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RESUMEN

Los macréfagos son una poblacion celular de un alto grado de heterogeneidad, la cual tiene
caracteristicas morfologicas y funcionales distintas que dependen del sitio anatdomico donde
residan, asi como de su activacion en respuesta a estimulos del microambiente. La
caracterizacion de los diversos estados de polarizacion de los macréfagos es un area de
estudio importante por su relevancia tanto para la induccidon de una respuesta inmune efectiva
como por su participacion en ciertas patologias. El presente trabajo, tiene como objetivo
establecer un modelo /n vifro de polarizacién de macrofagos, en el cual se determinaron los
cambios en la expresidn de los receptores Fcgamma y su repercusion en sus funciones
efectoras. Células de la linea celular monocitica THP-1 se diferenciaron a células tipo
macrofagos por tratamiento con PMA. Las células resultantes fueron expuestas a diferentes
citocinas para polarizarlas a tres subpoblaciones de macréfagos: IL-4 para macréfagos
reparadores de tejido, IL-10 para macrofagos reguladores e INFy para macrofagos
inflamatorios, para corroborar el fenotipo de cada subpoblacion polarizada se utilizaron los

marcadores CD206, CD163 y CD80, respectivamente.

Al evaluar la expresion de los FcyRs en estas células, se observd que en los macrofagos
reguladores hay aumento en la expresién de todas las isoformas de FcyRs, ademas del
incremento del 50% en su capacidad fagocitica con respecto a los macrofagos no polarizados.
En los macrofagos reparadores de tejido hay un aumento en la expresion de FcyRIIb (inhibitorio)
y una disminucion del 20% en su capacidad fagocitica. A pesar de que los macrofagos
inflamatorios muestran un perfil activador, con incrementos en la expresiéon de FcyRI, FcyRlla
y FcyRlll, la capacidad fagocitica de estos disminuye en 24% con relacién a los macréfagos no
polarizados. Este modelo puede servir para evaluar diversos factores que modulen el estado de
polarizacion, asi como para estudios de las caracteristicas fenotipicas y funcionales de cada

subpoblacién.
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MARCO TEORICO

Dentro de los leucocitos residentes en tejido mas ampliamente estudiados se encuentran los
macrofagos, los cuales junto con sus precursores en circulaciéon forman parte del llamado
sistema monocito/macrofago. Una de las caracteristicas principales de estas células es la de
tener una importante capacidad fagocita, por lo cual también son considerados como fagocitos
profesionales, junto con los leucocitos polimorfonucleares. Los macrofagos tisulares son una
muy importante poblacion que participa como centinela, censando lo que ocurre en los tejidos
periféricos para integrar esta informacion y realizar las actividades apropiadas o requeridas para
mantener la homeostasis. Colaboran con la respuesta inmune innata, ademas de participar en

la transicion a la respuesta inmune adaptativa. (Beutler 2004)

En general, se acepta que los precursores de los macrofagos tisulares son los monocitos de la
circulacidon sanguinea los cuales pueden adherirse a receptores expresados por células
endoteliales activadas por sefiales proinflamatorias, y en respuesta a senales quimiotacticas
son capaces de cruzar el endotelio vascular para llegar a los tejidos, un proceso conocido como
migracion transendotelial. EI microambiente local en los tejidos y la interaccién con la matriz
extracelular y con factores especificos, llevan al monocito a empezar su diferenciacion a
macrofago, adquiriendo un fenotipo morfolégico y funcional particular del érgano o tejido del

cual se vuelve residente (Peracchia 2001).

Se han definido tres subpoblaciones de monocitos en circulacién, con base a la expresion de
tres marcadores de membrana: CD14, CD16 y CD64. Estas tres poblaciones son: a) monocitos
CD14hCD16-CD64+, también llamados monocitos c/dsicos por ser los que poseen la mayoria
de las caracteristicas originalmente descritas para los monocitos, y son los que migran a los
tejidos en situaciones de inflamacién; b) monocitos CD14*CD16+*CD64-, que han sido llamados
monocitos residentes, por ser capaces de migrar a los tejidos para regenerar la poza de

macrofagos y células dendriticas residentes en los tejidos (Taylor 2005); y ¢) monocitos
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CD14+*CD16*CD64* que tienen expresion alta de CD86 y HLA-DR, y que se consideran un
fenotipo /nfermedijo. Sin embargo, recientemente se han aportado diversas evidencias que
sugieren que los macrofagos residentes en tejido pueden auto renovarse; estos macréfagos
podrian tener como precursor una célula mas inmadura que el estadio de diferenciacién de

monocito (Hashimoto 2013).

Con base en lo anterior, es claro que el sistema monocito/macrofago es una poblacion celular
altamente heterogénea. Una vez diferenciados, los macréfagos presentan una notable
plasticidad, lo que les permite cambiar su fenotipo vy fisiologia para asi responder de manera
eficiente a las senales del medio ambiente. Al proceso por el cual un macrofago, en respuesta
a citocinas o productos microbianos, adquiere o modula sus capacidades funcionales y/o sus
moléculas de membrana, se le llama “polarizacion” del macréfago (Mosser 2008). Es importante
subrayar que la polarizacién del macréfago no dispara sus funciones efectoras, solamente
cambia la capacidad de la célula para llevar a cabo las funciones efectoras propias del

macrofago con mayor o menor eficiencia.

Haciendo un simil con los dos tipos de linfocitos T cooperadores inicialmente identificados (Th1
y Th2), se han definido dos principales tipos de activaciéon de macréfagos: M1 (o activaciéon
clasica) se denomina a la activacion inducida por la exposicion a INFy y LPS; y M2 (o

activacion alterna) a la activacion inducida por la exposicion a IL-4 y/o IL-13 (Mosser 2008).

Mas recientemente, se ha propuesto que es mas util clasificar los tipos de activacion de
macrofagos por las funciones que pueden llevar a cabo con mayor eficiencia, y no por las
citocinas que lo inducen (Edwards 2008). Resultado de esto se ha propuesto reconocer tres
tipos principales de macréfagos activados: a) macréfagos inflamatorios 6 activados por via

clasica; b) macréfagos reparadores de tejido y ¢) macrofagos reguladores.



Polarizacion de macréfagos y FcgRs

MACROFAGOS INFLAMATORIOS (M@inf) [Macrdfagos activados por via cldsica]

Esta subpoblacion de macrofagos se encuentra enriquecida en ambientes de inflamacion,
después de haberse despertado una respuesta inmune celular (Mosser 2008). Las citocinas
que inducen la polarizaciéon de macréfagos hacia este fenotipo son citocinas pro-inflamatorias
como INFy y TNFa; también es posible utilizar algun activador de la secrecion de TNF, como
ligandos de TLRs (p. €j. LPS).

El INFy es producido por células tanto del sistema inmune innato como por células del sistema
adaptativo, entre las cuales estan los linfocitos T CD4+ (Th1), linfocitos T CD8+, y células
asesinas naturales (NKs), en respuesta a estrés o0 a un proceso infeccioso (Martinez 2009). La
fuente primaria de INFy son las células NKs. Sin embargo, esta secrecion es transitoria, y en
fases posteriores de la infeccion los linfocitos Th1 que arriban al tejido inflamado mantienen

este tipo de polarizacién mediante la secrecion de INFy.

Estos macréfagos, también denominados M1, se caracterizan por un aumento en la expresion
de moléculas del MHC-II, CD86 y algunos receptores de quimiocinas, ademas de su habilidad
de secretar citocinas pro-inflamatorias como TNFa, IL-1B, IL-21 e IL-18. (Fairweather 2009). La
secrecion de IL-1 sumada a la secrecion de IL-6 e IL-23, estan asociadas con el desarrollo de
linfocitos Th17, los cuales secretan IL-17 y colaboran con el ambiente inflamatorio al reclutar
neutrofilos (Kolls 2004).

Los macréfagos activados por la via clasica desempefian un papel muy importante en la defensa
del hospedero contra patégenos como bacterias. Para cumplir eficientemente esta funcion, una
de las primeras caracteristicas que se ven incrementadas en relacion a células no activadas, es
su capacidad microbicida. Gracias a la induccion de la expresion de la enzima iNOS, hay un
incremento en la produccion de NO2-, asi como del metabolismo de arginina (Mosser 2008),

asociados a un aumento en la capacidad microbicida dependiente de nitrodgeno.
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En humanos y modelos murinos, la deficiencia de INFy lleva a una susceptibilidad a infecciones
por bacterias, protozoarios y virus; lo cual muestra la importancia de esta citocina en la

respuesta inmune contra patégenos.

MACROFAGOS REPARADORES DE TEJIDO (M@rep)

Esta subpoblacion se genera por la polarizacion de los macréfagos en presencia de IL-4, sola
o en conjunto con IL-13. Se han observado presentes principalmente en infecciones por
helmintos (Tundup 2012), en procesos como asma Yy rinitis alérgica (Krysko 2011), y en

situaciones de remodelacion de tejido, como en implantes (Browna 2012).

En el caso de los linfocitos T CD4+, la caracteristica distintiva de linfocitos cooperadores de
fenotipo Th1 o Th2 se relaciona con su secrecion de INFy o IL-4, respectivamente, ya que la
secrecion de estas citocinas es mutuamente excluyente. Esto se debe a que en cada fenotipo
activa un programa de transcripcion génica diferente, con la participacion de factores de
transcripcion especificos para cada fentotipo; se propone que lo mismo ocurre con los
macréfagos M1y M2. Akira y colaboradores (Akira 2012) demostraron en un modelo murino de
infeccion por helmintos, en el cual la desmetilasa de histonas Jmjd3, asociada al factor de
transcripcion /rf4, era esencial para la polarizacion de macréfagos al fenotipo M2. Por su parte,
el grupo de trabajo de Udalova (Krausgruber 2011), demostré la importancia de /5 en la
polarizacion hacia el fenotipo M1; la expresion de estos factores de transcripcidn parece ser

mutuamente excluyente.

Varios tipos celulares pueden secretar las citocinas que polarizan a un macréfago hacia el
fenotipo reparador de tejido (IL-4 e IL-13), algunas de las cuales son células de la inmunidad
innata como células NK, basdéfilos, eosindfilos y células cebadas, pero la produccion sostenida
de estas citocinas la llevan a cabo células de la respuesta adaptativa como linfocitos T CD4+
Th2 y linfocitos T CD8+ (Martinez 2009).

10
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La principal caracteristica fenotipica de esta subpoblacion de macréfagos es el importante
aumento en la expresion del receptor de manosa (CD206), asi como el de otros receptores tipo
lectina C, como Dectina-1. También se ha observado un incremento en la expresion de MHC-II
(Audrey Varin 2009), lo cual lleva a pensar en una subpoblaciéon con una fagocitosis y
presentacion de antigeno muy activa. Por el contrario, producen una baja cantidad de citocinas
pro-inflamatorias, asi como especies reactivas de oxigeno y nitrdgeno, observandose
disminuido el metabolismo de la arginina. (Edwards 2006; Mosser 2008). Una caracteristica
peculiar de esta subpoblacion es la abundante secrecion de componentes de matriz extracelular

(como célageno y fibronectina), por lo cual se les asocia a la reparacién del tejido.

La activacion de los macréfagos reparadores de tejido por IL-4 e IL-13, contribuye a la
eliminacién de infecciones por helmintos y nematodos. Sus altos niveles de expresién de
Arginasa 1, la cual se encuentra en la via de produccion de ornitina, contribuye con la
produccion de colageno, lo que les ha llevado a adquirir el nombre de reparadores o
remodeladores de tejido. Aunado a esto, los macréfagos M2 estan asociados con marcadores
importantes de la remodelaciéon de tejidos, como TGF-, fibronectina, factor de coagulacion
Xllla, entre otros (Van Ginderachter 2006).

MACROFAGOS REGULADORES (MQreg)

Ademas de la activacién alternativa de macréfagos favorecida por IL-4 e IL-13, moléculas como
glucocorticoides y complejos inmunes generan una variante de macrofagos alternativos
nombrados M2c. Las células producto de esta activacion han sido denominados macrofagos
reguladores. Existen diferentes formas de generar macrofagos reguladores, pero la via de
senalizacion claramente identificada como activadora de esta polarizacién es la mediada por
las cinasas activadas por mitogenos o MAPKs (Mosser 2008). Esta poblaciéon de macréfagos
se identificaron por vez primera tras el tratamiento con una combinacion de ligandos de TLRs e
inmunocomplejos (Gerber 2001). Los macréfagos reguladores secretan elevadas
concentraciones de IL-10. La presencia de esta citocina induce también la polarizacion hacia

11
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este fenotipo. Otros factores que colaboran con la generacién de macréfagos reguladores son
células apoptéticas, y ligandos de receptores acoplados a proteinas G, como las
prostaglandinas. Una de las caracteristicas peculiares de la polarizacién hacia este fenotipo
regulador, parece ser la necesidad de dos estimulos. El estimulo inicial con alguna de las
moléculas antes mencionadas, mas un segundo estimulo como ligandos de TLRs. Esto induce
la reprogramaciéon de las células para secretar IL-10 y tener una actividad anti-inflamatoria
(Edwards 2006).

Son varias las células que pueden colaborar para inducir la polarizaciéon hacia esta clase de
macréfagos, entre ellas, la actividad de la glandula pituitaria en condiciones de estrés, los
glucocorticoides secretados por las glandulas adrenales (Elenkov 2004) y aquellas citocinas,
como IL-10, que son secretadas por células del sistema inmune tras una prolongada respuesta
adaptativa y que tienen como objetivo limitar un proceso inflamatorio (Mosser 2003). La
presencia de macrofagos con estas funciones también se ha observado en los llamados
Macrofagos asociados a tumores (TMA; tumor associated-macrophages); y se les ha clasificado
como reguladores por su alta secrecion de citocinas anti-inflamatorias, lo que parece colaborar

en el establecimiento del tumor (Browna 2012).

Parasitos como Leishmania spp, la toxina de Bacillus anthracis, el virus del Dengue, asi como
el microambiente alrededor de células tumorales, induce la diferenciacion a macréfagos con
fenotipo regulador, cuyas caracteristicas principales son la alta secreciéon de IL-10 y la expresion

de marcadores de superficie como CCL1 (Mosser 2008).

MARCADORES EN LA POLARIZACION Y PLASTICIDAD DE MACROFAGOS

Los macrofagos maduran al ser expuestos a microambientes especificos generados por
diversas condiciones, tanto fisiolégicas como patoldgicas, del tejido en particular. Estas
condiciones generan un microambiente con alta complejidad, compuesto por una amplia

diversidad de factores en el medio, entre ellos la presencia de farmacos y el estado de
12
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homeostasia; los macréfagos presentes son capaces de censar los cambios del microambiente
a través de diversos receptores (Figura 1), y adoptan un fenotipo adecuado para las nuevas
condiciones. En microambientes tan complejos y a la vez cambiantes, se ha propuesto que los
macrofagos pueden adaptarse polarizandose a otro fenotipo de forma dinamica, cambiando asi

su capacidad para cumplir con ciertas funciones efectoras, a lo cual se le determina p/asticidad.

El fenotipo de los macréfagos esta determinado por la respuesta de éstos a un determinado
microambiente; al activar a la célula con ciertas sefales presentes en el microambiente
circundante se induce la secrecion de citocinas y la expresiéon de moléculas que le permitan
desempefar de manera Optima funciones como el reconocimiento (PRRs o receptor de
manosa), produccion de citocinas y especies reactivas, y también funciones mas complejas
como fagocitosis. La idea central sobre la plasticidad propone que todos estos cambios son
reversibles, y permiten la adaptacion de la célula a un ambiente cambiante (Stout 2005; Stout
2009).

En estudios /in vitro se ha intentado identificar los cambios que pueden ser reversibles en
macrofagos polarizados a distintos fenotipos. Los macréfagos son una importante fuente de
citocinas, dos de ellas son IL-12 e IL-10, consideradas pro-inflamatoria y antiinflamatoria
respectivamente, el balance entre la secrecion de cada una de ellas fue una de las primeras
evidencias de la polarizacion (Edwards 2006). Stout y colaboradores trabajaron estimulando
macrofagos con citocinas, observaron como se adaptaban los macrofagos a ellas y si eran
capaces de adaptarse también a cambios secuenciales del patrones de citocinas, finalmente
monitorearon como afectaba esto su capacidad funcional. Al tratar las células con citocinas Th2
como primer estimulo, y como segundo estimulo con LPS, observaron que habia un aumento
en la secrecidon de citocinas pro-inflamatorias y una disminucion de las citocinas
antiinflamatorias (Stout 2005). Se ha observado también que macréfagos M1 pueden ser re-
polarizados /n vifro a macrofagos M2 y viceversa, usando INFy y LPS o IL-4 e IL-10 como un
estimulo secundario, respectivamente (Gratchev 2006). Ambos trabajos aportan fundamentos

importantes en el fendmeno de plasticidad en los macréfagos.

13
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Figura 1. Activacion clasica y alternativa de los macréfagos. En similitud con la polarizacién de la secrecion de
citocinas por linfocitos T CD4+ tras su estimulacién, se ha propuesto clasificar a las poblaciones de macréfagos
activados como a) macrofagos activados por via clasica (M1), mediada por INFy, b) Macréfagos activados por via
alterna (M2), la cual puede ser mediada por IL-4 y/o IL-13. Se ha propuesto ademas una poblacion de macréfagos

reguladores, caracterizados por la alta secrecion de IL-10. (Martinez 2009)

El poder determinar el estado de polarizacién en el cual se encuentra una poblacion de
macrofagos ha sido un reto importante, debido a la complejidad y utilidad que representa poder
identificar que subpoblacién esta participando en cierto estado patoldgico o de homeostasia, o
incluso identificar si se trata de una poblacion en estado de polarizaciéon intermedio. Han sido
varios los investigadores que han buscado definir marcadores especificos para cada una de
estas subpoblaciones de macrofagos. Lo mas comun ha sido el empleo de marcadores de
membrana especificos para cada subpoblacién (Jaguin 2013), aunque también se ha
considerado emplear otros criterios, como la presencia de especies de micro RNA interferentes
(Graff 2012). Asi mismo, se han realizado estudios analizando el perfil transcripcional de cada
subpoblaciéon (Martinez 2006), asi como analisis de los factores de transcripcion y vias de

sefnalizacion activadas en cada fenotipo (Biwas 2011; Akira 2012; Akira. S. Satoh 2012).
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Figura 2. Proceso de diferenciacion, maduracion y polarizacion en el sistema monocito/macréfago. Monocitos circulatorios “residentes” se diferencian y mantienen
la poblacion de macrofagos residentes de tejido en condiciones de homeostasia. Frente a un estimulo las células son activadas para iniciar su proceso de
activacion y polarizacion. Los macréfagos polarizados modulan positiva o negativamente ciertas funciones efectoras especificas de esta estirpe celular, logrando

asi una mejor capacidad de respuesta a las necesidades y particularidades del microambiente. (Taylor 2005; Mosser 2008)
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Estudios como los anteriores han identificado una amplia variedad de marcadores para la
caracterizacion del estado de polarizacion de los macréfagos. Algunos de estos marcadores se
reconocen como clasicos (o exclusivos) de cada subpoblacion, por ejemplo, el receptor de
manosa (CD206) se ha identificado como marcador para identificar a macréfagos reparadores
de tejido. Por su parte los macrofagos reguladores presentan una alta expresion de CD163, un
receptor “basurero” (scavenger), mientras que las moléculas co-estimuladoras como CD80 y
CD86 se ven incrementadas en macrofagos inflamatorios. Se ha demostrado que la expresion
de estos receptores es un proceso reversible, esto cobra importancia cuando las células
modulan el nivel de expresion de ciertos marcadores (Porcheray 2005). Un ejemplo de esto
ocurre en los macrofagos reguladores de tejido, cuya principal caracteristica es una alta
secrecion de proteinas de matriz extracelular, como fibronectina y colagena entre otras, aunado
a esto se ha demostrado que pueden cambiar su fenotipo entre macréfagos M2 y macrofagos
M1, si se reemplazan las citocinas en el medio, demostrando asi que aun polarizadas, las

células mantienen una importante plasticidad (Figura 2) (Ploeger 2011).

Los macréfagos llevan a cabo una amplia diversidad de funciones; sin embargo, una muy
importante, y por la cual se le ha asignado su nombre es la fagocitosis. La fagocitosis es un
proceso mediante el cual una célula internaliza particulas mayores a 0.5-1.0 um, en un proceso
activo y dependiente de la polimerizacién de actina. Existen diversos receptores que permiten
a la célula reconocer al patogeno y llevar a cabo la fagocitosis del mismo, como la familia de
lectinas de tipo C, los receptores basurero o scavenger, los receptores para opsoninas, como
los receptores para complemento y los receptores para la fraccion constante de los anticuerpos,
etc. (Stuart 2005).

RECEPTORES PARA LA FRACCION CONSTANTE DE ANTICUERPOS DEL ISOTIPO IgG

De los anticuerpos en circulacion, las inmunoglobulinas del isotipo G son las mas abundantes
y las que tienen el tiempo de vida media mas largo. La IgGs puede actuar como opsonina,

mediando la fagocitosis de particulas por medio de la union de su porcion Fc a receptores de
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membrana expresados por varios tipos celulares (Daéron 1997). Con base a las caracteristicas
estructurales, se han definido tres tipos de receptores para IgG en humanos: FcyRIl (CD64),
FcyRIl (CD32) y FcyRII (CD16) (Figura 3). Los receptores de las tres clases contienen regiones
extracelulares conservadas, pero sus regiones citoplasmaticas difieren entre si, lo cual les
brinda diferentes propiedades funcionales. A través de ellos los anticuerpos pueden mediar un
amplio rango de funciones efectoras por distintos leucocitos, tanto en células de la inmunidad
innata y la adaptativa (Boross 2008). Los tres tipos de receptores FcyR pueden ser expresados
en macréfagos. A continuacion se mencionan sus caracteristicas principales, asi como las

funciones en que participan cada uno de ellos.

FcyRI
(CD64)
FcyRlla FcyRIIb FcyRllc FcyRllla FcyRIllb
(CD32) (CD32) (CD32) (CD16) (CD16)
Y Y
Y Y

Figura 3. Representacion esquematica de las diferentes clases de FcyRs.(Indik 1995; Boross 2008) La regién
extracelular (que une a las IgG) esta formada por dos o tres dominios de inmunoglobulina. La capacidad de
transduccion de sefiales es mediada por los motivos ITAM. En el FcyRI y FcyRllla, los motivos ITAM se encuentran
en las subunidades y asociadas al receptor. En el caso de FcyRlla y lic su propia region citoplasmica contiene los
motivos ITAM; mientras que el FcyRIIb contiene un motivo ITIM inhibitorio. EI FcyRIlIb no contiene region

citoplasmica.
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FcyRI (CD64)

El FcyRI esta constituido por una regidn extracelular con tres dominios de inmunoglobulina, un
dominio transmembranal y una cola citoplasmatica. Es considerado como un receptor de alta
afinidad para IgG monomeérica, la afinidad de este receptor para las diferentes subclases de IgG
varia de la siguiente forma: IgG3 > IgG1 > IgG2. El FcyRI existe como un complejo hetero-
oligomérico formado por la cadena a que se une al ligando y un homodimero de subunidades
FcR-y. La subunidad y es esencial para inducir fagocitosis, debido a que en ella estan presentes
los motivos de activacion basados en tirosinas (ITAM) esenciales para la activacion de vias de
sefalizacion. La subunidad y también participa en la estabilizacién del receptor en la superficie

de la célula y en la afinidad de unién a su ligando (Indik 1995).

Los fagocitos profesionales expresan constitutivamente FcyRI y la subunidad y. El FcyRI es un
receptor altamente expresado en monocitos, macréfagos y en algunas poblaciones de células
dendriticas. Las funciones efectoras que puede iniciar este receptor en las células que lo
expresan son diversas: internalizacion del antigeno, generacion de radicales libres de oxigeno,

citotoxicidad mediada por anticuerpos (ADCC), fagocitosis y produccion de citocinas.

FcyRIl (CD32)

En el humano, se han identificado tres genes que codifican receptores del tipo Il: FcyRIIA,
FcyRIIB y FcyRIIC. Estructuralmente, los FcyRIls son moléculas con regiones extracelulares y
transmembranales muy conservadas, pero la region citoplasmatica difiere entre las tres
isoformas. Este receptor no requiere de subunidades accesorias, ya que en su region
citoplasmica contiene los motivos ITAM en el caso de los receptores activadores (FcyRlla y
FcyRllc), o un motivo inhibitorio basado en tirosinas (ITIM) en el caso del receptor con actividad
inhibitoria (FcyRIIb). El entrecruzamiento de los receptores resulta en la fosforilacién de las

tirosinas del ITAM y/o del ITIM de la cadena.
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Siendo receptores de baja afinidad, los FcyRII s6lo pueden interactuar con complejos inmunes
o IgG agregada. Es el receptor que se expresa en el mayor numero de tipo celulares ademas
de fagocitos profesionales; entre las células que expresan este receptor estan los monocitos y
macrofagos, eosindfilos, basdfilos, plaquetas, linfocitos B, células endoteliales placentarias y
algunas subpoblaciones de linfocitos T. Las funciones con las que colaboran en la respuesta
inmune los receptores de la subclase activadora son similares a aquellas en las que participa el
receptor FcyRI: produccion de citocinas, internalizacion, fagocitosis, citotoxicidad mediada por
anticuerpo, estallido respiratorio, etcétera. Por su parte, la forma inhibitoria (FcyRIIb) colabora
en la regulacion negativa de la estimulacion por el BCR en linfocitos B, y de la estimulacion por

receptores FcyR activadores en las células que los expresan.

FeyRIll (CD16)

Existen dos isoformas del FcyRIIl codificadas por dos genes: FcyRIIIA y FcyRIIIB. EI FcyRllla
tiene dos dominios de inmunoglobulina extracelulares y una cola citoplasmica, y es considerado
un receptor de afinidad media para la IgG. La expresion y funcién de este receptor depende de
su asociacién con la subunidad y en monocitos y macréfagos, y con la subunidad { en células
asesinas naturales (NK). La subclase FcyRIllb no tiene porcién transmembranal y se une a la
membrana a través de un glicosil-fosfatidil inositol; exhibe baja afinidad para IgG y se expresa

exclusivamente en PMNs.

EXPRESION DE FcyRs EN MACROFAGOS

Los macréfagos y monocitos expresan constitutivamente la mayoria de las isoformas de FcyRs
activadores, asi como la isoforma inhibitoria. A través de estos receptores los macrofagos llevan
a cabo diversas funciones efectoras como la fagocitosis y el estallido respiratorio, propiedades

importantes de los macréfagos como células que participan como primera linea de defensa. Es
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por ello la importancia que representa estudiar los cambios en la expresion de estos receptores

bajo diferentes microambientes y estados de polarizacién de los macrofagos.

La expresion relativa de las formas activadoras y la forma inhibitoria de los FcyRs determina la
intensidad con la que las senales de activacion son generadas y su modulacion por seinales
inhibitorias, lo cual permite la regulacidn de las funciones efectoras de la célula. Una muestra
de ello es lo observado en modelos murinos deficientes de FcyRlIIb, en los cuales se observa
una reaccién proinflamatoria exacerbada, y un aumento en la maduracion de células dendriticas
y en la presentacidn de antigeno (Nimmerjahn 2010). Estos ratones muestran ademas una alta
susceptibilidad a enfermedades autoinmunes como los modelos murinos de Lupus Eritematoso
Sistémico. Diversas investigaciones, en modelos experimentales y en condiciones patologicas,
han abordado el estudio de los cambios en los niveles de expresidon de las distintas isoformas
de los FcyRs, demostrando que estos cambios modulan las funciones efectoras de los

macrofagos, al alterarse el balance de las isoformas activadoras e inhibitorias.

Desde hace varios anos se ha reportado que el tratamiento con INFy incrementa la expresion
de FcyRI, y posteriormente se demostré que en células U-937 la regulacion positiva de la
expresion de este receptor es mediada por cinasas dependientes de RNA de doble cadena
(PKR) y del factor de transcripcion NFkB. (Liu 2005; Karehed 2007). La estimulacion de los
macrofagos unicamente con INFy resulta en una ineficiente fagocitosis, y los lleva a ser células
incapaces de eliminar a un parasito intracelular como Leishmania spp.. Sin embargo, si la
estimulacion es hecha con IFNy en conjunto con TNFa, o algun ligando de TLRs como LPS, las

células seran capaces de eliminar al patégeno (Mosser 2008).

Los cambios en la expresidon de FcyRIl representan un panorama diferente, debido a que se
debe considerar las dos isoformas de este receptor: la activadora (FcyRlla) y la inhibitoria
(FcyRIIb). En algunas enfermedades autoinmunes se ha propuesto que alteraciones en el
balance entre estas dos isoformas lleva a los estados patolégicos (Bave 2003; Xin-guang 2011);
en experimentos /n vifro se ha demostrado que en presencia de IL-10 y otras citocinas, altera el

balance en la expresion de las formas activadoras e inhibitoria de este receptor, y esto tiene un

20



Polarizaciéon de macrdfagos y FcgRs |

efecto en la activacion de funciones efectoras, incluyendo la fagocitosis (Liu 2005). En células
polarizadas a macréfagos reparadores de tejido, por IL-4 o IL-13, disminuye la expresion de los
receptores Fcylla y Fcyllb en membrana y también sus capacidades fagociticas a través de los
mismos. (Liu 2005)

El FcyRIll, con relacion a los otros dos receptores, es el menos expresado en el sistema
monocito/macrofago; sin embargo, en presencia de IL-10 su expresion aumenta
considerablemente, incluso se ha propuesto como marcador para macréfagos reguladores junto
a CD163 (Ambarus 2011). Al igual que lo observado para FcyRII, la fagocitosis a través de este

receptor en presencia del IL-10 se ve incrementada.

Un ejemplo de como la plasticidad de los macrofagos también modifica la expresion de los
FcyRs se observo en pacientes con Trombocitopenia Autoinmune Primaria. En este estudio,
se observd una desregulacion de la expresion de FcyRlla y FcyRIlb en pacientes sin
tratamiento, la cual se reconstituyé mediante el tratamiento con glucocorticoides (dexametasona
en altas dosis) resultado de esto fue el incrementando los niveles de expresion de FcyRIIb (Xin-
guang 2011). Con lo que respecta a una subpoblacién reparadora de tejido, se reportd un efecto
antagonico de IL-4 y glucocorticoides en moléculas relacionadas con la reparacion de tejido en
modelos murinos (Salmon-Ehr V 2000). Otros ejemplos de lo cambios en el fenotipo de los
macrofagos se han descrito en poblaciones presentes en infecciones virales, bacterianas y
cancer (Asahi 2008; Dugast 2011).

Los estudios realizados sobre la modulacién de la expresion de los FcyRs en microambientes
diferentes, han sido abordados con varios modelos celulares, y generalmente determinando los
cambios que ocurren en un modo de polarizacion en comparacion con células no activadas. El
objetivo de este trabajo es utilizar un mismo tipo celular para abordar la modulacién en la
expresion de FcyRI, FcyRlla, FcyRIlb y FcyRIll, a nivel de mRNA y proteina, asi como sus
implicaciones en las funciones efectoras, como la fagocitosis, con la finalidad de aportar un
panorama mas homogéneo de la participacion de los FcyRs en cada una de las subpoblaciones

de macroéfagos propuestas.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los tipos de estimulos que se encuentren el macréfago en el microambiente circundante,
inducen cambios en sus caracteristicas fenotipicas y funcionales, lo que lo convierte en un
macrofago funcionalmente diferente (“polarizacion del macréfago”). En los ultimos afos ha
cobrado importancia la caracterizacién de macréfagos en distintos estados de polarizacion, por
su participacion en diversas patologias. Se ha propuesto que se pueden distinguir tres tipos
basicos (primarios) de macréfagos activados, relacionados a las funciones efectoras para las
que estan mejor preparados: macrofagos inflamatorios (o de defensa del hospedero),
macrofagos reparadores de tejido y macréfagos reguladores.

Los macrofagos expresan en su membrana varios tipos de receptores FcyR, importantes para
mediar funciones efectoras como la fagocitosis, estallido respiratorio y produccion de citocinas.
La expresion diferencial de estos receptores, y las distintas afinidades de cada uno de ellos por
las subclases de IgG, estan asociadas a patologias como ateroesclerosis, lupus eritematoso
sistémico, artritis, VIH, entre otras; patologias donde también se ha demostrado que hay una
polarizacion preferencial de los macréfagos residentes, por lo que en algunos casos se ha

propuesto que participan en la progresion de la enfermedad.

Al mismo tiempo, es dificil caracterizar funcionalmente estas subpoblaciones in vivo, por la
posibilidad de estados de polarizacion intermedios, la plasticidad de estos estados, el numero
de células, etc. Adicionalmente, el estudio de estas subpoblaciones en modelos murinos puede
no siempre reflejar el caso de macréfagos humanos. Es por lo tanto importante contar con un
modelo que nos permita estudiar con detalle cdmo se regula la expresion de diversas proteinas
y como esto repercute en las funciones efectoras de los macrofagos, en distintos estados de
polarizacion. En nuestro caso, deseamos estudiar como afecta el estado de polarizacion, la
expresion de las distintas isoformas de receptores para IgG, y la relacion de esto con una
funcién efectora importante de los macréfagos: la fagocitosis de particulas opsonizadas con
lgG.
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HIPOTESIS

La polarizacion in vitro de células THP-1 diferenciadas a macrofagos hacia los tres fenotipos
primarios: macrofagos inflamatorios, macrofagos reparadores de tejido o macrofagos
reguladores, inducira cambios distintos en la expresion de los receptores Fcy, lo que repercutira

en su capacidad fagocitica.

OBJETIVO GENERAL

Analizar la modulacion de la expresion de las distintas isoformas de receptores para IgG, en un
modelo /n vitro de macréfagos bajo diferentes estados de polarizacion, asi como la relacion de

esto con la fagocitosis de particulas opsonizadas con IgG.

OBJETIVOS PARTICULARES

» Estandarizar la diferenciacion de células THP-1 a células tipo macrofago (THP-1-M@).

» Estandarizar la polarizaciéon /n vifro de THP-1-M@ a macréfagos: inflamatorios,
reparadores de tejido y reguladores

» Determinar cuantitativamente por citometria de flujo, la expresion en membrana de
FcyRI, FcyRlla, FcyRIlb y FcyRIIl, en células del sistema monocito/macréfago en
diferentes estados de polarizacion.

* Determinar cuantitativamente por RT-PCR el nivel de expresion ARNm de FcyRI,
FcyRlla, FcyRIIb y FcyRIIl, en células del sistema monocito/macréfago en diferentes
estados de polarizacion.

+ Determinar cuantitativamente la capacidad fagocitica de las células a través de los
receptores FcyRs.

» Correlacionar el nivel de expresion (en mRNA y proteina) de cada uno de los receptores

con la fagocitosis mediada por los mismos.
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METODOLOGIA

DIFERENCIACION DE CELULAS THP-1 A MACROFAGOS

Las células THP-1 se cultivaron en medio RPMI-1640 (Gibco) adicionado con 1 mM piruvato de
sodio, 0.1 mM solucidén de aminoacidos no esenciales, 0.1 mM L-glutamina, 100 U/ml penicilina,
y 100 pg/ml estreptomicina, con suero fetal bovino (Gibco) al 10%. Las células se mantuvieron
a una densidad celular entre 2X105 — 1X106¢ células por mililitro de medio.

En placas de 6 pozos (Nunc) se colocaron 1X108 células por pozo en 2mL de medio con una
concentracion final de 20nM de PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate) (Sigma-Aldrich), por 5
dias a 37°C y 5% de CO>, haciendo un cambio de medio al dia 2. Posteriormente se retir6 el
medio, y se colocaron las células en medio sin PMA por 2 dias. Después de estos dos dias, las
células expresan caracteristicas fenotipicas propias de macrofagos, como una morfologia
extendida y la expresion del receptor CD11b. Estas células fueron tratadas con la citocina

correspondiente o con medio libre de citocinas, como se indica mas adelante.

INDUCCION DE SUBPOBLACIONES DE MACROFAGOS

Una vez que las células estuvieron 2 dias sin PMA, se lavaron y se adiciond la citocina indicada
en las concentraciones correspondientes. Para la generacién de macréfagos inflamatorios se
adicion6 INF-y (Preprotech) a una concentracion final de 30ng/mL, evaluando el estado de
polarizacion por la expresion de la molécula coestimuladora CD80, por la tincion con un
anticuerpo anti CD80-APC (BD Pharmingen). Para obtener macréfagos reparadores de tejido
se estimularon las células con IL-4 (Preprotech) a una concentracién final de 40ng/mL,
evaluando el estado de polarizacion por la expresion de CD206, con anticuerpo anti CD206-
FITC (BD Pharmingen). Por ultimo, los macrofagos reguladores fueron generados por la
estimulaciéon con IL-10 (Preprotech) a una concentracién de 20ng/mL, y el efecto de esta
citocina se evalué mediante la expresion de CD163 con un anticuerpo anti-CD163-FITC (BD

Pharmingen).
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Se incubaron las células con citocinas por 48h, a 37°C y 5% CO2. La determinacion de la
expresion de los receptores se realizd por citometria de flujo, mediante una inmunoflorescencia

directa, con el siguiente protocolo.

INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA

Para la citometria de flujo, se suspendieron 2X105 células en 200uL de amortiguador de lavados
(PBS, SFB 5%, azida de sodio 0.01%) y se colocaron en tubos para FACS. Posteriormente se
agregaron 3uL de cada uno de los anticuerpos anti-CD206-FITC, anti-CD163-PE y anti-CD80-
APC. Se incubd protegido de la luz en hielo por 30" con agitacion ocasional. Se lavd con
amortiguador para lavados, centrifugando a 1400 rpm por 5° (Sorvall Legend March 1.6R) y se
decanto el sobrenadante. El pellet se resuspendié en 200uL del amortiguador de lavados, esta
operacion se repitié dos veces mas; el ultimo lavado se realizé con PBS frio. Las células se
resuspendieron finalmente en 200uL de paraformaldehido (PFA/PBS) al 1% y se incubaron
(cubiertas de la luz) por 20 minutos en hielo. Al terminar la incubacién se lavaron con PBS y se
resuspendieron en 200uL de PBS. Las células positivas se evaluaron en el citometro de flujo

(Attune), la intensidad media de fluorescencia sirvié como indicador del grado de expresion.

INMUNOFLORESCENCIA INDIRECTA

Para el caso de FcyRIl y FcyRIl, se utilizdé una inmunofluorescencia indirecta. Se suspendieron
2X105% células en 200uL de amortiguador de lavados (PBS, SFB 5%, azida de sodio 0.01%) y
se colocaron en tubos para FACS. Posteriormente se agregaron 5uL y 2.5 uL (FcyRI y FcyRII,
respectivamente) de anticuerpo primario. Se incubd en hielo por 30" con agitacion ocasional.
Se lavo con amortiguador para lavados dos veces, centrifugando a 1400 rpm por 5° (Sorvall
Legend March 1.6R) y se decantd el sobrenadante. Se resuspendié el pellet en 200uL del
amortiguador de lavados con el segundo anticuerpo 1:500 (Cabra anti- ratéon FITC. Zymed 81-
6511). Se incubo cubierto de la luz en hielo por 30" con agitaciéon ocasional. Se lavd con
amortiguador para lavados, centrifugando a 1400 rpm por 5° (Sorvall Legend March 1.6R) y se
decanto el sobrenadante. Se resuspendio el pellet en 200uL del amortiguador de lavados, esta

operacion se repitié dos veces mas, el ultimo lavado se realizé con PBS frio. Las células se
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resuspendieron finalmente en 200uL de paraformaldehido (PFA/PBS) al 1% y se incubaron por
20 minutos en hielo cubierto de la luz. AL terminar la incubacién se lavaron con PBS y se
resuspendieron en 200uL de PBS. El porcentaje de células positivas se evalud por citometria
de flujo (Attune).

INMUNOFLUORESCENCIA INTRACELULAR

Para realizar la determinacion en la expresion de FcgRlla y FcgRIlb, se realizd una tincién
intracelular. Por cada una de las condiciones se colocaron 1X106 células en 1mL de PFA al 4%,
durante 10’ a 4°C. Posteriormente se lavaron con 1mL PBS 1X, dos veces. Las células fueron
incubadas con 1mL de PermWash 1X (BD PermWash Buffer 10X, Cat. No. 51-2091KZ (554723)
por 15’ a 4°C. Tras la permeabilizacién se resuspendieron en 200uL de PermWash 1X y se
dispensaron 50uL de esta suspension celular en placas de ELISA de fondo en U para incubarlas
con los anticuerpos correspondientes: 5uL de anti-FcyRlla (CD32-A, N-20, sc-12808, Santa
Cruz Biotechnology) o antiFcyRIlb (CD32-B, C-20, sc-12815, Santa Cruz Biotechnology), y
1.6uL del control de isotipo (Goat anti-mouse AP), se incubaron por 30’ a 4°C. Posteriormente,
para eliminar el exceso de anticuerpo se adicionaron 150uL de PermWash 1Xy se centrifugaron
por 3’ a 1300 rpm (Centrifuge 5810C, Eppendorf), con un lavado mas con 150uL de PermWash.
Como solucién de bloqueo las células se incubaron con 200uL de y-globulina humana
(Beriglobina P, Solucion inyectable, Reg. No. 60871 SSA IV. CAL Behring) por 30’ a 4°C,
posteriormente se lavaron 3 veces con 150uL de PermWash 1X. Al final de estos lavados, las
células se resuspendieron en 50uL de anticuerpo secundario anti-goat 19G- FITC (81-161,
Zymed 1.5mg/mL), en una dilucién de 1:600 diluido en PermWash 1X, y fueron incubadas 30’ a
4°C en obscuridad. Finalmente se realizaron 2 lavados con 150uL de PermWash 1X y un lavado
mas con PBS 1X. Las células fueron resuspendidas en 200uL de PFA 1%, para su posterior

captura en el citometro (Attune).
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EVALUACION DE LA CAPACIDAD FAGOCITICA

Para determinar la capacidad fagocitica se utilizaron eritrocitos de carnero como particulas a
fagocitar. Los eritrocitos de carnero se mantuvieron en solucion de Alsevers en esterilidad. Del
fondo del frasco, sin mezclar, se tomaron 500pL de eritrocitos y se colocaron en 1mL de PBS
con albumina sérica bovina (BSA) al 0.1%. Se realizaron 6 lavados centrifugando a 2000 rpm
3’, y finalmente se resuspendieron en 1mL de PBS/BSA y se contaron en camara de Neubauer,
en una dilucién 1:1000 con PBS.

Se tomaron 1X10° eritrocitos para colocarlos en un volumen final de 10mL de PBS/BSA 0.1%,
al cual se adicionaron 25uL de éster de carboxifluoresceina (CFSE; C1157. Invitrogen),
incubando 30’ a 37°C. Posteriormente se hicieron 2 lavados con PBS/BSA 0.1%, para
finalmente resuspender los eritrocitos en 2mL de PBS/BSA 0.1%. 500uL de esa suspension
fueron utilizados para realizar la opsonizacién de los eritrocitos.

Los eritrocitos marcados con CFSE se incubaron por 30’ a temperatura ambiente con un suero
policlonal anti-eritrocito de carnero producido en conejo (Anexo 6), en una dilucion 1:10000 para
opsonizarlos. Posteriormente se lavaron 2 veces con PBS/BSA 0.1%, se resuspendieron en
500uL, y se contaron. Para los ensayos de fagocitosis, los eritrocitos se afadieron en una
relacion de 1 célula por 20 eritrocitos, o 1:10, segun se indica, para los ensayos de fagocitosis.
Para favorecer el contacto entre las células y los eritrocitos, se centrifugaron las células y los
glébulos rojos opsonizados para formar un pellet.

Para que se lleve a cabo la fagocitosis, las células con los eritrocitos fueron incubadas a 37°C,
por 30’ o 1h, utilizando un control incubado a 4°C, por el mismo periodo de tiempo. Después
de la incubacion para permitir la fagocitosis, se retiré el medio y se adicionaron 810uL de agua
destilada, con el objetivo de lisar los eritrocitos no fagocitados por shock osmético. Transcurrido
1 minuto, se adicionaron 90uL de PBS 10X para general un ambiente isoténico. Las células
fueron centrifugadas, y lavadas con 500uL de PBS. Finalmente, las células se resupendieron

en 200 pL de PFA/PBS 1%, para su lectura en el citdmetro de flujo.
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DISENO DE OLIGONUCLEOTIDOS PARA PCR EN TIEMPO REAL

La cuantificacion de la expresidon de RNAm se llevd a cabo mediante RT-PCR con iniciadores
disefiados para FcyRI, FcyRlla, FcyRIlb y FcyRIll, y como gen endégeno HPRT1 (hipoxantina

fosforribosiltransferasa 1) (Tabla 1)

Tabla 1. Oligonucleétidos para ensayo de RT-PCR

HPRT  Secuencia No Bases Tm(PB) Tm (PE) %G/C(PB) %G/C(PE) SecRec Exén
Forward TTATGGACAGGACTGAACGTCTTG 24 59 54.66 46 45.83 292-405 2--3
Reverse CCAGCAGGTCAGCAAAGAATT 21 58  53.26 48 47.62
Amplicén Amptm Amp%GC AmpTa Amplen Penalty
114 80 51 59 114 325
FcgRI Secuencia No Bases Tm (PB) Tm (PE) %G/C(PB) %G/C(PE) SecRec Exdén
Forward GGGCAAGTGGACACCACAA 19 54.62 59 57.89 58 93-175 1--2
Reverse ~ TGCAAGGTTACGGTTTCCTCTT 22 54.22 59 45.45 45
Amplicon (pb Amptm Amp%GC AmpTa Amplen Penalty
83 82 54 60 83 168
FcgRlla Secuencia No Bases Tm %G/C  SecRec Exon  Amplicén
Forward GGCTTCTGCAGACAGTCAAGC 21 56.05 57.14  137-216 2--3 80y 77
Reverse CCTGGAGCACGTTGATCCAC 20 55.28 60
FcgRIlb Secuencia No Bases Tm(PB) Tm (PE) %G/C(PB) %G/C(PE) SecRec Exén
Forward GCAGTTCCAAAAGAGAAGGTTTCT 24 53.73 58 41.67 42 1156-1252 8
Reverse TCGGTTATTTGGGACCATATTGT 23 51.89 58 39.13 39
Amplicén Amptm Amp%GC AmpTa Amplen Penalty
97 79 47 58 97 242
FcgRIll  Secuencia No Bases Tm(PB) Tm(PE) %G/C(PB) %G/C(PE) SecRec Exén
Forward GGTGCAGCTAGAAGTCCATATCG 23 55.03 59 52.17 52 665-741 4--5
Reverse GAATAGGGTCTTCCTCCTTGAACA 24 53.75 59 45.83 46
Amplicén Amptm Amp%GC AmpTa Amplen Penalty
77 84 58 61 77 142

Los oligonucledtidos fueron disefiados con el programa PrimerExpress, de Applied Biosystems.
Con la finalidad de reconocer solo secuencias en RNA mensajero maduro, se utilizé la estrategia
de disenar oligonucleotidos que unicamente reconocieran secuencias que han sido identificadas

COmMo exones, para excluir los intrones.
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EXTRACCION DE RNA

Macrdéfagos derivados de monocitos humanos fueron utilizados con el objetivo de estandarizar
las condiciones de reaccion para el alineamiento de los iniciadores para el PCR tiempo real.
Para la extraccion de RNA, al paquete celular (56X108 células) se le agregd 1mL de TRIzoL
Reagent (Invitrogen), resuspendiendo por pipeteo para la lisis completa de las células. Se
agregaron 200uL de cloroformo (99% puro, para biologia molecular, Sigma-Aldrich), agitando
fuertemente por 15s y se incubd por 3min a temperatura ambiente. Para separar las fases se
centrifugd a 11000 xg por 15 min a una temperatura de 4°C (Centrifuge 5810C, Eppendorf).
Se recuperaron 2/3 partes de la fase acuosa, donde se encuentra el RNA, en un nuevo tubo
Eppendorf de 1,5mL y se les adicionaron 500uL de isopropanol (99,5% grado HPLC, Sigma-
Aldrich) para precipitar el RNA. Se incubd la muestra por 10 min a temperatura ambiente, para
después centrifugar a 11000g por 10 min a una temperatura de 4°C.

Después de la centrifugacion, se desechod el sobrenadante y se procedié al lavado del pellet,
agregando 1mL de etanol al 75%, se agitdé en un vortex (Vortex Genie 2) por 15s y se
centrifugaron las muestras a 7500 xg por 5 min a 4°C. Se deseché el sobrenadante y se hizo
un segundo lavado con etanol al 75%, de igual manera se agito y se centrifugé. Se desecho el
sobrenadante y el boton se dejd secar a temperatura ambiente por unos 15 min
aproximadamente o hasta que ya no hubiese gotas de etanol presentes en el tubo o alrededor
del boton. Una vez seco, el boton de RNA se disolvié en 50uL de agua inyectable.

Se realiz6 la cuantificacion del RNA, con un blanco de agua. Se determiné la absorbancia a
tres longitudes de onda, a 260nm (acidos nucleicos), a 280nm (proteinas) y a 230nm (sales). El
calculo para la concentracion de RNA se realiza considerando que una A2s0=1 corresponde a

40 ng/uL de RNA, de acuerdo a la ecuacion:
(Abs 260nm) (40ng fuL) = RNA [ng fuL]

La presencia de proteinas y sales pueden interferir en las reacciones posteriores, por lo que
para que no haya problemas de interferencia la relacion entre la cantidad de RNA y proteinas
(A260/A280) debe ser mayor a 1,8 y con respecto a sales la relacion (A260/A230) debe ser
mayor a 1,7. La calidad del RNA se observo corriendo por electroforesis en un gel de agarosa
al 1,5% entre 800ng y 1ug de RNA con 3uL de buffer de carga para RNA.
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La electroforesis se realizdé a 90V por 30 min aproximadamente, después de ésto se tino el gel
dejando 15 min en una solucion diluida de bromuro de etidio (Fluka, BioChemika) y se observd
en luz UV en un transiluminador (Gel Doc 2000, Bio-Rad) con el programa Quantity One. La
presencia de dos bandas bien definidas equivalentes al RNA ribosomal (18s y 28s) indican una
buena calidad de la muestra, si hubiese un barrido o ninguna banda indicaria que el RNA fue

degradado o que se perdié en algun paso de la extraccion.

TRATAMIENTO CON DNAasa

Para eliminar la contaminacién con DNA gendmico que pudiese existir en la extraccion de RNA,
el RNA es tratado con DNAasa (Turbo DNAsa-free kit, Applied Biosystem). Se adiciond 0.1
volumen de Turbo DNAasa buffer 10X y 1uL de Turbo DNAasa al RNA, agitando suavemente.
Se incubo 37°C por 20-30 minutos. Para detener la reaccion, se adicionaron 2L del reactivo
para inactivacion de la DNAasa, resuspendido con buena agitacion, incubandolo por 5 minutos
a temperatura ambiente, mezclando ocasionalmente. Se centrifugé a 10,000 xg por 1.5 minutos
y se transfirid el RNA a un tubo nuevo. Para evidenciar que el tratamiento con la DNAasa no

degrado el RNA se corre un gel de agarosa al 1.5%.

SINTESIS DE cDNA

A partir de 1mg de RNA se realizé la sintesis de cDNA con la retrotranscriptasa M-MLV
(Promega). En un tubo se colocé el volumen necesario para tener 1ug de RNA, 1uL de Oligo
dT12-18 (Invitrogen) y agua-DEPC en un volumen final de 14puL. Se incub6 a 70°C por 5 min en
el termociclador (Corbett Research, modelo CG1-96) y se colocd en hielo al término de este
tiempo por al menos un minuto.

Se prepara una mezcla de 4uL de Buffer 5X, 1uL de dNTPs 10mM (Invitrogen) y 1uL de
retrotranscriptasa M-MLV. Las muestras para la reaccion se incubaron a 37°C por 60 min y
después a 75°C por 15 min en el termociclador. El cDNA de cada muestra se congelé a -20°C

hasta su uso en las reacciones posteriores.
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PCR EN TIEMPO REAL

Cada mezcla de reaccion se preparo6 con lo siguiente:

Master Mix 5uL

cDNA 1uL

Oligo Forward 0.25puL (250nM)
Oligo Reverse 0.25puL (250nM)
Uracil N-glicosilasa (Applied Biosystems) 0.2uL

H20 inyectable 3.5uL

Con los siguientes ciclos para la reaccion de PCR:

Temperatura Tiempo # de ciclos

50°C 2 min 1
95°C 10 min 1
95°C 15s 50
60°C 1 min

PURIFICACION DE PRODUCTOS DE PCR PARA SECUENCIAR

Los fragmentos amplificados por PCR tiempo real estan sintetizados con Uracilo en lugar de

Timina, por lo cual se tuvo que disenar una reaccion de PCR en punto final, con las siguientes

caracteristicas:

Volumen final 50uL

10X PCR Buffer s/Mg2* 5uL
10X mM dNTPs 1uL
50mM MgCl2 1.5uL

Oligonucleotidos (10nM) 1.25uL (250nM) (por cada uno)
Taq Polimerasa 0.2uL
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Templado 1uL
Agua inyectable 40.05pL

Llevando a cabo el siguiente protocolo de PCR:

Temperatura Tiempo No. de ciclos
Incubacién 94°C 3 minutos 1
Desnaturalizacion 94°C 45 segundos
Alineamiento 60°C 30 segundos 40
Extension 72°C 45 segundos

Los productos de esta PCR punto final, se corrieron en un gel de Agarosa al 2% por 30 min a
90 volts, para visualizar una unica banda. Posteriormente se realizé la purificacion con el kit
QlAquick gel extraction kit.

Se colocaron los 50uL de la reaccion de PCR y se adicionaron 150uL de Buffer QG y 50uL de
isopropanol, se mezclo perfectamente. Esta mezcla se colocd en la columna, con precaucion
de adicionar el liquido en el centro de la misma, y se centrifugo por 1 min a 13000 RPM, se
elimindé el excedente, y se adicionaron a la columna 500uL de Buffer QG por 1 min,
posteriormente se centrifugo 1 min a 13000 RPM.

Después de quitar el excedente se adicionaron 750uL de buffer PE para lavar la columna,
dejando incubar 1 min, al final de la incubacion se centrifugo 1 min 13000 RPM.

Para eluir el DNA, se utilizé6 H2O grado mili-Q, con un pH de 7.5, la cual se dej6 calentar a punto
de ebullicién, a esta temperatura se adicioné 30uL a la columna y se dejo incubar 1 min,
finalmente se centrifugo 1 min a 13000 RMP; el liquido se recuperd en un tubo nuevo y se
cuantifico la cantidad de DNA en NanoDrop.

Se realiz6 un gel de Agarosa al 2% para observar una sélo banda, junto a un marcador de peso
molecular (100pb DNA Ladder. Invitrogen).

Estos fragmentos purificados fueron enviados a la Unidad de Biologia Molecular del Instituto de
Fisiologia Celular, para su secuenciacion por el método de Sanger, en un secuenciador de

capilar automatico.
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RESULTADOS

DIFERENCIACION DE MONOCITOS Y POLARIZACION DE MACROFAGOS

Para la obtencion de un modelo /n vifro que nos permitiese evaluar el efecto de la polarizacion
de macréfagos a cada uno de los tres fenotipos caracteristicos, sobre la expresion de receptores
para IgG y la fagocitosis mediada por estos receptores, utilizamos como modelo la linea celular
THP-1. Estas células, que provienen de una leucemia monocitica aguda, se encuentran
arrestadas en el estadio de monocitos. Para obtener macréfagos a partir de estas células es
necesario inducir su diferenciacion hacia macréfagos. Los protocolos mas utilizados para esto
son la activacion con VD3 (vitamina D3) o PMA (Daigneault 2010). Para este trabajo usamos
células THP-1 derivadas a células tipo macrofago por la incubacién con una concentracion de

20 nM de PMA, durante 5 dias, con dos dias mas de descanso en un medio libre de PMA.
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Figura 4. Caracteristicas morfolégicas de las células THP-1 (Mo) y células THP-1 tratadas con PMA (M@0). Células THP-1
fueron cultivadas con PMA 20nM por 5 dias, y 2 dias mas con medio libre de PMA. Al final de este proceso fueron consideradas
como Macroéfagos en estadio cero (M@0). Dot plots de tamafio contra granularidad y microscopia optica 40X de células THP-1

sin tratamiento(A 'y C) y células tratadas con PMA (B y D).
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Los criterios que se tomaron en cuenta para constatar la diferenciacion de las células THP-1 a
células con fenotipo de macrofago, incluyeron el tamafo y la morfologia de las células. Al igual
que los macréfagos diferenciados de monocitos aislados de sangre periférica, las células THP-
1 diferenciadas presentaron prolongaciones de la membrana y un aumento en el tamano, asi

como en la granularidad, como se observé mediante citometria de flujo (Figura 4).

Figura 5. Expresion de CD14 y CD11b durante el proceso de diferenciacion. Como criterio de diferenciacion se evalu6 la
expresion de (A) CD14 y (B) CD11b. En la figura se muestran histogramas representativos, donde las lineas grises representan
células Mo vy las lineas rojas MJO0. (C) Representa el promedio de la media de fluorescencia de la expresién de CD11b de 8
experimentos independientes, las barras de error representan la DE, *p<0.05 analizadas con una t-student pareada, comparado

con los monocitos.

También se evaluaron, al inicio de la estandarizacion del proceso de diferenciacion, cambios en
el nivel de expresion de CD14 y CD11b. No se observaron diferencias significativas en la
expresion de CD14 tras la diferenciacion, por lo que se prescindié de este marcador y se
consideré a CD11b como indicador del estado de diferenciacion de las células (Figura 5 Ay B).
Para cada uno de los ensayos realizados, se utilizé como criterio de diferenciacién el incremento
de 300 veces en el nivel de expresion de CD11b en comparacién con los monocitos (células

THP-1), como se muestra en la Figura 5C.

Para todos los experimentos realizados, las células THP-1 se consideraron monocitos (Mo) y
las células THP-1 tratadas con PMA vy sin citocinas, como macréfagos no polarizados o en un
estadio cero (MJ0) de polarizacion. Los M@0 fueron tratados con citocinas por 48h para
polarizarlos hacia cada una de las tres subpoblaciones propuestas: el tratamiento con IL-4
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(40ng/mL) induce el fenotipo de macrofagos reparadores de tejido (MQdrep), el tratamiento con
IL-10 (20ng/mL) induce el fenotipo de macrofagos reguladores (MQdreg), y las células tratadas

con INFy (30ng/mL) adquieren el fenotipo de macréfagos inflamatorios (MJinf).

Figura 6. Cambios morfolgicos durante el proceso de diferenciacion y polarizacion. Células THP-1 fueron tratadas por 5 dias
(D1-D5) con PMA ( 20nM), seguidos de tres dias (D6-D8) sin PMA , en medio RPMI 10%. Finalmente en el dia 9 y 10 (D9-
D10), las células fueron tratadas con citocinas para inducir su polarizacién. Los macréfagos reparadores de tejido (Mdrep) se
obtuvieron al tratar con 40ng/mL de IL-4; macréfagos reguladores (M@reg) fueron obtenidos tras el tratamiento con 20ng/mL
de IL10, y los macrofagos inflamatorios (M@) se indujeron tras el tratamiento con 30ng/mL de INFy. Células que no fueron

estimuladas con citocinas fueron consideradas como macrofagos en estadio 0 (MJ0).

Cuando las células fueron polarizadas por el tratamiento con citocinas, los cambios
morfolégicos fueron menos evidentes que durante el proceso de diferenciacion (Figura 6). Las
diferencias morfolégicas mas notorias fueron en las células tratadas con INFy, las cuales
tienden a adherirse con mayor fuerza a la caja de cultivo y se observan con prolongaciones
citoplasmicas mas numerosas y largas. En el caso de los Mdrep y MJreg, no se observan

diferencias con relacién a los MJO0.
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EXPRESION DE CD206, CD163 Y CD80

Se ha reportado que durante la polarizacion de los macrofagos inducida por citocinas o
productos microbianos, hay una modulacion de la expresidon de diversas moléculas de
membrana, algunas de los cuales son caracteristicas de cierto tipo de polarizacion y pueden
usarse para evaluar el estado de polarizacion. Dentro de éstas, elegimos como marcadores
para monitorear el estado de polarizacion de las células los siguientes: CD206 (receptor de
manosa) para MQrep, CD163 (receptor scavenger) para M@reg y CD80 (molécula
coestimuladora) para Mdinf (Ambarus 2011). La expresion de estos tres marcadores en la
poblacion se determind mediante una tincion triple, para evaluar el fenotipo de polarizacion

inducido por cada uno de los tratamientos.

En la Figura 7A se muestran los histogramas obtenidos tras el proceso de polarizacion en un
experimento representativo. Los monocitos (no mostrado) y los M@0, no expresan ninguna de
las moléculas estudiadas. La activacion con IL-10 induce de manera especifica un aumento de
4 veces la IMF en la expresion de CD163, con respecto a M@0. Por su parte se observa con el
tratamiento de INFy un aumento en la expresion de CD80, con un valor de fluorescencia 5 veces
mayor que las otras condiciones experimentales. Estas diferencias son estadisticamente
significativas (Figura 7B), cuando se analiza la expresiéon de estos marcadores en 5
experimentos independientes. Los histogramas muestran que el aumento de la expresion de
CD163 y CD80 se presenta de forma homogénea en los Mdreg y M@inf, respectivamente, lo
que nos permitié concluir que tenemos una poblacion homogénea de estas células. Al mismo
tiempo, fue evidente que la expresion de estos receptores es especifica para cada

subpoblacion, permitiendo asi tener fenotipos de polarizacién mutuamente excluyentes.

Con lo que respecta a las células que fueron tratadas con IL-4, no se observa ningun cambio
en la expresion de CD206, pero tampoco en la expresion de los otros marcadores empleados.
A pesar de ser un marcador muy utilizado para la caracterizacion de macréfagos reparadores

de tejido, en modelos murinos y humanos, en nuestro disefio experimental no fue posible inducir
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el aumento en la expresion de este receptor. Esto indica que, con respecto a la expresion de
estos tres receptores, las células tratadas con IL-4 son iguales que los M@0, ya que no se

detectaron cambios en la expresion de ninguno de los tres receptores (Figura 7A).

Figura 7. Expresién de DC206, CD163 y CD80 en macréfagos con diferentes estados de polarizacién. Después de 48 horas de
tratamiento con las citocinas correspondientes, las células fueron incubadas con anticuerpos anti-CD206-FITC, anti-CD163-PE
y anti-CD80-APC en una tincion triple, y fueron analizadas por citometria de flujo. Se muestran histogramas representativos;
las lineas negras representan células sin tefiir, y las lineas rojas las células tratadas con cada una de las citocinas (A), la media

de fluorescencia promedio para cada uno de los marcadores (B), n=5, *p<0.05, ANOVA con Tukey.
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DETERMINACION DE LA EXPRESION DE FcyRI, FcyRlla, FcyRIlb y FcyRIll POR
CITOMETRIA DE FLUJO EN MACROFAGOS POLARIZADOS

Una vez que se establecieron las condiciones para polarizar los M@0 a cada una de las
subpoblaciones deseadas, nuestro objetivo fue determinar si habia cambios en la expresion en
membrana de los receptores para la fraccidn constante de los anticuerpos del isotipo IgG
(FcyRs). Para ello se siguieron dos estrategias de tincion; inicialmente se determiné la expresion
en la membrana de los receptores FcyRI, FcyRIl y FcyRIIl, mediante anticuerpos especificos
para la porcidén extracelular de cada uno de ellos. Sin embargo, el anticuerpo especifico para la
porciéon extracelular del FcyRII reconoce las dos isoformas del receptor (a y b). Por tanto, para
determinar los cambios en la expresion de cada isoforma, se usaron anticuerpos especificos
para las porciones intracelulares de los receptores (el FcyRlla contiene un motivo ITAM a

diferencia de FcyRIIb, el cual contiene un motivo ITIM).

Figura 8. Efecto de la polarizacion en la expresion en membrana de FcyRI, FcyRII, FcyRIIl. Después de la polarizacion se
determind la expresion en membrana de (A) FcyRly (B) FcyRII con una tincion indirecta; utilizando como anticuerpos primarios
el mAb 32.2 para FcyRl y el mAb V.3 para FcyRIl; como anticuerpo secundario un anticuerpo Anti-raton FITC (Zymed 81-
6511); (C) FcyRIIl es una tincién directa con anti-CD16 FITC, determinados por citometria de flujo. Los datos muestran el
promedio de n=5, las barras de error representan la DE, *p<0.05 analizadas con un ANOVA y una prueba a posteriori (Tuckey),

por la comparacion de las células tratadas con respecto a los MQ0.
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La expresion de FcyRI es significativamente mayor en los Mdinf, con relacion a los otros
estados de polarizacion, este aumento es de 3 veces comparado con cualquier condicion
(Figura 8). Por el contrario, hay una disminucién estadisticamente significativa del 20% en la
expresion de este receptor en Mdrep, lo cual es diferente a lo observado para las células en
estadio de monocito. Los M@reg mantienen la misma expresion de FcyRI que los MJ en estadio

cero.

Figura 9. Cambios en la expresion de FcyRlla y FcyRIIb tras la polarizacion de macréfagos determinados por citometria de
flujo. Cada una de las poblaciones de macréfagos, o monocitos, fueron permeabilizados para detectar la expresion de (A)
FcyRlla y (B) FcyRIIb intracelularmente, utilizando como anticuerpos primarios la clona CD32-A, N-20 para FcyRlla y la clona
CD32-B, C-20 para FcyRIlb; como control de isotipo un anti-ratén AP, y como anticuerpo secundario un Anti-cabra FITC. Los
datos muestran el promedio de n=4, las barras de error representan la DE, *p<0.05 analizadas con un ANOVA y una prueba a

posteriori (Tuckey), por la comparacion de las células tratadas con respecto a los MJ0.

Con relacion a lo observado en la expresion de FcyRIl, los Mdreg incrementan el 50% la
expresion de este receptor, en comparacion con los otros estados de polarizacion (Figura 8).
En los histogramas se observan dos picos, lo cual nos indica una poblacién heterogénea, se
observan dos poblaciones con diferente nivel de expresion de FcyRIl (Anexo 1). Al analizar de
forma independiente los cambios que presentan los niveles de expresion de la isoforma
activadora (FcyRlla) y la isoforma inhibitoria (FcyRIlb) (Figura 9), los Mdreg muestran una

mayor expresion de ambas isoformas, con un aumento mayor de la isoforma inhibitoria con
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relacion a la activadora. El nivel de expresiéon de la forma activadora es mayor en los Mdreg
que en cualquier otro estado de polarizacién. La expresion de FcyRIla modifica su nivel en
membrana solo en presencia de IL-10 (200% mas), tanto los monocitos como los MJ0 y los
estados de polarizacion de Mdrep y MJinf, mantienen sin cambio la expresion de esta isoforma.
A pesar de que la modulacion en la expresidn de FcyRlla y FcyRIlb no fue estadisticamente
significativa, se observo que el tratamiento con IL-4 (que polariza a Mdrep) lleva a un ligero
incremento en la expresion de FcyRIlb. Esta diferencia apoya la idea de que los MJrep en

efecto constituyen una poblacion diferente a los M@0, en los cuales no se observo este cambio.

Finalmente, el analisis de la expresion de FcyRIll muestra que este receptor es pobremente
expresado en células THP-1 (monocitos). Después del proceso de diferenciacidn y polarizacion,
todas las condiciones muestran un ligero aumento en la expresion de FcyRIll (Figura 8); sin
embargo, debemos hacer notar que los valores de media de fluorescencia manejados son muy
bajos, y a pesar de que hay un diferencia con respecto a las células sin tefir, los cambios en la
expresion de membrana de FcyRIIlI no son estadisticamente significativos (Anexo 1). Para tener
una vision mas completa del efecto de la polarizacion en la expresion de FcyRs se analizaron

posibles cambios en la expresidon del RNA mensajeros para estos receptores.

DETERMINACION DE LA EXPRESION DE RNAm PARA FcyRI, FeyRIla, FeyRIIb y FeyRIll
POR RT-PCR EN MACROFAGOS POLARIZADOS

La expresion de una proteina funcional es regulada a diferentes niveles, desde mecanismos
epigenéticos, regulacion de la transcripcion del RNA mensajero que codifica para dicha
proteina, regulacion por modificaciones postraduccionales, entre otras. Con base a lo anterior,
quisimos determinar si los cambios en la expresidon en membrana de los receptores para IgG
observados en células polarizadas, coincidian con cambios en los niveles de los RNA
mensajeros para cada uno de los receptores. Los posibles cambios en los niveles de RNA

mensajeros de los receptores Fcy se evaluaron mediante PCR en tiempo real.
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Figura 10. La polarizaciéon de macréfagos induce cambios en la expresion relativa del RNAm de FcyRI, FcyRlla, FcyRIIb y
FcyRIIl. Después de 48h de tratamiento con las citocinas, las células fueron recolectadas para la extraccion de RNA total. La
expresion relativa del RNAm se determiné por RT-PCR cuantitativa con SYBR Green, usando HPRT como control enddgeno;
los niveles de RNAm en cada condicion se muestran relativos al nivel encontrado en los M@JO0. La grafica muestra la expresion
relativa promedio de cuatro experimentos independientes. Las barras de error representan la desviacion estandar. *p<0.05

analizadas con una t-student pareada.

Una vez determinadas la eficiencia de reaccidén para cada par de oligonucleoétidos utilizados,
asi como habiendo validado el método de AACt para el gen enddgeno utilizado (HPRT) y los
genes de interés (Anexos 2 y 3), se determinaron los cambios relativos en los niveles de RNAm
de cada uno de los tipos de FcyRs, con relacion a la expresion observada en los macréfagos

en estadio cero.

Los resultados (Figura 10) muestran que a cada estado de polarizacidén corresponde un patrén
diferente de expresion de los receptores Fcy. Para el caso de los Mdrep hay un aumento en la
expresion de FcyRIIb en comparacion con los otros receptores evaluados, la expresion de
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RNAm para esta isoforma es 8 veces mayor a la expresién observada en los MJO0, esta
diferencia es estadisticamente significativa. Los FcyRI, FcyRlla y FcyRIII muestran aumentos
de menor magnitud, el aumento del RNAm para el FcyRIIl mostré significancia estadistica,
aunque su aumento es menor al observado para los otros dos estados de polarizacién. En vista
de que el principal aumento es en el FcyRIIb, este perfil podria ser clasificado como un perfil

inhibitorio.

Los macrofagos reguladores son los que muestran mayores cambios en los niveles de
expresion de los RNAm de los receptores, y se observa un incremento estadisticamente
significativo para cada uno de los receptores. EI mayor cambio relativo es el del FcyRIIl, que
aumenta 37 veces, seguido del FcyRIIb con un aumento de 18 veces. En correspondencia con
lo observado para la expresion en membrana, en estos macrofagos hay un claro aumento en la
expresion del mensajero de FcyRlla, el cual es mayor al aumento observado para esta isoforma
en los otros dos estados de polarizacién. Considerando los aumentos tanto en los receptores
activadores (FcyRlla y FcyRIII) como en el inhibitorio (FcyRIIb) podemos clasificar a este perfil

de expresiéon como mixto.

En el caso de los Mdinf, se observa un aumento en la expresion de todas las subclases
activadoras de receptores FcyRs. Similar a lo observado por citometria de flujo, en este caso el
aumento del mensajero para FcyRI es 2 veces mayor que en los Mdreg. Por otro lado, se
observa una disminucion de 2 veces en la expresion del receptor inhibitorio, lo que no se habia
identificado por citometria de flujo. En vista del aumento en la expresion de los receptores
activadores y la disminucién del receptor inhibidor, el perfil de los macréfagos inflamatorios seria

activador.

Mediante PCR cuantitativa pudimos observar que desde el proceso de diferenciacion, hay un
aumento en la expresion del mensajero de FcyRIIl (datos no mostrados), ademas de que hay
una clara modulacion positiva de la expresion de este receptor en los Mdreg y MJinf, lo cual

no habia sido detectada al evaluar diferencias en la expresion en membrana de la proteina.
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SECUENCIACION DE PRODUCTOS DE PCR PUNTO FINAL

Para asegurar la amplificacion de los productos de PCR de nuestro interés, se disefid un PCR
punto final para obtener amplificados para ser secuenciados por el Método de Sanger. En la
figura 11 se muestra un gel de agarosa que indica la presencia de un solo amplificado en la
reaccion, asi como el peso molecular de los productos de PCR, los cuales coinciden con el peso
tedrico esperado, el cual oscilaba alrededor de los 100kDa para los cuatro amplificados, esto

para cada uno de los genes de interés.

Figura 11. Gel de agarosa al 2% de los productos de PCR punto final purificados con el kit QIAquick Gel Extraccion kit (QlAgen).
Los oligonucledtidos disefiados para la determinacion por tiempo real, se utilizaron como oligonucleétidos de anclaje para la
secuenciacion de los productos especificos. Cada par de oligonucledtidos amplifica sélo un fragmento de DNA con un peso

aproximado de 100kDa.

La secuenciacion por el Método de Sanger, se llevd a cabo utilizando el oligonucleotido
“forward” como anclaje, los resultados obtenidos son presentados en la Tabla 4; debemos tomar
en cuenta que se evalua el amplificado posterior a las bases que ocupa el oligonucleétido de

anclaje.
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Tabla 2. Secuencias de reconocimiento determinadas por el disefio de los oligonucleétidos con ayuda del programa

Primer Express, en comparacion con las secuencias obtenidas tras la secuenciacion mediante el método de

Sanger.

Secuencia de reconocimiento de los Secuencia obtenida por el Método de Sanger
oligonucleotidos por Primer Express

FcyRI gggcaagt ggacaccaca aaggcag[tga tcactttgca Nnncntga tcactttgca gcctccatgg gtcagcegtgt
gcctccatgg gtcagcgtgt tccaagagga aaccgtaacc tccnagagga aaccgtaacc ttgcaa
ttgca ]

FcyRlla ggct tctgcagaca gtcaagcetgc tcccccaaag Se reconocieron dos secuencias, suponemos dos
gctgtgctga aacttgagec cccgtggatc aacgtgctce variantes del mensajero de 80y 77pb
agg

FcyRIIb gc agttccaaaa gagaaggttt cttccagagt catctacc[tg ncnagngt catctacctg agtcctgaag ctccctgtce
agtcctgaag ctccetgtce tgaaagccac agacaatatg tgaaagccac agacaatatg gtcccaaata accgaan
gtcccaaata accgal

FcyRIII ggtgcag ctagaagtcc atatcgg[ctg gctgttgctc nnctg gctgttgctc caggeccctec ggtgggtgtt ca--ggaggaa

caggcccctc ggtgggtgtt caaggaggaa gaccctattc]

gaccctattc annnnnn

La extraccion del RNA utilizado para la secuenciacion fue hecha de macréfagos derivados de
monocitos humanos, debido a que en estos se encuentra una expresion mas alta de los
receptores FcyRIlb y FcyRIll que en células THP-1, por lo cual se pudo observar la expresion
de mas de una variante de los genes de interés. En el caso del disefio de los oligonucleoétidos
para la identificacion de FcyRIla, sabiamos que podrian amplificarse dos variantes del transcrito
reportadas en la base de datos de NCBI, una de 80pb que corresponde la variante 1, y una mas
de 77pb la cual corresponde a la variante 2. En el ferograma (anexo 4) se puede observar que
hay dos secuencias traslapadas, por lo cual no se puede definir la composicion de bases

nitrogenadas de ese producto de PCR.

Para el caso de los otros tres amplificados, se hizo la identificacion del 100% de la secuencia,
tomando en consideracion que las primeras bases que se encuentran contiguas al

oligonucleétido que se usa como ancla, no pueden ser definidas por la naturaleza de la propia
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metodologia. Con base a lo anterior, podemos tener la certeza de estar amplificando

especificamente los transcritos de interés.

DIFERENCIAS EN LA CAPACIDAD FAGOCITICA DE MONOCITOS, MACROFAGOS CERO
Y MACROFAGOS POLARIZADOS

Una vez caracterizada la expresion de los marcadores de polarizacion, asi como la expresion
del RNA mensajero de los receptores Fcy y la expresion en membrana de estos mismos, se
procedid a evaluar como influencia el estado de polarizacion la capacidad fagocitica de estas
células, especificamente la fagocitosis mediada por los receptores para Fcy. Como particula
fagocitica se utilizaron eritrocitos de carnero opsonizados con anticuerpos anti-eritrocito de
carnero. Los anticuerpos anti-eritrocitos provienen de un suero policlonal obtenido de un conejo
hiperinmune, por lo que los anticuerpos anti-eritrocitos pertenecen principalmente al isotipo
lgG.

Después del tratamiento de las células con las citocinas correspondientes para polarizar a
macréfagos inflamatorios (30ng/mL de INFy), macrofagos reguladores (20ng/mL IL-10)
(Frausto-Del-Rio 2012) y macréfagos reparadores de tejido (40ng/mL de IL-4), las células se
incubaron por 1 hora con eritrocitos opsonizados con IgG y marcados con CSFE, en una
relacion 1:10 (células:eritrocitos). Posteriormente, los eritrocitos no internalizados se eliminaron
mediante un shock hipo-osmético, y se evaluo por citometria de flujo la fluorescencia asociada
a las células (media de fluorescencia) y el porcentaje de la poblacidon que fagocité alguna
particula. Con el producto de estas dos variables se obtuvo el indice fagocitico, el cual es una

medida de la capacidad fagocitica de la poblacion celular.
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Figura 12. Capacidad fagocitica de los macréfagos bajo diferentes estados de polarizacion. M@0 fueron tratados por 48h con
IL-10 (20ng/mL), INFy (300ng/mL), 6 IL-4 (40ng/mL). Las células polarizadas fueron cosechadas e incubadas con globulos
rojos de canero tefiidos con CFSE y opsonizados con un anticuerpo policlonal de conejo, en una relacién de 1 célula por 10
eritrocitos. Los eritrocitos no internalizados fueron lisados tras 1 hora de incubacion y la fagocitosis fue evaluada por citometria
de flujo. (A) Graficas de puntos de fluorescencia contra dispersion (Density Plots) de un experimento representativo. (B) Media
del porcentaje de células positivas para CFSE, y (C) Media del Indice fagocitico, calculado como % de células positivas por
Intensidad Media de Fluorescencia. Los datos muestran el promedio de n=5, las barras de error representan la DE, *p<0.05
analizadas con un ANOVA y una prueba a posteriori (Tukey), para la comparacion de las células tratadas con respecto a los

M@O0.
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Los monocitos y los M@0 mostraron una capacidad fagocitica muy similar (Figura 12), lo cual
no era esperado en vista de que en el caso de células primarias, los macroéfagos derivados de
monocitos de sangre periférica humana muestran una mayor capacidad para fagocitar

particulas opsonizadas que los monocitos recién aislados.

El efecto mas significativo se observa en las células tratadas con IL-10 en los que, como se
muestra en las graficas de puntos (Figura 12A) hay una mayor proporcion de células que fueron
capaces de fagocitar, y también la fluorescencia de las células se ve aumentada, observando
que la nube de células positivas para CFSE se desplaza medio logaritmo a la derecha, con
relacion a los MJO0. El porcentaje de células que son capaces de fagocitar aumenta un 10% en
comparacion a las macréfagos sin citocinas; sin embargo, es su capacidad de ingerir un mayor
numero de eritrocitos, lo que contribuye al aumento en la IMF, y que es considerado para
obtener el indice fagocito, permite que estas células sean significativamente mas eficientes en

fagocitar particulas que los M@0 (Figura 12C).

Tanto los M@rep como los M@inf, presentan una capacidad fagocitica disminuida en relacién a
los MJO0; el porcentaje de células positivas en ambos estados de polarizacion disminuye
aproximadamente un 14% con relacién a los macrofagos sin citocinas (Figura 12B). Esta
diferencia es soélo estadisticamente significativa para los macréfagos inflamatorios. Por otra
parte, podemos observar que el nimero de particulas que los Mdinf son capaces de fagocitar
es menor, lo cual se refleja en que los valores de fluorescencia de las células positivas son
menores a los valores de fluorescencia de las células positivas para los M@0 y los Mdrep.
Cuando se comparan los indices fagociticos (Figura 12 C), los M@inf muestran una diferencia
significativa en su capacidad fagocitica que es un 24% menor en relacion a los MJ0. Los Mdrep
muestran también una capacidad fagocitica disminuida; sin embargo, esta disminuciéon no es

estadisticamente significativa (Figura 12C).
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Figura 13. Influencia del tiempo de incubacién sobre la fagocitosis de eritrocitos de carnero opsonizados. M@0 fueron tratados
48h con IL-10 (20ng/mL), INFy (300ng/mL) o IL-4 (40ng/mL). Las células polarizadas fueron cosechadas e incubadas con
globulos rojos de carnero tefiidos con CFSE y opsonizados con un anticuerpo policlonal anti-eritocitos, en una relacion de 1
células por 20 eritrocitos. Los eritrocitos no internalizados fueron lisados tras 30 minutos de incubacioén y la fagocitosis fue
evaluada por citometria de flujo. (A) Media del porcentaje de células positivas para CFSE, y (B) Media del Indice fagocitico,
calculado como % de células positivas por Intensidad Media de Fluorescencia. Los datos muestran el promedio de n=3, las
barras de error representan la DE, *p<0.05 analizadas con un ANOVA y una prueba a posteriori (Tukey), por la comparacion

de las células tratadas con respecto a los MQ0.

Durante la estandarizacion de las condiciones idoneas para la fagocitosis de eritrocitos de
carnero, encontramos que diferentes factores afectaban la evaluacién de la capacidad fagoctica
de los macrofagos polarizados. Uno de estos factores fue el tiempo de fagocitosis (Figura 13).
Cuando permanecieron en contacto las células con la particula fagocitica por unicamente 30
minutos, se podia observar claramente que los M@reg fueron mas eficientes para fagocitar,
evaluando el porcentaje de células fagociticas, asi como si se considera la intensidad media de
fluorescencia. Por otro lado, a pesar de que a este tiempo de incubacidn se puede observar una
tendencia de los MJinf a mostrar una menor capacidad fagocitica, las diferencias con respecto
a los M@0 no eran estadisticamente significativas. Esto nos llevé a pensar que se requeria un

mayor tiempo de contacto de las células con la particula fagocitica, para observar cambios mas
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evidentes en la capacidad fagocitica. Debido a esto se evalud la fagocitosis después de 1 hora

de incubacién (Figura 12 y Figura 14).

Figura 14. Influencia de la cantidad relativa de blancos fagociticos en la capacidad fagocitica de macréfagos polarizados. M@0
fueron tratados 48h con IL-10 (20ng/mL), INFy (300ng/mL) o IL-4 (40ng/mL). Las células polarizadas fueron cosechadas e
incubadas con globulos rojos de carnero tefidos con CFSE y opsonizados con anticuerpos policlonales anti-eritocitos, en una
relacion de 1 células por 20 eritrocitos. Los eritrocitos no internalizados fueron lisados tras 1 hora de incubacién y la fagocitosis
fue evaluada por citometria de flujo. (A) Media del porcentaje de células positivas para CFSE, y (B) Media del Indice fagocitico,
calculado como % de células positivas por Intensidad Media de Fluorescencia. Los datos muestran el promedio de n=5, las
barras de error representan la DE, *p<0.05 analizadas con un ANOVA y una prueba a posteriori (Tukey), por la comparacion

de las células tratadas con respecto a los MQ0.
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Otro de los factores que resulté ser importante en la evaluacion de la capacidad fagocitica de
los macrofagos polarizados fue la proporcion de células en relacion a los eritrocitos. El
planteamiento de este disefio experimental se basaba en la idea de que al restringir el numero
de particulas fagocitables (blancos fagociticos) por célula, podrian hacerse mas evidentes las
posibles diferencias en la capacidad fagocitica. Al evaluar la fagocitosis en una proporcion de
1:20 (células:eritrocitos), el patron observado de la fagocitosis cambia (comparar Figura 12 y
Figura 14).

Por una parte, usando la relacion 1:20 los monocitos mostraron una mayor capacidad fagocitica
(Figura 14B) con relacion a los macréfagos en estadio cero, en esta condicion el porcentaje de
fagocitosis de los monocitos es similar al registrado por los Mdreg. Estas condiciones parecen
ser saturantes para los macréfagos reguladores, en la Figura 14A se muestra como se pierden
las diferencias significativas en el porcentaje de células positivas para CFSE, en contraste con
lo observado en una fagocitosis donde se restringe la particula fagocitica (relacion 1:10, Figura
12B). Sin embargo, al evaluar el indice fagocitico en ambas condiciones, los M@reg so6lo son

capaces de incrementar su fagocitosis 50% mas que los MQ0.

La estrategia de restringir la particula fagocitica resulto ser mas util para resaltar las diferencias
cuando la capacidad fagocitica se ve disminuida. La disminuida capacidad fagocitica de los
M@rep se hizo mas evidente: en el indice fagocitico, realizando el experimento en una relacion
1:10 se obtiene una disminucioén de aproximadamente el 45%, mientras que cuando se utiliza
una relacion 1:20 la disminucion es solo del 18% con relacion a los M@0. De cualquier modo,
aunque el porcentaje de disminucion es distinto, en ninguna de ambas condiciones
experimentales la disminucion de la fagocitosis en los Mdrep fue estadisticamente significativa.
Por su parte, para los M@inf no hay una diferencia notable en la disminucion de la fagocitosis
cuando el experimento se realiza en una relacién 1:10 (disminucioén del 35%) o usando una
relacion 1:20 (33%) (Figuras 12C y 14B).
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DISCUSION

Cada una de las células del sistema inmune lleva a cabo funciones especificas y coordinadas
en torno a la homeostasia, activacion o regulaciéon del sistema inmunoldgico. Estas funciones
son determinadas por las capacidades y fenotipo que la células posea. Un ejemplo son los
linfocitos T CD4+, estos estan bien caracterizados como células secretoras de citocinas, sin
embargo, estudios mas detallados han llevado a determinar que este linaje celular es mas
diversificado, inicialmente se caracterizaron las células Th1 y Th2, progresivamente se les han
ido sumando células T con fenotipos distintos, como los linfocitos Th17, Th9, Treg, entre otras
(Kawachi 2013); cada una de estas células lleva a cabo procesos independientes, aunque
tienen en comun el ser células primordialmente productoras de citocinas. Este fendmeno de
especializacion observado en células de la inmunidad adaptativa, se ha caracterizado

recientemente en células de la inmunidad innata como los macrofagos.

Los macroéfagos, células consideradas de la inmunidad innata, tienen gran capacidad fagocitica
y de produccion de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno, entre otras funciones. Desde
tiempo atras se les ha clasificado como macrofagos M1 y macréfagos M2, segun el tipo de
citocinas a las que hayan estado expuestos y que han inducido en ellos una modulacion de su
fenotipo y por consiguiente, de sus capacidades funcionales. De modo similar a lo que ha
ocurrido con los linfocitos CD4+, se ha sugerido que es util clasificar a estas células con
fenotipos diferentes, con base a una o a un grupo de funciones para las que el nuevo fenotipo
adquirido sea mas eficientes (Edwards 2008). La importancia de caracterizar las capacidades
funcionales de macréfagos con fenotipos diferentes reside en el hecho de que de acuerdo al
fenotipo que presenten, estas células pueden colaborar a la resolucion o bien al agravamiento
o cronicidad de una condicién patolégica. Asi por ejemplo se ha demostrado que la activacion
de macrofagos es importante en el desarrollo de la diabetes tipo Il (Fadini 2013), y también se
ha hecho evidente que el balance de monocitos M1/M2 en circulacion es importante para el

riesgo cardiovascular (Mantovani 2009).
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Con base a lo anterior, consideramos que en el estudio de las subpoblaciones de monocitos
hay dos cuestiones importantes a considerar: 1) el tipo de modelo utilizado que represente lo
ocurrido /n vivo, y 2) la identificacion de patrones de expresion de moléculas de membrana,
que permitan explicar la funcion de estas células en homeostasia o condiciones patoldgicas, y

que colaboren con su fenotipificacion.

La obtencion de macrofagos a partir de monocitos aislados de sangre periférica, resulta una de
las alternativas mas usadas en el estudio de macrofagos humanos. Sin embargo, una de las
dificultades que representa esta metodologia, es la variabilidad intrinseca entre las células de
diferentes donadores, derivada tanto de factores genéticos como ambientales, que son
dificilmente controlables pero que indudablemente determinan la respuesta de las células a las
condiciones o estimulos experimentales, como en nuestro caso a las citocinas. Esto introduce
una alta variabilidad en los resultados, dificultando la reproducibilidad y por tanto la posibilidad
de demostrar diferencias con significancia estadistica. Debido a las dificultades que representa
utilizar este modelo, se considero el uso de dos modelos alternativos a los cultivos primarios de

monocitos humanos: el uso de macrofagos murinos o el uso de lineas celulares humanas.

En el modelo murino, la tendencia actual para la obtencién de macrofagos es derivarlos /in vitro
a partir de células obtenidas de la médula 6sea de los animales. Aunque este modelo supone
una menor variabilidad al partir de animales de cepas singénicas y con condiciones ambientales
controladas, para nosotros este modelo tiene la desventaja de que en nuestro laboratorio hemos
venido trabajando en el modelo humano, y contamos con reactivos (anticuerpos, citocinas, etc)
para células humanas. Sin embargo, el anterior argumento no fue el unico por el cual se rechazé
la posibilidad de utilizar un modelo murino. Se han realizado diversos analisis comparativos
entre la respuesta inmune en ratdn con relacion a lo que ocurre en humano (Mestas 2004;
Murphy 2013). Si bien los modelos murinos son una alternativa muy aproximada, siguen
existiendo deficiencias en este modelo. Reportes recientes argumentan que el patron de
respuesta de células murinas versus el de células humanas frente a LPS, es considerablemente

distinto (Seoka 2013). De forma especifica, en nuestro campo de estudio como lo es la
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polarizacion de los macrofagos, los marcadores establecidos para caracterizar los fenotipos de
polarizacion en células murinas son distintos a los aceptados para células humanas. Un ejemplo
de esto ha sido la expresion de Arginasa 1, la cual discutiremos mas adelante, que ha mostrado
ser un marcador muy variable en humano mientras que en el ratdbn es un marcador consistente

de la polarizacion a macrofagos reparadores de tejido.

Con base en estas consideraciones, se decidio utilizar una linea celular de origen humano para
el establecimiento de nuestro modelo experimental. Las lineas celulares han sido obtenidas
principalmente a partir de células de neoplasias adaptadas al cultivo /n vitro, o bien son células
derivadas de cultivos primarios que han sido “inmortalizadas” por infeccion con virus, por la
introduccién de genes virales, o por tratamiento con agentes mutagénicos. Tomando en cuenta
esto, el nivel de mutaciones en estas células es mayor al que existe en una célula normal (Adati
2009). El contar con una linea celular proveniente de cancer, indica un cambio en la regulacion

de una o varias proteinas de ciclo celular, asi como en algunos procesos celulares.

A pesar de las limitaciones que representa trabajar con lineas que no funcionan igual que una
célula normal, las ventajas que ofrecen son diversas. En primer lugar, permite trabajar en un
modelo de la misma especie de nuestro tema de estudio, en nuestro caso el humano. Asi
mismo, al igual que lo que pude llevarse a cabo con ratones transgénicos, las lineas celulares
representan un modelo en el cual se pueden implementar modificaciones génicas como
silenciamiento de genes, expresion de proteinas heterdélogas, sobreexpresion o reduccion en la
expresion de proteinas endoégenas, entre muchos mas. Una ventaja mas con respecto al empleo
de un modelo murino, representa la inversion econémica de la conservacion de las células de
trabajo. Comparado con el modelo de cultivos primarios de monocitos de sangre periférica de
donadores humanos, ofrece una mayor reproducibilidad y una fuente constante de material

experimental.

Después de considerar todas estas variables, se decidié establecer el modelo de polarizacion
/in vifro usando la linea celular THP-1. Estas células fueron obtenidas originalmente del cultivo

primario de monocitos de un paciente con leucemia monocitica aguda (Tsuchiya 1980). Los
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monocitos pueden emplearse como precursores /in vitro de macréfagos, para el caso de cultivos
primarios es la adherencia lo que activa el proceso de diferenciacion, cuando son utilizados
monocitos de linea celular, como es nuestro caso, es necesario encontrar un activador que
induzca la diferenciacion celular. Se entiende como diferenciacion celular al proceso por el cual
las células sufren modificaciones en su expresion génica, para adquirir la morfologia y las
funciones de un tipo celular especifico. Varios protocolos han sido utilizados para diferenciar
células THP-1 a unas células tipo macréfagos, entre ellos la activacion con VD3 o PMA
(Daigneault 2010). Nuestro primer reto fue encontrar un protocolo de diferenciacion que nos
permitiese obtener células tipo macrofago que conservaran su capacidad fagocitica y que
respondiesen a las citocinas adquiriendo un fenotipo caracteristico de estados polarizados. El
descanso de 2 dias de las células diferenciadas con PMA resulté ser muy importante, pues
permitidé que las células pudieran ser polarizadas con las citocinas correspondientes. EI PMA es
un activador de la PKC, y debido a que esta cinasa participa en diferentes cascadas de
sefalizacion, es de esperarse que este reactivo active en la célula cambios en la expresion
génica, que se traduzcan en la diferenciacion celular. Sin embargo, muchas vias de sefalizacion
en la célula pueden permanecer activadas en presencia del PMA, por lo cual es preciso retirar

el PMA para restaurar un estado basal de activacion en las células.

Aunado al cambio de morfologia en las células diferenciadas, con relacion a las células
monociticas (Figura 4), la evidencia de un proceso de diferenciacién fue el aumento en la
expresion de CD11b, subunidad alfa del receptor 3 para complemento (CR3), el cual se expresa
en niveles muy bajos en los monocitos, y su expresion aumenta unas trescientas veces tras el
tratamiento con PMA (Figura 5C). Ya se ha observado que los macrofagos diferenciados de
monocitos de sangre periférica incrementan su tamano y su granularidad, presentan una ligera
disminucién en la expresion de CD14 y un aumento en CD11b (Daigneault 2010); en nuestro
sistema in vifro, los cambios morfologicos y la expresion de CD11b son caracteristicas

reproducibles, indicandonos tener una células similares a macréfagos de un individuo sano.

Se sugiere que los monocitos en circulacion que tienen el fenotipo CD14*CD16+*CD64- (Taylor

2005) son la poblacién que migra a tejidos y regenera la poza de macrofagos residentes, estos
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macrofagos van a llevar a cabo un proceso de “priming” que les permitira tener un fenotipo
especifico para el tejido en el cual residiran; por ejemplo, los macréfagos de la pulpa roja del
bazo difieren en sus capacidades fagociticas respecto a los macréfagos de la pulpa blanca,
siendo los primeros mas eficientes para fagocitar hierro libre. Estos cambios son el resultado
de una diferenciacién final del macrofago que esta regulada por el tejido en el cual va a residir.
En ausencia de estimulos que indiquen pérdida de la homeostasis tisular, inducidos sea por la
presencia de un patdgeno o por dano tisular, el macréfago se encuentra en un estadio cero
(M@0), que aun no es polarizado. El proceso de polarizacion del macréfago lo definimos como
el cambio que se produce en la célula a partir de un estado “basal”, mediante el cual la célula
adquiere caracteristicas o rasgos distintivos que la hacen mas eficiente para participar en
distintos procesos. Esta polarizacion es inducida por citocinas liberadas por células de la
inmunidad innata o de la adaptativa, en respuesta a estimulos diversos. Asi por ejemplo, la
polarizacion al fenotipo inflamatorio es inducida por citocinas como el IFNy secretado por células
NK (innata) o por células T cooperadoras con el fenotipo Th1. El término polarizacion se utiliza
de forma diferente a lo nombrado como acftivacion, donde hacemos referencia al momento en
el cual la célula reconoce un estimulo microbiano y responde a él con una funcion efectora como
fagocitosis, secrecién de citocinas, estallido respiratorio, etc. Por lo tanto, una célula polarizada

seria aquella que ha sufrido diferentes cambios fenotipicos y de funcionalidad (Gordon 2010).

Nuestro objetivo principal fue poder generar células polarizadas hacia los tres tipos “basicos”
propuestos de subpoblaciones de macrofagos: macrofagos reparadores de tejido (MQrep),
macréfagos reguladores (M@reg) y macréfagos inflamatorios (M@inf) (Figura 2) (Mosser 2008).
Para poder determinar el estado de polarizacion de las células, se eligieron marcadores que
fueran expresados exclusivamente en estas poblaciones. Existen reportes con una gran
cantidad de informacion sobre la fenotipificacion de estas subpoblaciones con base a diversos
parametros, como: marcadores de membrana especificos para cada subpoblacién (Jaguin
2013), la presencia de ciertas especies de micro RNA interferentes (Graff 2012), caracterizacion
de los perfiles transcripcionales (Martinez 2006) asi como la expresion de factores de
transcripcion y la activacion de vias de senalizacion (Biwas 2011; Akira. S. Satoh 2012). Dentro
de los marcadores de membrana utilizados, seleccionamos tres: CD206, receptor de manosa
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para MOreparadores; CD163, receptor scavenger especializado en el aclaramiento de
hemoglobina, para Mdreguladores (Akila 2012), y CD80, una molécula co-estimuladora para la

identificacion de Mdinflamatorios.

Una de las ventajas que mostré nuestro modelo fue que monocitos y M@0 (datos no mostrados
y Figura 7, respectivamente) no expresan los receptores que utilizamos para identificar el estado
de polarizacion, es decir, tenemos un estado originalmente no polarizado. En la diferenciacion
de macréfagos a partir de monocitos de sangre periférica, algunos protocolos proponen la
utilizacion de factores de crecimiento como GM-CSF o M-CSF, para lograr diferenciaciones
homogéneas, sin embargo, se ha demostrado que estas citocinas modifican el estado de
polarizacion inicial en el que se encuentran los macrofagos, induciendo un perfil M1 con el uso
de GM-CSF y M2 con M-CSF, (Jaguin 2013) lo cual llevaria a iniciar el estudio de la influencia
de las citocinas polarizantes, en una célula previamente polarizada. Con base en la expresion
de los marcadores elegidos, podemos decir que la polarizacion a M@reg y MJinf fue exitosa y
especifica. Por el contrario, en presencia de IL-4 no se observé que las células modificaran la
expresion de CD206, lo cual si ocurre al tratar con IL-4 a macrofagos diferenciados de monocitos

de sangre periférica (Anexo 5).

Se ha reportado en la literatura que las células THP-1 expresan el receptor para IL-4, y también
que las células THP-1 tratadas con IL-4, responden a esta citocina regulando la expresiéon de
DC-SIGN (Changzhong Jin 2012). Asimismo, Daigneault observé el aumento en la expresion
de CD206 en membrana, tras la fagocitosis de Pneumococo sp. inactivado, por células THP-1
tratadas con PMA (Daigneault 2010). En este trabajo al igual que lo realizado por Graff, en el
cual se identificaron los cambios de expresion de algunos miRNAs en el mismo modelo celular,
no se logro identificar una sobreexpresion de CD206 (Graff 2012). Con base a estas evidencias,
concluimos que en el caso de este protocolo de polarizacion, el monitoreo de CD206 no es
adecuado para caracterizar a los macréfagos reparadores de tejido, y que es posible que se
requiera de un estimulo mas complejo para inducir el cambio de expresion de CD206, o el

sinergismo con IL-10 para incrementar la expresién del receptor para IL-4 (Murray 2011).
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Como una alternativa para caracterizar a los M@rep intentamos demostrar la expresion del
RNAm para la Arginasa 1 (Arg1), la cual es una enzima que participa en la via de produccion
de componentes de matriz extracelular, como colagena y fibronectina; esta enzima permite la
produccion de L-prolina a partir de la ruptura de la arginina (Munder 2009), y ha sido un
importante marcador en la caracterizacion de macrofagos reparadores murinos (Ho 2009). Sin
embargo, no se pudo detectar la expresion del RNA mensajero por PCR cuantitativa en ciclos
confiables (datos no mostrados). El analisis del perfil transcripcional inducido tras la activacion
con IL-4/IL-13, indican que los macrofagos humanos muestran un perfil transcripcional muy
complejo (a diferencia de sus contrapartes murinos), donde Arg1 no es modulada
positivamente, pero si lo son CD206 asi como algunas lectinas tipo-C (Scotton 2005). Esta
situacion nos lleva a seguir buscando un marcador confiable para la caracterizacion de esta
subpoblaciéon. Recientemente se ha propuesto, tras comparar el perfil transcripcional y
protéomico de macrofagos humanos versus macréfagos murinos, que la expresion de la
transglutaminasa tipo 2 (TGM2) puede servir como un marcador confiable para macréfagos

reparadores de tejido tanto en células de ratdbn como humanas (Matlung 2012; Martinez 2013).

Una vez establecidas las condiciones de diferenciacion y polarizacién, iniciamos el estudio de
la expresion de los distintos tipos de receptores para anticuerpos del isotipo IgG (FcyR) en las
cinco poblaciones celulares: monocitos (THP-1), macréfagos cero, macréfagos reparadores de
tejido, macroéfagos reguladores y macrofagos inflamatorios. Los FcyRs participan en la
eliminacién de particulas opsonizadas con IgG y en la depuracién de inmunocomplejos en
sangre, a través de la fagocitosis de los mismos. Se determiné comparativamente la expresion
de estos receptores en membrana, asi como la expresion de los RNA mensajeros para estos

receptores.
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Tabla 3. Resumen de la expresion relativa de marcadores y FcyRs en diferentes estados de

polarizacion.

En la tabla 3 se muestra un resumen de los cambios relativos en la expresion de los receptores
Fcy en cada estadio de polarizacion, asi como la capacidad de fagocitosis a través de
receptores Fcy, en los macrofagos cero y polarizados con las distintas citocinas. Los M@reg
son los que presentan, en un panorama global, cambios mas drasticos en la expresion de los
receptores, seguidos por los MJ inflamatorios. A pesar de que no logramos observar cambios
en la expresion de CD206 o de RNAm para Arginasa 1 tras el estimulo con IL-4 durante 48
horas, las Mdrep son fenotipica y funcionalmente diferentes a los M@0. Con base a esto,
podemos concluir que cada estadio de polarizacion tiene un perfil de expresion de FcyRs

especifico.
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La presencia de IL-4 en un proceso inmunoldgico promueve un ambiente antiinflamatorio, y se
ha asociado con infecciones por helmintos parasitos y con enfermedades como asmay alergia
(Mohrs 2005). Esta citocina induce cambios en los macréfagos que los llevan a la polarizacion
hacia el fenotipo de macrofagos reparadores de tejido, nombre que esta asociado a su alta
capacidad de produccion de componentes de matriz extracelular. En pacientes con
trombocitopenia primaria, se asocio el incremento de IL-4 en plasma, con la diminucion del
FcyRI en monocitos de sangre periférica, sin evidencia de cambios en la expresion de otros
FcyRs (Xin-guang 2011). Por otra parte, en pacientes con rinitis crénica con polipos nasales,
los macréfagos residentes en nariz fueron tipificados como M2, los cuales mostraron
deficiencias para fagocitar Staphylococcus aureus (Krysko 2011). Al igual que estos estudios
in vivo, en nuestro modelo /in vitro, la expresion de FcyRIl en membrana disminuye, sin cambios
significativos en el RNAm, ademas de que las células son menos eficientes para fagocitar (Liu
2005). Por otra parte, el FcyRIIb (el unico receptor Fcy inhibitorio) muestra un aumento en su
expresion a nivel de proteina y de RNAm. Por lo tanto, en cuanto a la expresion de estos
receptores, estas células representarian un perfil inhibitorio; el aumento de FcyRIlb en conjunto
con la disminucion del FcyRI explicaria la incapacidad de las células para poder fagocitar

eficientemente.

Con el transcurso de los afnos, se ha concluido que IL-10 no es sélo una citocina que promueva
un perfil inhibitorio en la respuesta inmune, sino que es actualmente considerada como una
citocina dual (Wilke 2011). La IL-10 tiene un efecto activador sobre los linfocitos CD8+, actuando
sobre ellos como un factor de crecimiento y diferenciacion, contrario a lo que ocurre con
linfocitos CD4+ (Zlotnik 1991). Los macrofagos reguladores, de los tres estados de polarizacion
estudiados, son los que presentan cambios mas radicales en los perfiles de expresion de los
FcyRs: modulan a la alza los tres receptores activadores, particularmente la expresion de
FcyRlla, tanto a nivel de proteina como de RNAm. Sin embargo, sumado a lo anterior, el
incremento del receptor inhibitorio (FcyRIIb) nos lleva a clasificar este estado como una
polarizacion mixta o intermedia. /n vivo s6lo un porcentaje muy pequefio de monocitos es

CD16+, pero en macréfagos residentes, aquellos con perfiles M2 incrementan la expresion de
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este receptor. Con relacion a la fenotipificacion de las subpoblaciones, CD16 podria representar

un marcador para macrofagos reguladores, junto a CD163.

La capacidad fagocitica de los MQdreg se ve incrementada en un 50% comparada con los M@0,
como se ha reportado en macroéfagos diferenciados a partir de monocitos humanos (Frausto-
Del-Rio 2012), lo cual correlaciona con el aumento en la expresidn de los subtipos activadores
de los receptores Fcy. A diferencia de los otros estados de polarizacion, en estas células hay
una mayor expresion de FcyRlla; esta isoforma tiene afinidad preferentemente por
inmunocomplejos, y participa activamente en la fagocitosis de particulas opsonizadas. A pesar
de que estos macréfagos también muestran un aumento en la expresion de FcyRIlb, la
cooperacion entre los subtipos activadores permite observar un incremento en la fagocitosis.
Como se discutira mas adelante, es importante el balance entre las sefnales activadoras e

inhibitorias para el funcionamiento de la célula.

Los macréfagos que se encuentran circundantes a tumores (TAM: tumor associated
macrophages), son fenotipica y funcionalmente similares a los MQreg; la presencia de estos
macréfagos disminuye la eficiencia de las inmunoterapias contra el cancer, debido a que estos
macrofagos generan un microambiente inmunosupresor, que colabora con el crecimiento del
tumor y la metastasis (Stout 2009). Se ha sugerido que factores secretados por células
tumorales también tienen la capacidad de polarizar a este tipo de subpoblacion (Caras 2011).
Estas células aumentan la expresion de receptores scavenger, y por consiguiente la fagocitosis
de células senescentes. Tomando en consideracion esto, puede ser que no sélo la expresion
de los subtipos activadores sea la responsable del aumento en la capacidad fagocitica de los
M@reg.

Los macrofagos inflamatorios, también llamados macréfagos activados por via clasica,
participan en la defensa del hospedero frente a infecciones principalmente de tipo bacterianas,
por ello dentro de sus funciones importantes esta su capacidad microbicida, dependiente de
especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno, asi como la secrecion de citocinas (Forman 2001;

Krausgruber 2011). Existen dos estrategias para polarizar a esta subpoblacion, la primera
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consiste en la activacidon por ligandos de TLRs e INFy, la segunda solo con la utilizacién de
INFy. La estimulaciéon de macréfagos con INFy y TNF antes de la infeccion con Leishamania
spp. lleva a los macrofagos a ser mas eficientes en la eliminacién del parasito, en comparacion
a hacerlo solo con INFy (O'Shea 2008); esto debido a que la activacion de las células
exclusivamente con INFy produce un aumento en la polimerizacion de actina basal, lo cual
impide una buena fagocitosis (Frausto-Del-Rio 2012). En nuestro modelo /n vitro, se reproduce
lo observado en macrofagos derivados de monocitos, las células tratadas con INFy disminuyen
su capacidad fagocitica en un 40% con relacién a los M@0, y tienen una mayor cantidad de

actina polimerizada (Martagdn Calderon 2013).

Con relacion al perfil de expresion de los receptores Fcy, los MJinf aumentan significativamente
la expresion del FcyRI, a nivel de membrana y de RNAm; también presentan un incremento en
la expresion del RNA mensajero para FcyRIIl. En contraste, la expresion del mensajero de
FcyRIlb disminuye, lo cual nos lleva a pensar en un perfil claramente activador. Sin embargo,
la capacidad de estas células para fagocitar particulas opsonizadas se ve disminuida, como se
menciono6 con anterioridad, debido a un cambio en la polimerizacion de actina basal. Se ha
propuesto que un aumento en la polimerizacion de actina que tiene como consecuencia una
menor movilidad de la célula, lo cual podria ayudar a la permanencia de la célula en el sitio de

infeccion (Frausto-Del-Rio 2012).

En el caso del analisis realizado para los MQrep y los MQreg, la expresion de los receptores
Fcy correlaciona con la capacidad fagocitica de las células; los Mdrep aumentan sélo la
expresion de FcyRIIB y disminuyen la capacidad fagocitica; por el otro lado, los M@reg todos
los receptores activadores y su capacidad fagocitica. Esta correlacion no se observa con los
Mdinf donde probablemente cambios en la expresion de otras proteinas afecten también la
capacidad fagocitica de la célula, aun cuando ésta parezca estar equipada para fagocitar a
través de los receptores Fcy eficientemente. Esto indica que la capacidad de una célula para
fagocitar a través de un receptor no dependera exclusivamente de la expresion en membrana
de este receptor, sino que dependera también de otros factores que participen en un proceso

tan complejo como es la fagocitosis (Biwas 2011).
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El caso particular del receptor FcyRIIb, que es la unica isoforma inhibitoria de receptores Fcy,
es expresado en una gran variedad de células. En la mayoria de los casos es co-expresado con
alguna o alguna isoformas activadoras de los FcyRs. El FcyRIIB parece controlar el umbral de
activacion en células de la inmunidad innata. Por otra parte, en linfocitos B este receptor regula
la senal de activacion proveniente del BCR. Ratones deficientes en FcyRIIB producen
importantes cantidades de auto-anticuerpos, ocasionandoles una enfermedad tipo Lupus
Eritematoso Sistémico. Por su capacidad de regular negativamente tanto la produccion de
anticuerpos como funciones efectoras de anticuerpos mediadas por receptores FcyR, se ha
propuesto que este receptor constituye un punto de revision (checkpoint) de la respuesta

inmune humoral (Nimmerjahn 2011).

Existen varios reportes donde el aumento en la expresion del FcyRIlb se relaciona con la
cronicidad de algunas infecciones (Dugast 2011). De modo similar a lo que ocurre en
macrofagos, en neutroéfilos se ha reportado que un aumento en la expresion del FcyRIlb sobre
el FcyRlla, de forma constitutiva en un individuo, lleva a tener células con capacidades
fagociticas disminuidas (van Mirre 2006). La presencia del ITIM en la isoforma inhibitoria del
FcyRIlb, disminuye la entrada mediada por anticuerpos del virus del Dengue a las células, lo
cual puede relacionarse con una buena o mala resolucion de la infeccion (Boonnak 2013). Estas
evidencias nos llevan a reconocer que, a pesar de que el perfil de expresion de estos receptores
no es el unico parametro que determina la capacidad fagocitica de una célula, en otras
instancias si se observa una relacion directa entre la expresion relativa de formas
activadoras/inhibidoras de estos receptores con las funciones efectoras que lleva a cabo la

célula.

La regulacidon epigenética en muchos sistemas de expresidon, ha permitido explicar cambios
sutiles en los sistemas de senalizacion de una célula, cambios que no habian sido explicados
con claridad evaluando cambios en factores de transcripcion. En la actualidad, fendmenos como
la polarizacion y la plasticidad de las células del sistema inmune también han sido relacionados

con procesos de acetilacion y metilacion de histonas. De forma particular en macréfagos
62



Polarizacion de macréfagos y FcgRs |

polarizados, se ha observado que la presencia de algunas citocinas activa acetilasas de
histonas que explican el cambio en la expresion de algunos genes, caracteristicos de ciertos
estadios de polarizacion. Por ejemplo, la acetilasa JMJD3 participa en la apertura de promotores
de genes que codifican para proteinas expresadas en macréfagos reparadores de tejido (Akira
2012; Ilvashkiv 2013).

PERSPECTIVAS

Dentro de las perspectivas se encontraria interesante estudiar la regulacidon epigenética de los
genes que codifican los FcyRs en cada estadio de polarizacidn, asi como las modificaciones
postraduccionales que puedan sufrir estos y que afecten su funcionalidad ya sea para
interaccionar con las IgGs o con su capacidad de transduccion de senales. De esta forma
podriamos explicar porque a pesar de que hay un aumento muy sustancial en el mensajero del
FcyRIll no se observa su expresibn en membrana, lo cual también implicaria estudiar

mecanismos de regulacion en la expresion de los FcyRs.

Hacer tinciones intracelulares del receptor FcyRIIl para analizar si correlaciona con la cantidad

de mensajero presente, pero no es capaz de ser expresado en membrana.

Al demostrar que cada uno de los estadios de polarizacion tiene un perfil especifico de expresion
de FcyRs, sumado a la expresion de los marcadores de polarizacion utilizados, este modelo
podria ser utilizado para estudiar que ocurre con la modulacién en la expresion de una amplia

bateria de receptores en células polarizadas.
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CONCLUSIONES

El modelo /in vitro de células THP-1 diferenciadas con PMA, y polarizadas a M@ inflamatorios y
M@ reguladores, puede ser monitoreando con los marcadores CD80 y CD163 respectivamente.
Representa, ademas un modelo util que tiene varios puntos de interseccion con modelos como
el de macréfagos derivados de monocitos de sangre periférica, y con lo observado /in vivo en

ciertas patologias.

La polarizacion a Md reparadores de tejido no pudo ser monitoreada por la expresion de CD206
o Arg1; sin embargo, DC-SIGN o TGM2 pueden ser una alternativa de marcador, que debe

determinarse en este modelo.

Cada estadio de polarizacion presenta un perfil caracteristico y excluyente de expresion de
receptores para Fcy, el cual puede ayudar con el sistema de fenotipificacion de macrofagos

polarizados /n vivo.

Para Mdrep y Mdreg la expresion de FcyRs correlaciona con una capacidad fagocitica
disminuida y aumentada, respectivamente. En contraste, los MJinf presentan un perfil activador

segun la expresidon de FcyRs, lo cual no se refleja en su capacidad fagocitica.

En este modelo, la expresién del RNA mensajero FcyRI, FcyRIlay FcyRIlb correlaciona con lo
observado en membrana; las citocinas inducen cambios en el RNA mensajero de FcyRIll que

no fueron evidenciadas con la expresion de la proteina en membrana.
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ANEXOS

ANEXO 1. Expresion de FeyRI, FeyRIl y FeyRIIl en macréfagos con diferentes estados de polarizacion. Después de la
polarizacién se determiné la expresion en membrana de FcyRl 'y FcyRIl con una tincidn indirecta; utilizando como anticuerpos

primarios la clona 32.2 para FcyRI y la clona IV.3 para FcyRII; como anticuerpo secundario Anti-raton FITC (Zymed 81-6511);
FcyRIIl es una tincion directa con anti-CD16 FITC, determinados por citometria de flujo.
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ANEXO 2. calculo de la eficiencia de reaccién de cada par de oligonucleétidos.

m (+/-) Eficiencia
FcgRI -3.399 2.983 96.9
FcgRlla -3.089 4.981 110.0
FegRIlb -3.162 2.295 107.1
FcgRIll -3.374 6.980 97.9
Argt e e
HPRT -3.365 3.567 98.2

ANEXO 3. Validacion de rangos dinamicos

Graficos para la determinacion de la validacion de los rangos dinamicos ACt= Ct problema-Ct

enddgeno vs el Log de la Dilucion.

RI Rlla
0 0.5
0 1 2 3 4 5 ® ... ®
G 02 s 5 o
N . N
8 -04 eee@ 8 05 .
06 y = -0.0243x - 0.295 . y =0.276x - 0.8233
log Dllucién log Dilucién
Rllb Rl
-4.45 0
- 0 1 2 3 ._.Z 5 - 0 1 2 3 4 5
O 45 e O 02
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z e ‘ | teeeceiiina....,
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y=0.0267x - 4.5878 °
-4.6 -0.6 y =-0.0243x - 0.295
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ANEXO 4. Ferogramas obtenidos tras la secuenciacion de los productos de PCR punto final
con los oligonucleotidos utilizados para PCR tiempo real.

Ferograma 1: Producto para FcyRI, tamano aproximado 83pb.

CURTET L lected: mome | Sample: 35868 |File: CoUsers Dyhanna Documents Mastria CB\Ortalab/Ressltados PCR punto fina. Porificacién. Secuenciacién Sacuencias RI_Fr-RLabl

1o 20 30 50 60
DI INW N ING INCANT TTGCAGCCTCCAT GGG TCAGCG TG TTITONA GAG GAAACCGT AACCT T GCAA

e “quﬂ “ “ “ ik L

Ferograma 2: Producto para FcyRlla, tamano aproximado 80pb

.......

b vl E Selected: 41 Sample: 35868 |File: C\Users'Dyhanna'Docements' Mestria CB'Ortelab' Resultados PCR. punto fina. Perificaciom. Secvenciaciém'Secvencias'RIla_Fw-RIla.abl
10

40 30 &0 70
NTGN N C N C NNINIMNNNGNI \\\G ‘\\\\\\\\\\\CC\\\G\\\\IC\\\\I\C\\\\\G\\ NN N N NN

Al
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Ferograma 3: Producto para FcyRlIlb, tamafno aproximado 97pb.

ot —— 3l ) Selected: none | Sampls: 353870 | Fils: CfUsers' Dvhanna Docements\hlsstria CBOrtelab Resvltados PCR punto fina. Pu &n. & &n'S- ias'RIIIb Fw-RIllb.abl
10 20 30 40 S0 60 70
N WMCHAN NN TCATCTACCT G AGTCCT GAAGCTCCCTGTCOCCT G AAAGCCACAG ACAATAT G GTCCCAAATAACC GAA W

.................................................................................................................................................................................................... e o= T T S PP PP Y | RSP

| AL

Ferograma 4: Producto para FcyRIll, tamano aproximado 97pb.

}9 ABI Chromatogram: ChUsers\DyhannatDocumentsi Mestria CBAVOrtelab\Resultados\PCR punto fina. Purificacién. SecuenciaciénSecuencias\RII_Fw-RII.abl

RS | S plected: mome | Samples 35871 [File: Ci\Users Dyhanna Documents Mastria CB\OrtelabResultados PCR punto fina. Purificacion. Scuenciacién'SacuenciasRITL Frw-RIT.abl

|

—

10 20 30 40 S0 &0
N NMMNTGGCTGTITGCTC(NGGUCCCCTCGGTGGOGTGTTITCA GGAGGAAGACCCTAT TCAN N W NI

i
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Anexo 5. Macréfagos derivados de monocitos humanos modulan la expresion de los marcadores de polarizacién. Monocitos
de donadores sanos fueron aisaldos por gradiente de concentracion Ficoll Hypaque y separados de linfocito por adherencia.
Después de 7 dias de cultivo con medio RPMI suplementado y con 10% de SFB, las células fueron cultivadas con por 48h con

40ng/mL de IL-4 (MQrep); 20ng/mL de IL10 (Mdreg); y 30ng/mL de INFy (M@inf); o sin citocinas. Se tifieron con una
inmunoflorescencia directa con CD206-FITC, CD163-PE y CD80-APC.

Anexo 6. Obtencion de suero policlonal anti eritrocitos de carnero.

El suero policlonal anti eritrocitos de carnero se obtuvo al llevar a cabo el esquema de inmunizacion utilizado en el Laboratorio

de Inmunologia General de la Facultad de Quimica, siguiendo el siguiente orden de administracion.

DiA INOCULO VIA DE ADMINISTRACION

2

1.0 mL de eritrocitos al 10% por Kg de peso endovenoso

1.0 mL de eritrocitos al 10% por Kg de peso endovenoso
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10

13

15

17

20

1.0 mL de eritrocitos al 10% por Kg de peso endovenoso

1.0 mL de eritrocitos al 10% por Kg de peso endovenoso

1.0 mL de eritrocitos al 10% por Kg de peso endovenoso

1.0 mL de eritrocitos al 10% por Kg de peso endovenoso

1.0 mL de eritrocitos al 10% por Kg de peso endovenoso

1.0 mL de eritrocitos al 10% por Kg de peso endovenoso

1.0 mL de eritrocitos al 10% por Kg de peso endovenoso

1.0 mL de eritrocitos al 10% por Kg de peso endovenoso
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