sugirié que la TG2 se requiere para la adhesion y extravasacidén de los monocitos.
Cuando se analiz6 la posible funciéon de FXIlla en estos procesos de adhesion y
extravasacion de monocitos, no se observé ninguna contribucion, por lo que se cree
que Unicamente participa la TG2 [Muszbek, L. et al. 1996]. Ademas, cuando los
monocitos se diferencian a macrofagos luego de la adhesidn, la expresion celular de
TG2 aumenta, mientras que la de FXIlla disminuye, lo que hace improbable que
FXIIla sea relevante para los procesos de adhesion de monocitos [Seiving, B. et al.
1991].

Numerosos estudios in vitro han demostrado que los niveles de TG2
aumentan drasticamente durante la diferenciacion de monocitos a macro6fagos,
mediante estimulacién con varios factores como acido retinoico y PMA [Mehta, K. et
al., 1986]. El mecanismo molecular por el cual los monocitos sufren esta
diferenciacién morfolégica y funcional durante la inflamacién ain no ha sido
caracterizado por completo. Sin embargo, se ha propuesto que TG2 juega un papel
en dicho proceso. Esta idea se basa en observaciones in vitro de que la expresion de
TG2 y la actividad de entrecruzamiento son relativamente bajas en el estado de
monocitos, pero aumentan exponencialmente durante el proceso de diferenciacion
[Murtaugh, MP. et al. 1984].

La eliminacion de las células apoptdticas por los macréfagos, también
denominada eferocitosis, es crucial para la homeostasis de los tejidos y la resolucion
de la inflamacion, al prevenir la necrosis secundaria y la liberacion de mediadores
inflamatorios [Korns, D. et al., 2011]. La eferocitosis esta mediada por la formacion
de una copa fagocitica que interacciona con las células apoptoéticas y facilita su
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envoltura por parte de los macréfagos [Toth, B. et al., 2009]. Distintos estudios in
vitro han confirmado que TG2 desempeia un papel en la capacidad eferocitica de los
macrofagos, la cual generalmente esta ausente en monocitos indiferenciados con
baja expresion de TG2 [Leu, RW. et al., 1982; Abe, S. et al., 2000]. Ademas, Toth et
al. demostraron que los complejos de TG2 con las integrinas 3 en la superficie de
los macréfagos son necesarios para la formaciéon de los portales envolventes
durante el proceso de fagocitosis. Aunque la eferocitosis a través de la interaccion de
TG2 con las integrinas se ha establecido claramente, la naturaleza precisa de los
mecanismos involucrados sigue siendo un tema de investigacion. Se ha observado
que la eliminacién defectuosa de las células apoptéticas como resultado de la
ausencia de TG2 se asocia con inflamacién y enfermedades autoinmunes. De hecho,
ratones knock out para TGZ muestran signos de autoinmunidad debido a una
eferocitosis insuficiente con el aumento de la edad, lo que respalda nuevamente a
TG2 como mediador de la eferocitosis [Szondy, Z. et al., 2003].

Si bien se ha demostrado la participacion de TG2 en estos procesos llevados a
cabo por monocitos y macréfagos, ain no se comprenden completamente los
mecanismos que siguen. Por lo tanto, se necesita mas investigacion para determinar
las actividades cataliticas o no cataliticas involucradas, los sustratos objetivos en
monocitos y macrofagos, y las posibles contribuciones que podrian presentar las
distintas variantes de splicing de la TG2 a estos procesos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Se pretende caracterizar la expresiéon de la TG2 en células THP-1 en el proceso de
diferenciaciéon a macréfagos y bajo la influencia de diferentes estimulos de
polarizacién del perfil de macréfagos.

2.2 Objetivos especificos

1. Estudiar el perfil de expresion de los ARN mensajeros de las cinco variantes de
splicing de TG2 en el proceso de diferenciacién de las células premonociticas
THP-1 a macroéfagos.

2. Estudiar la expresion de los ARN mensajeros de las cinco variantes de splicing
de la TG2 en macroéfagos derivados de THP-1 en funcién del perfil de
polarizacién, estimuladas con citocinas proinflamatorias, anti-inflamatorias y
PAMPs.

3. Poner a punto la detecciéon por inmunoblot de las variantes de splicing de la
TG2.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Cultivo celular

Las células THP-1 fueron cultivadas de acuerdo a sus especificaciones
indicadas, utilizando medio RPMI 1640 (Capricorn) suplementado con suero bovino
fetal (SBF) (Capricorn) al 10%, 100 U/mL penicilina (Sigma) y 100 ug/mL
estreptomicina (Sigma), a 372C en una atmoésfera controlada con COz al 5%. El
control sobre el crecimiento de las células se realizé6 mediante recuento en ciAmara
de Neubauer. Las células se mantuvieron a una densidad minima de 0,2 x 10 cel/mL
y una maxima de 1,0 x 106 cel/mL.

3.2 Diferenciacion de THP-1 a macrofagos

Para inducir la diferenciacion a macroéfagos, las células THP-1 fueron tratadas
con forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) a una concentraciéon de 1 pg/mL por 72
horas. Para los ensayos de expresion proteica, fueron sembradas 1,5 x 10 células
por pozo en placas de 6 pozos, mientras que en los ensayos de expresion de ARNm
se sembraron 0,5 x 106 células por pocillo en placas de 24 pocillos. Se obtuvieron
muestras en distintas instancias de manera de realizar un seguimiento del proceso
de diferenciacién (Figura 6). Al dia en el cual se sembraron las células se le
denomin6 “Dia -3” (d-3). En ese dia se tomaron muestras de las células THP-1 en
suspension y se procedio6 a la obtencidn de los extractos celulares. Dichas muestran
representan entonces a las células en el estado monocitico, sin diferenciar a
macrofagos. Luego de 72 hs, en lo que se denominé “Dia 0” (d0), se les realizé un
cambio de medio a todos los pozos de manera de retirar el PMA, y se levantaron las
células correspondientes a ese dia. Dado que el proceso de diferenciaciéon a
macrofago involucra una adhesion de las células a la placa de cultivo, se utiliz6
tripsina para levantar las células en los ensayos de expresion proteica. Finalmente,
se dejaron reposar las células por 48 horas, donde se levantaron las células cada 24
horas, obteniendo asi, las muestras correspondientes al “Dia 1” (d1) y “Dia 2” (d2).
En los ensayos de diferenciaciéon para andlisis de ARNm, las células se levantaron
utilizando reactivo Trizol™ para proceder luego con la extraccion de ARN total de
las células. Las muestras correspondientes a los ensayos de expresidon proteica
fueron almacenadas a 4 9C, mientras que las muestras para los ensayos de expresion
de ARNm se almacenaron a -80 2C.
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Figura 6 - Protocolo de diferenciaciéon a macréfagos de las células THP-1.

3.3 Estudio de la respuesta de los macrofagos derivados de
THP-1 a estimulos inflamatorios

Los macrofagos derivados de THP-1 fueron incubados con medio fresco
suplementado con distintos mediadores inflamatorios. Se utilizé6 TNFa 10 ng/mL,
LPS 50 ng/mL, IFNy 20 ng/mL, y LPS junto con IFNy para estudiar el efecto en
conjunto de ambos estimulos. Luego de 24 horas se les realiz6 un cambio de medio a
todos los pozos para remover los estimulos inflamatorios y se dejaron reposar las
células por unas 24 horas adicionales (Figura 7). Finalmente, se levantaron las
células con tripsina para los ensayos de expresion proteica y con Trizol para los
ensayos de expresion de ARNm.

) PMA (72 hs) . Estimulos
—— I
-+
24 hs
TNFa Muestras
LPS
IFNy
LPS + IFNy

Figura 7 - Ensayo de diferenciacion de las células THP-1 y estimulacién de macréfagos con
mediadores inflamatorios.

3.4 Polarizacion de macroéfagos derivados de THP-1

Para la polarizacion de los macroéfagos derivados de THP-1 se sigui6 el
protocolo descripto por Stossi, F. et al (2012) (Figura 8). Las células THP-1 fueron
tratadas con PMA 100 ng/mL por 24 h. Luego, se realizaron cambios de medio de
cultivo cada 48 h durante 6 dias. Para llevar a cabo la polarizacion, los macrofagos
derivados de THP-1 fueron tratados con IFNy 20 ng/mL para el perfil M1, y con IL-4
30 ng/mL para el perfil M2, por 24 horas [Stossi, F. et al., 2012]. Las células fueron
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levantadas con Trizol y junto con los sobrenadantes de los cultivos, se almacenaron
a -80 2C hasta su analisis.

PMA (24 hs) Cambio de medio cada 48 hs. Estimulos
L Bl = ' .
D S

~ Laiind

IFNy (M1) Muestras
IL-4 (M2)

Figura 8 - Ensayo de polarizacién de los macréfagos derivados de THP-1 hacia los perfiles M1 y M2.

3.5 Analisis de la expresion de los ARNm de las variantes
de splicing de TG2.

Extraccion de ARN

Se procedio6 a realizar la purificacion del ARN total de las células tratadas
previamente con Trizol mediante tratamiento con cloroformo-isopropanol-etanol.
La concentracion y calidad del ARN extraido de las muestras fue analizada por
espectrometria mediante el uso del equipo Nanodrop 1000 Spectrophotometer
(Thermo Scientific) midiendo a una longitud de onda de 260 nm. Para analizar si el
ARN extraido se encontraba contaminado con proteinas, se calculé la relaciéon entre
la absorbancia a 260 y 280 nm, excluyendo aquellas muestras fuera del rango de
1,8-2. Las muestras de ARN fueron almacenadas a -80 2C hasta su uso.

Retrotranscripcion

Para eliminar contaminacién por ADN gen6mico, se incub6 1 pg de ARN con
la enzima DNAsa I (Thermo Fisher). por 30 minutos a 37 2C en termociclador
(LifeECO, Bioer Technology) y luego por 10 minutos a 65 2C para inactivar la DNAsa
[ en presencia de EDTA 2.5 mM.

La retrotranscripcion de las muestras se realiz6 incubando los ARN extraidos
con 10 pmol de oligonucledtidos al azar como cebadores (Macrogen), dNTPS 0,5 mM
(Thermo Fisher), ditiotreitol, DTT 0,5 mM (Invitrogen) y transcriptasa reversa M-
MLV 10 U (Invitrogen), en un volumen final de 20 pL. Se utilizaron las siguientes
condiciones de ciclado: 10 minutos a 25 2C, 50 minutos a 37 2C y 15 minutos a 70 ©C.
Finalmente, las muestras de ADNc fueron diluidas a la cuarta parte con agua libre de
nucleasas (Qiagen) y almacenadas a -20 2C.
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RT-gPCR

Se realizé PCR en tiempo real para cuantificar la expresion relativa de las
variantes de splicing de TG2 y de distintos marcadores de polarizacién de
macrofagos respecto a la peptidilprolil isomerasa A (PPIA), la cual fue utilizada
como gen normalizador o housekeeping. Para eso, se utilizé el kit QuantiTec SyBr
Green (Qiagen) y juegos de cebadores especificos. En todas las corridas se
incluyeron tres réplicas de cada muestra y un blanco (sin molde). El programa de
ciclado consistié en una desnaturalizacidn inicial (5 minutos a 95 2C), seguida de 40
ciclos (15 segundos a 95 2C y 60 segundos a 60 2C). Las cantidades relativas de los
ARNm en cada muestra se calcularon utilizando el método del 2-24Ct, donde ACt = Ct
muestra - Ct housekeeping [L1vack, KJ. et al., 2001].

Tabla 2 - Secuencias de los cebadores utilizados para la cuantificacién por RT-qPCR

Variante de TG2 Forward (5'-3’) Reverse (5'—3’)
TG2_v1 Fw GCCAGTGCCTGGTCACTAACCA Rv GGCCTTAGCCCTGCAAAGA
TG2_v2 Fw ACCGCTGAGGAGTACGTCTG Rv AATGCTCCAGGAACACAGGGCT
TG2_v3 Fw GGTGAGTGGCATGGTCAACT Rv AGGGCTCATGACCCACATC
TG2_v4a Fw CCTTACGGAGTCCAACCTCA Rv CTGGGATGTGGAGGTGCA
TG2_v4b Fw CCTTACGGAGTCCAACCTCA Rv CCTTACGGAGTCCAACCTCA
Marcador M1
MCP1 (CCL2) Fw GCTCAGCCAGATGCAATCAA Rv GCCTCTGCACTGAGATCTTCCT
iNOS Fw CAAGTACGGCCGCTTCGA Rv CACTCGTATTTGGGATGTTCCA
Marcador M2
Argl Fw GCTGCAGTGAATTGCACAGATAT Rv GCTGCAGTGAATTGCACAGATAT
ManR (MRC1) Fw GCCAGATACAAAAAGGACAAACA Rv TTGTAAATAACCCACCCATCTTCA

Gen normalizador

PPIA Fw AACCACCAGATCATTCCTT Rv GCGAGAGCACAAAGATTC
RPL13 Fw TATGAGTGAAAGGGAGCC Rv ATGACCAGGTGGAAAGTC

Eleccion del gen normalizador

Previamente a analizar la expresion de las variantes de splicing de la TG2, se
realizé una prueba utilizando dos genes normalizadores, la proteina PPIA y la
proteina ribosomal RPL13, para determinar cual era la mas adecuada dadas las
condiciones del experimento. Se observé que la proteina RPL13 mostraba una
mayor variacion en su expresion durante el proceso de diferenciacién a macréfagos
de las células THP-1, mientras que la expresion de la proteina PPIA se mantenia
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relativamente constante durante el mismo. Por lo tanto, se decidié proceder con los
analisis de la expresion utilizando esta tltima proteina como gen normalizador.

3.6 Produccion de citocinas por macrofagos derivados de
THP-1 estimulados con mediadores inflamatorios

Se analizé la produccion de distintos mediadores solubles mediante ELISA de
captura, en los sobrenadantes de cultivo de los macréfagos derivados de THP-1
luego del tratamiento con los estimulos inflamatorios.

Para la cuantificacion de las citocinas (IL-1(, IL-6 y TNFa) se utilizaron los kits
comerciales R&D y se sigui6 el protocolo recomendado por el fabricante. Para ello se
utilizaron placas de 96 pocillos (Nunc), las cuales fueron sensibilizadas con 100 pL
del anticuerpo de captura por 16 horas a temperatura ambiente. Luego de realizar
tres lavados con PBS-Tween 0,05%, se procedié con el bloqueo de las placas con 300
uL de PBS-BSA 1%, durante 1 hora a temperatura ambiente en camara humeda. Se
repitieron los lavados y se agregaron 100 pL de las muestras o las soluciones
estandar de BSA diluidas en PBS-BSA 1%, durante 2 horas a temperatura ambiente.
Luego de realizar los lavados, se incubaron las placas con 100 pL del anticuerpo de
deteccion diluido en PBS-BSA 1% durante 2 horas a temperatura ambiente. Se
repitieron los lavados y se agregaron 100 pL de una dilucién en PBS-BSA% de
estreptomicina conjugada a peroxidasa y se incubaron las placas 20 minutos en
oscuridad a temperatura ambiente. Luego, se realizaron los lavados con PBS-Tween
0,05% y se incubaron las placas con 100 pL de la soluciéon de revelado (buffer
acetato de sodio 0,1 M pH 5,5; TMB 6 mg/mL en DMSO; H;02) durante 20 minutos
en oscuridad a temperatura ambiente. Por ultimo, la reaccion se detuvo agregando
50 pL de H2S04 (2N) y se midi6 la absorbancia a 450 nm en un lector de placas.

3.7 Analisis de la expresion de las variantes de splicing de
TG2 a nivel proteico

Preparacion de extractos proteicos

Las células en suspension fueron centrifugadas a 1200 rpm durante 5
minutos a 4 2C. Luego se descart6 el sobrenadante, se resuspendié el pellet en 300
uL. de PBS y se centrifug6 por 5 minutos en las mismas condiciones. El pellet
obtenido se resuspendi6 en 100 pL de buffer de lisis (Tris 5 mM, pH 6.8, EDTA 20
mM, SDS 0.1%, NP40 1%) y 14 uL de inhibidor de proteasas 7X (Roche). Las
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muestras fueron incubadas en hielo por 15 minutos. Luego, se centrifugaron las
muestras a 10.000 rpm durante 10 minutos a 4 2C. Se recuper?6 el sobrenadante y
finalmente, se le agregaron 20 pL de buffer de corrida 6X a todas las muestras y se
almacenaron a -20 2C hasta su uso.

SDS-PAGE

Para realizar la electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes con dodecilsulfato sédico (SDS), se prepararon geles al 8% de
acrilamida. Previo a la corrida electroforética, se hirvieron las muestras por 5
minutos. Luego fueron cargadas en el gel (30 pL), junto con 5 pL del marcador de
peso molecular (LMW, Sigma) y 5 pL de una dilucién 1/10 de la TG2 de cobayo
(Sigma-Aldrich). La electroforesis se realizé a 90V hasta superar el gel concentrador
y luego a 120V hasta finalizar la corrida.

Western blot

Una vez finalizada la electroforesis, las proteinas fueron transferidas a una
membrana de PVDF (fluoruro de polivinilideno). Previo a la transferencia, se hidratd
la membrana en metanol y luego se equilibraron la membrana y el gel en buffer de
transferencia (25mM Tris, 192mM glicina, 15% metanol). La transferencia se realizo
overnight a un voltaje constante de 56V a 42C. Para comprobar la eficiencia de la
transferencia, se realiz6 una tincién de la membrana con Rojo de Ponceau y se
cortaron las membranas de manera de poder detectar distintas proteinas mediante
el uso de anticuerpos especificos en una corrida.

Se realizd el bloqueo de las membranas con PBS-BSA 1% durante 1 hora a
temperatura ambiente con agitacion suave. Luego, se incubaron las membranas con
una dilucion en PBS-BSA 1%-Tween 0,05% del anticuerpo primario
correspondiente, overnight a 4 9C. Se realizaron varios lavados de las membranas
con PBS-Tween 0,05% y luego se incubaron las membranas con el anticuerpo
secundario correspondiente conjugado a peroxidasa (PO) durante una hora en
agitacion suave.

Tabla 3 - Anticuerpos utilizados para la detecciéon de TGZ2 mediante western blot.

Anticuerpo primario (aTG) Anticuerpo conjugado a PO

T100, IgG (Invitrogen) algG de raton (Santa Cruz)
2G3, IgG (gentilmente cedido algG de raton (Thermo Scientific)
por F. Chirdo [Di Niro, R. et al,,
2005]
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Luego se repitieron los lavados y finalmente se procedi6 con el revelado de las
membranas con el sustrato quimioluminiscente (SuperSignal West Pico PLUS
Chemiluminescent Substrate, Thermo Scientific) y la sefal fue detectada utilizando
un equipo GBOX Chemi System (SYNGENE).
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4 RESULTADOS

4.1 Diferenciacion a macrofagos de células THP-1

Las células THP-1 en suspensién crecen presentando formas redondeadas u
ovoides. El tratamiento con PMA, un agente capaz de inducir la diferenciacién
celular provocé cambios importantes en la morfologia de las células THP-1 hacia un
fenotipo que se asemeja al de los macrofagos (Figura 9). Se observo que las células
THP-1 dejaron de proliferar luego de 24 horas en presencia de PMA, y adquirieron
una forma plana y ameboide, caracteristica de los macréfagos, ademas de un
incremento en la adherencia de las células a las placas de cultivo.

Figura 9 - Morfologia de las células THP-1. (A) Células THP-1 en estado normal. (B) Células THP-1
luego de 72 horas de incubacion con PMA 1 pg/mL.

4.2 Expresion de los ARNm de las variantes de splicing de
TG2 en la diferenciacion a macroéfagos de células THP-1

Se analiz6 la expresion de las variantes de splicing de la TG2 durante el
proceso de diferenciaciéon a macréfagos de las células THP-1 (Ver Figura 6,
Materiales y métodos). Se compard la expresion de las muestras de d0, d1 y d2 con
respecto a las muestras correspondientes a las células THP-1 en su estado
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monocitico sin tratar con PMA (d-3), utilizando al PPIA como gen normalizador
(Figura 10).
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Figura 10 - Expresion de las variantes de splicing de TG2 en células THP-1 durante el proceso de
diferenciacién a macréfagos, incubaciéon con PMA 1 pg/mlL, 72 hs. Datos de cuatro experimentos
independientes. Los datos se analizaron con Two-way ANOVA Test. * p < 0.05, ** p< 0.01, *** p<0.001,
R p < 0.0001.

Como se muestra en la Figura 10 se observé que, durante la diferenciacion a
macrofagos, hubo un aumento significativo y progresivo de todas las variantes de
TG2 hacia el dia 2 (d2), aunque en diferente magnitud. Para las variantes TG2_v1, v3
y v4b, solo fueron necesarias 24 horas de tratamiento con PMA para obtener un
aumento significativo en la expresion de la proteina respecto a las muestras control
(THP-1 sin tratar con PMA). Por otro lado, para la variante TG2_v2, que tuvo los
aumentos mas discretos, fueron necesarias 48h (d1) para observar un aumento
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significativo en la expresion. Los mayores incrementos relativos respecto al control
del dia -3 se observaron en las variantes TG2_v3. En el caso de la variante TG2_v4a,
no hubo un aumento significativo de la expresion en ninguna de las instancias
durante el proceso de diferenciacidn, si bien se observa una tendencia al aumento.
Las variantes TG2_v3, v4a y v4b presentan niveles absolutos bajos de expresion
(presentan Ct mas altos) por lo que pueden ser mas dificiles de cuantificar
aumentando la variabilidad de los ensayos.

4.3 Expresion de los ARNm de las variantes de splicing de
TG2 en macrofagos derivados de células THP-1
polarizados

Se incubaron las células diferenciadas a macréfagos con citocinas
inflamatorias: TNFa e IFNy, y con LPS por 24 horas. Para evaluar la polarizacion de
los macroéfagos derivados de THP-1 se analizé la expresion de MCP-1 (CCL2,
molécula utilizada generalmente como marcador del perfil M1 de macréfagos) por
RT-qPCR y se cuantificd la produccion de mediadores solubles (IL-1f3, [L-6 y TNFa)
en los sobrenadantes de los macréfagos mediante ELISA de captura.

En todas las condiciones analizadas se obtuvo cierto grado de polarizacion
hacia un perfil M1 (Figura 11). En el caso del estimulo combinado de IFNy y LPS
todos los pardmetros analizados, expresion de MCP-1, IL-13, TNFa e IL-6
aumentaron significativamente. Cuando estos estimulos son proporcionados en
forma individual, se observa un aumento de MCP-1, aunque no significativo, con
aumento de las citocinas proinflamatorias producidas por los macrofagos. El
tratamiento con TNFa solo produjo aumento de la secrecion IL-18 y TNFa por parte
de los macréfagos, pero no del marcador MCP-1. Por lo tanto, en este modelo y con
las concentraciones utilizadas, la estimulacién con LPS e IFNy combinados parece
ser la condicion mas adecuada para lograr la polarizacion de los macro6fagos
derivados de THP-1 hacia un perfil “M1-like”.
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Figura 11 - Polarizacion hacia perfil “M1-like” de macréfagos derivados de THP-1 (PMA 1 ug/mL,
72h) bajo la influencia de estimulos inflamatorios: TNFa 10 ng/mL, IFNy 20 ng/mL, LPS 50 ng/mL.
(A) Expresion de MCP-1 (CCL2) (B) Produccion de citocinas inflamatorias IL-1f3, IL-6 y TNFa. Los
datos son representativos de dos experimentos independientes, se analizaron con One-way ANOVA
Test. * p < 0.05, ** p< 0.01, *** p<0.001, **** p < 0.0001.

Posteriormente se analizd la expresion de las distintas variantes de splicing
de la TGZ mediante RT-qPCR en los macrofagos derivados de THP1, bajo la
influencia de los estimulos proinflamatorios previamente ensayados (Figura 12). Se
observo que los mayores aumentos en la expresion de las variantes de splicing de la
TG2 se dieron luego de estimular a los macroéfagos derivados de THP-1 con IFN-y y
con el tratamiento en conjunto con IFN-y y LPS. La estimulacién de los macroéfagos
con IFNy o en conjunto con LPS provocé efectos similares en la expresion de TG2
canonica y las variantes de splicing, observandose aumentos de entre 2 y 4 veces de
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sus mensajeros. TNFa y LPS no tuvieron un efecto significativo en la expresion de
ninguna de las variantes de TG2.
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Figura 12 - Expresion de las variantes de splicing de TG2 en macréfagos derivados de THP-1
(PMA 1 pg/mL, 72h) bajo la influencia de estimulos inflamatorios TNFa 10 ng/mL; IFNy 20 ng/mL;
LPS 50 ng/mL. Los datos son representativos de dos experimentos independientes, se analizaron con
One-way ANOVA Test. * p <0.05, ** p< 0.01, *** p<0.001, **** p < 0.0001.

4.4 Comparacion de la expresion de las variantes de
splicing de TG2 en diferentes perfiles de polarizacion
de macrofagos

La polarizaciéon de macroéfagos derivados de THP-1 hacia un perfil M2 (“M2-
like”), requiere el uso de concentraciones menores de PMA para la diferenciacion
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inicial a macrofagos a las empleadas en los experimentos anteriormente planteados,
ademas de la necesidad de que las células pasen por un estado de reposo (“resting
state”, MO0), mas prolongado, antes de ser incubadas con los estimulos de
polarizacién. Con estas nuevas condiciones de diferenciacion a macroéfagos
realizamos experimentos de polarizacion empleando IFNy e IL-4 como estimulos.
Para evaluar el efecto de estas en el estado de polarizacion se evalu6 la expresion de
la enzima sintasa de 6xido nitrico, iNOS y MCP-1 para el perfil M1 y la enzima
arginasa, Arg y el receptor de manosa C de tipo 1, MRC-1 (Figura 13).

Tal como habiamos visto previamente el tratamiento con IFNy lleva a un
aumento del mensajero de MCP-1, aunque la misma también aumenté en el
tratamiento con IL-4 respecto a los macréfagos en reposo. Sin embargo, el marcador
MRC-1 solo aumenta en los macroéfagos “M2-like”. Las enzimas iNOS y Arg no alteran
su expresion con los tratamientos realizados.
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Figura 13 - Expresion de marcadores de polarizacion de macréfagos. M1 (IFNy 20 ng/mL) y M2 (IL-4
30 ng/mL). Los resultados son representativos de dos experimentos independientes, se analizaron
con One-way ANOVA Test * p < 0.05, ** p< 0.01, *** p<0.001, **** p < 0.0001.

En estas condiciones de ensayo se analizé la expresién de las cinco variantes
de splicing de la TG2 (Figura 14). Se observé un aumento significativo de la
expresion de todas las variantes con respecto al estado MO para el perfil “M2-like”.
A diferencia del protocolo de polarizacién a M1 previamente ensayado (donde el
reposo previo al estimulo era mas corto y la concentracion y tiempo de incubacion
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con PMA mayor), solo la forma candnica de la TG2, y las variantes TG2_v2 y TG2_v4a
mostraron un aumento significativo con respecto al estado MO. Interesantemente,
incluso las variantes TG2_v1 y TG2_v2 que aumentan en el estado “M1-like”, 1o hacen
en menor medida que en el “M2-like”.
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Figura 14 - Expresion de las variantes de splicing de 1a TG2 en macréfagos polarizados hacia perfiles
“M1-like” (IFNy 20 ng/mL) y “M2-like” (IL-4 30 ng/mL). Los resultados son representativos de dos
experimentos independientes, se analizaron con One-way ANOVA Test * p < 0.05, ** p< 0.01, ***
p<0.001, ****p < 0.0001.

4.5 Expresion de las variantes de splicing de TG2 a nivel
proteico

En primer lugar, se realizd6 una puesta a punto de la deteccion mediante
western blot de las variantes de splicing de la TG2, utilizando extractos proteicos
provenientes de células derivadas de trofoblasto Swan-71, dado que la placenta es
uno de los tejidos que presenta mayor expresion de todas las variantes [Phatak,
VM. et al., 2013].

En nuestro laboratorio contdbamos con dos anticuerpos especificos para la
TG2, los cuales son capaces de reconocer a la proteina en distintos epitopes y, por lo
tanto, permitir la deteccion de distintas variantes de splicing de la enzima (Figura
15). El anticuerpo monoclonal anti-TG2 T100 (Invitrogen) se une a la proteina en la
region entre el centro catalitico y el primer barril-f N-terminal. Por lo tanto, dicho
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anticuerpo podria utilizarse para la deteccion de las variantes TG2_v2, v4a y v4b,
ademas de la forma candnica de la enzima. También se utilizd6 un anticuerpo
monoclonal anti-TG2 2G3 (gentilmente cedido por F. Chirdo, [Di Niro, R. et al.,,
2005]), el cual es capaz de unirse a la TG2 en la region del centro catalitico. Debido a
la ubicacién del epitope de dicho anticuerpo, se espera que el mismo sea capaz de
reconocer a las cuatro variantes de splicing, ademas de la forma canénica de la TG2.

Barril-p 1 Barril-B 2 80 kDa

Triada catalitica

Tc2via [N _]m 75 kDa
162vab [N I 7okpa
162v2 [N \ 62 kDa
1623 [ / 38 kDa

M I 1
Sandwich-B | Barril- Bl Barril-p2
(314-329) (447-538)
2G3 TG100

Figura 15 - Variantes de splicing de la TG2. Se muestran los epitopes que son reconocidos por los
anticuerpos TG100 y 2G3 en las distintas variantes de la enzima.

En primer lugar, se ensayaron diferentes concentraciones de ambos
monoclonales y se probaron diferentes conjugados disponibles en nuestro
laboratorio para encontrar la condiciéon que nos brindara la mejor sefial en los pesos
esperados con menor cantidad de bandas inespecificas (Figura 16).

En la Figura 164, se muestra el western blot obtenido utilizando el anticuerpo
T100 a distintas concentraciones. En todas las concentraciones de anticuerpo
primario ensayadas, se observan cuatro bandas definidas; una de mayor intensidad
por debajo de los 97 kDa, dos en el entorno de 66 kDa y una de 45 kDa segtin el peso
molecular empleado. No se observo mayores diferencias en la intensidad de las
bandas ni en la aparicién de bandas secundarias con las diferentes concentraciones
de monoclonal empleadas. Este patron se repite cuando ensayamos diferentes
concentraciones de conjugado a peroxidasa (PO) (Figura 16C). En paralelo se corrié
una muestra de TG2 de cobayo reconstituida (TGp), la cual da una banda principal
de 76.4 kDa. Tomando en consideracion esto, podemos decir que la banda mas alta
observada en el extracto corresponde a la TG2 canonica (80 kDa). Las otras bandas
observadas en el extracto podrian corresponder a las variantes TG2_4a, 4b, que no
se resolverian en estas condiciones (75 y 70 kDa respectivamente) y v2 (62 kDa). La
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cuarta banda observada a 45 kDa no corresponderia a ninguna de las variantes
descriptas. Si bien no descartamos la posibilidad de una degradacién de las
proteinas en el extracto no consideramos que la misma pueda ser importante dado
que se trabajo con extractos frescos y en presencia de inhibidores de proteasas. En
forma analoga se ensay0 el western blot con el monoclonal 2G3 (Figura 16B). Al
igual que con T100, se observ6 la banda a los 80 kDa aproximadamente que
corresponderia a la TG2 candnica, pero acompafada de mas bandas que con el
monoclonal comercial, algunas de las cuales coinciden con las identificadas
previamente. Lo interesante del monoclonal 2G3 es que permitiria la deteccién de la
variante mas pequefia TGZ2_v3, con un tamafio esperado de 35 kDa, sin embargo, no
se observaron bandas a esa altura. La sefal obtenida con este anticuerpo no pudo
ser mejorada al ensayar otros anticuerpos conjugados a PO (Figura 16C).
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Figura 16 - Deteccidn de variantes de splicing de TG2. Extractos celulares de células trofoblasticas
Swan-71 fueron analizados por western blot empleando diferentes concentraciones de los
anticuerpos monoclonales T100 y 2G3. También se ensayaron diferentes anticuerpos conjugados a
peroxidasa (PO). TGp: TG2 purificada de guinea pig (0.1 mg/mL). LMW: Low Molecular Weight
(Marcador de peso molecular), se indican las bandas en kDa.

Posteriormente trabajamos en la deteccién de la TG2 y sus variantes en
extractos proteicos de macréfagos derivados de THP-1, generados por estimulacion
con PMA 1 ug/mL por 72 horas y con 24 horas de reposo posteriores. Dichas células
representan el “d1” en el modelo experimental de diferenciacion utilizado en este
trabajo (Ver Materiales y Métodos). Para despegar las células de la placa de cultivo se
emplearon tres métodos: tripsina, scraper o rastrillo, y EDTA (Figura 17). En todos
los carriles se observé la banda de 80 kDa correspondiente a la TG2 en su forma

37



Transglutaminasa tisular en macréfagos: expresion de las variantes de splicing
durante el proceso de diferenciacién y activacion celular

canonica. Sin embargo, s6lo se observaron bandas adicionales en el extracto de
células THP que fueron cosechadas con tripsina.

THP THP THP

Scraper Trip. EDTA 0P

_97

_66

Figura 17 - Deteccién de TG2 en extractos proteicos de células THP-1. Los extractos proteicos se
obtuvieron de células diferenciadas con PMA 1 pg/mL por 72 horas y luego de 24 horas de reposo. Se
indica el método utilizado para despegar las células en cada caso (scraper o rastrillo, tripsina y
EDTA). Se emple6 como anticuerpo primario anti-TG T100, 1/1000 y anti-IgG conjugado a PO (Santa
Cruz), 1/4000 para la deteccién del mismo. TGp: TG2 reconstituida de guinea pig (0.1 mg/mL). Se
indican las bandas del marcador de peso molecular en kDa.
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5 DISCUSION

Los monocitos y los macréfagos son células clave en los procesos
inflamatorios que le siguen a una infecciéon o dafio en el tejido, asi como en el
mantenimiento de la homeostasis tisular. La enzima TG2, con sus diversas funciones
y localizaciones contribuye a wuna variedad de procesos como la
adhesion/extravasacion, diferenciacion y eferocitosis de monocitos y macréfagos
[Chrobok, NL. et al., 2017]. El rol de las variantes de splicing en procesos biologicos
y condiciones patolégicas ha sido propuesto por varios autores, pero su rol in vivo
aun es desconocido [Lai, TS. et al., 2013]. Algunos trabajos previos comenzaron a
explorar la expresion de las variantes de splicing en tejidos sanos y situaciones
patolégicas [Citron, BA. et al., 2002; Phatak, VM. et al., 2013; Arbildi, P. et al.,,
2018; Sestito, C. et al., 2018]. En este sentido previamente, nuestro grupo estudio
la expresion de las variantes de splicing en las distintas poblaciones de leucocitos
aislados de muestras de sangre de donantes sanos y pacientes celiacos, encontrando
diferencias en los patrones de expresion de las variantes entre poblaciones y en
contexto de la inflamacién [Arbildi, P. et al., 2018]. En este trabajo, con el objetivo
de profundizar en el entendimiento de la expresion de las variantes de splicing de la
TG2 en monocitos/macro6fagos, se caracterizoé el perfil de expresion de las variantes
de splicing de la TG2Z en células THP-1 durante el proceso de diferenciacion a
macro6fagos y en la polarizacion de los mismos.

Varios trabajos sugieren que el PMA es el agente de diferenciacion mas
efectivo para obtener macr6fagos maduros derivados de monocitos [Bastiaan-Net,
S. et al., 2013; Chanput, W. et al., 2012; Chanput, W. et al., 2013]. En los dias
posteriores a que el mismo es retirado se suele observar un aumento de marcadores
de superficie de macréfagos asociados a la adhesion, fagocitosis y capacidad de
activacion [Chanput, W. et al., 2014]. Estudios previos mostraron que la TG2,
particularmente la expuesta en la superficie celular aumenta su expresion durante la
diferenciacion a macroéfagos y células dendriticas de monocitos derivados de PBMC
empleando PMA como agente de diferenciacion [Hodrea, J. et al., 2010]. Sin
embargo, no se encuentran estudios que analicen los patrones de expresién de las
variantes de splicing de la enzima durante dicho proceso. Nosotros encontramos un
aumento importante y progresivo en el tiempo de la expresiéon de los mensajeros de
todas las variantes de splicing de la TG2 durante la diferenciaciéon a macréfagos en
las células THP-1. Particularmente las variantes v3 y v4a presentaron aumentos
relativos de un orden de magnitud respecto a los de las otras variantes de splicing.
Los mecanismos moleculares que provocan este aumento en la expresion de la TG2
no estan claros, aunque podrian estar relacionados a la activacién del factor de
transcripcion NFkB a consecuencia de la incubaciéon con PMA [Chanput, W. et al.,
2015; Chrobok, NL. et al., 2017]. Mas atun desconocidos son los mecanismos que
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regulan los procesos de splicing alternativo de la TG2, hasta ahora solo descripto en
células humanas [Bianchi, N. et al., 2018]. Todas estas incognitas ameritan futuros
estudios para lograr identificar los mecanismos de regulacion, las actividades
enzimaticas y no enzimaticas asociadas a la TG2 intracelular, asi como las posibles
contribuciones de las distintas variantes de splicing de la enzima a la fisiologia de los
macrofagos. Dada la dificultad del acceso a monocitos humanos, por la naturaleza de
la muestra, su poca representatividad en sangre (2-8% de total de leucocitos), el
abordar estas preguntas en modelos en lineas celulares humanas pueden facilitar la
sistematizacion de estos estudios.

Son varios los estudios que describen la relacién de la expresién y actividad
de la TG2 candnica en el contexto de ambientes inflamatorios, proceso en el cual la
interrelacién con la via NFkB parece ser central [Bianchi, N. et al., 2018]. La
regulacion de la expresion de la TG2 candnica y estimulos inflamatorios bajo el
control de la via de NFkB también ha sido descripta en macréfagos de diversos
origenes [Chrobok, NL. et al., 2017]. En este trabajo nosotros exploramos los
patrones de expresion de las variantes de splicing de la TG2 en macré6fagos
derivados de THP-1 en un contexto proinflamatorio. El tratamiento con IFNy fue
efectivo en polarizar las células a un estado “M1-like”, observandose un aumento del
marcador de activacién clasica MCP-1 y de la produccion de citocinas
proinflamatorias IL-1f3, IL-6 y TNFa. En estas condiciones la expresion de TG2
canonica, asi como de sus variantes de splicing se vio aumentada. En linea con estos
resultados, nuestro grupo reporté un aumento de las variantes v1 y v3 en leucocitos
de pacientes celiacas [Arbildi, P. et al., 2018] y de la variante 3 en macro6fagos
derivados de THP-1 en presencia de anticuerpos anti 32 en paralelo con un
incremento en la produccién de IL-1f3 e IL-6 [Arbildi, P. et al., 2017]. A su vez en
PBMC de pacientes con esclerosis multiple, se reporté un aumento de la expresion
de las variantes de splicing, particularmente v4a y v4b en relacion a las células de
individuos sanos [Sestito, C. et al., 2018]. En nuestro modelo de estudio, a
diferencia de lo reportado en macroéfagos de cavidad peritoneal de rata [Hayakawa,
K. et al., 2016] no observamos regulacion de la expresion de TG2 por LPS, aunque
se vio aumento de citocinas proinflamatorias. En linea con lo observado por Sestito,
C. et al, 2017; el TNFa no indujo la expresion de la TG2 ni de sus variantes en
macrofagos derivados de THP1, a diferencia de lo observado en otros tipos
celulares, como hepatocitos, condrocitos y astrocitos [Metha et al., 1985, 1987].

Una vez avanzado el proceso inflamatorio, la resolucion de la inflamacién es
mediada por la secrecién de citocinas antiinflamatorias como IL-4 y TGF-f3, las
cuales son capaces de inducir la reparacién de los tejidos. En este contexto los
macrofagos juegan un rol importante ya sea a través de remocion de cuerpos
apoptoticos (eferocitosis) o la secrecion de citocinas que asisten en los procesos de
reparacion del tejido [Watanabe, S. et al., 2019]. Por lo que nos propusimos
analizar la expresién de TG2 en macréfagos derivados de THP-1 siguiendo un
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protocolo de polarizacidn. Los modelos de polarizacion de macroéfagos in vitro y los
marcadores para los perfiles M1 y M2 utilizados para validarlos suelen variar entre
distintos trabajos experimentales encontrados en la bibliografia. En particular,
nosotros seguimos el protocolo planteado por Stossi et al,, 2012, y los marcadores
de polarizacion disponibles en nuestro laboratorio. Encontramos que
contrariamente a lo que esperabamos no todos los marcadores funcionaron en este
modelo, aunque se pudo observar una mayor expresion de MCP-1 cuando los
macrofagos derivados de THP-1 son tratados con IFNy y una expresién aumentada
de MRC-1 relacionada al tratamiento con IL-4. A futuro, seria importante lograr
validar el protocolo de polarizacién analizando la expresion de una mayor cantidad
de marcadores como CXCL11, INDO y las citocinas IL-1f3 e IL-6 para el perfil M1, y
moléculas como DECTIN-1 y DC-SIGN para el perfil M2 [Chanput, W. et al., 2013].
La regulacién de la expresion TGZ en monocitos y macréfagos por parte de
mediadores antiinflamatorios ha sido estudiada demostrandose que macroéfagos
tratados con IL-4 regulan positivamente la expresion de la TG2 in vitro, e incluso que
alcanza niveles de expresidn superiores a los encontrados en macréfagos tratados
con mediadores proinflamatorios [Gratchev, A. et al. 2005; Martinez, FO. et al.
2013; Sestito, C. et al., 2017]. Sin embargo, los trabajos mencionados sé6lo analizan
lo que sucede con la expresion de la TG2 en su forma candnica, sin tener en cuenta a
las variantes de splicing de la enzima. Nosotros observamos que macréfagos
tratados con IL-4 (polarizados a un perfil “M2-like”) regulan positivamente la
expresion de todas las variantes de splicing de la TG2 y en mayor medida que los
tratados con IFNy. Nuestras observaciones estan de acuerdo con los reportes que
sugieren a TG2 como un marcador del perfil M2 en macréfagos de ratén y humanos
[Martinez, FO. et al. 2013]. Mas aun, en ensayos de interferencia con la expresion
de TG2 en células THP-1, resultaron en un perfil proinflamatorio cuando estas son
tratadas con IL-4, lo que sugiere que la presencia de TG2 dirige el perfil
antiinflamatorio en monocitos [Sestito, C. et al., 2017].

Al comparar los valores de fold increase para la expresion de la TG2 en el
proceso de diferenciacion y activacion de los macrofagos, se observo que la
induccidn era significativamente mayor durante la diferenciacion de las células THP-
1 a macrofagos. Por lo tanto, el proceso de diferenciacion de las células parece ser
un evento mas importante para la inducciéon de la expresion de TGZ2 que los
estimulos inflamatorios relacionados a un perfil inflamatorio

Finalmente, nos propusimos poner a punto la deteccion de las variantes de
splicing de la TG2 a nivel proteico por western blot. Esta metodologia fue utilizada en
los trabajos iniciales que describieron la presencia de algunas de las variantes en
células humanas [Fraij, BM. et al., 1992, 1996; Lai, TS. et al., 2007]. Sin embargo,
no se ha reportado aun la expresién concomitante de todas las variantes en
leucocitos ni en macréfagos. Por este motivo, nos parece relevante analizar la
expresion proteica de las variantes en monocitos/macréfagos. En base a la baja
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expresion de la TG2 reportada en monocitos [Currd, M. et al., 2014; Hodrea, J. et
al., 2010] sumado a que la forma canénica suele representar un 80% de la TG2 total
en las células [Phatak, VM. et al., 2013], comenzamos por estandarizar la técnica
de inmunoblot para analizar la expresién de las variantes en un tipo celular con una
mayor expresion de TGZ2. En base a que la placenta expresa altos niveles de todas las
variantes de splicing de la TG2 en comparacién a otros tejidos [Phatak, VM. et al.,
2013], y a la experiencia de nuestro grupo con las células trofoblasticas de primer
trimestre Swan-71 [Arbildi, P. et al., 2019], en este trabajo utilizamos este tipo
celular para la deteccion de la TG2Z y evaluar la utilidad de los anticuerpos
monoclonales disponibles para la deteccion.

En todos los extractos analizados se pudo identificar una banda de
aproximadamente 80 kDa correspondiente a la TG2 candnica. Si bien se observaron
otras bandas cuyos tamafios podrian aproximarse a las variantes de splicing v2, v4a
y v4b, no podemos descartar que correspondan a fragmentos de la TG2 canénica
generados durante el tratamiento de las células con tripsina, y que también pueden
ser reconocidos por los anticuerpos especificos para la enzima si retienen el epitope
correspondiente. Este fendmeno queda en evidencia al comparar extractos de THP-1
obtenidos a partir de células despegadas de la placa de cultivo por diferentes
metodologias. Por lo tanto, consideramos que se debe profundizar en esta etapa de
la metodologia y recurrir a métodos alternativos para la cosecha de las células, que
ayuden a preservar su integridad. Por otro lado, seria de utilidad aplicar
herramientas analiticas como la espectroscopia de masas para la identificacién de
los spots obtenidos en geles de poliacrilamida - SDS bidimensionales, utilizando los
anticuerpos monoclonales especificos.

En suma, se observé que tanto los mediadores proinflamatorios como los
anti-inflamatorios que caracterizan a los perfiles M1 y M2, respectivamente, son
capaces de regular la expresion de TG2 en macrofagos derivados de THP-1. Es
probable que la regulaciéon de la TG2 coincida con los procesos ordenados en el
tiempo que se dan durante un proceso inflamatorio; es decir, la presencia de
mediadores proinflamatorios mayormente en las etapas tempranas de la
inflamacion, y mediadores antiinflamatorios presentes en las etapas mas tardias y
de resolucidn de la inflamacién.
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6 CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En este trabajo se pudo determinar que tanto los mediadores
proinflamatorios que caracterizan a las etapas tempranas de un proceso
inflamatorio, como los antiinflamatorios, los cuales se encuentran presentes
mayormente durante las etapas de resolucion de la inflamaciéon, son capaces de
regular la expresion de todas las variantes de splicing de la TG2 en macréfagos
derivados de THP-1. Amerita en un futuro profundizar en los mecanismos que
subyacen a esta regulacion y la asociacion de la misma con los diferentes procesos
en los cuales puedan estar implicados. Al momento es poco o nulo lo que se sabe de
las funciones de las variantes de splicing truncas y principalmente se han
relacionado los aumentos de su expresién a situaciones patolégicas, por lo que seria
interesante en un futuro plantear estudios que nos permitan determinar qué
funciones podrian estar cumpliendo estas en la fisiologia de los macréfagos.
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