Inflamacio 1 macrofags
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Resum

Els macrofags tenen un paper clau en la inflamacié. Durant I'inici del pro-
cés inflamatori aquestes cel-lules s'activen i mostren una potent funcio fa-
gocitica i microbicida que pot tenir efectes destructius en els teixits on ac-
tua. Lactivacio dels macrofags implica la induccié de més de quatre-cents
gens, i ddna com a resultat més capacitat per eliminar els bacteris i per
regular moltes altres cél-lules a través de l'alliberament de citocines i qui-
miocines. L'activaci6 excessiva d'aquestes cél-lules té efectes perjudicials,
com ara el xoc séptic, que pot conduir a la sindrome de disfuncié organica
multiple i a la mort. En altres situacions la persisténcia dels resultats de
I'activitat proinflamatoria pot contribuir al desenvolupament de processos
d’inflamacio cronica, com l'artritis reumatoide, la psoriasi i la malaltia infla-
matoria de l'intesti. Per evitar aquests efectes indesitjables els macrofags
han desenvolupat diversos mecanismes per regular I'excés d'activacio, de
manera que es condueix a la desactivacié dels macrofags i a la resolucié
de la inflamacié.

Paraules clau: macrofag, interferé g, inflamacio, activacié dels macro-
fags, desactivacio dels macrofags.

Introduccio

Els monocits/macrofags tenen funcions essencials en ’homeostasi, la in-
feccio, la reparacio de teixits i la resoluci¢ de la inflamaci6 (Celada i Nat-
han, 1994). Els macrofags participen en la resposta immunitaria innata
i adquirida. Aquestes céllules tenen funcions pleiotropiques al cos i no
només tenen un paper clau en el sistema immunitari, sind que també sén
critiques per a ’homeostasi de nombrosos sistemes metabolics. Per exem-
ple, els eritrocits vells presenten alteracions en la seva membrana que sén
reconegudes pels macrofags i les utilitzen per fagocitar i eliminar aquestes
cellules velles. En fer aixo, els macrofags obtenen ferro de I’hemoglobina
i son capagos d’alliberar-lo en un lloc i moment posterior en funcio6 de les
necessitats del cos. Per tant, el metabolisme del ferro és principalment con-
trolat pels macrofags. El macrofags intervenen en moltes altres funcions
que es resumeixen en la figura 1.

Proliferacio

Els monocits soriginen a partir de les céllules mare hematopoetiques del
moll d’os en resposta a factors de creixement especifics com ara el factor
estimulant de colonies de macrofags (M-CSF), la interleucina-3 (IL-3) i del
factor estimulant de colonies de granulocits i macrofags (GM-CSF). Aquests
factors regulen 'expressié d’una série de factors de transcripcié que indu-
eixen o reprimeixen una série de gens que a la vegada promouen la diferen-
ciacio dels macrofags (Valledor et al., 1998) en una serie d’etapes ben defi-
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Inflammation and macrophages

Summary

Macrophages play key roles in inflammation. During the onset of the in-
flammatory process, these phagocytic cells become activated and have
destructive effects. Macrophage activation, which involves the induction
of more than 400 genes, results in an increased capacity to eliminate bac-
teria and to regulate many other cells through the release of cytokines and
chemokines. However, excessive activation has damaging effects, such as
septic shock, which can lead to multiple organ dysfunction syndrome and
death. In other situations, persistence of pro-inflammatory activity results
in the development of chronic inflammation, such as rheumatoid arthritis,
psoriasis and inflammatory bowel disease. To prevent undesirable effects,
several mechanisms have evolved to control excess activation, thereby
leading to macrophage deactivation and the resolution of inflammation.
In this review we will discuss the molecular mechanisms of proliferation,
activation and survival of macrophages.

Key words: macrophage, interferon gamma, inflammation, macro-
phage activation, macrophage deactivation.

nides (Celada et al., 2002). Entre aquests factors de transcripcid, PU.1 té un
paper critic (Lloberas et al., 1999a). PU.1 indueix 'expressi6 del receptor de
M-CSF, i incrementa aixi la proliferacié (Celada et al., 1996a). La prolifera-
cid esta influida positivament per factors com el factor de creixement trans-
formant (transforming growth factor, TGF-a), que actua coordinadament
sobre altres factors de creixement (Celada i Maki, 1992). Els glucocorticoi-
des indueixen la produccié autocrina de M-CSF dels macrofags i incremen-
ta aixi la proliferacié (Lloberas et al., 1998). Ladenosina té un efecte negatiu
sobre la proliferacio, després d’unir-se al receptor A2B genera AMPc i in-
dueix Pexpressié de p274%, que és un inhibidor del cicle cellular (Xaus et
al., 1999a). Hem explorat la via de senyalitzaci6 dels factors de creixement i
demostrat que la calcineurina no té cap paper en la proliferacié (Comalada
et al., 2003a). No obstant aix0, l’activitat isomerasa de les immunofilines té
un efecte clau sobre la proliferacio, i incrementa l'activaci6 de la via Raf-1/
MEK/ERK (Sanchez-Till6 et al., 2006a). Els inhibidors de les immunofilines
fan que les cellules saturin en la fase GI del cicle cellular a través de la
inactivacié de la ciclina dependent de la cinasa2 (Cdk2), sense afectar-ne
la viabilitat. El receptor nuclear del fetge X (LXR) inhibeix la proliferacio
dels macrofags dependents de ’'M-CSF, que s'acumulen en la interfase GO/
G1 del cicle cel-lular (Pascual-Garcia et al., 2011). LXR indueix una inhibicié
de l'expressié de molécules necessaries per a la progressio del cicle cel-lular,
com son les ciclines D1, Bl i les cinases dependents de les ciclines 2 i 4.
Després de la maduracié els monocits arriben a tots els teixits del cos a
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+ Figura 1. Diferents funcions en les quals participen els macrofags.
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través del sistema circulatori. En resposta als factors de creixement i citocines
(incloent-hi GM-CSF, IL-4 i TGF-a) amb els quals interaccionen, els mono-
cits poden proliferar i diferenciar-se a tipus cel-lulars especifics depenent del
teixit: en general a macrofags residents, en el cervell a microglia, en L'os als
osteoclasts, en el fetge a les céllules de Kupfter, en la pell a les céllules de
Langerhans, en l'os a macrofags de la medul-la ossia i en I’intesti a macrofags
de cripta, i activar-se i desenvolupar les seves funcions. A més, els macrofags
poden convertir-se en cél-lules escumoses, que tenen un paper critic en I’arte-
riosclerosi i el metabolisme del colesterol (Valledor et al., 20104, 2010b).

Activacio

Sota l'efecte d’una serie de citocines i molécules provinents de la paret bac-
teriana com el lipopolisacarid (LPS) els macrofags pateixen una série de mo-
dificacions morfologiques, bioquimiques i geniques, que en conjunt anome-
nem activacid i que suposen la capacitat de desenvolupar una serie d’activitats
funcionals. Una de les activitats dels macrofags és el que anomenem presen-
tacié antigénica. Aquesta activitat consisteix a captar particules estranyes
(per exemple, germens) i degradar-ne les proteines. Si la configuracié dels
fragments (peptids) és 'adequada aquests es carreguen dins de la forquilla
del complex principal d’histocompatibilitat de classe II (MHC II) i son ex-
posats a la superficie de la céllula. Si troben el limfocit T amb el receptor
adequat (TCR) s’activara i produira citocines, que provoquen que la resposta
immunitaria adaptativa sexpandeixi. Aquest fenomen és el que caracteritza
els macrofags com a cél-lula presentadora d’antigen professional.

Un dels nostres objectius ha estat determinar el mecanisme d’expressio
dels gens de ’'MHC II provocada per I'TFN-y (Celada, 1996; Lloberas et al.,
1999b). La regulacié d’aquests gens es fa a escala transcripcional, a escala tra-
duccional i també de la vida mitjana de la proteina (Cullell-Young et al., 2001).
Mentre que 'RNA de 'MHC de classe II després de 24 h de tractament amb
IFN-y augmenta set cops, els nivells de transcripci6 ho fan 2,5 vegades, i aix0
suggereix un bloqueig al nivell de la traduccié. LTFN-y indueix un increment
de la sintesi proteica de sis vegades en induir la traduccio. La vida mitjana de
les proteines esta augmentada per l'efecte de 'IFN-y. Per tant, aquesta cito-
cina actua a tots els nivells per incrementar l'expressio de les molecules de
I'MHC de classe II.

El promotor de tots els gens de 'MHC de classe II en totes les seves vari-
ants i en les diferents especies conté unes seqiiencies conservades que s'ano-
menen X, YiS§, separades per vint parells de bases, cosa que fa que estiguin en
la mateixa orientacid. A aquestes caixes s'uneixen factors de transcripcié que
estan de manera ubiqua en totes les cél-lules. El que dona l'especificitat cel-lu-

Inflamacié i macrofags

lar és I'expressio del transactivador CIITA que indueix I'TFN-y en macrofags i
cel-lules dendritiques, mentre que en limfocits B s’expressa constitutivament.

Hem determinat que el factor que s'uneix ala caixa Y és un dimer format
pels factors NF-YA i NF-YB (Celada et al., 1996b). Tots dos factors sén neces-
saris per a una unio eficag al DNA. A més, hem identificat el factor que s'uneix
ala caixa S i I’hem purificat parcialment (Celada et al., 1996¢).

La regié més propera del promotor dels gens de TMHC I, i en especial
les tres caixes conservades (X, Y i S), son fonamentals per a la regulacio6 de la
transcripcié. Un segon conjunt de seqiiéncies conservades esta present apro-
ximadament 1.200-1.500 pb en direccié 3" i en orientacid oposada (caixes
distals). La mutaci6 de les caixes distals augmenta l’'acci6 induida per 'TFN-y
en els macrofags i en els limfocits B tractats, cosa que suggereix un efecte
repressiu sobre la transcripci6 (Serrat et al., 2010). In vitro, en experiments
de tractament amb ligasa T4, els extrems proximal i distal del promotor del
gen IA  es van lligar en preséncia d’extractes nuclears de macrofags no trac-
tats, per0 no ho van fer quan es van tractar amb els extractes de macrofags
estimulats amb IFN-y. La mutacié de caixes distals o proximals déna una
disminucio en I'assaig de lligaci6. Laddicié de CIITA recombinant a extractes
nuclears provinents de macrofags no tractats amb IFN-y va reduir la capacitat
del promotor per ser lligat (vegeu la figura 2).

Finalment, es va observar un augment de la capacitat per lligacié del pro-
motor en els extractes provinents de limfocits B que no tenen CIITA, pero no
apartir de limfocits B que no tenen RFXANK. Aquests resultats ens permeten
postular un model en qué les proteines agrupades en les seqiiencies proximal
i distal conservades interaccionen. Quan s’indueix CIITA, aquestes proteines
creen un enhanceosome (amplificador), cosa que permet que la cromatina es
descompacti i inicii la transcripcio.

Utilitzant gradients de polisomes hem vist que 'TFN-y indueix un aug-
ment de la quantitat de RNA de 'MHC de classe IT que s’uneix als ribosomes,
i aix0 indica que aquesta citocina no només indueix 'expressié de 'RNA a
escala transcripcional, sind que a més ho indueix pel que fa a la traduccid, i
augmenta aixi la taxa de sintesi de proteines (Gofialons et al., 1998).

En els limfocits B, I'LPS indueix la transcripcié de 'RNA de 'MHC de
classe II, i a més incrementa la traduccié (Barrachina et al., 1999). ULPS
incrementa l'expressio de 'mRNA en les céllules dendritiques i a escala
transcripcional en els limfocits B. Aixd no ho fa incrementant els nivells
del transactivador CIITA, sind directament induint un complex AP-1, que
s'uneix a una seqiiéncia situada a unes —1.700 pb en el promotor (Casals et al.,
2007). El tractament amb IFN-y fa que els macrofags aturin el cicle cel-lular
en la interfase Gl, i es bloca a escala transcripcional I'expressio dels gens de
I’MHC de classe IT sense modificar els nivells del transactivador CIITA (Xaus
et al., 2000a).

També ens hem interessat pels mecanismes de repressio de la regulacié
de I'expressio dels gens de 'MHC de classe IT (Lloberas et al., 1997). El factor
de transcripci6 PU.1 inhibeix activament I'expressié d’IA B a través de la uni6
a una seqiiencia de DNA prop de la caixa Y, un element cis en el promotor
necessari per a la transcripcio. Aquesta interaccio probablement interfereix
amb el conjunt del complex de preiniciaci6 (Borras et al., 1995). NF-Y és un
factor de transcripcié que s'uneix a la caixa Y i té dos components: NF-YA
(que s'uneix feblement al DNA) i NF-YB (que augmenta la unié de NF-YA al
DNA). La proteina dbpA reprimeix l'expressiéo d’IA p per un mecanisme de
bloqueig, i forma un complex amb NF-YA i la proteina dbpB per segrest de la
proteina NF-YB (Lloberas et al., 1995).

Un mecanisme similar sobserva amb el receptor de glucocorticoides que
s'uneix a les proteines que formen part de la caixa X i n’inhibeix la interac-
ci6 (Celada et al., 1993). Aquests resultats son exemples de la interaccio entre
les proteines, que poden ajudar a entendre la regulaci6 de 'expressio del gen
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IA B. En els macrofags hem descrit la preséncia dels receptors A2B d’adeno-
sina. UTFN-y indueix I'expressié d’aquests receptors, que quan interaccionen
amb el lligand indueixen una repressié de l'expressio dels gens de 'MHC de
classeII, i es demostra com un mecanisme d’autoregulacio per a la desactiva-
ci6 dels macrofags (Xaus et al., 1999b).

Altres gens induits per 'TFN-y, com el transportador associat al proces-
sament antigénic (Tap)-1 i el péptid de baix pes molecular (LMP)-2, sén cru-
cials per a la funcionalitat de les proteines del complex de 'MHC de classe
I i comparteixen un promotor bidireccional comu. La induccié promoguda
per 'IFN-y és independent de la sintesi génica immediata i tant STAT1 com
IRF-1 s6n necessaris per a la induccié per IFN-y de TAP-1 i LMP-2 (Brucet
etal., 2004).

Cal assenyalar que tant l'activacié del macrofags per LPS o TNF-a indu-
eix Tapl i LMP2 i es requereix la participacié de STAT1. Aix0 sexplica per la
produccié autocrina de factors com els interferons de tipus I, que son els que
actuen induint Tapl i LMP2 (Marques et al., 2004).

IFN-y és el principal activador de tipus Th1 endogen de macrofags. La via
classica de senyalitzaci6 induida per 'TFN-y implica l'activacié de STAT-1. No
obstant aixo, 'TFN-y té també la capacitat d’activar els membres de la familia
MAPK. Hem observat una forta activacié de p38 en els punts de temps inicials
de l'estimulacio per IFN-y, mentre que I'activacio feble de ERK-1/2 i JNK-1 es
va detectar en una etapa més tardana (Valledor et al., 2008). p38 participa
principalment en la regulacié de 'expressié de gens necessaris per a la res-
posta immunitaria innata, incloent-hi quimiocines com ara CCL5, CXCL9 i
CXCLI10; citocines com TNF-q, i la NO-sintasa induible, mentre que JNK-1
actua sobre els gens involucrats en presentacié antigenica, incloent-hi CIITA
i els gens que codifiquen molécules de ’'MHC de classe II.

Els macrofags tenen la capacitat de reconéixer nanoparticules d’or (NP)
conjugades a peptids com el péptid amiloide inhibidor del creixement (AGIP)
i el sweet arrow peptide (SAP), mentre que no reconeixen peéptids o NP sense
conjugar (Bastus et al., 2009a, 2009b). El reconeixement d’aquests conjugats
fet pels macrofags depen d’un receptor de reconeixement de patrons molecu-
lars, el TLR-4. Aixi doncs, quan els macrofags son exposats als peptids con-
jugats a Au-NP s’indueixen les citocines proinflamatories, com ara el TNF-a,
IL-1BiIL-6, aixi com la sintasa d’0xid nitric, i s’atura la capacitat proliferativa
dels macrofags. Aquests resultats obren un nou cami en el mén dels adjuvants
iil-lustren els requisits basics per al disseny de conjugats amb NP que arribin
eficagment al seu objectiu.

La proteina decorina de la matriu extracel-lular, de manera similar a com
ho fa el principal activador dels macrofags com és I'IFN-y, amplifica l'ex-
pressio dels gens de 'MHC de classe II induida per I'TFN-y. A més, augmenta
l'expressio induida dels gens de la NO-sintasa, TNF-a, IL-1B i IL-6 promo-
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regulacié negativa, que pot ser revertida per les pro-
teines de la matriu extracellular (Comalada et al.,
2003a, 2003b).

Lactivacié bloqueja la proliferacio:
paper de la fosfatasa MKP-1

Una gran diferéncia entre les cel-lules de la immuni-
tat innata i 'adquirida és el seu comportament quan
sactiven. Els limfocits, quan reconeixen alguna cosa com a estranya a través
del TCR o del BCR, el primer que fan és proliferar (expansio clonal) i després
dur a terme les seves funcions, com la produccié de citocines o immuno-
globulines. Els macrofags quan proliferen si reben senyals d’activacio, com
I'TFN-y o LPS, bloquegen la proliferacié i s’activen (Xaus et al., 2001a, 2001b).

Curiosament, tant els senyals de proliferacié induits per M-CSF com els
d’activacié produits per LPS requereixen la fosforilacié de lexternal regulated
kinase (ERK) (Valledor et al., 2000a). La proliferacié de macrofags requereix
un curt periode de fosforilacio d’ERK, mentre que es requereix un periode
prolongat per a l'activacié dels macrofags. La duracié de la fosforilacié és
controlada per la MAPK-fosfatasa-1 (MKP-1), una fosfatasa de localitzacio
nuclear i d’especificitat dual que desfosforila les MAPK, ERK, p38 i c-Jun
NH (2)-cinasa terminal (JNK). MKP-1 és induida en macrofags per factors
de creixement, aixi com pels activadors com ara LPS, pero amb diferents ci-
netiques, per assolir els diferents resultats funcionals (en comparacié amb
lactivaci6 de la proliferacio) (Comalada et al., 2012). Aquesta fosfatasa és la
clau que controla el pas entre la proliferacio i ’activacié dels macrofags.

També hem analitzat els mecanismes d’induccié de la MKP-1. Mentre
que en altres tipus cel-lulars 'activacié d’ERK indueix I'expressié de MKP-
1, en els macrofags son fets independents (Valledor ef al., 1999; 20004). La
isoforma ¢ de la proteina cinasa C (PKC) és necessaria per a la induccié de
MKP-1 tant per estimuls de proliferacié (Valledor et al., 1999), com d’activa-
ci6 (Valledor et al., 2000b).

A més, lexpressio de mkp-1 en els macrofags requereix activacié de Raf-
1 i aquesta activacio segueix les diferents cinétiques d’induccié d’MKP-1 en
resposta a 'M-CSF o I'LPS en aquestes cél-lules (Sanchez-Till¢ et al., 2006b).
Lexpressio de mkp-1 en macrofags també esta intervinguda per l'activacio
de la isoforma JNK-1 (Sdnchez-Till¢ et al., 2007). Igual que molts altres gens
d’expressio immediata, l'expressio de mkp-I esta regulada principalment a
escala transcripcional. En els macrofags es requereix una seqiiencia amb una
caixa per al reclutament de CREB/AP-1 a la regi6 promotora del gen de mkp-
1, per poder induir el gen per a I'estimul de 'M-CSF o de 'LPS (Casals et al.,
2009). Pero l'estimulacié a través d’aquesta regié va ser induida en diferents
moments després de I'activacié amb els dos estimuls: primer per CREB i des-
prés per c-Jun.

Aquests factors de transcripcié son els responsables d’aquesta induccié
de MKP-1 amb l'expressié de c-Jun per M-CSF o LPS amb correlacié amb les
diferents cinétiques de MKP-1 induida per M-CSF i LPS. Lestimulacié dels
macrofags amb IFN-y perllonga el patr6 dactivitat d’ERK induida per M-CSF
en els macrofags. Aquests efectes es correlacionen amb la inhibicié provoca-
da per IFN-y, en activar I'expressié de diversos membres de la familia MA-
PK-fosfatasa, a saber, MKP-1, 2, i 4. D’altra banda, la inhibicié de l'expressio
de MKP-1 utilitzant la tecnologia dels siRNA o inhibidors sintétics també va
provocar l’allargament de I'activitat ’ERK i el bloqueig significatiu de la pro-
liferacié dependent de M-CSF. Per tant, els canvis subtils en el transcurs del
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temps d’activitat dels membres de la familia MAPK contribueixen als efectes
antiproliferatius d’TFN-y en els macrofags (Valledor et al., 2008).

Cal assenyalar que la proliferaci¢ i l'activacié dels macrofags també de-
penen de diferents sistemes de transport de nucleosids. Els nucleosids neces-
saris per a la sintesi de DNA i RNA son reclutats des del medi extracel-lular.
L'M-CSF indueix la proliferacié dels macrofags i la sintesi de DNA i RNA,
mentre que I'TFN-y provoca I’activacid, bloqueja la proliferacié i només indu-
eix la sintesi de RNA. Els macrofags expressen els sistemes concentratius N1 i
N2 (corresponents als gens cntl i cnt2) i els sistemes equilibratius ES i EI (cor-
responents als gens entI i ent2). La incubacié amb M-CSF només provoca la
sobreexpressio del sistema equilibrador ES. La inhibicié d’aquest sistema de
transport bloqueja la proliferacié dependent de M-CSF. D’altra banda, el trac-
tament amb IFN-y indueix només els sistemes de N1 i N2 i també reprimeix
l'augment de 'expressio del sistema equilibrador ES induida per 'M-CSF. Per
tant, la proliferaci6 i 'activacio dels macrofags requereixen una regulacio se-
lectiva dels transportadors de nucleosids i poden respondre als requisits es-
pecifics per ala sintesi de DNA i RNA (Soler et al., 2001). Les dues vies STATI,
tant dependents com independents, estan involucrades en la regulacid dels
transportadors de nucleosids de 'IFN-y en els macrofags (Soler et al., 2003).

Activacio classica (proinflamatoria o M1)

i alternativa (antiinflamatoria o M2)

La inflamaci6 és la resposta del sistema immunitari a tot tipus de lesions (in-
feccions, agents fisics o quimics, traumes, etc.). Lobjectiu és eliminar tots els
materials «no propis» i reparar el dany. Recentment, s’ha detectat un com-
ponent inflamatori en un gran nombre de malalties croniques com el cancer,
la malaltia metabolica, d’autoimmunitat, etc. Durant la primera etapa de la
inflamacié hi ha una vasodilataci6 local i exsudacio. Les cel-lules endotelials
expressen la selectina E i els neutrofils arriben als locus inflamatoris. Des-
prés de 24 h la cellula endotelial substitueix I'expressié de la selectina E per
ICAM -1 i només passen els monocits de la circulacié als teixits. Finalment,
depenent de la intensitat de la inflamaci6, l'endoteli expressa V-CAMI, que
dona peu a l'extravasacio dels limfocits T activats. En els teixits els monocits
es converteixen en macrofags. Durant els passos inicials aquestes cél-lules
mostren una activitat proinflamatoria (M1 o activacid classica), destrueixen
els microorganismes restants, que no han estat eliminats pels neutrofils, i fa-
gociten els cossos apoptotics de neutrofils i les cellules danyades en els teixits
(Valledor et al., 2010b). Després d’aquesta fase proinflamatoria el fenotip dels
macrofags canvia i els teixits es reparen. Aquests macrofags antiinflamatoris,
també anomenats M2 o activats alternativament, indueixen el procés de ci-
catritzaci6 del teixit malmes (Xaus et al., 2001a). En condicions fisiologiques
hi ha un equilibri entre les fases proinflamatoria i antiinflamatoria, ja que un
excés de proinflamacié podria ser la base per a una inflamaci6 cronica poste-
rior, mentre que un excés d’antiinflamacié pot produir un excés de fibrosi.
Lexcés tant d’'una com de I’altra desenvolupara processos patologics. Per tant,
el paper dels macrofags en la inflamaci6 és fonamental (vegeu la figura 3).

A més d’una série de modificacions estructurals i funcionals, una dife-
réncia essencial entre els fenotips dels macrofags activats classicament o al-
ternativament és la via bioquimica utilitzada per al processament de I'ami-
noacid arginina. LTFN-y o 'LPS indueixen I'enzim NOS2, que produira oxid
nitric (NO) a partir de I’'arginina, amb gran poder destructiu, que en les pri-
meres fases de la inflamacié sera capa¢ de matar els microorganismes. En
els macrofags M2 s’indueix I’arginasa i produeix prolina i poliamines, que
catalitzen la reconstitucié de la matriu extracellular danyada, cosa que té
lloc durant les altimes fases de la inflamaci6. Lentrada de 'arginina dins
del macrofag es produeix a través de transportadors especifics. Hem vist que
Pactivacio classica i alternativa dels macrofags indueix l'expressio del sistema
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4 Figura 3. La integracié dels macrofags dins del procés inflamatori és essencial.
El paper que desenvolupen I'activacié classica i I'alternativa és un equilibri regulat
de manera exquisida en el temps.

de transport CAT2 per millorar 'entrada d’arginina (Yeramian et al., 20064;
2006b; Martin et al., 2006). Aquest sistema de transport limita I’activacio dels
macrofags. Hem trobat que la IL-4 bloqueja la proliferacié dels macrofags en
la fase G1/S i que estd mitjangada per p21**" i depén de STAT6 (Arpa et al.,
2009) (vegeu la figura 3).

En collaboracié amb el grup de recerca d’Ingrid Muller (Imperial Col-
lege de Londres) i Manuel Modolell (Max Planck de Friburg), hem vist que la
susceptibilitat a Leishmania es correlaciona amb la produccié de l'arginasa
i de les poliamines, que son requerits pels parasits per créixer (Kropf et al.,
2005). Una mutaci6 en el promotor CAT2 en una soca de ratolins produeix
un transport deficient d’arginina en els macrofags que es correlaciona in vitro
amb un deteriorament de l'activaci6 dels macrofags i una disminuci6 del crei-
xement de la inflamacié induida per la Leishmania (Sans-Fons et al., 2013).
Tots aquests resultats demostren que un dels factors que controlen la resposta
immunitaria és la disponibilitat per a la captacié d’arginina a partir del medi.

La quantitat d’arginina disponible en els locus inflamatoris és un factor
limitant per al creixement de diverses cél-lules del sistema immunitari. Lacti-
vacié induida per la IL-4 als macrofags provoca la sintesi de I'arginasa-1, que
converteix I'arginina en ornitina, un precursor de poliamines i de prolina. La
tricostatina A (TSA), un inhibidor de desacetilases d’histones (HDAC), inhi-
beix l'expressio de I'arginasa-1 induida per la IL-4. La TSA provoca efectes
directes en el promotor dels gens que responen a l’activacio induida per la
IL-4. Mentre que la TSA inhibeix I'expressio de I'arginasa-1, fizz i mrcl, altres
gens, com ara yml, mgll i mgl2, no es van veure afectats. La inhibici6 de I'ar-
ginasa-1 es va produir en el nivell transcripcional amb la inhibicié de la unié
dela polimerasa IT al promotor. IL-4 indueix la fosforilacié de STAT6 ila uni6
al DNA. Aquestes activitats no es van veure afectades pel tractament de TSA.
Malgrat aixo, la TSA inhibeix la unié al DNA de C/EBPJ. Aquest inhibidor
indueix acetilacio dels residus de lisina 215-216, que sén critics per a la unié
al DNA. Aquests resultats demostren que I'equilibri d’acetilacié/desacetilacio
influeix fortament en 'expressié de I'arginasa-1, un gen de I'activacio alterna-
tiva dels macrofags (Serrat et al., 2012).

Lactivaci6 dels macrofags, que implica la induccié de més de quatre-cents
gens, dona com a resultat un augment de la capacitat per eliminar els bacteris
i per regular moltes altres cél-lules a través de l'alliberament de citocines i qui-
miocines. No obstant aixo, I’activacié excessiva té efectes perjudicials, com
ara xoc séptic, que pot conduir a la sindrome de disfuncié organica maltiple i
la mort. En altres situacions la persisténcia de l'activitat proinflamatoria por-
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ta al desenvolupament de la inflamacié cronica, com lartritis reumatoide, la
psoriasi i la malaltia inflamatoria de I'intesti. Per evitar efectes indesitjables,
diversos mecanismes han evolucionat per controlar 'excés d’activacio, cosa
que condueix a la desactivacié dels macrofags i la resolucio de la inflamaci6
(Valledor et al., 2010b).

Activacio proinflamatoria i supervivencia

Durant l’activacid proinflamatoria dels macrofags mitjancada per IFN-y o
LPS es produeix un augment en la capacitat d’eliminar bacteris i de regular
altres céllules a través de l'alliberament de citocines. També es produeixen
molts productes que son toxics per als microorganismes, com 1’0xid nitric
(NO), especies reactives d’oxigen (ROS), TNF-q, etc., que a la vegada també
soOn toxics per als macrofags.

Els nostres treballs han aportat proves que I'LPS indueix I'apoptosi en
els macrofags a través de la produccié autocrina de TNF-a i en menys me-
sura a través de la produccié d’oxid nitric (Xaus et al., 20000). LLPS activa
el macrofag a través de PKC-¢ per iniciar la induccié de la JNK per donar
la sintesi de TNF-a (Comalada et al., 2003¢). Els macrofags, per protegir-se,
han desenvolupat mecanismes com la induccié per IFN-y de I'inhibidor de
CDK p21"1, que bloqueja la inducci6 de apoptosi (Xaus et al., 1999¢). Es im-
portant destacar que 'IFN-y és capag de bloquejar I'efecte apoptotic de 'LPS
malgrat la produccié de TNF-a. En les biopsies dels pacients amb sarcoidosi,
el nostre model de malaltia granulomatosa amb persisténcia de macrofags
en les lesions, hem detectat un augment de 'expressio d’TFN-y i de p21"!
pero no d’altres gens antiapoptotics (Xaus et al., 2003). M-CSF indueix la
proliferaci i la proteccié contra I'apoptosi mitjangant dues vies diferents. Ac-
tua a través de la via ERK per a la proliferacio, mentre que per a la proteccio
de Papoptosi s’activa Akt i la PI-3-cinasa, que indueix p21***' (Comalada et
al., 2004). Aquest inhibidor de CDK també controla la produccié excessiva de
TNF-a (Lloberas i Celada, 2009).

Els esdeveniments de senyalitzacio que segueixen a la interaccid d’una
céllula amb la matriu extracellular en poden afectar el comportament. En
preséncia de M-CSF i decorina, que és un proteoglica de la matriu extracel-
lular, els macrofags expressen p27<?, que bloqueja la proliferacio i expressa
p21"1, que els protegeix de la induccié de I'apoptosi (Xaus et al., 2001b). A
més, la decorina bloqueja el receptor del TGF-{ i augmenta l'activaci6 (Coma-
lada et al., 2003¢). Per tant, quan els macrofags arriben al focus inflamatori
hi ha una série de mecanismes que els ajuden a sobreviure a escala local i els
permeten activar-se i dur a terme les seves funcions. Finalment, p38a limita
la inflamaci¢ aguda a través de I'activacié de I'expressié de gens antiinflama-
toris dependent de mitogens i cinases activades per estres (Kim et al., 2008).

Un dels mecanismes utilitzats pels macrofags per sobreviure a I'activa-
ci6 induida per IFN-y és TREX1. Aquesta proteina és una 3" > 5" exonucle-
asa del DNA, és la més abundant en mamifers que mostra especificitat per
I’'ssDNA. Hem demostrat que l'activitat exonucleasa de TREX1 té preferéncies
d’uni6 a determinades seqiiencies de DNA (Brucet et al., 2007). Per esbrinar
com es produeix la discriminaci6 es va determinar l'estructura cristal-lina
de TREXI. Quan sactiven els macrofags TREX1 es transposa al nucli, pero
primer ha de perdre un segment C-terminal per fer-ho. A través d’una regi6
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rica en prolina en la superficie TREX1 interactua amb proteines que contenen
el domini WW2. Aquestes observacions suggereixen que TREX1 participa en
més complexos funcionals del que es pensava. TREX1 pertany a la familia
DEDDh-exonucleases, els seus membres presenten baixos nivells d’identitat
de seqiiéncia perd posseeixen una estructura i un centre actiu similars. Es
demostra que el liti i el sodi inhibeixen l'activitat exonucleolitica de TREX1
mitjangant la inducci6 de reordenaments subtils en el centre actiu. La nostra
analisi també va revelar que un residu d’histidina (His124), altament conser-
vat en la familia DEDDh, esta implicat en lactivitat de TREX1 (Brucet et al.,
2008). Finalment, hem determinat I'estructura i la regulaci6 de l'expressio de
TREX1 induida per 'TFN-y (Serra et al., 2011).

Desregulacio de l'expressio genica en l'envelliment

En diferents treballs hem mostrat els canvis moleculars que ocorren en el
genoma dels macrofags durant l'envelliment (Herrero ef al., 2002; Lloberas
i Celada, 2002; Sebastian et al., 2005; 20094). Atés que el nostre model ex-
perimental de macrofags (derivats de moll d’os) in vitro és en abseéncia de
qualsevol altre tipus cellular, podem afirmar que els efectes que observem
associats a lenvelliment son propis de les cél-lules que estudiem. En ratolins
vells els nivells d’expressio dels gens de TMHC de classe II estan disminuits
com a conseqiiencia d’un defecte en la transcripcié (Herrero et al., 2001). A
més, hem vist que es requereix I’activitat desacetilasa per a la resposta funci-
onal dependent del factor estimulant de colonies de granulocits i macrofags
(GM-CSF) en la diferenciacié de les céllules dendritiques i dels macrofags
(Sebastian et al., 2008). Ateés que l'activitat desacetilasa exerceix un paper im-
portant en l'envelliment en organismes inferiors, aquests resultats ens han
portat a estudiar si esta implicat en I'envelliment dels macrofags. La proli-
feracié dependent de GM-CSF s’altera en els macrofags del model de ratoli
de senescencia accelerada (Espia et al., 2008). Hem demostrat que la pérdua
d’E2F1 i E2F2 en els macrofags porta a una replicacié del DNA accelerada i
indueix la resposta al dany del DNA, que condueix a la senescéncia cel-lular
dependent de p21“*! (Iglesias-Ara et al., 2010).

Els progenitors de la medulla 0ssia de ratolins vells tenen deteriorada la
capacitat per diferenciar-se en céllules dendritiques. Aixo esta associat amb
una disminucid en la proliferaci6 induida pel GM-CSF i la IL3, encara que la
resposta proliferativa en M-CSF no s’altera. Aixo es correlaciona amb l'escur-
cament dels telomers, com vam demostrar en comparar amb els macrofags
dels ratolins KO per a la telomerasa. La fosforilaci6 del factor de transcripci6
STAT5a es troba disminuida en els macrofags de ratolins vells. Aquest defecte
és degut a un augment en la quantitat de ROS, que és també la conseqiiéncia
de l'escurcament dels telomers. Hem trobat una nova via per a la fosforilacié
de la proteina, que requereix una oxidaci6 previa de proteines (Sebastian et
al., 2009b).
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