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Resumen

El equilibrio entre las respuestas del sistema inmunitario proinflamatorias y
antiinflamatorias es crucial para prevenir enfermedades complejas como el
cancer. Los macréfagos son una poblacion esencial que contribuye a este
equilibrio en convivencia con el microambiente tumoral local. Los macréfagos
se dividen en dos tipos: M1 con capacidad de eliminacién de células
tumorales y las M2 con capacidad de regular el sistema inmunolégico,
favorecer el crecimiento de células tumorales y recuperar el tejido. Las células
cancerosas evaden el ataque de los macréfagos liberando citocinas y
potenciando la transicion al fenotipo M2 con funciones protumorales. A pesar
de este efecto pernicioso sobre el sistema inmunolégico, el fenotipo M1 esta
presente en el microambiente. Puede eliminar las células tumorales mediante
la liberacion de citocinas que reclutan y activan las acciones citotoxicas de
las células efectoras T. Aqui, utilizamos un enfoque de modelado booleano
para comprender cdmo el microambiente tumoral da forma al comportamiento
de los macréfagos e inclinar el balance hacia funciones anti-tumorales en vez
de protumorales. Nuestra reconstruccion de red integra datos experimentales
e informacién publica que nos permiten estudiar la polarizacion de los
monocitos a los sub-fenotipos M1 (activado por IFN-y), M2a (activado por IL-
4), M2b (activado por IgG), M2c (activado por IL-10) y M2d (activado por IL-
6). Analizamos la dinamica de la polarizacion de macréfago en diferentes
condiciones y perturbaciones. En particular, nuestro estudio identificé nuevas
poblaciones de células hibridas, no descritas antes. Con base en el
comportamiento de los macréfagos mencionados anteriormente, explicamos
el papel de los macréfagos hibridos en el microambiente tumoral. El modelo
in silico nos permitid postular factores transcripcionales que mantienen el
equilibrio entre macréfagos con funciones antitumorales y pro-tumorales. En
nuestra busqueda por mantener el equilibrio de los fenotipos de macrofagos
para eliminar las células tumorales malignas, emulamos un macrofago

modificado genéticamente tedrico al modificar la activaciéon de NFkB y una



pérdida de funcion en HIF1-a y discutimos sus implicaciones fenotipicas. En
general, nuestro enfoque tedrico es una guia para disefiar nuevos
experimentos para desentrafiar los principios de las funciones antagonicas
duales protectoras o dafinas del huésped de los macréfagos de transicion en
la inmunoedicion tumoral y las decisiones sobre el destino de las células
cancerosas.

Los atractores ciclicos generados a partir de modelos booleanos se han
considerado con frecuencia como artefactos matematicos sin ninguna
relevancia bioldgica. Contrariamente a esta idea, postulamos que los
atractores ciclicos en ciertos casos podrian ser un mecanismo sistémico para
enfrentar las perturbaciones provenientes del entorno. Para justificar nuestra
coyuntura, presentamos un analisis dinamico de una red reguladora
transcripcional altamente curada de macrofagos restringidos a un
microambiente de cancer. Observamos cuando los factores de transcripcion
asociados a M1 (STAT1 o NFkB) son perturbados, el microambiente se
equilibra a una condicion de hiper-inflamacion, el atractor ciclico que se
genera debido a esta perturbacién activa genes cuyas sefales contrarrestan
este efecto implicado en el dafo del tejido. El mismo comportamiento ocurre
cuando se alteran los factores de transcripcion asociados a M2 (STAT3 o
STAT®6), el atractor ciclico generado evitaria un escenario de hiper-regulacion
implicado en proporcionar un entorno adecuado para el crecimiento tumoral.
Por lo tanto, aqui proponemos que los fenotipos de macrofagos ciclicos
pueden servir como reservorio para equilibrar el balance del microambiente y
asi evitar algun estado hiper. Por ejemplo, si se genera un escenario hiper-
inflamatorio, el atractor ciclico tendra un fenotipo anti-hiper inflamatorio para
evitar danos en el tejido. Consideramos que los atractores ciclicos no deben
simplemente ignorarse, sino que es necesario evaluar cuidadosamente su
importancia biolégica. En este trabajo sugerimos una conjetura: los atractores
ciclicos pueden servir como reservorio para equilibrar la respuesta
inflamatoria/reguladora de la red ante perturbaciones externas. Para

comprender este problema, desarrollamos un enfoque teorico y dinamico



para el anadlisis de la diferenciacion de macréfagos que se derivan de los
monocitos activados que circulan en la sangre. Una vez reclutados en el sitio
de la inflamacion, estos monocitos pueden polarizarse segun el
microambiente particular en ese momento.

Transformamos una red booleana de polarizacion de macrofagos a un
esquema continuo, para poder demostrar si los fenotipos hibridos
encontrados en la red booleana igual se presentaban en un modelo continuo.
La red que desarrollamos incluye factores de transcripcion, citocinas
enddgenas y exdgenas. La transformacion se desarroll6 utilizando reglas de
interaccién utilizando un enfoque de légica difusa.

Al aplicar este enfoque, podemos analizar diferentes aspectos que no se
pueden visualizar en el enfoque booleano, por ejemplo, podemos comprender
la dinamica de la diferencia de concentraciones y la mezcla de citoquinas y
factores de transcripcién. Un aspecto importante es la evaluacion de las
transiciones entre fenotipos, unas abruptas y otras graduales, este tipo de
cambios se basaron en concentraciones especificas de citocinas exégenas
en el microambiente tumoral. Ademas, demostramos la plasticidad de los
macrofagos basada en una combinacion de citocinas y la existencia de
fenotipos hibridos o polarizacion parcial. IL-10 tiene la capacidad de inducir
un hibrido que cambia entre un macréfago M2c y M2b. El IFNy: tiene la
capacidad de inducir un hibrido entre los macréfagos M1y Ml1a. Este modelo
matematico nos permite desentrafiar los patrones de diferenciacion de
macrofagos basados en un mecanismo a nivel de sistema. Finalmente
podemos entender como los macréfagos pueden responder a una respuesta

inmunoldgica en constante cambio en un microambiente tumoral.

Finalmente, nuestro enfoque computacional puede contribuir a sentar las
bases de la dinAmica de la poblaciébn de macrofagos bajo las fases de la
inmunoedicion del cancer (eliminacion, equilibrio y escape), en las
caracteristicas del cancer de mama. Las direcciones futuras y los desafios

restantes en la investigacion de la biologia de transicion desde la



inmunovigilancia hasta los macrofagos supresores incluirdn analisis
gendmicos o citométricos de alto rendimiento de las poblaciones M1y M2 en
el microambiente tumoral asociado con el cancer de mama. La comprension
del proceso dinamico desde la inmunovigilancia hasta la progresion maligna
puede desentrafiar los principios de las funciones duales protectoras o
dafiinas del huésped de los macréfagos M1 y M2 en la inmunoedicién de
tumores. En resumen, el modelado computacional se ha convertido en una
herramienta crucial para allanar nuevos caminos en inmunoterapias capaces
de implementar estrategias Optimas para luchar contra el cancer de mama

altamente invasivo.

Abstract

The balance between proinflammatory and anti-inflammatory immune system
responses is crucial to prevent complex diseases such as cancer.
Macrophages are an essential population that contributes to this balance in
coexistence with the local tumor microenvironment. Macrophages are divided
into two types: M1 with the ability to kill tumor cells and M2 with the ability to
regulate the immune system, promote tumor cell growth, and recover tissue.
Cancer cells evade macrophage attack by releasing cytokines and
potentiating the transition to the M2 phenotype with pro-tumor functions.
Despite this deleterious effect on the immune system, the M1 phenotype is
present in the microenvironment. It can kill tumor cells by releasing cytokines
that recruit and activate the cytotoxic actions of effector T cells. Here, we use
a Boolean modeling approach to understand how the tumor microenvironment
shapes macrophage behavior and tip the balance towards functions anti-

tumor instead of pro-tumor. Our network reconstruction integrates



experimental data and public information that allow us to study the polarization
of monocytes to the sub-phenotypes M1 (activated by IFN-

Y), M2a (activated by IL-4), M2b (activated by IgG), M2c (activated by IL-10)
and M2d (activated by IL-6). We analyze the dynamics of macrophage
polarization under different conditions and perturbations. Our study identified
new populations of hybrid cells, not previously described. Based on the
behavior of the macrophages, we explain the role of hybrid macrophages in
the tumor microenvironment. The in-silico model allowed us to postulate
transcriptional factors that maintain the balance between macrophages with
anti-tumor and pro-tumor functions. In our quest to maintain the balance of
macrophage phenotypes to eliminate malignant tumor cells, we emulate a
theoretical genetically modified macrophage by modifying NFkB activation
and a loss of function in HIF1-a and discuss its phenotypic implications.
Overall, our theoretical approach is a guide to designing new experiments to
unravel the principles of host protective or harmful dual antagonistic roles of
transitional macrophages in tumor immunoediting and cancer cell fate
decisions.

Finally, our computational approaches may contribute to laying the
groundwork for macrophage population dynamics under the phases of cancer
immunoediting (clearance, equilibration, and escape), in breast cancer
characteristics. Future directions and remaining challenges in investigating
the transition biology from immunosurveillance to macrophage suppressor will
include high-throughput genomic or cytometric analyzes of M1 and M2
populations in the breast cancer-associated tumor microenvironment.
Understanding the dynamic process from immunosurveillance to malignant
progression can unravel the principles of the host protective or harmful dual
roles of M1 and M2 macrophages in tumor immunoediting. In summary,
computational modeling has become a crucial tool to pave new paths in
immunotherapies capable of implementing optimal strategies to fight highly

invasive breast cancer.



Cyclic attractors generated from Boolean models have often been considered
as mathematical artifacts with no biological relevance. Contrary to this idea,
we postulate that cyclical attractors in certain cases could be a systemic
mechanism to deal with disturbances from the environment. To substantiate
our juncture, we present a dynamic analysis of a highly cured transcriptional
regulatory network of macrophages restricted to a cancer microenvironment.
We observe when the transcription factors associated with M1 (STAT1 or
NFxB) are disturbed, the microenvironment is balanced to a condition of
hyper-inflammation, the cyclic attractor that is generated due to this
disturbance activates genes whose signals counteract this effect involved in
the damage of the tissue. The same behavior occurs when the M2-associated
transcription factors (STAT3 or STAT6) are altered, the generated cyclic
attractor would avoid a hyper-regulation scenario involved in providing a
suitable environment for tumor growth. Therefore, here we propose that cyclic
macrophage phenotypes can serve as a reservoir to balance the
microenvironment and thus avoid some hyper state. For example, if a hyper-
inflammatory scenario is generated, the cyclic attractor will have an anti-
hyper-inflammatory phenotype to avoid tissue damage. We believe that cyclic
attractors should not simply be ignored, but their biological significance needs
to be carefully assessed. In this paper we suggest a conjecture: cyclic
attractors may serve as a reservoir to balance the inflammatory/regulatory
response of the network to external disturbances. To understand this problem,
we developed a theoretical and dynamic approach to the analysis of
macrophage differentiation that is derived from activated monocytes
circulating in the blood. Once recruited to the site of inflammation, these

monocytes can become polarized based on the microenvironment at the time.

We transformed a macrophage polarization Boolean network to a continuous
scheme, in order to demonstrate whether the hybrid phenotypes found in the
Boolean network still presented in a continuous pattern. The network we

developed includes transcription factors, endogenous and exogenous



cytokines. The transformation was developed using interaction rules using a
fuzzy logic approach. By applying this approach, we can analyze different
aspects that cannot be visualized in the Boolean approach, for example, we
can understand the dynamics of concentration difference and mixing of
cytokines and transcription factors. An important aspect is the evaluation of
transitions between phenotypes, some abrupt and others gradual. This type
of change was based on specific concentrations of exogenous cytokines in
the tumor microenvironment. Furthermore, we demonstrate macrophage
plasticity based on a combination of cytokines and the existence of hybrid or
partial polarization phenotypes. IL-10 can induce a hybrid that switches
between an M2c and M2b macrophage. IFN-y: can induce a hybrid between
M1 and Mla macrophages. This mathematical model allows us to unravel
patterns of macrophage differentiation based on a system-level mechanism.
We can finally understand how macrophages can respond to a constantly
changing immune response in a tumor microenvironment. Finally, our
computational approach can contribute to laying the foundations of
macrophage population dynamics under the phases of cancer immunoediting
(elimination, equilibrium, and escape), in breast cancer characteristics. Future
directions and remaining challenges in investigating the transition biology from
immunosurveillance to macrophage suppressor will include high-throughput
genomic or cytometric analyzes of M1 and M2 populations in the breast
cancer-associated tumor microenvironment. Understanding the dynamic
process from

immunosurveillance to malignant progression can unravel the principles of the
host protective or harmful dual roles of M1 and M2 macrophages in tumor
immunoediting. In summary, computational modeling has become a crucial
tool to pave new paths in immunotherapies capable of implementing optimal

strategies to fight highly invasive breast cancer.



1. Introduccidn

La inmunidad innata se describe como la primera linea de defensa
para la resistencia contra patdgenos, los receptores de dicha inmunidad han
emergido como sensores a dafios en tejidos y disfuncion metabdlica (1). Asi,
las células que integran el sistema inmunolégico innato (en especial
macréfagos y neutrofilos) activan, orientan y regulan la respuesta adaptativa.
Los macrofagos son componentes esenciales de lainmunidad innata y juegan
un papel central en la inflamacion y la defensa del huésped. Por otra parte,
estas ceélulas realizan funciones homeostaticas mas alla de la defensa del
huésped, como por ejemplo remodelacién del tejido en ontogénesis y dirigen
funciones metabdlicas (2).

De todas las células de origen hematopoyético, las células del linaje
monocitomacrofago son probablemente las células que presentan mayor
diversidad y plasticidad. Dentro de los tejidos, los fagocitos mononucleares
se comportan con base en el microambiente en el que se encuentran
adquiriendo fenotipos distintivos conocidos como activacion clasica M1
(estimulado por ligandos de los receptores tipo toll (TLR) o por interferén
gamma (IFN-y)) o los de activacion alternativa (estimulados por interleucina-
4 (IL-4), interleucina-13 (IL-13) o interleucina-10(IL-10)) (1-2). En el caso del
cancer, los macréfagos tienen un papel ambiguo en el desarrollo y progresion
del fenotipo maligno. En particular, los macrofagos asociados a tumores
(TAM) tienen un papel bivalente en la progresion del tumor. A pesar de su
habilidad para eliminar a las células cancerigenas, los TAM aumentan la
proliferacion de las células cancerigenas, invasion, metastasis Yy
angiogénesis, al liberar citocinas, factores de crecimiento, enzimas y factores
angiogénicos. Estas actividades variadas dependen de la diferenciaciéon
fenotipica de los macréfagos (M1 y M2), las cuales permiten una actividad
pro-tumoral o anti-tumoral respectivamente. Lo impresionante de este
comportamiento bipartita es debido a que proviene de un solo tipo celular

(TAM), lo cual induce a pensar que en un microambiente intra-tumoral pueden


https://paperpile.com/c/wIPgzG/mLhf
https://paperpile.com/c/wIPgzG/mLhf
https://paperpile.com/c/wIPgzG/mLhf
https://paperpile.com/c/wIPgzG/mLhf
https://paperpile.com/c/wIPgzG/QXKQ
https://paperpile.com/c/wIPgzG/QXKQ
https://paperpile.com/c/wIPgzG/QXKQ
https://paperpile.com/c/wIPgzG/QXKQ

existir subpoblaciones de macréfagos con distintas funciones. Estas
subpoblaciones de macréfagos tan distintos desde el punto molecular y
funcional tienen la habilidad de coexistir, incluso promover el desarrollo de los
tumores. Esta doble funcionalidad de los macr6fagos depende de varios
factores asociados al microambiente como, por ejemplo: tipo de tumor, estado
del tumor y el lugar especifico dentro del tumor (3-4).

Mediante tecnologias “omicas” de ultima generacién, se ha hecho evidente
que el cambio de fenotipo de los macréfagos red de interacciones que
involucran sefalizacion por moléculas, factores de transcripcion,
mecanismos epigenéticos, reguladores postranscripcionales y metabdlicos
(1,5-6). Asi, los estados fisioldgicos asociados a los macréfagos “M17 y “M27,
no solo se caracterizan por patrones de la expresion de ciertos factores de
transcripcion, sino también van acompafiados por una reprogramacion
metabdlica requeridas para cubrir distintas necesidades funcionales. Un
ejemplo de este comportamiento es la respuesta divergente en el
metabolismo de ciertos aminoacidos. Mientras que para los macrofagos
citotoxicos (M1), su metabolismo depende del éxido nitrico sintetizado de la
arginina, en el macréfago pro-tumoral (M2) el metabolismo de la arginina sirve
para el proceso de cicatrizacion. Otro ejemplo de la actividad metabdlica
diferencial entre ambos estados es el metabolismo del hierro, un metabolito
que los macréfagos citotoxicos lo retienen para eliminar a un insulto. En
contraste, los macréfagos pro-tumorales reciclan el hierro y lo liberan a los
tejidos. Finalmente, estos cambios en el estado metabdlico de los macréfagos
igual dependen de una respuesta a sefiales ambientales (7-8). Entender los
cambios de la regulacion transcripcional y alteraciones metabdlicas que guian
la transicion entre los estados M1 y M2 del macrofago es para dilucidar la
complejidad de esta célula. La aplicacién de herramientas matematicas y
computacionales nos permitieron explorar en poblacion hibridas que a nivel
experimental se pudiese complicar. Describir el posible comportamiento de
fenotipos hibridos de macréfagos nos permitird poder entender ciertas

poblaciones de macrofagos de las cuales no podemos discernir su


https://paperpile.com/c/wIPgzG/GqAT+W820
https://paperpile.com/c/wIPgzG/GqAT+W820
https://paperpile.com/c/wIPgzG/GqAT+W820

comportamiento. En esta tesis nos enfocamos en los fenotipos hibridos que
pudiesen emerger en un microambiente tumoral mamario (debido a que es el
cancer con mayor incidencia y fallecimiento en México) y cémo aprovechar el
microambiente para favorecer la generacion de fenotipos y un microambiente
mas hacia la eliminacion de células tumorales y la recuperacion del tejido
subyacente. Proponemos un mecanismo de inmunoterapia dirigido a los
macrofagos para obtener fenotipos hibridos con las caracteristicas antes
mencionadas. Nuestro trabajo nos permitié concluir que los macrofagos son
una pieza fundamental para entender los mecanismos de la interaccion entre

el sistema inmune y las células cancerigenas.
2. Antecedentes

2.1 Sistema inmunoldgico y Cancer

El cancer se deriva de células, las cuales adquieren una serie de
modificaciones genéticas (mutaciones) o epigenéticas a través del tiempo
gue propician su crecimiento descontrolado. Estas mutaciones o alteraciones
del DNA se encuentran en genes que regulan el ciclo celular (proliferaciéon
acelerada), evitan la muerte celular (apoptosis) y regulan la liberacion de

factores de crecimiento (9-11).

El sistema inmunoldgico es una red de células, sefiales y 6rganos que
ayudan a proteger al cuerpo contra agentes extrafios, agentes infecciosos y
cancer. Las células del sistema inmunoldgico se derivan de una célula troncal
hematopoyética que se encuentra en la médula 6sea. Las células del sistema
inmunologico se derivan de dos células progenitoras: mieloide y linfoide. Las
células del sistema inmunoldgico que responden de manera temprana y no
especifica forman parte de una respuesta inmunolégica innata. En cambio,
células del sistema inmunoldgico que responden después de un periodo de
tiempo de la infeccion y cuya respuesta es mas especifica debido a la

presentacion de antigeno por células especializadas (CPA, células
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presentadoras de antigeno) forman parte de una respuesta inmunoldgica
adaptativa (11-14).

Existen dos caracteristicas de los hallazgos del cancer que relacionan
al sistema inmunologico y a las células tumorales: la inflamacion y la evasion
del sistema inmunolégico. El proceso inflamatorio generado por la
proliferacion descontrolada de la célula resulta en el reclutamiento de células
del sistema inmunoldgico. Notablemente en los udltimos afios se ha
encontrado evidencia experimental de como las células del sistema
inmunologico ayudan a la supervivencia de las células tumorales. En especial
las células del sistema inmune innato (particularmente los macr6fagos)
liberan al microambiente tumoral biomoléculas activas, factores de
crecimiento para una proliferacion sostenida, y factores que evitan la muerte
celular entre otros factores (15-17).

En condiciones funcionales de homeostasis, el sistema inmunologico
tiene la capacidad de eliminar células malignas antes de que se conviertan
en tumores en un proceso llamado inmunovigilancia. Pero las células
tumorales desarrollan mecanismos para poder inhabilitar factores del sistema
inmunologico y por lo tant evitar ser eliminados. Se ha observado que varias
células cancerosas son eliminadas al principio, pero algunas se escapan de
esta eliminacion, los cuales dan pie al crecimiento del tumor (inmunoedicién).
El nuevo tumor creado por estas células ha sido dirigido por el sistema
inmunologico del huésped. En pocas palabras, componentes del sistema
inmunoldgico tienen la capacidad de eliminar células tumorales, pero igual la

capacidad de ayudar en su supervivencia y mantenimiento (18-20).

Una de las células que presentan esta actividad dual son los macrofagos.
Estas células pertenecen al sistema inmunoldgico innato y tienen la
capacidad de presentar antigenos permitiendo la interaccion con otras células
del sistema inmunoldgico. Ademas de sus propiedades fagociticas tienen
roles tréficos durante el desarrollo y para mantener la homeostasis. Desde un

punto de vista sencillo, los macrofagos se dividen principalmente en dos
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fenotipos: macrofagos a favor de la eliminacién del tumor (M1) y macréfagos

a favor de la supervivencia, regulacion y mantenimiento del tumor (M2) (21).

2.2 Diferenciacion fenotipica y origen de los macroéfagos

2.2.1 Diferenciacién fenotipica de los macréfagos

Los macrofagos son células que pertenecen al sistema inmunoldgico innato
y, entre otras células, son la primera linea de defensa para la resistencia
contra los patdgenos. Ademas, tienen la capacidad de activar, orientar y
regular la respuesta inmunoldgica adaptativa (1). Los macréfagos son de gran
importancia debido a su papel en la defensa del huésped y la capacidad de
dirigir la inflamacion crénica en enfermedades degenerativas como la
aterosclerosis, la obesidad, la diabetes, el cancer y otras enfermedades
neurodegenerativas (2,22).

Los macréfagos derivan de los monocitos. En el comportamiento
fisiolégico normal, los monocitos circulan en la sangre bajo la condicién de
homeostasis. Cuando la condicion funcional cambia en alguna zona del
cuerpo (inflamacién), los monocitos circulantes son reclutados al sitio de
inflamacion y comienzan una serie de cambios de expresion genética cuyo
resultado final sera la transformacion hacia un macrofago. A pesar de la
complejidad del proceso, la diferenciacion de macrofagos se ha estudiado en
un modelo simplificado dividido en dos grupos, fenotipos proinflamatorios
(macrofagos M1) y anti-inflamatorios (macréfagos M2) (23,24). Aunque el
modelo simplificado se bas6 en una diferencia metabdlica entre estos grupos,
se ha implementado esta descripcion para comprender los mecanismos de
liberacién y funcion de los macréfagos en la inmunologia tumoral (23).

La diferenciacion o polarizacion de los macrofagos, de M1 a M2 o
viceversa, es un proceso continuo y su direccionalidad o destino depende de
las moléculas que estdn presentes en el microambiente celular.
Recientemente, estudios con mayor precision molecular han sugerido

diferentes subtipos de macréfagos que se correlacionan con citocinas
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especificas, receptores de membrana, factores de transcripcion y funcion
celular (25) (Figura 1).

En este contexto, es importante estudiar la polarizacion de los macrofagos
para entender los mecanismos de diferenciacion y descubrir estados
intermedios a través de una red de sefalizacion que combina informacion
biolégica de diferentes entornos y sus influencias en la toma de decisiones
sobre el destino de diferenciacion del macréfago. Al tener en cuenta una
clasificacion funcional bien aceptada de los macrofagos, los dos subconjuntos
de macrofagos M1 y M2 se dividiran de la siguiente manera: el subconjunto
proinflamatorio: M1; y el subconjunto antiinflamatorio: M2a, M2b, M2c y M2d.
Los criterios utilizados para construir estas clasificaciones se basan
principalmente en diferentes mecanismos para activar respuestas pro y
antiinflamatorias en microambientes especificos, como se resume en la figura
1 (25,26). Por ejemplo, M1 expresa NFkB o STAT1, secreta TNF-a e IL-12 y
estd asociado a una fuerte actividad microbicida y antiinflamatoria (1). M2a
expresa STATG6, secreta IL-10, TGF-f e IL-1ra, se asocia con infecciones por
hongos y helmintos e inhibe la respuesta Thl y activa la respuesta Th2 (27).
M2b expresa Erk y AP-1, y secreta IL-10, TNF-a e IL-1, se asocia con la
regulacion inmune (28). M2c expresa STAT3, secreta IL-10 y TGF-f,
participan en la reparacién de tejidos, la remodelacion de la matriz y el
comportamiento inmunosupresor (29). M2d es un subtipo de macréfagos
asociado a tumores, expresa HIF1-a y secreta IL-10, TGF-g y VEGF (30-32).
En la tabla S1 se muestra un panorama global de estas clasificaciones de
macréfagos y sus correspondientes respuestas de sefalizacién, y los
mecanismos moleculares se pueden revisar en la informacién

complementaria.
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Figura 1. Las sefiales ambientales dictan el comportamiento de las poblaciones de macréfagos. HMBG1 (Grupo 1
de alta movilidad). Las citocinas, las sefiales de peligro y las consecuencias metabdlicas son factores importantes que modifican
los factores moleculares en los macréfagos.

La amplia variedad de estimulos que caracteriza el microambiente
tumoral determinara la funcion del macréfago. Estos estimulos pueden inducir
la polarizaciéon de un subconjunto de macréfagos o podria inducir algunas
transformaciones de un tipo a otro tipo de células. En términos generales,
algunas de estas transiciones tienen soporte experimental y se pueden
resumir de la siguiente manera: M1 se puede transformar en M2a, M2c y M2d.
A su vez, M2a se puede transformar en M1 o M2c. M2c puede transformarse
en M1 o M2a. Finalmente, M2d puede ser inducido a un tipo M1 (30-33). La
polarizacion de los macréfagos a cualquiera de estos fenotipos queda
determinada por la interaccion del entorno, particularmente de las citocinas
secretadas por las células inmunes, las células epiteliales, las células del
estroma, las células tumorales o los propios macrofagos (34). Es decir, el
subtipo de polarizacion de macréfagos es un proceso complejo que esta

dictado por factores como el microambiente (35,36), factores de transcripcion,
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supresores de la sefializacibn de citocinas, factores de metabolitos,
regulacion epigenética o microARN

(37,38)
Ante el escenario anteriormente expuesto, comprender el papel que

tiene el cancer en el desarrollo de los subtipos de macréfagos es un desafio
complejo, y para dilucidar y comprender sus mecanismos es necesaria la
implementacion de modelos computacionales que contribuyan a generar
hipotesis experimentales comprobables. A pesar de que se han aplicado
varios formalismos matematicos para comprender el espacio factible de
respuestas de las redes biologicas, consideramos que los modelos booleanos
son un esquema adecuado para explorar el comportamiento fenotipico de
circuitos de regulacion transcripcional, esto a pesar de la falta de informacion
especifica de los parametros cinéticos asociados a cada regulacion (39,40).

Estudios previos de polarizacion de macrofagos a partir de redes de
regulacion transcripcional han utilizado modelos Booleanos para tratar de
comprender la dinAmica de la plasticidad de los macréfagos (41,42). En
particular, Palma et al en 2018 utilizaron una red de regulacion para poder
hipotetizar los mecanismos genéticos que propician la diferenciacion de
macrofagos. Mediante una simulacion booleana de dicha red, pudieron
obtener atractores cuyo fenotipo se asocio a los fenotipos M1, M2a, M2b y
M2c en macrofagos. En particular, su estudio in silico permitié postular que
las citocinas extracelulares son factores angulares para inducir la plasticidad
en los macroéfagos, es decir la capacidad adaptativa de los fenotipos con base
al microambiente presente (42). Aunque estos informes representan
contribuciones valiosas, hay dos aspectos novedosos de nuestro trabajo que
seran incluidos en nuestro modelo matematico. Primero, se ha informado
recientemente sobre nueva informacion bioldgica y estados funcionales que
pueden mejorar las capacidades de la red de regulacion transcripcional
asociada a un macrofago y construir nuevas hipotesis experimentales
comprobables. Por otro lado, como veremos junto con esta tesis, el modelado

matematico de una red reguladora mas detallada que incluye los mecanismos
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asociados con la transformacibn de monocitos y macréfagos tiene
implicaciones relevantes en las predicciones de nuevos comportamientos
fenotipicos. Con base en los puntos anteriores, en esta tesis, evaluamos las
etapas funcionales y la estabilidad de los fenotipos mixtos o hibridos, ademas
generamos un macrofago teérico para poder inclinar el balance hacia la
eliminacién de células tumorales. En lo que a nosotros respecta, nuestro
modelo regulatorio es el primero que incorpora las interacciones importantes
y suficientes que podrian recuperar todas las transiciones reportadas de
plasticidad de macrofagos. En general, nuestro trabajo representa una
contribucion al desarrollo de un marco de biologia de sistemas capaz de
reproducir el fenotipo observado para los macrofagos y servir como una
plataforma computacional para disefiar experimentos comprobables en la

interaccion entre macréfagos y cancer.

2.2.2 Origen de los macrofagos
Como todas las células del sistema inmunoldgico, los macréfagos

provienen de una célula madre pluripotente de la médula 6sea. Posterior a
unos procesos de diferenciacion en la sangre, se desarrolla el monocito, el
cual es el precursor del macrofago (43,44). El abastecimiento de
macrofagos via monocitos no es la Unica forma, existen poblaciones de
macrofagos asociados al tejido (células Kupffer, microglia). El origen de
estas poblaciones son diversas desde progenitores embrionales, monocitos
fetales 0 macrofagos de saco vitelino (44).

Para el alcance de esta tesis, nos enfocaremos en una poblacion de
macrofagos asociados a tumores (MAT). Los tumores se generan debido a
un mal funcionamiento celular derivado de una proliferacion celular
descontrolada, lo cual a su vez conlleva a un proceso inflamatorio estéril.

Los macréfagos son la poblacion de origen mieloide mas dominante en un

16


https://paperpile.com/c/wIPgzG/7wPO+XyCA
https://paperpile.com/c/wIPgzG/7wPO+XyCA
https://paperpile.com/c/wIPgzG/XyCA
https://paperpile.com/c/wIPgzG/XyCA

tumor, y su abundancia presenta una correlacion positiva con el crecimiento
del tumor (2,16,45). El origen de los MAT se deriva de los monocitos, los
cuales son atraidos por el tumor mediante la liberacion de quimiocinas. (46).
Un resultado interesante de estos macréfagos es que no todos presentan
caracteristicas tipo M2, generando la hipoétesis de que no todos los MAT son

M2, realzando el concepto de heterogeneidad (16,47-49).

2.3 El microambiente tumoral y la influencia de los
macroéfagos

2.3.1 El microambiente tumoral es un factor importante en la
progresion del tumor
El crecimiento de los tumores soélidos es un proceso dinamico y

complejo cuyo escenario queda ubicado dentro de la matriz extracelular.
Dentro de esta se encuentran células endoteliales y del sistema inmune que
de forma sistémica interaccionan mediante sefiales metabdlicas en un mismo
espacio. Este espacio se le conoce como el microambiente tumoral, en el cual
se encuentran una variedad de moléculas que pueden favorecer el
crecimiento del tumor (50).

El microambiente tumoral tiene la capacidad de modificar el
comportamiento del sistema inmunoldgico para favorecer el crecimiento del
tumor y evitar su eliminacion. Dicho ambiente se establece mediante un
complejo cross-talk entre células cancerosas y células normales. Mientras
qgue las células de cancer liberan citocinas, las células no malignas, en
particular los macréfagos, responden con la liberacion de factores de
crecimiento, quimiocinas y enzimas regulatorias inmunoldgicas en el
ambiente.

Para que un tumor pueda sobrevivir necesitan tres caracteristicas:
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angiogénesis, inflamacion crénica y supresion del sistema inmunolégico. El

macrofago actla en todas estas caracteristicas.

2.3.1.1 MAT y angiogénesis

Durante el desarrollo embrionario, las células endoteliales forman una
red tubular de vasos sanguineos que eventualmente permitira el transporte
de fluidos, nutrientes, células circundantes, hormonas y gases a casi todos
los 6rganos a lo largo del cuerpo. Una vez madura, la vasculatura consiste en
un elaborado sistema jerarquico de arterias, arteriolas, capilares, vénulas y
venas que promueven la circulacion de sangre oxigenada entre el corazon,
pulmones y tejidos blandos. A pesar de la complejidad del sistema vascular,
todos los vasos sanguineos que se forman durante el desarrollo y crecimiento
se generan de nuevos capilares de vasos preexistentes en un proceso

llamado angiogénesis (51).

Al igual que los tejidos normales, los tumores requieren acceso a la
circulacion, para poder crecer y sobrevivir. En los afios 50 's se observo que
las células cancerigenas crecian preferentemente cerca de vasos
sanguineos y observaron que aquellas células que estaban lejos de los vasos
sanguineos alrededor de los .2mm simplemente no crecian y morian. Esta
region limite representa la distancia en la cual el oxigeno puede
efectivamente difundirse a través de los tejidos. Células que se encuentran
dentro de esta zona puede depender del vaso sanguineo para ser
abastecidos de oxigeno, células que estan lejos sufren de hipoxia severa o

moderada y un pH bajo (10).

Por lo tanto, el microambiente tumoral debe de tener una variedad de
células que tengan la capacidad de influir el proceso angiogénico, siendo el
principal el macréfago. En este caso los macrofagos pueden ser activados
por la hipoxia para inducir la liberaciéon de factores de crecimiento como VEGF
(factor de crecimiento endotelial vascular) para inducir la proliferacion de

células endoteliales quiescentes para que obtengan la forma angiogénica.
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Igual tienen la capacidad de liberar metaloproteinas que sirven para acelerar
el proceso angiogénico. Finalmente generan una retroalimentacion positiva
con las células cancerigenas mediante IL-1f para que se libere mas VEGF al

medio.

2.3.1.2 MAT en inflamacioén crénica

La inflamacién se puede dividir en dos tipos: aguda y cronica. El
proceso es similar en ambos, la Unica diferencia es el tiempo de duracion. La
inflamacion es un estado agresivo debido a su funcién de eliminar patdgenos,
una vez eliminado el tejido llega la homeostasis. En el caso del cancer, la
inflamacion es cronica y nunca se llega a la homeostasis. Los macrofagos
tienen la capacidad de generar especies reactivas de oxigeno que pueden
afectar el ADN de las células tumorales y seguir acumulando mutaciones.
Esta situacion generar una proliferacion sin cesar, y consecuentemente una

inflamacion constante (52,53).

2.3.1.3 MAT en supresion del sistema inmunologico

Como se menciond anteriormente, el sistema inmunoldgico es de gran
importancia para controlar el crecimiento de tumores. Los macrofagos
asociados a tumores tienen la capacidad de regular al sistema inmunolégico
mediante la liberacion de citocinas, quimiocinas etc. Un ejemplo es el
reclutamiento de células T reguladoras para inhibir las funciones citotdxicas
de las células T (54). En general, los macrofagos tienen la capacidad de
liberar citocinas antinflamatorias como IL-10 o TGF-B, los cuales afectan la
funcién y maduraciéon de células dendriticas y por lo tanto se afecta la
presentacion de antigenos a las células T (55). La presencia de los
macrofagos es de importancia para que el tumor pueda sobrevivir a las
perturbaciones causadas por el proceso inflamatorio y el mantenimiento de

las células tumorales (56).
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2.4 Metabolismo del macréfago

El metabolismo es una parte importante en la vida de cualquier célula
de nuestro cuerpo, la cual, desde el 2011, fue incluida como un hallazgo
emergente del cancer (9). En este trabajo nos enfocaremos en el inmuno-
metabolismo de macréfagos y su adaptacion en un microambiente dinamico
en un tumor soélido. Los macrofagos presentan distintas formas de activacion
para poder llevar a cabo funciones especificas. Por lo tanto, es importante

saber si existen diferencias metabdlicas entre las formas de activacion (57).

Los productos obtenidos en una reaccion metabdlica pueden llevar a
cabo funciones mas alla de solo producir energia, entre éstas la regulacion
de funciones asociadas con la activacién del sistema inmunoldgico. Estos
metabolitos, llamados en la literatura inmuno-metabolitos, tienen la capacidad
de regular rutas intracelulares especificas del fenotipo y de las funciones
especificas. Dicha regulacion es por modificacion postraduccionales.
Ademas, estos inmuno-metabolitos pueden ser expulsados de la célula y
pueden modificar el microambiente tumoral actuando como una citocina
reguladora (58-60).

El macréfago activado por TLR4 (M1) presenta un metabolismo
glucolitico, muy asociado a sus funciones proinflamatorias. De forma
distintiva, este subtipo tiene la habilidad de generar especies reactivas de
oxigeno (61). En cambio, los macréfagos activados por IL-4 (M2) presentan
un metabolismo oxidativo con propésito bioenergético asociado a su funcion
de recuperacion de tejidos (62). Recientes estudios muestran que los
macrofagos también presentan una heterogeneidad metabodlica. En este
contexto se enmarca la importancia de analizar las diferencias metabdlicas
usando tecnologias de alto rendimiento en conjunto con formalismos de
biologia de sistemas en aras de entender las redes metabdlicas que
diferencian ambos tipos de macrofago (M1 vs M2). En esta tesis nos
enfocaremos a desarrollar un estudio in-silico sobre los mecanismos

regulatorios que propicien la transicion del estado M1 al M2, sus
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implicaciones tedricas, metabdlica, y los posibles escenarios que podrian
llevar al control/balance de las capacidades pro- y antinflamatorias

experimentalmente.
3. Hipotesis

Los patrones de activacion que definen la polarizacion del macréfago
dentro del microambiente tumoral resultan de un comportamiento dindmico
de una red de sefializaciobn molecular que incluye factores de transcripcion,
citocinas y componentes metabodlicos. Un estudio dinamico de la red de
sefalizacion sera capaz de describir el proceso de transformacion de los
macrofagos, debido a sefales extracelulares provenientes del microambiente
generado por el tumor mamario. Nuestro modelo computacional permitira
desarrollar estrategias inmunoldgicas para potencialmente eliminar las

células mamarias tumorales.

4. Objetivos

4.1 Objetivo General

Evaluar, mediante modelos in-silico de biologia de sistemas, el papel
que ejercen distintas moléculas producidas por las células de cancer de
mama (debido a que los macréfagos tienen una mayor proporcion de células
en este tipo de cancer), células del sistema inmunoldgico entre otras células
presentes en el microambiente tumoral sobre el desarrollo de la polarizacion
del macréfago. Con este objetivo, reconstruiremos y modelamos
matematicamente una red de sefializacion de la polarizacién del macré6fago,
desde un punto de vista transcripcional. Ademas, el analisis a desarrollar
permitira entender cdmo dichas células podrian favorecer el proceso
metastasico de células tumorales mamarias. Nuestro andlisis permitira
explorar la dinamica de la polarizacion del macréfago causada por la

interaccion entre las células en un microambiente tumoral, con un poder
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predictivo para el desarrollo de terapias inmunoldgicas que favorezcan la

eliminacién de células tumorales mamarias.

4.2 Objetivos especificos

1.

Reconstruccion de una red de senalizacion de la diferenciacion
fenotipica del macréfago, utilizando informacion de sefalizacion y

metabdlica reportada en

la literatura.

2.

Simular el comportamiento de estados y subpoblaciones de los
macrofagos mediante el uso de dos formalismos: método discreto
(Modelo Booleano) y el método continuo (transformacion usando
l6gica difusa)

Identificar cuéles son los nodos esenciales o los elementos
moleculares y sus interacciones que intervienen en la regulacion, los
cuales estan involucrados en la diferenciacion fenotipica del
macrofago.

Estudiar el efecto de diferentes perturbaciones sobre el
comportamiento de la red simulando el modelo bajo condiciones de
ganancia o pérdida de funcion de cada uno de sus nodos.

Plantear estrategias in-silico para disefiar terapias inmunoldgicas
utilizando macréfagos, que de manera aislada son eficaces, evaluar
su comportamiento en un modelo in-silico en el cual se trata de
modelar un microambiente tumoral.

Andlisis de datos metabdlicos mediante enriqguecimiento de la
polarizacion de macréfagos para la integracién con la modelacion
transcripcional de macrofagos y su adaptacion en un microambiente

tumoral
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5. Metodologia

La metodologia de este trabajo se divide en dos secciones: andlisis
Booleano de la polarizacion del macréfago y el andlisis metabdlico de la

polarizacion del macréfago.

5.1 Analisis Booleano de la Polarizacion del Macréfago

5.1.1 Reconstruccion de la red de regulacion de la polarizaciéon
del Macréfago en un microambiente tumoral

Para comprender los mecanismos de sefalizacion que dictan la polarizacion de
macrofago se gener6 la arquitectura de la red utilizando un enfoque de abajo hacia
arriba (bottom-up) validado con informaciébn experimental. La informacién
experimental se realizd haciendo una busqueda exhaustiva en los principales
buscadores con acceso a publicaciones, siendo el mas empleado el National Library
of Medicine (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/) y GoogleScholar.

Con base en la revision de literatura, se obtuvieron 40 nodos, la cual se redujo a 29
nodos y 60 interacciones mediante la eliminacion manual de nodos con caracter
lineal. Se eliminaron aquellos nodos que no generaban atractores nuevos.
Principalmente se eliminaron los receptores de las principales citocinas, productos
metabdlicos ya que no aportaban informaciéon nueva en el modelo y se asumié que
los receptores estaban presentes en la membrana del macréfago.

5.1.2 Modelacion matematica de fenotipos de redes mediante
variables discretas.

Con la finalidad de explorar el espacio factible de fenotipos asociados con nuestra
red transcripcional, aplicamos un enfoque Booleano. Brevemente, los enfoques
booleanos asumen que cada nodo de la red puede estar en uno de dos estados (0
0 1), y su comportamiento dinamico esta explicado por una funciéon booleana, que
esta definida por su regulacion. En esta situacion, el estado dinamico del nodo i-

ésimo en una unidad discreta de tiempo (t) viene dado por

xi(t + 1) = fi(xir(t), xi2(t), . . . xiki(t) ). (1)
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Donde x: puede tomar los valores 0 0 1, y f: representa la funcion
booleana del nodo i-ésimo en la red (es decir la funcion de un nodo en
particular). Tenga en cuenta que cada nodo tiene una funcion booleana que
determina como ese nodo especifico responde al cambio de sus reguladores
vecinos (aqui indicado por los argumentos def:). Ademds, fi mapea un
estado booleano, que incluye multiples variables binarias, en el tiempo t en
un nuevo estado booleano al tiempo t+1. Partiendo de un estado inicial, el
comportamiento dinamico de la red se obtiene cuando aplicamos
simultdneamente la funcion de transicion f: sobre todos los nodos, es decir
de forma sincronica. A partir de los estados iniciales 2V, las funciones de
transicion booleana permitiran que la red alcance un conjunto finito de
estados que podrian alternar entre ellos en un estado fijo. Estos estados
recurrentes se denominan atractores. Si la dinAmica alcanza un estado y
permanece alli, se denominan atractores simples, pero si se mueven
irregularmente en un conjunto de estados, se denominan atractores
complejos o sueltos. Todo el conjunto de estados iniciales cuya funcién de
transicion guie a los mismos atractores formara la cuenca de atraccion. Los
atractores son de gran importancia porque representan el comportamiento a
largo plazo del modelo Booleano y estan potencialmente asociados con
fenotipos en el sistema de estudio.

5.1.3 Analisis y simulacion del modelo booleano

Una red de regulacion genética es un sistema dinamico. Obtuvimos todos los
atractores usando el algoritmo de busqueda exhaustiva evaluando el espacio
de 2n

(donde n es el numero de nodos) condiciones iniciales, por lo que evaluamos
536,870,912 condiciones iniciales usando la biblioteca BoolNet del software
R (63). Como sabemos, los atractores obtenidos conllevan importantes
implicaciones biolégicas y pueden asociarse con fenotipos de macroéfagos.
Cada atractor fue etiguetado con base en evidencia experimental. El

etiquetado se realizo con una funcion del paguete R BoolNetPerturb, ubicado

24


https://paperpile.com/c/wIPgzG/8q5L
https://paperpile.com/c/wIPgzG/8q5L
https://paperpile.com/c/wIPgzG/8q5L
https://paperpile.com/c/wIPgzG/8q5L

en https://github.com/maresther23/boolnet-perturb-0.1. Para comparar las
diferencias entre los atractores obtenidos redujimos la dimensién de nuestras
variables para graficarlas en un espacio 2D usando la funcién t-sne en R. Una
vez que tuvimos nuestro gréfico, las agrupamos para encontrar similitudes
entre los atractores. Para determinar el numero 6ptimo de clusteres,
evaluamos utilizando distintas métricas, variando de 10 a 30 clUsteres.
Finalmente, los clusteres fueron nombrados con base a las funciones que
llevan a cabo los fenotipos de macrofagos en cada cluster. Se puede acceder
a nuestro codigo, datos y analisis de este documento en:

https://github.com/resendislab/M1M2-Macrophage-Polarization. Ademas, se

adjuntard en anexos.

5.1.4 Analisis de mutaciones
El andlisis de mutaciones se dividid en dos secciones: eliminacion y

activacion de genes. El numero de condiciones iniciales para cada
perturbacién es 2n-1 donde n — 1 es el nimero de nodos menos el perturbado,
por lo que para cada perturbacion evaluamos 268,435,456 condiciones
iniciales. Establecimos permanentemente el estado del nodo en O para la
eliminacion del gen y simulamos la dinamica hasta que alcanzé un atractor.
Por el contrario, la activacion de genes se logré fijando permanentemente
como 1 el estado de un nodo en la red junto con todas las unidades de tiempo.
Estas consideraciones se utilizaron para imitar la condicion experimental de
los perfiles de sobreexpresién o de eliminacion, respectivamente. Al hacer
este enfoque, evaluamos la robustez de un subtipo de macrofago dado para
resistir una mutacion de la funcién de eliminacion o activacion de un geny
coémo afecta su patron de activacién molecular.

En el caso del mapa de destino celular de la polarizacion de
macroéfagos, cambiamos aleatoriamente los valores de los nodos de cada

atractor. Afectamos cada caso con un solo cambio de bit. Luego evaluamos
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gué nodos pueden cambiar un fenotipo de macréfago dado para hacer la
transicion a otro fenotipo dado; esta perturbacién determinara los vecinos de

un solo estado.

5.1.5 Analisis estructural del modelo booleano
Para validar la robustez de nuestro modelo, calculamos la curva de

Derrida y desarrollamos el andlisis de sensibilidad de las reglas de
actualizacion. Una curva de derrida nos permite evaluar si una red reguladora
de genes es cadtica, ordenada o critica. Si las diferencias entre los estados
iniciales divergen rapidamente de la diagonal de 45 grados, la red es cadtica.
Para obtener la curva de Derrida se procedi6 de la siguiente manera. Primero,
muestreamos un par aleatorio de estados iniciales X1(t) and X2(t) al mismo
tiempo conocido t. Una vez seleccionados estos estados, calculamos la
distancia de Hamming normalizada h(t) que es el nimero de bits que difieren
de los dos estados iniciales dividido por el nimero de nodos N. Luego,
inicializamos en el tiempo la red booleana y dejamos ambos iniciales estados
evolucionan a sus siguientes estados Xi(t + 1) and X2(t + 1), calculamos la
distancia de Hamming normalizada denotada como h(t+1) ejecutamos la
dindmica. Repetimos los pasos anteriores para 10,000 pares aleatorios y
calculamos el comportamiento promedio sobre las realizaciones. Trazamos
el valor de h(t) en el eje x y el eje y el valor de h(t+1), también trazamos la
recta identidad donde h(t)=h(t+1). La curva de
Derrida se calculo con el paquete R

BoolNetPerturb, ubicado en https://github.com/mar-
esther23/boolnet-perturb-0.1.

Complementariamente, el analisis de sensibilidad mostré las

diferencias en los resultados dependiendo de las alteraciones en cada
componente, ya sea encendiendo o apagando respectivamente. Primero,

creamos 50,000 estados elegidos aleatoriamente para cada funciéon booleana
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definida como f (k:) donde ki son las diferentes variables iiteraciones de 1 a 29.
Luego, para cada uno de estos 50,000 estados iniciales, creamos una
variante o mutacion aleatoriamente con un solo cambio de un bit (distancia
de Hamming de 1) etiquetado f(k:). Finalmente, aplicamos la regla de
actualizacion para kand k', y calculamos la sensibilidad de la regla de
actualizacion como la fraccion de estados iniciales donde f(k) # f(k) .

El andlisis de sensibilidad se realizé utilizando el paquete de BoolNet en R.

5. 2. Simulacién Continua de la red de polarizacion del
macroéfago.

5.2.1 Transformacion de discreta a contindo usando logica difusa
de la red booleana del macréfago.
El enfoque Booleano nos permite comprender los mecanismos de las

interacciones en la red, pero solo puede lograr valores dicotémicos. Para
superar esta limitacibn y obtener un enfoque mas realista, la red se
transformé en un rango continuo. Las sefiales extracelulares e intracelulares
pueden comportarse como variables continuas y pueden identificar atractores
adicionales con estados inestables con relevancia biologica. La
transformacion de discreta a continua se realiz6 mediante la funcidn
booleanTOODE en el paquete BoolNetPerturb, al que se puede acceder en
https://github.com/mar-esther23/boolnet-perturb. Esta funcion nos permite
transformar las reglas booleanas en un conjunto de ecuaciones diferenciales
usando reglas légicas especificas. En nuestro modelo utilizamos un modelo
de légica difusa basado en las reglas probabilisticas y el método de Villarreal
(64,65). Nuestra red reguladora consta de 29 nodos que interactian entre si
con niveles de expresion en un tiempo t establecido por q:(t)(i =1, ...,29).
Como en los modelos booleanos, el estado de nuestros nodos esta regulado

por la interaccion con otros nodos, que pueden ser representados por una
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composicion de logica difusa wi(qi, . . . q29). La funcidn caracteristica con

estructura logistica puede parametrizarse de la siguiente manera:

1
o[wi] = 1 + exp[—bw; — wy,)] ().

Donde b indica la tasa de saturacion del nodo, w: de estar suprimido
(valor igual a cero) a un estado expresado (valor igual a uno). Un valor
pequefio de b significa que el cambio es gradual y un valor grande indica que
el cambio es brusco (66). Mientras tanto, we representa el umbral entre la
inactivacion y la activacion, establecemos el valor en 0.5. La representacion

de w: se logra implementando las reglas probabilisticas de la siguiente

manera.:
Reglas Booleanas Logica Difusa
q AND p q-p
qORp q+p—q-p
NOT p 1-p

Una vez aplicadas las reglas probabilisticas sobre cada nodo de la red,
se obtuvo un conjunto de 29 ecuaciones diferenciales, que representan cada

uno de los nodos de nuestra red reguladora de polarizacién de macro6fagos.

5.2.2 Dindmica de nuestro modelo en escala continua.
La simulacion dinamica de los niveles de expresion de cada funcion

esta determinada por la red reguladora descrita por un conjunto de EDO de

la forma;
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—dt =0[wi] — aiqi 3)

donde «; denota la tasa de decaimiento de la expresion del nodo. En ausencia
de cualquier tipo de interaccion reguladora, el nodo sufre un decaimiento
exponencial a unatasa a;. En esta disertacion, el valor de cada «a; se establece
en uno, de modo que el nivel de expresion del nodo en su estado estacionario
estd simplemente determinado por el grado de verdad de la proposicion
difusa wi (66,67).

5.2.3 Andlisis de Polarizacion.
La transformacion de logica difusa nos permite evaluar alteraciones de las

entradas en una escala continua. En otras palabras, podemos evaluar en un
intervalo entre [0,1] como una citocina exdégena afecta la activacion o no de
un componente interno

(factor de transcripcion). Queremos modelar el proceso de polarizacion de un
monocito (ausencia de una citocina polarizante) para evaluar los estados
estacionarios finales en un entorno de citosina especifico. Para lograr la
descripcion de los fenotipos de macrofagos, consideramos que un nodo se
activa si su valor de estado estacionario esta en gi;= 0.75 y se inactiva cuando
el valor es qi < 0.25. La zona intermedia 0.25 < q: < 0.75 puede corresponder
a un fenotipo hibrido. Evaluar todas las condiciones iniciales posibles en esta
red regulatoria continua es casi imposible porque tenemos que establecer
una condicion inicial para cada nodo que se encuentre en el rango de [0,1].
Para superar esta limitacion, solo evaluamos fenotipos especificos (los
fenotipos con mayor cuenca de atraccion, ver Figura S4) obtenidos en la
configuracion Booleana discreta y evaluamos como perturbaciones afectan
el estado estacionario de un fenotipo. Todos los estados estacionarios que
se encontraban en la zona intermedia se consideraron como un fenotipo

hibrido (coexistencia de fenotipos) para demostrar la hipo6tesis del continuo

29


https://paperpile.com/c/wIPgzG/8we7+RPoQ
https://paperpile.com/c/wIPgzG/8we7+RPoQ

de polarizacion de macroéfagos. El codigo fue adaptado de (66) y se puede

acceder en https://github.com/resendislab/ODE Macrophages.

5.3 Analisis Metabdlico de la Polarizacién del Macréfago

Reciente, y de forma notable, en la literatura se han reportado perfiles
metabolémicos asociados a macrofagos en monocitos (M0O) y los estados
M1/M2 (68). Con la finalidad de diferenciar los fenotipos metabdlicos
asociados a cada estado del macréfago, en esta tesis se obtuvieron los datos
de metaboloma reportados previamente y se procedio a realizar un analisis
diferencial. En total se analizé el perfil metabdlico de 6 tipos de macréfagos:
MO (monocito), M1 (activado con LPS e IFN-y), M2a (activado con IL-4), M2b
(activado con LPS y complejos inmunolégicos), M2c (activado con IL10) y
M2d (activado con IL-6 y factor inhibidor de leucemia (LIF en inglés). En total
se seleccionaron 498 metabolitos con la identidad comprobada en la base de
datos de metabolitos humanos (HMDB las siglas en inglés) (69), y sus
intensidades fueron normalizadas utlizando conteo celular. Una vez
normalizados, los datos permitieron realizar distintas comparaciones entre los
fenotipos metabdlicos. Entre los analisis comparativos que se realizaron se
incluyen las diferencias fenotipicas entre el monocito y cada uno de los
macrofagos diferenciados, la comparacion entre el macréfago M1 y todos los
macrofagos tipo M2, y finalmente la comparacion entre los macrofagos de
tipo M2. Para realizar las comparaciones, los datos se subieron a
MetaboAnalyst 5.0 (70), se normalizaron usando la escala de pareto, y
posteriormente se analizaron estadisticamente para identificar sus
diferencias significativas entre conditiones. Se utilizd minimos cuadrados
parciales ortogonales a estructuras latentes discriminante analisis (O-PLSDA
siglas en inglés) para poder caracterizar y observar las diferencias entre las
comparaciones entre los fenotipos polarizados individualmente. El O-PLSDA

nos permiti6 poder separar de manera sistematica variacion entre dos
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componentes: el primer componente con una capacidad predictiva y la
segunda con una capacidad correlativa de manera ortogonal que describe la
variacion entre muestras. Para poder explorar la contribucion de los
metabolitos y sus vias en la clasificacion supervisada mediante O-PLSDA, se
utilizaron dos métodos de visualizacion: graficas de puntuacion con validacion
cruzada, donde se visualizan los valores de puntuacién con validacion
cruzada (puntuacién T ortogonal) en la eje “y” contra el puntaje T predictivo
(puntaje T) en el eje “X” para cada punto de muestra dentro del analisis. Por
otra parte, las graficas S (las cuales indican graficamente las diferencias de
los metabolitos entre ambas condiciones) fueron utilizadas para predecir que
metabolitos tienen un poder significativo donde el eje de las “x” representa la
covarianza de cada metabolito al modelo y el eje de las “y” la correlacién del
metabolito. Con la finalidad identificar los metabolitos de mayor relevancia en
clasificar los grupos, hemos considerado que cualquier metabolito que tenga
una covarianza mas grande que 0.2 o0 menos que -0.2 y una correlacion
mayor de 0.6 o menos que 0.6 es un metabolito significativo para dicho

fenotipo de macréfago.

5.3.1 Analisis de Enriquecimiento de Metabolismo de la
Polarizacion del Macréfago
El andlisis de enriguecimiento funcional para los datos de metaboloma fueron

realizados en la plataforma  web de Metaboanalyst (
https://www.metaboanalyst.ca/) utilizando el algoritmo de analisis de
enriquecimiento del conjunto de metabolitos (MSEA por sus siglas en inglés
(71,72). Se realiz6 el mismo procedimiento para todas las comparaciones de
fenotipos de macrofagos. Tiene razon en los procedimientos de
normalizacion de la Figura 7. Para el andlisis de vias en funcion de su
regulacion positiva del fenotipo versus se esta comparando, por ejemplo, en
las comparaciones

MO vs M1, MO vs M2a ... etc. seria la regulacion positiva de MO. Luego, esos

metabolitos se anotaron lo mejor que pudimos para que coincidieran con las

31


https://www.metaboanalyst.ca/
https://www.metaboanalyst.ca/
https://paperpile.com/c/wIPgzG/la91+Ji3O
https://paperpile.com/c/wIPgzG/la91+Ji3O

listas de metabolitos de metaboanalyst y, a partir de ahi, obtuvimos nuestras
puntuaciones de impacto en la ruta. Para el andlisis de vias se realiz6 un
andlisis de sobrerrepresentacion mediante un testeo hipergeomeétrico y un
andlisis de medidas de topologia usando centralidad de grado. Este andlisis
inicio teniendo las tablas de concentraciones de metabolitos de cada uno de
los fenotipos celulares (MO, M1y M2) y nos permitié encontrar cuales son las
vias metabolicas mas enriquecidas utilizando la base de datos de vias de
moléculas pequeias (SMPDB por sus siglas en inglés). La discusion de los
resultados sélo incluye aquellas vias metabdlicas cuyo False Discovery Rate

(FDR) sean menores a 0.05.

6. Resultados

6.1 Rol del microambiente tumoral en la Polarizacion del
Macrofago: un analisis Booleano

6.1.1 Reconstruccion de redes y andlisis booleano: la base
molecular de la polarizacion de macréfagos en un microambiente
tumoral

El microambiente del tumor contiene varios tipos de células, como
células cancerosas, células inmunes y células mesenquimales. Las cuales
tienen la capacidad de secretar citocinas que atraen a otros monocitos al
tumor como una respuesta inmune natural en el huésped. El intercambio
entre el microambiente tumoral y las funciones de los macréfagos debe
tenerse en cuenta para poder comprender parte del proceso inflamatorio
involucrado en la interaccion entre los macréfagos y el cancer. Con este fin,

reconstruimos una red de sefalizacion que comprende una variedad de
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elementos reguladores asociados con la diferenciacion de macrofagos.
Establecimos nuestra red de interaccion de la polarizacion de macréfagos
mediante una busqueda bibliografica de interacciones entre componentes
extracelulares y como estos afecta la activacion o inhibicion de factores
transcripcionales asociados con la polarizacion de macrofagos. Este enfoque
se denomina, en la biologia de sistemas, metodologia de “bottom-up”. La
reconstruccion original incluyd 40 nodos, representando factores de
transcripcion y genes que incluian mecanismos de activacion y represion
entre ellos. Luego, excluimos todos aquellos nodos con menos de dos
interacciones (dentro y fuera) para analizar el comportamiento dindmico de la
red. Los nodos eliminados fueron los receptores de los factores extracelulares
dentro de nuestro microambiente tumoral, ya que al suprimirlos no
obteniamos nuevos atractores. Una suposicién de nuestro modelo es que
todos los receptores se encuentran activos dentro de la membrana del
macrofago. Como resultado de este filtrado, hicimos el analisis booleano
dinamico en una red de 29 nodos y 60 interacciones. En general, nuestra red
reguladora transcripcional (TRN) integra componentes extracelulares e
intracelulares, cascadas de transduccién de sefiales y mecanismos
reguladores transcripcionales. Esta red reguladora de la polarizacion de los
macréfagos consta de dos partes, los componentes extracelulares (nodos
verdes) y los factores de transcripcion (nodos azules) que regulan la
polarizacion de los macrofagos (Figura 2, Tabla S1). Entre las cascadas de
sefalizacion incluidas en nuestra reconstruccion, incluimos los siguientes
mecanismos: las células cancerosas que mueren producen HMGB1 (Human
Mobility Group Box 1) activando el receptor tipo Toll 4 (TLR4), en
consecuencia, activando NFkB (71). Brevemente, estas sefales inician la
respuesta antitumoral en los macréfagos. Sin embargo, el factor estimulante
de colonias de macrofagos (M-CSF) también activa a NFkB a través de JAK2
y STAT5. Ademas, el interferdn activa a STATL, por lo que la célula libera
citocinas para inhibir el crecimiento tumoral (72). Por otro lado, también

describimos diferentes procesos de activacién para los sub-fenotipos M2
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(M2a, M2b, M2c y M2d). Primero, la activacién de M2a depende de IL-4 o IL-
13 los cuales activan a STAT6 (73). Al mismo tiempo, STAT6 inhibe STAT1y
NFkB a través de SOCS1 y KLF4 respectivamente, evitando al fenotipo M1.
Entonces, la activacion de M2b depende de las sefales de AP1 o ERK. AP1
se activa por la presencia de IL-13, mientras que ERK necesita la unién a los
receptores Fc (28). A continuacion, la activacion de M2c se basa en la
presencia de

STATS3. IL-10, glucocorticoides, TGF- y adenosinas desencadenan a STAT3
(74). Esta cascada induce la secrecion de IL-10 y la inactivacion de NFkB.
Finalmente, la activacion de M2d depende de IL-6 o HIF1, relacionada con un
ambiente hipdxico (75). Este fenotipo esta presente en tumores solidos. Esta
cascada induce la secrecién de IL-10, VEGF y otras citocinas. Por el contrario,
la activacion de cualquier sub-fenotipo M2 culmina en la liberacion de
citocinas, como IL-10, que potencian el crecimiento tumoral. También
incluimos interacciones que describen al fenotipo M2d, un macréfago

asociado a tumores y citocinas inflamatorias relevantes, como TGF-B y

TNF-a. Usamos esta red para analizar dinamicamente los reguladores
maestros que impulsan la transicion entre varios tipos de fenotipos de
macréfagos. Por lo tanto, para develar el efecto del microambiente tumoral
en la polarizacion de macréfagos, realizamos un analisis booleano sobre esta
red reguladora transcripcional reconstruida para macrofagos (Tabla S1).
Nuestra red contiene un mecanismo regulador de macrofagos derivado de
monocitos, como se muestra (Figura 2).

Supusimos que todos los receptores de los estimulos externos eran
constitutivos. Esta suposicién nos permitié eliminar las interacciones lineales
y reducir el tamafo de nuestra red sin afectar las propiedades dinamicas y

topoldgicas de nuestro modelo booleano.
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Figura 2. Red reguladora de genes de polarizacion de macréfagos en un microambiente tumoral. Los circulos verdes representan
componentes del espacio extracelular y los circulos azules representan los componentes de la maquinaria interna. Las flechas
verdes continuas representan la activacion y las flechas rojas discontinuas representan la inhibicion

6.1.2 Modelado booleano de la TRN y su espectro de fenotipos
de macrofagos.
Basandonos en nuestra red de sefnalizacion reconstruida, determinamos los

posibles fenotipos de macréfagos existentes en un microambiente tumoral.
Nuestro modelo booleano tenia vias de sefializacion interconectadas, y su
dinamica con las entradas externas finalmente convergen en estados
estables, llamados atractores. Un atractor es un conjunto de genes
activados o inactivados que no varian en el tiempo y que potencialmente
representan un fenotipo de macréfago. Nombramos cada atractor segun la
evidencia experimental in vitro; consideramos seis posibles estados
estacionarios asociados con un fenotipo de macrofago especifico (Tabla 1).
Usando una actualizacién sincronica, nuestra TRN convergié en un paisaje
completo de 10,430 atractores, dénde 56 eran ciclicos y los restantes eran
atractores simples. Los atractores simples representaron 13 fenotipos. Entre
ellos, cuatro eran fenotipos de macréfagos ya descritos experimentalmente
(MO, M1, M2b y M2d), y el resto eran fenotipos hibridos con dos o tres
fenotipos de macréfagos expresados como marcadores al mismo tiempo.

Para identificar similitudes entre atractores Unicos, hicimos una proyeccion
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bidimensional utilizando una incrustacién de vecinos estocasticos

distribuidos (t-SNE) y un analisis de agrupamiento (Figura S1). Empleando

un consenso de 30 métricas, determinamos que el valor 6ptimo del cluster

era 10 (Figura S2). Obtuvimos 10 grupos para 13 fenotipos (Figura 2), cada

uno de los cuales incrustaba mas de un atractor (Figura S3).

Fenotipo Factores Transcripcional
activados/componentes
externos
MO Ninguno
STAT1 o TNFay AP1 2015; Binnemars-Postma
et al. 2018)
M2a Activacion de IL-4 & ;
(O’Carroll et al. 2014;
STAT6 Hutchins, Diez, and
Miranda-Saavedra 2013)
M2b Activacion de AP1 o ERK (Seager et al. 2017)
M2c Activacion de IL10 & (Duluc et al. 2009)
STAT3
M2d Activacion de TLR4 y A2a (Solinas et al. 2009)
o HIF1A

Tabla 1. Fenotipos de macrofagos utilizados para nombrar cada atractor. Los atractores obtenidos después de la simulacion
fueron etiquetados con base en los fenotipos de macrdfagos reportados en la literatura.

Entre todos los fenotipos, siete se correlacionaron con una respuesta

protumoral y cinco con una respuesta antitumoral. El microambiente tumoral

condiciona la polarizaciébn de los macréfagos a fenotipos protumorales

mediante la accién de la liberacion de interleucinas y quimiocinas. A cambio,

los macrofagos liberan factores reguladores de crecimiento e inmunitarios

gue permiten la proliferacion y progresion de las células cancerosas. A pesar

de estar en un microambiente tumoral, existen fenotipos de macréfagos con
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actividad antitumoral, los cuales se enfocan en equilibrar la eliminacién de

células tumorales sin afectar los tejidos circundantes.

Debido a las cantidades masivas de estimulos en un microambiente
tumoral, planteamos la hipétesis de que pueden existir muchos estados de
activacion hibrida. Manejamos los fenotipos hibridos de macro6fagos como
una identidad de una sola célula en lugar de una poblacion heterogénea,
como en trabajos anteriores (78) y sugerimos que un macréfago hibrido se
distinguira fenotipicamente por una combinacion de marcadores de expresion
asociados con los fenotipos que tiene el hibrido. Por ejemplo, el grupo A
contenia fenotipos de dos hibridos (comportamiento de macrofagos mixtos)
M2bM2d y M2aM2d, macréfagos asociados con la curacion de heridas y el
comportamiento regulador. Basandonos en su composicion, llegamos a la
conclusién de que este grupo era beneficioso para el crecimiento tumoral
debido a la liberacion de factores de crecimiento que mantienen la
proliferacion tumoral y citocinas reguladoras para mantener regulado al
sistema inmunoldgico. Por otro lado, los clisteres B e | consistieron en
macrofagos que eliminarian las células tumorales debido a la presencia de
M1, que liberan citocinas citotoxicas al microambiente (76). El
comportamiento de los clusteres C y D fue complejo debido a la composicion
heterogénea del fenotipo. El grupo F era un macréfago regulador y de
cicatrizacion de heridas debido a un fenotipo hibrido marcado como M2aM2b
(Tabla 2). Segun nuestros resultados, un buen escenario contra el cancer
viene dado por un estado de macréfagos que aumenta el papel de
aclaramiento del tumor, al liberar factores citotéxicos tumorales y disminuir

los niveles de componentes asociados con el comportamiento protumoral.

Cluster Fenotipos Comportamiento
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M2bM2d and M2aM2d

Macroéfago regulador / cicatrizante de
heridas

M1 and M1M2d

Macrofagos activados clasicamente /
macréfagos pro-tumorales

M1M2bM2d, M1M2bM2cM2d,
M1M2b, M2d and M2M2d

Fenotipos hibridos asociados con
favorecer la evasion del sistema
inmune y la secrecion de factores de
crecimiento

MO, M1M2bM2d, M2b, M2d
and M2bM2d

Fenotipos hibridos asociados con
favorecer la evasion del sistema
inmune y la secrecion de factores de
crecimiento

M1M2bM2d and M2aM2d

Macrofagos activados clasicamente /
macréfagos protumorales

M2aM2b

cicatrizante de heridas

M2aM2cM2d and M2aM2bM2d

Macréfago con capacidad de regular
al sistema inmune/ cicatrizante de
heridas

M2bM2d and M1M2bM2d

Macrofago con capacidad de regular
al sistema inmune / macréfagos
protumorales

M1 and M1M2d

Macrofagos activados clasicamente /
macrofagos protumorales
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J M2aM2d and M2aM2bM2d

Regulatorio / macréfagos
protumorales

Tabla 2 Descripcion de los resultados obtenidos del agrupamiento de k-medias sobre el espacio t-SNE 2D. El comportamiento

fenotipico de cada grupo fue aproximado por los criterios de clasificacion utilizados por (79).
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Figura 3. Grupos de atractores de tamafio tnico obtenidos en las simulaciones booleanas. Cada circulo representa una
proyeccion dimensional de un atractor, y el color representa una coleccion de atractores con fenotipos similares entre ellos. Los

numero asociados con los clusteres se explican en la Tabla 1.
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6.1.3 La alteracion de la funcion mediante una pérdida o
ganancia los subtipos de macrofagos.
En esta seccidon, evaluamos computacionalmente la importancia de

cada nodo en la estabilidad de los fenotipos obtenidos. Para ello, realizamos
un borrado (poner el valor del nodo a cero) o activacion (fijar el valor del nodo
a uno) permanente de cada nodo en el analisis dinamico de la TRN. Para
cuantificar el efecto producido por estas perturbaciones, aplicamos la

siguiente ecuacion:

M+-i

log2(—)
WTi

{1

donde WT;: denota el tamafo de la cuenca de atraccion para el atractor “i” sin

alteraciones, y M *-i denota la cuenca de atraccion para el atractor “i” por
pérdida (-) y ganancia (+) de funcion respectivamente. Como era de esperar,
la ecuacion anterior se limita a aquellos casos en los que WT:# 0 y ambas
variables estan definidas positivamente. El tamafio de la cuenca de atraccion
de WT se muestra en la Figura S4. La Figura 4 muestra el pliegue logaritmico
del tamafio de la cuenca de atraccibn cuando comparamos genes
perturbados y no perturbados (WT) indicados por columnas. Las areas grises
indican atractores que estaban en estado salvaje pero no en estado
perturbado. Un atractor con un macrofago M1 sera un fenotipo antitumoral, y
con el macréfago M2, un fenotipo protumoral (filas). Cada columna es una
activacion o inactivaciéon de un factor de transcripcion.

Observamos que la activacion permanente de AP-1, genera hibridos
con capacidad de eliminar células tumorales (M1). En cambio STAT1 genera
fenotipos asociados con capacidad de eliminacion de células tumorales y de
componentes implicados a recuperar el tejido. La activacion de NFkB no
genera ningun tipo de cambio en los fenotipos. La activacion de AP-1 y
STAT1 disminuy6é en un 100% de fenotipos protumorales y un 20% de

fenotipos antitumorales. Estos factores de transcripcién pueden recuperar el
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equilibrio hacia un escenario de eliminacion de tumores en el microambiente
tumoral (&reas grises Figura 4A, Figuras S5 y S6 respectivamente). La
activacion permanente de NFKB mantuvo el mismo comportamiento que los
factores de transcripcion previos porque disminuyé a un fenotipo 100%
protumoral y 20% fenotipos antitumorales, creando un perfecto equilibrio de
eliminacién tumoral y recuperacion del tejido debido a la secrecion de
interleucinas citotdxicas y interferones (areas grises en la Figura 4A y las
Figuras S5y S6 respectivamente). Por otro lado, las expresiones constitutivas
de HIF1l-a o TGFB eliminaron macréfagos M1 puros (Figura 4A) vy
disminuyeron los perfiles disponibles que convergieron a hibridos con M1
como componente. HIFl-a y TGF-B promovieron el desarrollo de
comportamiento maligno en macrofagos. Una vez activado, HIF1-a disminuyo
un 22% de fenotipos antitumorales (Figura S6) y aument6 un 40% de
fenotipos protumorales (Figura S5). Concluimos que las células deben evitar
la presencia de HIF1-a en un microambiente tumoral. Ademas, TGF-( tuvo el
mismo comportamiento que HIF1-a (Figuras S5 y S6, respectivamente), por
lo que las células deberian evitar su secrecion y presencia para revertir la
proliferacion del cancer. Sin embargo, nuestra hipétesis es que la modulacion
del equilibrio a fenotipos antitumorales podria ser suficiente para disminuir el
TGF-B.

Por el contrario, las expresiones constitutivas de NFkB o STAT1
mantuvieron los fenotipos M1M2b y M1M2d, respectivamente. Ambos
fenotipos hibridos con capacidad tumoricidal. Curiosamente, la
sobreexpresiéon de NFkB y STAT1 podria ser una estrategia terapéutica
potencial porque promueven fenotipos que podrian equilibrar el
comportamiento de los macréfagos en un microambiente tumoral,
favoreciendo la capacidad tumoricidal (Figura 4A).

Por otro lado, encontramos un desequilibrio en el tamafio de los
atractores de la cuenca cuando eliminamos algunas expresiones de factores
de transcripcion por separado (Figura 4B). Nuestro analisis in-silico nos

permitié concluir que si eliminamos la expresion de Fra-1, el M1y el hibrido
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M1M2b producian un ligero aumento en su tamafio de la cuenca de atraccion,
implementando una capacidad de erradicacion tumoral. Ademas,
observamos que la falta de Fra-1 no influyé en el desarrollo del fenotipo M2d.
Desactivar los fenotipos aumentados de HIF1-a asociados con la capacidad
tumoricida (M1 y M1M2b), lo que denota la importancia de no expresar estos
factores de transcripcion para eliminar las células tumorales

(Figura S7). Sin embargo, afectar solo a la actividad de HIF1-a es insuficiente
porque mejora los fenotipos protumorales en un 36% con respecto a la red
sin perturbaciones (Figuras 4B y S8). Por lo tanto, teniamos una defensa
tipica del huésped al activar los receptores gamma y liberar IFN-y al
microambiente. En particular, a diferencia del analisis de activacion de genes,
observamos la aparicion de algunos fenotipos puros, M2a 'y M2c, que tienden
a favorecer la progresion tumoral cuando eliminamos HIF1a.

Ademas, observamos que la eliminacion de STAT3 inhibe fenotipos
especificos para la erradicacion de tumores e hibridos con comportamiento
antitumoral en un 33% (Figura S7). La inactivacion de STAT3 disminuyo el
63% de los fenotipos protumorales, implicados en la regulacién del sistema
inmunolégico (M2c) mediante la activacion de NFkB (Figura S8). La
eliminaciéon de STAT6 no afecta a los fenotipos antitumorales (Figura S7),
pero deteriora la cuenca de atraccion de los fenotipos. El fenotipo M2c liberé
IL-10 en el microambiente creando un escenario para la evasion del tumor y
mejorando la capacidad de hacer metastasis del tumor. De acuerdo con estos
hallazgos, la evidencia biol6gica sugiere que la inactivacién de los factores
transcripcionales STAT3 y STAT6 estan asociados con la reduccion del
crecimiento tumoral y la metastasis en un modelo de cancer de mama y
pulmén (76,80).
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Figura 4. Mapa de calor de la sobreexpresion y eliminacion de factores transcripcionales. (A) Mapa de
calor de la sobreexpresion de factores transcripcionales de polarizacion de macréfagos. Mantuvimos la expresion
del nodo como 1, simulamos y revisamos los atractores obtenidos. Toda la sobreexpresion se compard con la de
tipo salvaje (red original) con un cambio de log2 veces. (B) Mapa de calor de Knock-outs de factores
transcripcionales de polarizacion de macrdfagos. Los nodos se fijaron permanentemente con un valor de 0; las
perturbaciones se fueron realizando una a una hasta alcanzar los atractores. Comparamos los fenotipos del tipo
salvaje con las perturbaciones mediante un cambio logaritmico. Las regiones verde y roja indican aquellos
atractores cuyo tamarfio de la cuenca de atraccion aumento o disminuyd después de la perturbacion. En negro,
denotamos aquellos atractores con pocos efectos en el tamafio de atraccion de la cuenca versus WT y después
de la perturbacion. Las dreas grises indican aquellos atractores que existen en el tipo salvaje pero que no

permanecen perturbados.

6.1.4 La polarizacién de los macrofagos desarrolla una
retroalimentacién con los microambientes
Los microambientes tumorales dan forma al comportamiento de la

diferenciacion de macréfagos a su disposicién. Para evaluar como las sefiales
microambientales alteran el proceso de polarizacibn de macréfagos,
analizamos seis entornos de sefializacion diferentes, asociados a cada
fenotipo de macréfago: estados M0, M1, M2a, M2b, M2c y M2d (ver Tabla 3)
(80,81).

La figura 5 muestra el logaritmo de la cuenca de atraccion de los
atractores obtenidos en dichos microambientes. Las areas grises indican que

el fenotipo no estaba presente en el microambiente especifico. A pesar de

M2cM2d
M2aM2bM2d
M2aM2cM2d
M2aM2d
M2bM2d
M1M2bM2d
M1M2b

M1M2d

M1M2bM2cM2d
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gue el modelo Booleano es un analisis simplificado, podemos destacar

algunos comportamientos globales sobre como da forma al fenotipo de los

macréfagos. Por ejemplo, el microambiente de monocitos (Pro-MO0) tiende a

inducir tres fenotipos a una tasa baja: MO, M1 y M2d. Fral puede dar una

posible explicacion subyacente al incremento en el tamafio de la cuenca de

atracciéon para M2d. La regulacion positiva de Fra1 finalmente activa NFkB,

gue a su vez inducira el fenotipo de macrofagos M1.

Fenotipos de Macréfagos Estimulo

MO No hay estimulo externo

M1 IFN-y y IFN-B

M2a IL4y TGF-B

M2b IgG vy glucocorticoides

M2c IL10y IL6 y MCSF

M2d adenosinas e hipoxia y glucocorticoides

Tabla 3. Microambientes asociados con subtipos especificos de macréfagos. Microambiente para los seis fenotipos de
macrofagos modelados en nuestra red reguladora de genes. En el lado derecho de la tabla, tenemos los fenotipos y los nodos
que se mantuvieron durante la simulacion hasta que se alcanzd un atractor.

Ademas, nuestro analisis computacional sugiere que el microambiente

Pro-M1 disminuye los fenotipos reguladores y de cicatrizacion de heridas y

mejora la capacidad tumoricidal (Figura 5). En contraparte, el microambiente

Pro-M2b disminuye la capacidad tumoricidal, favoreciendo el fenotipo de los

macréfagos para la progresion tumoral y la regulacion inmune. Este

microambiente solo induce fenotipos hibridos o simples asociados con el
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fenotipo de macréfagos M2b. Por otro lado, los microambientes M2c
mantienen fenotipos hibridos asociados con la proliferacion tumoral vy
componentes de cicatrizacion de heridas, como la angiogénesis. Ademas,
notamos que las citocinas reguladoras como IL-10 e IL-6 en el microambiente
Pro-M2c disminuyeron toda la posible actividad hibrida citotéxica en
macrofagos. Este hallazgo puede explicar la actividad citotéxica en un
microambiente protumoral (82). Sin embargo, se prefirié la poblacion M2
sobre M1 porque tenian componentes de microambiente especificos (Pro-
M2c) para mantener este desequilibrio (Figura 5). Ademas, el microambiente
M2d no genera ningun macréfago asociado con capacidad tumoricida; solo
activa macréfagos implicados en la cicatrizacion de heridas (angiogénesis y
recuperacion de tejidos) y fenotipos que regulan las acciones del sistema
inmunoldégico en la eliminaciéon de tumores.

Los fenotipos de macrofagos fueron susceptibles a microambientes
locales que gobiernan dentro de un tumor. Estos microambientes pueden
inducir heterogeneidad en la composicion de fenotipos de macréfagos junto
con la geometria del tumor. Esto nos permitio concluir que las sefales
ambientales pueden mejorar subtipos especificos de macrofagos. Creemos
que estos fenotipos aumentaran su estabilidad debido a la expresién continua
de su sefal externa. Sin embargo, el comportamiento antitumoral ocurre
incluso en la activacion del comportamiento protumoral por sefiales externas,
pero con menor estabilidad. Este tipo de esquema de modelado y
simulaciones pueden ayudar a desarrollar estrategias terapéuticas para
asegurar la estabilidad a pesar del microambiente que actia contra el

tratamiento de un tipo de cancer especifico (83,84).
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Figura 5. Mapas de calor de los microambientes de polarizacion de macréfagos. Microambientes
asociados a los seis fenotipos evaluados en este trabajo. Para estas simulaciones utilizamos los criterios de la
Tabla 3. Una vez obtenidos los atractores, aplicamos una transformacion logaritmica sobre el tamafio de la
cuenca de atraccion para cada fenotipo. El rojo representa una cuenca de pequefia atraccion y el verde para
una cuenca de grande atraccion. Pro significa que modelamos la polarizacion en un adyuvante de
microambiente para cada subtipo de macrofagos. MO:

monocitos.
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6.1.5 La importancia de los componentes moleculares en la
determinacion de los macrofagos del destino celular
Esta seccion estd dedicada a analizar la estabilidad (con respecto a

mutaciones en el microambiente) de cada atractor obtenido previamente, a
través de un andlisis de perturbacion genética, para evaluar la plasticidad, y
posible transicion entre los subfenotipos de macrofagos. Como se mostré
anteriormente, estos andlisis son beneficiosos para describir y descubrir las
propiedades globales de la red de TRN. Como resultado de este estudio,
detectamos un panorama global de sus posibles transformaciones entre ellos
(Figura 6). Para lograr esto, modificamos el estado de cada nodo en el
atractor para identificar posibles transiciones entre ellos. Si el valor del nodo
era 1, cambiamos a 0 y viceversa. Luego evaluamos si esta modificacion
afectaba la estabilidad del fenotipo en la red para identificar posibles
transiciones entre ellos. En particular, observamos que solo se permitian
algunas transiciones entre atractores; ademas, estas transiciones dependian
de diferentes alteraciones genéticas. Como era de esperar, los fenotipos con
la mayor cuenca de atraccion fueron mas estables ante las perturbaciones
(Figura S4). Este analisis nos permitié concluir que MO (monocito) tenia una
baja estabilidad y era propenso a convertirse en otros fenotipos de
macréfagos bajo perturbaciones (Figura 6A). Por ejemplo, M1 puede
diferenciarse de MO mediante la activacion de STAT1, IFN-y o IFN-3, pero
M1 puede re-polarizarse a MO (monocito) activando la funcién inhibidora de
SOCSL. Estas polarizaciones eran irreversibles, lo que significa que una vez
qgue cambian al nuevo fenotipo, no pueden volver a los monocitos (Figura S9).

Por otro lado, nuestro modelo sugirié que M2b es un estado posible de
lograr a partir de MO, esto activando la inmunoglobulina G (IgG). Las células
B liberan IgG al igual que las células cancerigenas (85,86), por lo que el
fenotipo M2b se puede inducir directamente a partir de monocitos y no
necesariamente tiene que pasar primero de un macréfago activado por TLR4
y luego cambiar a M2b (29). La transicion de MO a M2d obtenida activando

HIF1a, TGF-B o adenosinas conduce a la inactivacion de cualquier factor
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transcripcional de comportamiento citotoxico; esta transicion fue reversible
(Figura S9). Cabe destacar que nuestras simulaciones nos permiten postular
que los fenotipos mas complejos, los hibridos, se pueden obtener a partir de
MO. Por ejemplo, el macr6fago tumoricida/regulador correspondiente a

M1M2b obtenido activando AP1, NFkB e IL1-B, es una transicién irreversible.
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Figura 6. Mapa de destino celular de la polarizacion de macrdfagos. De todos los atractores obtenidos,
cambiamos el valor del nodo y mantuvimos esta perturbacion hasta que se alcanzé un atractor. Si el atractor
pasa a otro fenotipo, lo representamos con una linea y el nuevo fenotipo obtenido por la perturbacion. El signo
mds (+) significa que el nodo se apagd y lo encendemos, mientras que el signo menos (-) significa que la
perturbacion estaba encendida y lo apagamos. (A) Mapa de destino celular de monocitos (MO0). (B) Mapa de
destino celular del macréfago M1. (C) Mapa de destino celular del macréfago M1M2d. (D) Mapa de destino
celular del macréfago M2bM2d. Los colores representan diferentes estados de polarizacion de macréfagos.
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Otra observacion interesante es que el macréfago citotdxico
denominado M1 fue estable para la mayoria de las perturbaciones (Figura
6B). Por ejemplo, cuando activamos AP1, el fenotipo M1 se convierte en un
fenotipo hibrido (M1M2b) que mantiene su capacidad citotéxica combinada
con un comportamiento regulador. Este cambio es reversible ya que los
macrofagos pueden cambiar a un fenotipo M1 inactivando AP1 (Figura S9).
Ademas, M2b se obtuvo de M1 activando IgG, lo que indica la importancia de
los complejos inmunes para seleccionar esta trayectoria. No es necesario que
sea primero un macréfago activado por TLR4 para hacer la transicion al
fenotipo M2b. El fenotipo hibrido M1M2d (Figura 6C) puede favorecer la
eliminacién del tumor y la recuperacién del tejido. Basandonos en nuestro
modelo, observamos este fenotipo que limita al macréfago a una condicion
hipoxica, activando permanentemente a TGF-B. El fenotipo M1 se puede
obtener a partir de M1M2d, desactivando la hipoxia o TGF-3, pero ambas
condiciones extracelulares estan presentes la mayor parte del tiempo en un
microambiente tumoral. En este contexto, la busqueda de un fenotipo hibrido
con beneficios teéricos como M1M2d parece ser una mejor estrategia que
inducir el fenotipo M1 en un microambiente tumoral. También observamos
gque M1M2d, un estado tumoricida / regulador, puede cambiar a la etapa de
macrofagos M2d. Esta polarizacion se alcanza activando SOCS1 (inhibiendo
STAT1) o desactivando STAT1 (factor de transcripcion M1). En particular, el
analisis de perturbaciones sugiere la aparicion de un nuevo fenotipo de
M1M2d; un fenotipo irreversible hibrido marcado como M2aM2c (Figura S9).
M2aM2c tiene un comportamiento regulador/protumoral que favorece el
crecimiento y la evasion tumoral, y se promueve activando STAT6 desde
M1M2d. M2bM2d tiene mas estabilidad en comparaciéon con los otros
fenotipos (Figura 6D). La IgG es un factor crucial que dicta el comportamiento
de este fenotipo, por lo que, al desactivar este nodo, el fenotipo hibrido puede
cambiar a varias etapas de macrofagos tumoricidal, incluido M1, un fenotipo
irreversible de M2bM2d (Figura S9). El fenotipo M2b derivado de M2bM2d al

apagar la accién de HIF1a y dejar la expresion de ERK, permite la secrecidn
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de IL-6, una citocina pleiotrépica y regulador inmune de IL-10. Finalmente,
activar STAT1 o NFkB de M2bM2d es suficiente para pasar a un fenotipo
tumoricida / regulador, etiquetado como M1M2b.

Por ultimo, existe una creciente evidencia apoyando que la plasticidad
es una propiedad en la respuesta del sistema inmunolégico en conjunto. Aqui
proporcionamos evidencia de que la respuesta de los macrofagos no es la
excepcion. Aunque los macréfagos se polarizan en funcion de factores
externos, podemos manipularlos para influir la polarizacion hacia fenotipos
benéficos. Este analisis nos permitié identificar posibles puntos de control
genético como NFkB y HIF1a, que podrian servir como posibles dianas

moleculares contra el cancer modificando los fenotipos de macréfagos.

6.1.6 Andlisis teorico de HIF1-ay NFxB
A pesar de su complejidad y variabilidad, la modulacion del

microambiente tumoral es una estrategia atractiva para reducir el fenotipo de
las células cancerosas (87). Por ejemplo, en nuestro modelo, el factor de
transcripcion mas relevante para la polarizacion al fenotipo M1 o hibrido M1
es a traves de la activacion de STAT1 o

NFkB; estos hallazgos concuerdan con un informe anterior (88). Por el
contrario, la activacion de HIF1-a se asocia con la reduccion de macrofagos
antitumorales y con una mejora de los macréfagos pro-tumorales.
Concluimos que la inactivacion de HIF1a y la activacion de NFkB o STAT1
podrian ser acciones criticas para cambiar el equilibrio hacia un
microambiente anti-tumoral en lugar de uno pro-tumor.

Con la finalidad de explorar posibles estrategias que favorezcan el equilibrio
protumoral, disefilamos dos macrofagos tedéricos modificados genéticamente:
HIF1-a = 0 & NFkB = 1 y HIF1-a = 0 & STAT1 = 1. El analisis dinamico
restringido por la inactivacion de HIF1-a y la activacion de NFkB mostré una

reduccion significativa en el nimero de atractores, 4096, frente a los 10430
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Phenotypes

M1M2d -

obtenidos inicialmente. Los atractores disminuidos HIF1-a = 0 & STAT1 =1
(3840) distribuidos en cuatro fenotipos

(Figura S10). Por el contrario, HIF1-a = 0 & NFkB = 1 tenia solo dos fenotipos
(Figura 7A); esta modificacion funcion6 como nuestro macrofago

genéticamente modificado tedrico (TGEM).
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Figura 7. Atractores y mapa de destino celular de nuestro TGEM. (A) Grdfico de barras de los atractores
obtenidos de nuestro macréfago tedrico modificado genéticamente. Para este andlisis, establecimos el valor de
NFkB en 1y HIF1-a en 0, y simulamos hasta que obtuvimos estos atractores. (B) Mapa de destino celular de
nuestro tedrico macréfago genéticamente modificado. Al analizar la plasticidad de los fenotipos a través de la
perturbacion de un solo gen del macréfago modificado genéticamente, obtuvimos las reglas de la perturbacion
genética que contribuyen a la transicion entre los fenotipos de macrdfagos. Aqui (-) significa que el nodo se
apago y (+) significa que el nodo se encendid

Notablemente, todos los atractores pertenecian a dos fenotipos, un
fenotipo M1 y un estado hibrido M1M2d donde la accion citotoxica siempre

estuvo presente, pero teniendo la contraparte M2d para disminuir el dafio
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causado por la funcion citotéxica. M1 fue el mas estable debido a su cuenca
de atraccién, mientras que M1M2d fue el menos estable. Para caracterizar
mejor la dinamica de este circuito insilico, desarrollamos un mapa de destino
celular para nuestro TGEM para reconocer qué genes pueden transitar de un
fenotipo a otro. Sorprendentemente, identificamos una transicion reversible
entre M1 y M1M2d, impulsada principalmente por Fra-1 y el receptor 4 tipo
toll (TLR4) (Figura 7B). Este hallazgo nos condujo a postular que nuestro
TGEM alternara entre estos dos fenotipos sin desarrollar nuevos fenotipos;
ambos son resistentes a las perturbaciones.

Nuestro macrofago modificado genéticamente con STAT1 activado
(STGEM). STGEM desarrolla cuatro fenotipos, todos con un estado hibrido
en el que la accion citotoxica siempre estuvo presente (Figura S10A).
M1M2b fue el fenotipo mas estable, mientras que M1M2d fue el menos
estable. El mapa de destino celular de STGEM es mas complicado que el
de TGEM. La transicion de M1 a M1M2b esta marcada por la activacion de
STAT3 y ERK, activada por interleucinas comunes en un microambiente
tumoral como IL-10, TNF-a e IL1B. El resto del mapa representado en la
Figura S10B, los cuatro fenotipos se alternan entre ellos sin ningun fenotipo
nuevo. Segun esta informacion, STGEM puede ser util como estrategia para
eliminar las células tumorales. Debido a la naturaleza y simplicidad de los
fenotipos obtenidos en TGEM, puede ser una opcién éptima para una
estrategia inmunoterapéutica para modular el microambiente tumoral para
eliminar las células tumorales.

Finalmente, concluimos que nuestro TGEM in-silico (definido
conceptualmente por la activacion e inactivacion permanente de NFkB y
HIF1-a, respectivamente) inducia fenotipos contra las células cancerosas en
el microambiente tumoral. Balanceamos las caracteristicas M1 que liberan
todos los componentes involucrados en la fase de eliminacion de la
inmunovigilancia del cancer y las sustancias para resolver la inflamacion vy el

dafio tisular causado por el cancer, generando una relacion M1 / M2 con
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buen prondstico. Ademas, los fenotipos provenientes de nuestro TGEM eran
robustos y solo ciertos factores de transcripcion podrian redirigir la

expresion de otro fenotipo (Figura 7B).

6.1.7 El macrofago modificado genéticamente tedricamente
resiste las perturbaciones en un microambiente de cancer de
mama.

Dada la evidencia experimental y los resultados previos de la relacién

intrinseca y determinante de los microambientes en la polarizacion de los
macréfagos, desarrollamos un microambiente in-silico basado en evidencia
experimental. Decidimos simular las alteraciones en el microambiente de
nuestro TGEM anterior. Las alteraciones del microambiente se asocian con
un prondstico adverso en otros estudios (89). Definimos el estado (activo o
inactivo) de todos los nodos extracelulares presentes en el microambiente del
cancer utilizando datos multi dmicos del cancer (90). Calculamos los genes
expresados diferenciales entre las células de cancer de mamay el tejido sano
para estimar qué nodos extracelulares estan presentes y luego fijamos el
estado de todos los nodos extracelulares en nuestra red. En el caso particular
de componentes como inmunoglobulina G (85), adenosinas (91),
glucocorticoides (92), y bajo hipoxia (93), todos estos se activan (uno) debido
a reportes previos que avalan su actividad en muestras de pacientes con
cancer de mama. En general, simulamos nuestro macrofago genéticamente
modificado tedérico (TGEM) en cuatro microambientes de cancer de mama
diferentes para evaluar su comportamiento y determinar si este enfoque
farmacéutico podria ser adecuado. Los microambientes analizados fueron
IgG y A2a; IL10 y TGF-B; IL-1B e IL 6; Hipoxia y glucocorticoides.

Primero, evaluamos la modificacion del comportamiento de nuestro
TGEM en microambientes especificos de cancer de mama de acuerdo con

condiciones previas. Los fenotipos obtenidos cambiaron globalmente y
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encontramos dos nuevos fenotipos: M1M2b y M1M2bM2d. Ambos fenotipos
tienen la funcién M1 creando un microambiente citotoxico / regulador (Figura
8A). ElI microambiente mas complicado fue cuando estaban presentes
adenosinas e inmunoglobulina G. Observamos solo dos fenotipos: M1M2b y
M1M2bM2d, mientras que M1 y M1M2d estaban ausentes. Este analisis
sugirié que 1gG y A2a podrian inhibir funciones del macréfago M1 a través de
la inactivacion de TLR4 y, en consecuencia, la activacion de NFkB. Las
adenosinas también pueden inhibir NFKB; ambos componentes crearon un
microambiente complicado para el desarrollo de mas macréfagos de tipo M1.

Sin embargo, los fenotipos generados en este microambiente pueden
ayudar a eliminar las células tumorales y equilibrar el microambiente hacia
uno mas adecuado para crear macrofagos antitumorales. Los
microambientes restantes desarrollan cuatro fenotipos de macréfagos (M1,
M1M2b, M1M2bM2d y M1M2d) con diferentes proporciones cada uno.
Tenemos suficientes macrofagos M1 puros y componentes M1 en los otros
fenotipos para cambiar el equilibrio hacia un microambiente de eliminacion de
tumores, pero que los componentes reguladores no causen mas dafio de la

actividad citotoxica (Figura 8A).
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Figura 8. TGEM en un microambiente de cdncer de mama. (A) Disefiamos diferentes microambientes asociados
con el cdncer de mama y evaluamos cémo se comportaba nuestro TGEM. (B) Mapa de destino celular del
macréfago tedrico modificado genéticamente en el microambiente del cdncer de mama para la expresion de IgG



y adenosinas. (C) Mapa de destino celular del macréfago modificado genéticamente tedrico en el microambiente
del cdncer de mama para la expresion de IL1-B e IL-6. (D) Mapa de destino celular del macréfago genéticamente
modificado tedrico en el microambiente del cancer de mama para la expresion de hipoxia y glucocorticoides
(GCGCR). (E) Mapa de destino celular del macréfago modificado genéticamente tedrico en el microambiente del
cdncer de mama para la expresion de IL-10 y TGF-B. Este andlisis fue para evaluar la estabilidad de nuestro
enfoque farmacéutico en un escenario de cdncer de mama.

En las figuras 8 B-E, representamos el mapa de destino celular de nuestro
TGEM en los cuatro microambientes de cancer de mama evaluados. En
general, STAT6, una vez que se activa, puede cambiar los fenotipos
agregando los componentes M2a, y este cambio es irreversible. Aunque en
el entorno IgG y A2a no teniamos los fenotipos M1, podemos obtenerlo
inhibiendo la funcion de Erk en los fenotipos M1M2b. Esta transicion es
irreversible. Los fenotipos M1M2b y M1M2bM2d crean retroalimentacion
entre ellos activando Fral o TLR4 para que transiten de M1M2b a
M1M2bM2d; esta transicion puede ser reversible inhibiendo la expresion de
Fral. Este microambiente complicado en nuestro TGEM puede ser un
obstaculo. Sin embargo, a partir de los fenotipos obtenidos y el (M1) obtenido,
nuestro TGEM aun puede eliminar las células tumorales al lado del
microambiente (Figura 8B).

En el microambiente IL13 e IL6, M1 y M12b desarrollan retroalimentacion
entre ellos donde las transiciones son reversibles. Esta retroalimentacion
puede crear un equilibrio en el ambiente donde el sistema inmunoldgico
puede eliminar las células tumorales y recuperar el tejido dafiado causado
por las funciones citotoxicas (Figura 8C). En condiciones hipdxicas (Figura
8D), nuestro TGEM aun desarrolla macrofagos con la capacidad de eliminar
células tumorales. La falta de oxigeno no afecta la retroalimentacion entre
M1-M1M2b y M1M2d-M1M2bM2d. En este microambiente, que carece de
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oxigeno, la activacion de STAT6 puede servir como agente de adaptacion.
Debido a que STAT6 esta asociado con la regulacién del metabolismo de los
lipidos, nuestros macréfagos pueden obtener suficiente energia de los lipidos
para liberar interleucinas citotoxicas en este microambiente y eliminar las
células tumorales. Desde una perspectiva tedrica, la activacion de STAT6 en
nuestro TGEM en un escenario hipéxico no es algo que queramos evitar (94).
Finalmente, en la figura 8E, un microambiente con actividad reguladora en
las funciones citotéxicas de los macréfagos no afecta la creacion de fenotipos
para eliminar las células tumorales. M1 y M1M2b desarrollan la misma
retroalimentacion que el microambiente anterior.

M1M2bM2d y M1M2d crean retroalimentacion entre ellos; las modificaciones
del transito entre fenotipos son reversibles.

En resumen, el modelo booleano de la TRN que imita el espacio factible de
los fenotipos de macréfagos sirve como plataforma para crear hipétesis del
mecanismo de control que promueve el fenotipo del cancer. Postulamos que
TGEM asociado con estados proinflamatorios puede ser un posible enfoque
farmacéutico porque es muy resistente a la perturbacion permanente en un
microambiente de cancer de mama. Esta hipétesis tiene que ser probada

experimentalmente, objetivo que constituye una perspectiva de este trabajo.

6.1.8 Analisis de la robustez y sensibilidad de nuestra red
reguladora transcripcional de polarizacion de macréfagos en un
microambiente tumoral.

Una red de regulacion genética robusta tiene que ser resistente a pequefios

cambios o perturbaciones en la red. Definimos la robustez como una
caracteristica de la invarianza de comportamiento, de acuerdo con los
cambios en sus variables internas. No obstante, las redes reguladoras de
genes o cualquier red bioldgica que represente el comportamiento fenotipico
de las células deben adquirir la capacidad de responder adecuadamente a
los estimulos externos y evitar las perturbaciones por ruido de activacion

molecular. La necesidad de esta red reguladora para ser robusta es que
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podria ser ligeramente controlable, donde podriamos conocer la respuesta a
una perturbacion especifica.

Una representacion matematica de una red reguladora de genes se puede
clasificar como régimen ordenado, critico o cadtico. Las redes ordenadas
pueden responder muy bien a las perturbaciones y a los estimulos externos
que no las afectan a todas. Las redes criticas con una mezcla de
comportamiento entre una ordenada y una cadtica pueden ser resistentes a
un subconjunto especifico de perturbaciones. Por ultimo, las redes cadticas
se ven gravemente afectadas por perturbaciones, de modo que
perturbaciones similares pueden generar respuestas diferentes (95). Para
evaluar el comportamiento de la dinamica de nuestra TRN de polarizacion de
macrofagos obtuvimos las curvas de Derrida, ver Figura 9A. Para determinar
la pendiente de la curva alrededor de x = 0 y clasificar el comportamiento
dindmico de nuestra red, aplicamos una prueba de bondad de ajuste chi-
cuadrado con las coordenadas de los valores promedio de Hamming antes
del punto de interseccion entre ambas curvas.

Consideramos los valores observados como las distancias de Hamming
promedio representadas en el eje y del grafico. Simultineamente,
consideramos los valores esperados como las distancias de Hamming
promedio descritas en la linea de identidad (y = x). A pesar de que nuestros
modelos parecen dibujar una curva por encima de la linea de identidad
alrededor de x = 0, nuestra prueba estadistica nos permitié concluir que no
hay una diferencia significativa entre las distancias de Hamming observadas
y esperadas (prueba multinomial exacta de bondad de ajuste, p -valor =
0,5804, significancia estadistica = 0,05). Dado que no hubo una diferencia
estadistica entre los valores esperados y observados, tenemos evidencia
para concluir que el comportamiento dinamico de nuestra red cae en la region
critica. Existe evidencia de que la criticidad es una marca registrada de los
sistemas vivos porque simultdneamente coexisten en capacidades de
robustez y capacidad de evolucion (96). Este hallazgo sugiere que la TRN

para la polarizacion de macrofagos en el microambiente tumoral parece ser
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resistente a las perturbaciones y permite evolucionar como respuesta a las

sefiales ambientales.
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Figura 9. . Andlisis de la robustez de nuestra red requladora transcriptomica de polarizacion de macréfagos.
Andlisis de sensibilidad de cada nodo de nuestra red reguladora transcripcional de polarizacion de macrdfagos.
(A) Curvas de Derrida de nuestra red reguladora transcripcional de polarizacion de macrofagos en un
microambiente tumoral. (B) Andlisis de sensibilidad de las variables en nuestra red reguladora transcripcional
de polarizacion de macréfagos en un microambiente tumoral. La linea dorada es la media del valor del andlisis
de sensibilidad.

Para visualizar ain mas la robustez de nuestra red, modelamos mdultiples
perturbaciones de cada regla de actualizacion para evaluar la sensibilidad en
nuestro TRN de la polarizacién de macrofagos. El andlisis de sensibilidad de
un gen o nodo evalla la influencia de los otros genes de nuestra red. La
Figura 9B describe la sensibilidad promedio de cada nodo y toda la red (linea
dorada). TGF-B e IFN-y son los nodos con mayor sensibilidad, seguidos por
el receptor de glucocorticoides (GCGCR), la interleucina 4 (IL-4) y el supresor
de la sefalizacion de citocinas 1 (SOCS1). Las citocinas extracelulares son
las variables mas susceptibles a los estimulos o al ruido molecular. Por
ejemplo, la presencia de IFN-y asociado a un microambiente antitumoral y

una funcion de macréfago M1 citotoxico, TGF-B contrario asociado a un



microambiente protumoral y un fenotipo M2 regulatorio de cicatrizacion de
heridas, TGF-B asociado a funciones inhibidoras de M1 y potenciar la
proliferacion tumoral. GCGCR e IL-4 también estan asociados con el
comportamiento regulador y de cicatrizacidén de heridas. SOCS1 puede inhibir
STAT1 y disminuir la expresion de IFN-y en el microambiente. NFxB, STAT1
y STAT3 tienen una sensibilidad media mas baja, lo que significa que son
resistentes a cambios transitorios; es por eso que reconocimos a NFkB y
STAT1 como una estrategia terapéutica para la inmunoterapia en la
erradicacion de tumores. La sensibilidad promedio de la red es menor que
uno, lo que significa que nuestra red se comporta de manera ordenada, lo

que resulto en la curva de Derrida (Figura 9A).

6.2 Una breve historia de la polarizacion de macréfagos en
un microambiente tumoral: un enfoque de red continua,
combinaciones de citocinas y polarizacion parcial.

Los modelos booleanos no pueden capturar que las sefales internas y externas en
el microambiente puede ser continuas. Es decir, estas sefiales estan presentes en
concentraciones gradientes y no en concentraciones dicotdmicas (ausente o
presente), lo que deriva en una diferencia de estimulacién. Los valores externos o
internos oscilaran entre 0 y 1, lo que se relacionard mas con un grado de fuerza o
duracion que con la concentracion. Por lo tanto, es deseable desarrollar modelos
que incluyan la respuesta de una red a escala continua. Combinado con el
comportamiento cualitativo de la direccién de la polarizacion de los macréfagos, la
perspectiva continua de un enfoque continuo el cual puede demostrar la existencia
de estados intermedios y como el microambiente tumoral expresa contracciones

graduadas y dinamicas de citoquinas, afectando la direccion de la polarizacion.

6.2.1 Consecuencia del microambiente tumoral exdgeno en la
polarizacion de los macréfagos
El microambiente tumoral da forma a la polarizacién de los macréfagos. Para

evaluar como las concentraciones de citocinas exdgenas especificas y
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subproductos metabdlicos dan forma a la polarizaciéon de los macréfagos,
evaluamos el estado estacionario de la polarizacién de los monocitos en
funcibn de la concentracion de los nédulos exdgenos. En algunas
transiciones de macréfagos, hay un periodo en los graficos que muestra
NoLabel, llamamos a esta brecha como el estado de incertidumbre. Que es
un estado donde el fenotipo del macrofago aun no esta claramente definido
por el modelo, porque la expresion del factor de transcripcion no es Unica
para representar uno de los fenotipos considerados basados en la citocina en
el microambiente. La primera condicion probada fue la activacion de las
citocinas, involucrado en la polarizacién de los macréfagos a un fenotipo que
actividad citotoxica para eliminar células tumorales: IFNy, IFNB, TNFa e IL1[3.
El interferén-y y B polarizaron el monocito a un macroéfago de tipo M1 donde
STAT1 se activa especificamente con una concentracion de 0,55 para ambos
tipos de interferones. hay un periodo de concentracion entre 0.475 y 0.525
donde el fenotipo del macréfago puede modificarse si otra citocina esta
presente en el microambiente (Figura 10A-B). El macrofago STAT1 de tipo
M1 es importante en un microambiente tumoral debido a su conexién con las
células Thl y la secrecion de IL-12, una citocina que mantiene a las células
Th1 en un microambiente que elimina el tumor (97). Un monocito bajo el factor
de necrosis tumoral a (TNF-a) sigue el aumento de un macréfago NFkB de
tipo M1, pero necesitara una mayor concentracion de dicho factor
aproximadamente a un valor de 0.6 para diferenciarse (Figura 10C). Existe
un rango de incertidumbre cuando el TNF-a oscila entre 0,4 y 0,525. El
macrofago NFkB tipo M1 est4 asociado con la secrecion de citoquinas
proinflamatorias en factores de eliminacion de tumores (26). Sin embargo,
una cantidad de citoquinas proinflamatorias puede crear un microambiente
que induzca mas dafo que una solucion, el macrofago NFKB tipo M1 no tiene
regulacion de la secreciéon de citoquinas asociadas con la tormenta de
citoquinas (98). La regulacion puede centrarse en el comportamiento de la
dindmica de NFkB, que todavia es un factor de transcripcion ampliamente

estudiado en los macréfagos (99).
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IL1B induce al monocito a diferenciarse en dos tipos de macréfagos en
funcion de su concentracion. El periodo de incertidumbre es bajo para esta
citocina, entre 0,475 y

0,525. Si el valor de IL1[ es relativamente bajo, el monocito se polarizara a
un tipo NFKB/STAT1 de tipo M1 (Figura 10D). Ademas, cambia al fenotipo de
macrofago hibrido M1M2b ya que IL1B es superior a 0,75. Este hibrido puede
ser un componente importante cuando se desencadena la tormenta de
citoquinas, tiene como contraparte al fenotipo M2b involucrado en la
regulacién del comportamiento inflamatorio producido por el fenotipo M1
debido a la activacion del factor de transcripcion ERK (28). La IL-6 tiene un
doble papel, tiene la capacidad de activar un macrofago de tipo M1 AP-1vy la
activacion de STAT3 que esta condicionada por la presencia de otras
citocinas. Con una concentracion de 0,45, saltard bruscamente de un
monocito a un macroéfago tipo M1 asociado a la secrecion de TNFa, que se
asociara a un macréfago mas inflamatorio (Figura 10D). El TNF-a tiene la
capacidad de convertirse en un punto de inflexidbn en la regulacion de la
malignidad de una tormenta de citoquinas, aumentando la secrecion de
citoquinas proinflamatorias y eliminando las células tumorales al no permitir

su division.
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Figura 10. Polarizacién de macrofagos en diferentes citocinas exdgenas unicas proinflamatorias. Todos los paneles tienen como
estado inicial el fenotipo MO (monocitos). El grdfico muestra en el eje y la diferencia entre los valores del estado inicial MO y el
estado estacionario final, mientras que el eje x representa el aumento gradual de las citocinas exdgenas. (A) aumento gradual

del interfercngamma (IFNG), (B) aumento del interferon-beta (IFNB), (C) aumento gradual del factor de necrosis tumoral alfa
(TNFAe) y (D) aumento gradual de la interleucina 1-beta (IL1B).

Los subtipos de macrofagos M2 (M2a, M2b, M2c y M2d) estan polarizados
por las siguientes citocinas y subproductos metabdlicos: complejos
inmunitarios (IgG), MCSF, TGF-f3, IL-10, IL-4 y adenosinas. IL-4 activa el
fenotipo del macrofago M2a, se asocia con la inhibicion de una respuesta Thl
y mejora la respuesta Th2 (27). Cuando el valor de IL-4 es 0,55, el monocito
cambia a un fenotipo M2a durante un corto periodo de tiempo (Figura 11A).
Debido a que la IL-4 esta implicada en la secrecion de IL-10 y TGF- en el

microambiente debido a la activacion de STAT6, los fenotipos M2a saltan al
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fenotipo de macréfago promotor de tumores M2aM2cM2d hibrido. IL-10 y
TGF-B inducen crecimiento tumoral y alteraciones en el sistema
inmunoldgico, respectivamente. El periodo de incertidumbre es bajo entre
0,475y 0,525. La IL-10 tiene la capacidad de mantener a raya la respuesta
inmune e impide la eliminacion de las células tumorales porque contraataca
las funciones citotoxicas en los macréfagos (29). Mientras 1L10e=0.45, el
monocito se polarizard& a un fenotipo hibrido M2aM2cM2d con un
comportamiento regulatorio desfavorable hacia la eliminacion tumoral,
secretara factores de crecimiento y citocinas involucradas en la regulacion de
la eliminacion tumoral (Figura 11C). M2aM2cM2d desarrolla un macréfago
con solo una capacidad reguladora para inhibir la expansion de células T, lo
gue reduce la eliminacion de células tumorales (100). Asi, la IL-10 es una
citocina para evitar en un microambiente tumoral porque se asocia a un mal
prondéstico para cualquier tipo de cancer, incluido el cancer de mama (101).
MCSF esta implicado en la polarizacion del monocito a un fenotipo de tipo
M2. En un breve conjunto de condiciones cuando el valor de MCSF esta entre
0,45y 0,5, se transitara a un fenotipo M2c. El fenotipo se estabiliza con un
valor superior a 0,5 a un hibrido protumoral M2aM2cM2d (Figura 11D).
Mientras tanto, la expresion de adenosina en el microambiente hara que el
monocito transite entre dos fenotipos y se estabilice a un M2aM2cM2d
cuando el valor sea superior a 0,55. Entre 0,5 y 0,52, primero transitara de
MO a un fenotipo M2a, seguido de la polarizacion a un fenotipo hibrido
M2aM2d con actividad reguladora (Figura S11). Finalmente, TGF-B polarizara
los monocitos a un hibrido regulador M2aM2d, transitando primero a través
de un macréfago M2a puro cuando los valores sean 0.425 y 0.525
respectivamente. El fenotipo M2d esta asociado con la secrecion del factor
de crecimiento endotelial vascular (ayudara a crear nuevos vasos
sanguineos) (26), mezclado con el compartimento M2a que secretara TGF-f3
gue puede potenciar el crecimiento tumoral, creando un ambiente perfecto

que permitirda que las células tumorales para prosperar.
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Por ultimo, el modelo continuo de polarizacion de macrofagos en un
microambiente tumoral establece el cambio de polarizacion de los monocitos
dado el microambiente tumoral cuando se reclutan. La transicion entre
fenotipos es mayormente gradual con un periodo de incertidumbre, pero para
algunos, la transicion es abrupta. Ademas, los fenotipos hibridos son estados
estacionarios estables, mientras que los fenotipos probados verificados
experimentalmente son solo fenotipos entre las zonas de transicién a un

estado estacionario.
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Figura 11. Polarizacion de macrofagos en diferentes citocinas exdgenas unicas antiinflamatorias. Todos los
paneles tienen como estado inicial el fenotipo MO (monocitos). El grdfico muestra en el eje y la diferencia entre
los valores del estado inicial MO y el estado estacionario final, mientras que el eje x representa el aumento gradual
de las citocinas exdgenas. (A) aumento gradual de la interleucina-4 (IL4e), (B) aumento de la inmunoglobulina
(lgG), (C) aumento gradual de la interleucina-10 (IL-10e), (D) aumento gradual del factor estimulante de colonias
de macrdfagos (MCSF)), y (E) aumento gradual del factor de crecimiento tumoral beta (TGF-8).
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6.2.2 Atractores de estado estacionario evaluados en
microambientes de macrofagos especificos.
En esta secciéon evaluaremos los atractores de estado estacionario obtenidos

en nuestro trabajo anterior (102) y evaluaremos su comportamiento en
posibles microambientes presentes en un tumor. Utilizamos uno de los trece
estados estacionarios (por ejemplo, M1) como estado inicial y probamos su
robustez en diferentes microambientes presentes en un microambiente
tumoral. Para hacerlo, aumentamos gradualmente las citocinas asociadas.
Para el caso de los macrofagos citotoxicos M1, evaluamos su naturaleza de
polarizacion en base a microambientes adversos para macrofagos
especificos. Cuando aumentamos gradualmente IL1B y TNFa, un
microambiente de tormenta pro-citocina, M1 se polariza y estabiliza a un
fenotipo hibrido regulatorio M1M2b cuando el valor de ambos factores es
superior a 0,3 (Figura 12B). Cuando evaluamos el macréfago de tipo M1 en
un microambiente regulador donde se expresan gradualmente IL4 y TGF-f3
(Figura 12C), el fenotipo cambi6 a un macréfago de tipo M2d. Curiosamente
el macrofago M1 permanecio en el mismo fenotipo hasta que los valores de
citoquinas externas fueron superiores a 0,5. A medida que se supera el valor
de 0,5, el macréfago se polariza al macréfago M2 asociado al tumor. IL-4 no
tuvo accion hacia la activaciéon de STAT6 porque STAT1 estuvo presente en
todo momento. Mientras tanto, TGF-3 tenia la capacidad de activar HIF1a
inactivando STATL1. Por lo tanto, se desarrolla un macréfago sin citotoxicidad
y solo con una funcién reguladora. Mientras tanto, en el microambiente pro-
M2b, el M1 cambié a un macréfago M2b, porque los complejos inmunes
mezclados con glucocorticoides activan ERK e inactivan la funcion citotoxica
de STATL1 (Figura 12D). Hay un ligero momento del periodo de incertidumbre
en este microambiente cuando el valor oscil6 entre 0,5y 0,525. La transicion
se produce cuando el valor era superior a 0,525. Mientras tanto, el macréfago
M1 en un microambiente regulador completamente inmune (pro-M2c)
mantuvo la contraparte citotoxica de M1 mezclada con M2b (Figura 12E),

desarrollandose en un fenotipo hibrido M1M2b. La polarizacion se establecio
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cuando el valor de las citocinas externas fue superior a 0,5, observandose un
periodo de incertidumbre en esta simulacion. Si el macréfago M1 encuentra
un microambiente hipoxico (que es muy comun en un microambiente
tumoral), se polarizara en un macrofago de tipo M2 (Figura 12F). La
polarizacion se produce cuando los valores de los factores de hipoxia,
glucocorticoides y adenosina son superiores a 0,6 y no se presenta ningun
periodo de incertidumbre. Curiosamente, cuando el valor de los subproductos
metabdlicos es bajo, el macréfago permanecera en las funciones citotoxicas,

lo que permitira la eliminacién del tumor en un breve periodo de tiempo que

puede ser suficiente cuando lucha contra el nacleo de
un tumor.
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Figura 12. Polarizacién de macrdfagos de atractores de estado estacionario en diferentes microambientes
asociados al fenotipo. Todos los paneles tienen como estado inicial el fenotipo M1. El gréfico muestra en el eje y
la diferencia entre los valores del estado inicial MO y el estado estacionario final, mientras que el eje x representa
el aumento gradual de las citocinas exdgenas. (A) aumento gradual de interferon-gamma (IFNG) e interferon-
beta (IFNB) en el entorno M1a, (B) mejora del factor de necrosis tumoral alfa (TNFAe) y la interleucina 1-beta
(IL1B) para el microentorno M1, (C) aumento gradual de interleucina-4 y factor de crecimiento tumoral, un
microambiente pro-M2a, (D) aumento gradual de inmunoglobulina y glucocorticoides, el microambiente pro-
M2b, (E) aumento gradual de interleucina-10, estimulante de colonias de macréfagos factor e interleucina-6, el
entorno pro-M2c, y (F) aumento gradual de adenosinas, hipoxia y glucocorticoides, el entorno pro-M2d.
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Evaluaremos la dinamica del hibrido con el macréfago citotoxico/regulador
M1M2b en microambientes adversos. De los seis ambientes evaluados, solo
tres se asociaron con un esquema de polarizacion, en los demas el
macrofago mantiene el mismo fenotipo (Figura S12 A, By C). El fenotipo pro-
M2a estuvo implicado en la polarizaciéon del macréfago M1M2b a un
macrofago completamente regulador del sistema inmunitario M2d (Figura
S12C). Este fenotipo esta implicado en el mantenimiento de un
microambiente que permite que las células tumorales prosperen. El
microambiente pro-M2d se desarroll6 en la misma polarizacion (Figura S12F).
El entorno M2b polariz6 el hibrido a una dindmica reguladora Unicamente
M2b cuando los valores eran superiores a 0,5. El macréfago M1M2d se
polarizé a un fenotipo M2d en los seis microambientes evaluados (Figura
S12D).

El hibrido regulador/macréfago protumoral M2bM2d, que era el atractor mas
estable, se comportdé de manera bastante diferente cuando se introdujo en
entornos especificos. Los seis microambientes modificaron el M2bM2d a otro
fenotipo. El proM1 polarizé el M2bM2d a un fenotipo hibrido M1M2b (Figura
S13A). Elinterferon y y B tenian la capacidad de cambiar a un nuevo fenotipo
cuando los valores eran superiores a 0,1 y el fenotipo se estabilizaba a
medida que los valores de interferon aumentaban gradualmente. Este hibrido
tiene la capacidad de eliminar las células tumorales debido al interferdn
secretado mezclado con el componente regulador del macréfago M2b,
creando un equilibrio de eliminacion y recuperacion del tejido. Para la
tormenta de pro-citoquinas, se estabilizé tan bien como el hibrido M1M2b, el
componente regulador de M2b puede ayudar a reducir la accién de las
citoquinas citotdéxicas en un microambiente tumoral (Figura S13B). Mientras
gue el microambiente pro-M2a o de curaciébn de heridas polariza el
comportamiento a un hibrido completamente regulador/pro-tumor llamado
M2aM2d, debido a la accion del
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TGF-B externo que activara HIF1a y el factor de transcripcion STAT3 (Figura
S13C).

Esta transicion se dio cuando los valores de los factores externos fueron
mayores a 0.55, no hubo periodo de imprevisibilidad. El entorno M2b tuvo
una dinamica interesante, cuando los valores de IgG y GCGCR estaban entre
0,1y 0,25 hubo un periodo de imprevisibilidad (Figura S14D). Pero cuando
aumentamos los valores entre 0,3 y 0,5, el macrofago se polarizé a un hibrido
regulador con tres fenotipos

M2aM2bM2d y quedd filado a un macrofago M2bM2d con funcion
reguladora/protumoral. Mientras tanto, el entorno regulatorio pro-M2c,
polariz6 el macréfago a un pro-tumoral e inactivacion del sistema inmune
cuando los factores externos fueron mayores a 0.2 (Figura S13E). Este tipo
de microambiente es mas comun en un tumor, que se desarrolla en la
proliferacion tumoral que conduce a la metéstasis debido a la presencia de
IL-10 e IL-6. El entorno del nucleo del tumor o pro-M2d cambié el M2bM2d a
un fenotipo hibrido M2aM2cM2d, creando un escenario en el que las células
tumorales pueden prosperar y el macrofago puede sobrevivir en un entorno
complicado sin oxigeno debido a la contraparte M2a (Figura S13F). Por
altimo, pero no menos importante, analizaremos el patron de comportamiento
del macréfago M2cM2d. Este hibrido esta implicado porque tiene la
capacidad de mantener a raya la eliminacion del sistema inmunitario mientras
secreta factores que potenciaran el crecimiento tumoral y crearan nuevos
vasos imperfectos para que los nutrientes lleguen al sitio donde son escasos.
De los seis microambientes, solo tres tienen la capacidad de modificar el
comportamiento del macréfago M2cM2d, el resto mantiene el mismo fenotipo
(Figura S14B, C y E). Las condiciones de interferén tenian la capacidad de
inactivar la contraparte M2c cuando los valores eran superiores a 0,5,
convirtiéndose en un macrofago M2d. Esta reduccion del hibrido a un fenotipo
puro puede ser suficiente para inactivar la inhibicion del sistema inmunologico
y eliminar las células tumorales (Figura S14A). La tormenta de procitoquinas

(Figura S14B) y el dominio pro-M2a (Figura S14C) no afectaron el

69



comportamiento del macréfago M2cM2d. Mientras tanto, el entorno M2b se
desarrollé en un conjunto interesante de esquemas de polarizacién. Cuando
los valores de IgG y GCGCR estaban entre 0,15y 0,5, el M2cM2d se polarizé
a un M2aM2cM2d (Figura S14D). Durante un breve periodo de tiempo, el
macrofago cambidé a un M2aM2d, para finalmente acercarse a un fenotipo
M2aM2bM2d cuando los valores eran superiores a 0,6. Este macréfago
trinibrido fenotipico tiene la capacidad de recuperar el dafio tisular debido a
la activacion de la respuesta inflamatoria, ya que la secrecion de factores
potencia la proliferacion tumoral. A pesar de esto, el microambiente pudo
inactivar el fenotipo M2c, lo que puede permitir el reclutamiento de
macrofagos con funciones citotoxicas y de eliminacion de tumores. Como era
de esperar, el entorno pro-M2c no afectd la dinAmica de los macréfagos
(Figura S14E). El dominio hipoxico (pro-M2d) polarizé el macréfago a un
hibrido M2aM2cM2d. El componente M2a se agregd para permitir que este
macréfago sobreviva en un microambiente inhéspito, 1o que le permite
secretar factores para mejorar el crecimiento tumoral y crear un ambiente

hostil para las células que eliminan tumores (Figura S14F).

6.2.3 El microambiente afecta la polarizacién de los macréfagos y
desarrolla retroalimentacion.
El microambiente tiene la capacidad de dar forma a la polarizacién de los

macrofagos, analizamos seis microambientes de sefalizacion diferentes
asociados con fenotipos de macréfagos: tipo M1 NFkB, tipo M1 STAT1, M2a,
M2b, M2c y M2d. Para simular estos microambientes, aumentamos
gradualmente los valores de los perfiles conocidos de citocinas y metabolitos
de sefializacibn asociados con cada fenotipo (103). Destacamos un
comportamiento global sobre cémo se forman los fenotipos de macrofagos y
como podemos aprovechar este comportamiento. Por ejemplo, el
microambiente pro-Mla solo tiene la capacidad de producir macréfagos

asociados a la activacion de STAT1 y presenta la activacion de cualquier tipo
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de contraparte reguladora o cicatrizante. De hecho, la presencia combinada
de IFN-y y B polariza a un macrofago de tipo M1 mas rapido que cuando solo
esta presente uno de dichos interferones, el umbral es un valor de 0,325 para
lograr esta polarizacién (Figura 13A). Ademas, el periodo de incertidumbre
se reduce en comparacion con la activacion en solitario. Ademas, el
microambiente Mla permite un comportamiento regulador del macréfago
M2b, antes de que se estabilice al fenotipo hibrido tiene que pasar al fenotipo
M1, necesita valores elevados superiores a 0.75 dos estabilizados a dicho
fenotipo (Figura 13B). Durante este proceso existe un comportamiento
proinflamatorio constante y puede estar regulado por el M2b. Un pro-M2a
disminuye la capacidad tumoricida, favoreciendo la polarizacion de los
macréfagos para la progresion tumoral y la regulaciéon inmune (Figura 13C).
Crear dos fenotipos hibridos de macréfagos completamente protumorales,
pasando de M2aM2d estabilizador a un hibrido regulador y curativo
M2aM2cM2d por la activacion de STAT3 debido a la presencia de TGF-f3
extracelular. EI microambiente Pro-M2b se desarrolla en un fenotipo M2b
puro con comportamiento regulador (Figura 13D). Por otro lado, se desarrolla
un proM2c con un fenotipo macréfago con capacidad de regular el sistema
inmunologico permitiendo que las células cancerosas eviten su eliminacion
(Figura 13E). Curiosamente cuando los valores de las interleucinas estan
entre 0,3 y 0,5 se crea un fenotipo hibrido M2aM2cM2d como en el
microambiente Pro-M2a pero cuando el valor es superior a 0,5 se estabiliza
a un macrofago regulador y protumoral M2cM2d. Finalmente, el
microambiente M2d crea el mismo patrén de expresion que el microambiente
M2 que se estabiliza en un fenotipo regulador M2aM2cM2d (Figura

13F).
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Figura 13. Polarizacion de macrofagos en diferentes microambientes asociados al fenotipo. Todos los paneles tienen como
estado inicial el fenotipo MO (monocitos). El grdfico muestra en el eje y la diferencia entre los valores del estado inicial MO y el
estado estacionario final, mientras que el eje x representa el aumento gradual de las citocinas exdgenas. (A) aumento gradual
del interferon-gamma (IFNG) y el interferon-beta (IFNB) en el entorno M1a, (B) mejora del factor de necrosis tumoral alfa
(TNFAe) y la interleucina 1-neta (IL1B) para el microentorno M1, (C) aumento gradual de interleucina4 y factor de crecimiento
tumoral, un microambiente pro-M2a, (D) aumento gradual de inmunoglobulina y glucocorticoides, el microambiente pro-M2b,
(E) aumento gradual de interleucinal0, factor estimulante de colonias de macréfagos e interleucina-6, el entorno pro-M2c, y (F)
aumento gradual de adenosinas, hipoxia y glucocorticoides, el entorno pro-M2d.

6.2.4 Los macrofagos modificados genéticamente tedricos son
resistentes a fenotipos de macrofagos especificos.
En nuestro trabajo anterior desarrollamos un macrofago con la activacion de

NFkB y la inhibicion de HIF1a para inclinar la balanza de un microambiente
protumoral a tener ambos tipos de comportamientos: protumoral y
antitumoral. Al dirigirse a estos factores de transcripcion, desarrollara
macrofagos M1 activados por NFKB que secretaran citocinas
proinflamatorias. Para verificar nuestra hipétesis, tomamos nuestro TGEM y
vimos qué tan bien se comporta en los microambientes de macrofagos.

Nuestro TGEM respondio bien a la mayoria de los microambientes creando
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fenotipos de macréfagos reguladores y tumoricidas. Los microambientes de
interferén crean un macrofago NFKB/STAT1 M1, creando un microambiente
proinflamatorio y adecuado para la proliferacién de células T debido a la
secrecion de IL-12 (Figura 14A). Estos factores combinados crean un
escenario en el que las células tumorales pueden ser eliminadas por
macrofagos y células T. Los microambientes IL1 y factor de necrosis tumoral
crean un hibrido M1M2b con capacidad reguladora y tumoricida (Figura 14B).
El M1 activado por NFKB secretara IL-12 para la proliferacion de células T y
la contraparte M2b tiene la capacidad de secretar TNFa para eliminar mas
células tumorales, también puede secretar IL-10 para regular la funcién
citotdxica de las células T y el macr6fago M1. El microentorno M2b también
crea el hibrido M1M2b. Las Unicas citocinas que cambian por completo la
polarizacion de nuestro TGEM son IL-4 y TGF- creando un fenotipo M2a
cuando los valores son superiores a 0,5 (Figura 14D). Estas citocinas tienen
la capacidad de acelerar el crecimiento de las células tumorales gracias al
TGF-B y secretan el regulador maestro del sistema inmunitario IL-10, creando
un escenario para el crecimiento y la evasiéon tumoral. El TGEM mantiene el
fenotipo M1 a pesar de estar en un comportamiento regulador porque NFkB
no permite la activacion de STAT3 y la activacion de AP-1 que se asocia con
citocinas proinflamatorias (Figura 14E).

Las citoquinas exdgenas IL4e y TGF- cambian la polarizacion a un fenotipo
M2a, IgG e IL1B a un macréfago M1M2b (Figura 14C). Finalmente, nuestro
TGEM tiene la capacidad de crear fenotipos contra las células cancerosas,
independientemente de si las citocinas reguladoras estan presentes en el
microambiente. EI TGEM generara una relacién M1/M2 con buen pronéstico

debido a que el tumor es citotoxico y la resolucion de la inflamacion.
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Figura 14. Macrofagos teéricamente modificados genéticamente (TGEM) en diferentes microambientes asociados al fenotipo.
Todos los paneles tienen como estado inicial la activacion e inhibicion como perturbaciones constantes de NFkB y HIF1-a
respectivamente. El grdfico muestra en el eje y la diferencia entre los valores del estado inicial MO y el estado estacionario final,
mientras que el eje x representa el aumento gradual de las citocinas exdgenas. (A) aumento gradual del interferéngamma
(IFNG) y el interferén-beta (IFNB) en el entorno M1a, (B) mejora del factor de necrosis tumoral alfa (TNFAe) y la interleucina 1-
neta (IL1B) para el microentorno M1, (C) aumento gradual de interleucina-4 y factor de crecimiento tumoral, un microambiente
pro-M2a, (D) aumento gradual de inmunoglobulina y glucocorticoides, el microambiente pro-M2b, (E) aumento gradual de
interleucinal0, factor estimulante de colonias de macréfagos e interleucina-6, el entorno pro-M2c, y (F) aumento gradual de
adenosinas, hipoxia y glucocorticoides, el entorno pro-M2d.

6.2.5 Mapa tedrico del destino de los macrofagos modificados
genéticamente en un microambiente especifico de macrofagos.
Cuando creamos nuestro TGEM solo obtuvimos cuatro atractores de estado

estacionario: M1, M1M2b, M1M2d y M1M2bM2d. Asi que evaluamos el
patrén de la dindmica de polarizacidén de estos fenotipos en seis fenotipos de
macrofagos especificos. Es importante sefialar que todos los fenotipos
obtenidos tienen el componente eliminador de tumores mezclado con una
contraparte reguladora/proeliminadora de tumores. Por ejemplo, el fenotipo
M1 siempre se estabiliza en un fenotipo hibrido M1M2b. Dicho esto, tanto el

interferbn como la tormenta de procitoquinas mantienen el fenotipo hacia un
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Difference

fenotipo M1M2b. Para los microambientes M2, solo M2b y prohipdxicos dictan

un cambio en el comportamiento (Figura 15). Para el M2b en un breve lapso

de tiempo, el M1M2b se polariza a un fenotipo M1, estabilizdndose en

consecuencia al M1M2b, cuando los valores son mayores a 0.55. En el caso

de un ambiente pro-hipoxico, el M1M2b se polariza a un fenotipo M1 con

factores de transcripcion STAT1, pudiendo mantener un microambiente

donde las células tumorales estan siendo eliminadas por el sistema inmune.

Los fenotipos M1M2b y M1M2bM2d en todos los microambientes polarizan a

un macrofago M2d (Figura 15).
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Figura 15. Macrdfagos tedricamente modificados genéticamente (TGEM) en diferentes

microambientes asociados al fenotipo. Todos los paneles tienen como estado inicial el atractor M1 de nuestro
TGEM. El grafico muestra en el eje y la diferencia entre los valores del estado inicial M1 y el estado
estacionario final, mientras que el eje x representa el aumento gradual de las citocinas exdgenas. (A) aumento
gradual del interferdn-gamma (IFNG) y el interferén-beta (IFNB) en el entorno M1a, (B) mejora del factor de
necrosis tumoral alfa (TNFAe) y la interleucina 1-neta (IL1B) para el microentorno M1, (C) aumento gradual de
interleucina-4 y factor de crecimiento tumoral, un microambiente pro-M2a, (D) aumento gradual de
inmunoglobulina y glucocorticoides, el microambiente pro-M2b, (E) aumento gradual de interleucina-10, factor
estimulante de colonias de macréfagos e interleucina-6, el entorno pro-M2c, y (F) aumento gradual de
adenosinas, hipoxia y glucocorticoides, el entorno pro-M2d
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6.2.6 El macrofago modificado genéticamente teorico se
desarrolla en fenotipos asociados con la eliminacién de tumores
en microambientes de cancer de mama.

Simulamos nuestro TGEM en cuatro microentornos de cancer de mama

diferentes y simplificados para evaluar la dindmica de polarizacion y
determinar si este enfoque farmacéutico tedrico es adecuado. Analizamos el
efecto de IgG y Adenosinas; IL10 y

TGF-B; IL113, IL6 e IFNG e hipoxia con glucocorticoides. Debido a que NFkB
esta activado, tomamos M1 como la condicion inicial. De los cuatro, solo tres
se desarrollaron en un cambio en el comportamiento de los fenotipos. El
microambiente de tormenta de procitocinas e interferon polariz6 de un
fenotipo M1 a un hibrido con componentes reguladores mezclados con
capacidad tumoricida. El cambio solo se logré cuando el valor fue mayor a
0,75, creando tiempo suficiente para eliminar las células tumorales y
recuperar el dafio con la contraparte M2b (Figura 16A). El microambiente mas
complicado fue el que presentaba presencia de IgG y A2a por estar implicado
en la metastasis. EI M1 se polarizd a un fenotipo hibrido M1M2b, pero el
cambio fue gradual. Durante un tiempo tendremos la accion tumoricida de
NFkB que se puede asociar a una eliminacién suficiente de las células
tumorales. Cuando los valores son superiores a 0,6, el macrofago se polariza
a un fenotipo M1M2b con el componente regulador (Figura 16B). A pesar de
este microambiente, genera un equilibrio entre antitumoral y protumoral,
donde la balanza se inclina hacia el antitumoral, debido a la presencia de M1
en ambos fenotipos. IL10 y TGF-B son los unicos microambientes que
cambian el comportamiento a un componente protumoral. Cuando los valores
son superiores a 0,6, el fenotipo M1 se polariza a un macréfago

M2a que no creara un entorno adecuado para la eliminacion del tumor (Figura
16C). El entorno de hipoxia y glucocorticoides no afecta en absoluto a la
dinamica del macrofago, desarrollandose en un escenario de eliminacion de

tumores, a pesar de la complejidad interna (Figura 16D).
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Figura 16. Macrdfagos tedricamente modificados genéticamente (TGEM) en diferentes microambientes de cdncer de mama.
Todos los paneles tienen como estado inicial la activacion e inhibicion como perturbaciones constantes de NFkB y HIF1-a

respectivamente. El grdfico muestra en el eje y la diferencia entre los valores del estado inicial MO y el estado estacionario final,

mientras que el eje x representa el aumento gradual de las citocinas exégenas. (A) Aumento gradual de interferéngamma
(IFNG), interleucina-beta (IL1B) e interleucina-6, el entorno de eliminacion de procitocinas y tumores, (B) aumento de

inmunogolublina-G (IgG) y adenosinas (A2a), un microambiente prorregulador, (C) aumento gradual de interleucina-10 y factor

de crecimiento tumoral, un microambiente antiinflamatorio, (D) aumento gradual de hipoxia y glucocorticoides, un
microambiente prohipdxico.

6.2.7 El microambiente exégeno afecta el comportamiento
enddgeno en la plasticidad de los fenotipos de macrofagos.
En resultados anteriores nos enfocamos en la transicion entre los tipos de

macrofagos M1 y M2 y viceversa. Solo ciertas citoquinas exdgenas podrian

cambiar el comportamiento para polarizarse a otro fenotipo basado en los
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estados fenotipicos iniciales. Esto significa que los tipos M1, M2 e hibridos
una vez polarizados, no son tan plasticos como pensdbamos. En esta
seccién, queremos evaluar como se comportardn los fenotipos con
concentraciones iniciales mas bajas de factores de transcripcion (end6genos)
de los fenotipos de los subtipos M1 y M2. Evaluamos estos estados iniciales
en combinacion con la citoquina opuesta y estudiamos la existencia de
polarizacion parcial en nuestro modelo y evaluamos si suficiente factor de
transcripcion es suficiente para permanecer en ciertos fenotipos o cambiar a
otro. Por ejemplo, el fenotipo M1 cuando NFKkB se activa y evallda en
microambientes M2a, M2b, M2c y M2d. En un microentorno M2b, el M1 se
polarizard a un M1M2b cuando los valores sean superiores a 0,35 de NFkB
independientemente del valor de ERK (Figura S15A). Cuando los valores de
NFkB son inferiores a 0,35 y ERK inferiores a 0,2, los macrofagos volveran a
los monocitos. Cuando aumentamos el valor de ERK entre 0,2 y 0,75 habra
un periodo de incertidumbre, por lo que el fenotipo aln no esta determinado.
Valor de ERK superior a 0,75 y NFkB inferior a 0,35, el macréfago M1 se
polarizard a un macréfago regulador M2b. La mayoria de las veces sera un
hibrido antitumoral/regulador. ElI comportamiento de STAT6 en un
microentorno M2a es mucho méas dominante que ERK cuando lo
comparamos con NFkB. Cuando los valores de STAT6 son inferiores a 0,15,
el fenotipo M1 mantendra el mismo fenotipo solo si NFKB es inferior a 0,35;
si es mayor, cambiard a un fenotipo regulatorio/citotoxico M1M2b (Figura
S15B). Si los valores de STAT6 estan entre 0,15 y 0,75, el fenotipo M1
transitara a un protumoral M2d a pesar de que esté presente NFkB. Sin
embargo, cuando el valor de STATG6 es superior a 0,75, cambiara a un hibrido
con un comportamiento regulador y de curacion de heridas M2aM2d
independientemente de si NFkB esta presente o no. La competencia entre la
expresion de STAT3 y NFkB es similar a STAT6. Cuando los valores de
STAT3 son inferiores a 0,35, el fenotipo transitara a un hibrido M1M2b si y
solo si NFkB es superior a 0,35, los valores inferiores se mantendran en el

mismo fenotipo (Figura S15C). La complejidad es cuando los valores de
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STAT3 son mayores a 0.35. Valores entre 0.45 y 0.75 el macréfago cambiara
a un hibrido M2aM2d permitiendo la activacion de STAT6 al inhibir la
expresion de NFkB. Pero cuando los valores son superiores a 0,75 y NFkB
superiores a 0,35, el macréfago transitard a un macrdofago protumoral
M2aM2d completamente regulador, creando un entorno perfecto para que el
cancer crezca y prospere. La activacion de HIF1a solo inhibe un
comportamiento citotoxico cuando los valores son superiores a 0,75,
polarizando al macréfago a un fenotipo M2d. Cuando los valores son
inferiores a 0,75, el macréfago se comportara como un fenotipo M1 o M1M2b
segun los valores de NFkB (Figura S15D). En cambio, el tipo M1 activado por
STAT1 se comporta de manera diferente y mantiene cierta dominancia. Para
el microentorno M2b, independientemente del valor de ERK, siempre sera un
cambio a un M1M2b hibrido (Figura 17A). STAT6 y STATL1 tienen mas
competencia cuando los comparamos con STAT3 (Figura 17B). Cuando los
valores de STAT1 son inferiores a 0,35 y los valores de STAT6 estan entre 0
y 0,75, el macréfago se polarizard a un fenotipo M2cM2d regulador del
sistema inmunitario. Pero si el valor de STAT1 es superior a 0,35y STAT3 es
inferior a 0,15, el macrofago se polarizara a un hibrido citotéxico y regulador
M1M2d. Cuando combinamos valores altos de STAT1 y un valor de STAT6
entre 0,15 y 0,75, el macrofago transitara a un macréfago protumoral M2d.
Una vez que los valores de STAT6 sean mayores a 0,75 tendremos dos
posibles transiciones en funcién del nivel de expresién de STAT1. Cuando
los valores son inferiores a 0,35 se pasa a un hibrido trifenotipico con
comportamiento completamente protumoral M2aM2cM2d, y cuando los
valores son superiores a 0,35 se pasa a un M2aM2d inhibiendo la accion
STATS3. La dinamica de competencia de STAT3 con STAT1 es diferente y se
basa en el valor de STAT3 (Figura 17C). Cuando los valores son inferiores a
0,35, se polarizara a un M1M2b, y en valores entre 0,35y 0,75, el macrofago
se polarizard a un macrofago M2d. Si ya menos que los valores sean
superiores a 0,75, cambiara a un macréfago regulador y protumoral M2cM2d.

STAT1 tiene un comportamiento dominante frente a HIF1a, solo cuando
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HIF1a es superior a 0,75, el macrofago se polarizara a un fenotipo M2d, en
lugar de valores mas bajos de 0,75, cambiara a un macréfago M1M2b (Figura
17D).

A Initial State: M1a B Initial State: M1a
s M1iM2b 1.0 . M2cM2d
. M1M2b
08 . M2d
mm M2aM2cM2d
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Figura 17. Diagramas de espacio de fenotipo para el fenotipo de macréfago M1a en microambientes opuestos. Todos los
paneles del diagrama tienen como estado inicial el macrofago M1a (STAT1 activado). También para todos los paneles, STAT1
aumenta gradualmente en los microambientes de macréfagos opuestos (A) aumento gradual del factor de transcripcion ERK en
un microambiente proM2b, (B) mejora del factor de transcripcion STAT6 en un microambiente pro-M2a (C) aumento gradual del
factor de transcripcion STAT3 en un microambiente pro-M2c, (D) aumento gradual de HIF1-o en un microambiente pro-M2d.

Comparamos el comportamiento de los subtipos M2 en M1 y los otros
microambientes de subtipos M2. Cuando el estado inicial es un macréfago
M2a y se introduce en un microambiente pro-M1, se comporta de manera
ligeramente diferente cuando evaluamos el escenario viceversa. Si bien los

valores de STAT6 son inferiores a 0,35, independientemente del valor de
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NFkB, cambiard a un M1M2b hibrido regulador/antitumoral (Figura S16A).
Una vez que los valores de STAT6 estan entre 0,35 y 0,75, existe
biestabilidad basada en el nivel de expresion de NFkB, los valores inferiores
a 0,35 cambiaran a un fenotipo M2cM2d, mientras que los superiores a 0,35
se polarizaran a un macréfago M2d. El Unico para mantener un hibrido que
tiene un componente M2a es cuando los valores son superiores a 0,75, se
polarizara en dos hibridos: M2aM2d y M2aM2cM2d en funcién de la cantidad
de NFKkB. Mientras que el valor de STAT6 es inferior a 0,35, mezclado con
una variedad de valores de STAT1 tendremos tres tipos de comportamiento;
valores inferiores a 0,25 se desplazard a un monocito, valores entre 0,25 y
0,75 habra un periodo de incertidumbre, el fenotipo aun no esta definido y
valores superiores a 0,75 se polarizard a un macrofago antitumoral M1
(Figura S16B). Los valores de STAT6 entre 0,35y 0,75, independientemente
de la cantidad de STAT1, se polarizardn en un macrofago M2d debido a la
secrecion de TGF-B. Los valores mas altos de STAT6 estan asociados con
un fenotipo hibrido M2aM2d. Ahora, el comportamiento es diferente si
introdujimos un macroéfago M2a en un microambiente M2b (Figura S16C).
Cuando los valores de STAT6 son inferiores a 0,35 mezclados con una
cantidad de ERK inferior a 0,25, el macréfago volvera a convertirse en un
monocito, pero cuando los valores de ERK estén entre 0,25 y 0,75, no se
definird el fenotipo del macrofago. Los valores de ERK superiores a 0,75
combinados con una baja expresion de STAT6, el macr6fago cambiara a un
fenotipo M2b (Figura S16C). Durante STAT6 los valores estan entre 0,25 y
0,75, sin importar la cantidad de NFkB, transitarda a un macréfago M2d. Los
valores superiores a 0,75 de STAT6 se asocian con un doble hibrido que
incluye el fenotipo M2a. Si los valores de ERK son inferiores a 0,75, cambiara
a un fenotipo M2aM2d, mientras que los valores superiores a 0,75 incluiran
el fenotipo M2b en un hibrido de tres fenotipos con un comportamiento

regulador de macréfagos M2aM2bM2d.

81



El macréfago M2b como estado inicial se comporta de manera diferente
cuando se establece en dos tipos de microambientes M1. En el entorno
donde se activa NFkB, el macrofago M2b pasa a dos fenotipos segun la
expresion de ERK (Figura S17A). Si ERK es superior a 0,45, el macréfago se
polarizard a un fenotipo M2cM2d debido a la secrecion de la citocina
reguladora IL-10, mientras que, cuando los valores sean inferiores, cambiara
a un fenotipo M1M2b. En un microentorno activado por STAT1, existe una
brecha de incertidumbre cuando la cantidad de ERK y STAT1 esta entre 0,25
y 0,75 (Figura S17B). Cuando STAT1 es superior a 0,75, M2b se polarizara
a un fenotipo M1, cuando el valor de ERK es inferior a 0,75. Una combinacion
del valor mas alto de STAT1 y ERK se asocia con un M1M2b hibrido. Con
valores mas altos de ERK mezclados con valores mas bajos de STAT1, el
macréfago permanecera en el mismo fenotipo. M2b en un microentorno
STATS3 tiene un comportamiento complicado (Figura S17D). Cuando los
valores de ERK estan entre 0,25 y 0,75 mezclados con un valor méas bajo de
STATS3, hay un periodo de incertidumbre. Independientemente del valor de
ERK mezclado con un rango de STAT3 entre 0,25 y 0,35, el macréfago
cambiara a un fenotipo M2d. Si la cantidad de STAT3 esta entre 0,45y 0,75
combinado con un valor de ERK inferior a 0,75, pasara a un macrofago
M2aM2d, los valores mas altos de STAT3 estan asociados con un
M2aM2cM2d. Cuando ERK es superior a 0,75 y STAT3 superior a 0,35,
cambiara a un macréfago M2aM2bM2d, los valores mas bajos de STAT3 y
una gran cantidad de ERK estan implicados en que el macréfago se mantiene
en un fenotipo M2b (Figura S17D). En un ambiente hipoxico, el periodo de
incertidumbre es cuando tanto HIF1a como ERK son inferiores a 0,45. En
estado hipoxico, un macrofago M2a puede aparecer cuando los valores de
ERK son superiores a 0,45 y HIF1a oscila entre 0,45 y 0,75. Cuando la
cantidad de HIF1a es superior a 0,75, puede haber dos fenotipos posibles
basados en la expresion de ERK (Figura S17E). Si ERK es inferior a 0,75, el
macrofago se polarizard a un macrofago M2aM2cM2d; en cambio, si los

valores de ERK son superiores a 0,75, el macrofago cambiara a un
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M2aM2bM2d que incorpora los fenotipos M2b, en lugar de la contraparte M2c
(Figura S17E).

El macréfago mas contra prudente M2c tiene dominancia en el microambiente
M1 si tenemos como estado inicial dicho macréfago. En el caso de NFKB, si
STAT3 es inferior a 0,35 combinado con un valor creciente de NFkB (Figura
18A), el macréfago cambiara a un fenotipo M1M2b, en cambio, si STAT3 esté
entre 0,35y 0,75, transitara a un macréfago M2d. Pero si STAT3 es superior
a 0,75, independientemente del valor de NFkB, se polarizara a un fenotipo
M2cM2d. Para STATL, el patrén de polarizacién es un poco complejo (Figura
18B). El macrofago puede cambiar a un antitumoral si STAT1 es superior a
0,75 mezclado con STAT3 inferior a 0,35. STAT3 tiene una dominancia frente
a STATL si el valor es superior a 0,35, el macrofago transitara a un hibrido
protumoral y regulador independientemente de la expresion de STAT3. En un
microambiente hipoxico, el fenotipo M2a dominard en la dindmica de
polarizacion (Figura 18C). Solo cuando STAT3 es superior a 0,75, el
macrofago cambiaré a un hibrido M2aM2cM2d con el M2c, pero también con
el compartimento M2a. El macréfago M2d tiene un comportamiento diferente
en los tipos de microambientes M1. Para NFkB, el macrofago se polarizara a
un M1M2b hibrido antitumoral/regulador si el valor de HIF1a es inferior a 0,75;
en cambio, el macrofago permanecera en el mismo fenotipo (Figura 17A). En
un microambiente de interferén, si STAT1 es superior a 0,75 y HIF1a es
inferior a 0,75, el macrofago se polarizara en un tumor M1 y eliminara al
macrofago. Pero si HIF1a es superior a 0,75, mantendra el mismo fenotipo
independientemente de la expresion de STAT1 (Figura 18E). En un periodo
en el que HIF1la oscila entre 0,55 y 0,75 mezclado con una expresion de
STAT1 entre 0y 0,25, el macréfago transitara a un hibrido M1M2b. Hay una
gran brecha donde el macréfago se encuentra en un periodo de incertidumbre
(Figura 18E).
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Figura 18. Diagramas de espacio de fenotipo para el fenotipo de macréfago M2c en microambientes opuestos.
Todos los paneles del diagrama tienen como estado inicial el macréfago M2c (STAT3 activado). También para

todos los paneles, STAT1 aumenta gradualmente en los microambientes de macréfagos opuestos (A)

Incremento gradual de NFKB en un microambiente pro-M1, (B) Mejora gradual de STAT1 en un microambiente
pro-M1a, (C) mejora de la transcripcion de STAT6 factor en un microambiente pro-M2a (D) Aumento gradual
del factor de transcripcion ERK en un microambiente pro-M2b, (E) aumento gradual de HIF1-a en un

microambiente pro-M2d.
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6.3 Atractores ciclicos como reservorios tedricos cuando
estan perturbados: un enfoque de polarizacion de
macrofagos en un microambiente tumoral.

6.3.1 Los atractores de ciclo emergen de la perturbacion de
componentes moleculares en el analisis del destino celular de la
polarizacion de macrofagos.

La red de polarizacion de macréfagos reconstruida en un microambiente

tumoral se simulé meticulosamente como un modelo booleano dinamico
utilizando el esquema de actualizacién sincrona hasta que los sistemas
alcanzan sus etapas de equilibrio (atractores) (Figura 1). Para identificar
similitudes entre los atractores, hemos hecho un mapa bidimensional
utilizando el algoritmo de incrustacion de vecinos estocésticos distribuidos
(104). Como resultado obtuvimos 27 atractores, de los cuales 19 eran
atractores simples y los restantes atractores ciclicos. Para asociar los
atractores con una funcionalidad biol6gica, nombramos cada atractor en base
a evidencia experimental in vitro considerando seis posibles fenotipos
especificos de macrofagos, consulte la Tabla 1 en (102). En esta
investigacion, definimos un macréfago basado en el posible comportamiento
funcional en un microambiente tumoral, es decir, macrofagos que eliminan o
promueven tumores (105). De los 19 atractores simples, diez estan asociados
con un comportamiento promotor de tumores y los restantes estan implicados
con funciones hibridas que integran propiedades de eliminacion y promocion
de tumores. A partir de aqui, concluimos que, en un microambiente tumoral,
el equilibrio entre los procesos proinflamatorios y antiinflamatorios se inclina
hacia las propiedades antiinflamatorias promotoras de tumores (105,106).
Por otro lado, todos los atractores del ciclo tienen un fenotipo hibrido con mas
de dos fenotipos de macréfagos expresados simultaneamente en cada
estado. Solo dos atractores de ciclo tienen un periodo de dos y los restantes
tienen un periodo de cuatro. Desde un punto de vista practico, podemos

sugerir la funcionalidad de cada atractor y los reguladores que involucran en
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la red. El atractor de ciclo de dos periodos MO/M1M2c esta asociado con la
activacion de AP-1, STAT3 y NFkB. Para la activacion de estos factores de
transcripcion IL-6, IL1-B e IL-10 son las citocinas exdgenas presentes en el
microambiente. El atractor de ciclo de cuatro periodos M1/M1M2c¢c/M1/M1M2c
esta asociado con la expresion de una IL-6 pleiotrépica que estd implicada
en la inflamacion aguda y la proliferacion tumoral. La IL-6 tiene la capacidad
de activar los factores de transcripcion AP-1y STAT3 (107), ambos factores
estan implicados en comportamientos duales en el cancer. La IL-6 esti
asociada con un vaivén entre la eliminacion del tumor y la promocion del
tumor. La evidencia experimental ha demostrado que es capaz de promover
una retroalimentacion positiva entre el cancer de mama y los macrofagos
asociados al tumor para la metastasis y la proliferacion(108,109). Los
atractores de ciclo de dos y cuatro grados M1M2b/M1M2bM2c vy
M1M2b/M1M2bM2c/M1M2b/M1M2bM2c estan dictados por la expresion de
STAT1, AP-1, NFkB y STAT3. El M2b/M1M2bM2c/M2b/M1M2bM2c se
mantiene en un ciclo debido a la accién de un proinflamatorio IL1-. Al igual
que la IL6, la IL1-B tiene dos lados en una historia: la promocion de tumores
y la inhibiciéon de tumores. Estas citoquinas estan conectadas porque estan
asociadas con la secrecién de citoquinas y factores promotores de tumores
para mejorar la capacidad de las células de cancer de mama para prosperar
y hacer metastasis(110). Sin embargo, tienen capacidad inhibidora de
tumores porque promueven un comportamiento citotéxico tumoral M1 y
reclutan TH1 y TH17 como efectos antitumorales(111). Otro ciclo atractor es
MO/M2c/M0O/M2c, este ciclo atractor estd asociado con la expresion de STAT3
causada por IL-10 o IL-6. Curiosamente, cuando alguna de estas citocinas no
esta presente, el fenotipo M2c se remonta a un monocito con capacidades de

secrecion M2c.
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6.3.2 La perturbacion de componentes moleculares clave esta
asociada con transiciones a atractores de ciclo que pueden
actuar como reservorios.

Con el proposito de esbozar el paisaje fenotipico, evaluamos las transiciones

factibles entre atractores cuando ocurre una perturbacién de cambio de bit en
el estado de un nodo. Esta perturbacion se logré6 computacionalmente
cambiando permanentemente el estado de un nodo de O a 1, o viceversa, de
cada uno de los atractores. Como muestra la Figura 20, hemos caracterizado
el espacio de transiciones factibles para seis atractores individuales
obtenidos para el TRN de macr6fagos. Comenzaremos describiendo la
dinamica del monocito en respuesta a una perturbacioén interna, vea la Figura
20A. Nuestra primera observacion fue que la activacion de STAT1 o NFkB
en monocitos favorece la transicion al fenotipo M1 (Figura 20A). Ademas,
cuando introducimos un monocito en un microambiente IL-10 (simulado por
la activacion de IL-10), transita a un ciclo atractor con capacidad reguladora.
Los monocitos tienen la capacidad de secretar IL-10 y TGF-B, ambos TF
activan STAT3 de forma independiente(112,113). Ademas, la secrecion
autocrina del efector de la secrecion inmune TGF-B es un factor importante
para el mantenimiento y supervivencia de los monocitos, el TGF- también
es secretado por los macréfagos M2c (26,114). Por otro lado, los TF
asociados al proinflamatorio del fenotipo M1 son NFxkB o STAT1. Si
inactivamos NFkB, el macréfago M1 transitard a un atractor de ciclo
M1/M1M2c/M1/M1M2c donde AP-1 esta asociado con M1y STAT3 con M2c
respectivamente (Figura 20B). La activacion de AP-1 en macrofagos M1 esté
implicada en la produccién de intermediarios de nitrégeno, IL-6 y TNF-a (115),
por lo que desarrolla capacidades tumoricidas(29,116). En cambio, la
contraparte de M2c esta asociada con la secrecion de IL-10, TGF-B e IL-6
(26). La unica citoquina en comun en el ciclo atractor M1/M1M2c/M1/M1M2c
es la IL-6 que dictara las oscilaciones entre estados, una citoquina

pleiotrépica con un mecanismo de regulacién de la secrecion de citoquinas
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por macrofagos. El interferén-y (IFN-y) es un factor importante debido a su
comportamiento proapoptotico y antiproliferativo en

TME. Si inactivamos el IFN-y el macréfago M1 transitara a un ciclo atractor
MO/M2c/M2c¢/MO perdiendo las propiedades antitumorales por la inactivacion
de STAT1 (Figura 20B) (117). GM-CSF esta implicado con componentes
proinflamatorios y, si se inactiva, transitara al atractor MO/M2c/M2c/MO
(Figura 20B) (118). Ademas, la pérdida de este TF se asocia con un monocito
ingenuo, porque los monocitos no nativos se diferencian en presencia de GM-
CSF y los macrofagos ingenuos son mas susceptibles al estimulo ambiental
(119).

En términos del macrofago M2a, observamos que a medida que se elimina
STAT®6, el macréfago cambia al atractor de ciclo MO/M2c/M2¢/MO (Figura
20C). En cambio, el macréfago regulador y protumoral desfavorable M2c es
activado por STAT3 y la inhibicibn de SOCS3 (Figura 20D). Una vez que
perturbamos STAT3 en M2C, el macréfago se polariza a un atractor de ciclo
MO/M2c/MO/M2c. Si activamos SOCSS3, que se activa mediante STAT1 o
NFxB, cambiara el fenotipo y entrara en el mismo ciclo atractor (Figura 20C).
Desde un sentido biolégico, M2aM2d es un macréfago desfavorable porque
esta asociado con propiedades promotoras de tumores al estimular la
produccion de citoquinas y factores de crecimiento con capacidad pro-
proliferativa. Nuestro analisis computacional postula que los factores de
transcripcion clave que dan forma a

M2aM2d son STAT6 y HIF1a para los macréfagos M2a y M2d
respectivamente (Figura 20E). El fenotipo hibrido de macréfagos M2aM2d
esta implicado en un comportamiento regulador, secretando citocinas y
factores de crecimiento para potenciar el crecimiento tumoral, este es uno de
los fenotipos que queremos evitar en un entorno hiperregulador (102).
Cuando se perturba STST6, el estado de la red transita al ciclo atractor
M1M2b/M1M2bM2c/M1M2b/M1M2bM2c. STAT6 tiene la capacidad de
reprimir la expresion del TF asociado al fenotipo M1 (STAT1, NFkB) y al
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fenotipo macréfago M2b (AP-1) (26). El macréfago M2b tiene la capacidad de
secretar citoquinas proinflamatorias (IL-6 'y TNF-) y citoquinas
antiinflamatorias (IL10) (26,28). Una vez inactivamos la expresion de STATS6,
permite la expresion del fenotipo hibrido M1M2b (STAT1 o NFkB mezclado
con AP-1). Mientras tanto, esta perturbacion inclina la balanza hacia un
estado mas proinflamatorio, los macrofagos generan un ciclo atractor que va
y viene con el componente regulador del fenotipo del macroéfago M2c, que
contrarresta el estado proinflamatorio secretando IL-10. Finalmente, otro
atractor importante es el hibrido M1M2b (Figura 20F) que tiene una mezcla
de propiedades favorables y desfavorables en un microambiente tumoral.
Para este hibrido, los factores de transcripcion importantes son NFxB y AP-
1 activados por IL1-8. Si inactivamos IL1-B, se polarizard a un macréfago M1
favorable porque AP-1 ya no esta activado y perdemos la contraparte M2b.
Pero si inactivamos NFkB inhibiendo TNF-a en el microambiente, el hibrido
cambiara a un ciclo atractor M1M2b/M1M2bM2c/M1M2b/M1M2bM2c, que
actia como reservorio para no perder todo el fenotipo hibrido M1M2b. Si
activamos PPAR-y o KLF4, M1M2b transitara a los mismos atractores del
ciclo, ya que PPAR-y o KLF4 eventualmente activaran STAT6, que a su vez
tiene la capacidad de inactivar NFxB en desarrollo en la primera perturbacion
descrita anteriormente. KLF4 y PPAR-y normalmente se activan en
microambientes bajos en oxigeno como una respuesta metabdlica en un
escenario hipéxico. Ademas, estos factores estan implicados en la liberacion
de factores de crecimiento y citoquinas asociadas con un macréfago M2a que
intenta alimentar a las células cancerosas en un escenario adverso

permitiéndoles prosperar.
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Figura 20. Mapa de destino celular de la polarizacion de macrofagos. De todos los atractores obtenidos,
cambiamos el valor del nodo y mantuvimos esta perturbacion hasta llegar a un atractor. Si el atractor pasa a otro
fenotipo, lo representamos con una linea y el nuevo fenotipo obtenido por la perturbacion. El signo mds (+) de
perturbacion simple significa que el nodo se apagd y lo encendimos, mientras que el signo menos (-) significa que
la perturbacion estaba encendida y lo apagamos. (A) Mapa de destino celular de monocitos (MO0). (B) Mapa de
destino celular del macrofago M1. (C) Mapa de destino celular del macrofago M2a. (D) Mapa de destino celular
del macréfago M2c. (E) Mapa de destino celular del macréfago M2aM2d. (F) Mapa de destino celular del

macréfago M1M2b. Los colores representan diferentes estados de polarizacion de macréfagos.

6.4 Diferenciacion Metabdlica en la Polarizacion del
Macroéfago: Un analisis estadistico y de enriquecimiento
Los datos de metaboloma utilizados para la diferenciacion

metabdlica del macréfago fueron obtenidos de (68). Con la finalidad de
diferenciar sus fenotipos, se realizaron mdultiples comparaciones, las
cuales se pueden dividir en tres grupos. Primero, la comparacion del
monocito con respecto a los 5 tipos de macréfagos activados. Posterior a
eso, la comparacion entre el macréfago con capacidad citotoxica activado
por (activado por IFN-y+LPS). Finalmente, la comparacion entre los
macrofagos con capacidad regulatoria, el activado ya sea por IL-4 (M2a),
LPS y IgG (M2b), IL-10 (M2c) y IL-6 (M2d). Se realizaron todas estas
comparaciones para poder discernir fenotipos metabdlicos con base en

los factores transcripcionales activados.
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6.4.1 Diferenciacion entre los monocitos y los cinco fenotipos de
macrofagos

6.4.1.1 MO vs M1: Analisis de datos y enriquecimiento

Con el proposito de identificar los metabolitos con mayor expresion entre
ambas poblaciones, utilizamos O-PLSDA vy validacion cruzada, ver figura
S18.Los metabolitos en mejor posicion son tres: el &cido itaconico, acido
quinolinico y Lquinurenina. Notablemente, los tres metabolitos estan
asociados en dirigir un macréfago con actividad citotoxica y la eliminacion de
células tumorales (122-124). Ademas, la gran mayoria de los metabolitos
encontrados cuya expresion es alta en los macrofagos de tipo M1 se
encuentran en el metabolismo del triptéfano, fenilalanina, degradacion de
acidos grasos, metabolismo de purinas, degradacion de lisina y el
metabolismo nicotinato y nicotinamida, este ultimo con una gran importancia
para llevar a cabo una respuesta pro-inflamatoria (125,126) (Figura 21). La
separacion entre los metabo-fenotipos comparados es de 12.7%, lo cual
implica que el macréfago de tipo M1 es distinto con este respectivo porcentaje
(Figura S19B). En cambio, la variacion dentro de las muestras de cada
fenotipo es de alrededor el 65%, lo cual menciona que las muestras
comparadas tienen la misma variacion (Figura S19B).

La via mayormente enriquecida y con impacto de via es la biosintesis
aminodcil-tRNA el cual es necesario para la activacion de NFkB y la secrecion
de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a y IL-8) (127). Ademas, la presencia de
esta via metabdlica es una cuestién importante para la maduracion de un
macrofago derivado de un monocito (128). Complementariamente, un gran
namero de vias estan enriquecidas asociadas a los aminodacidos, los cuales
son importantes para montar una buena respuesta inmunolégica. La
biosintesis de triptéfano, fenilalanina y tirosina son de gran importancia para
el funcionamiento de la polarizacion del macrofago. La activacion de

fenilalanina estd implicada en la secrecion de IL-1B (129), mientras la
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biosintesis de tirosina es importante para la formacién de receptores como
fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K) y activado por mitdgeno proteina quinasa
(MAPquinasa), los cuales tienen una importancia en la sefializacion de
metabolismo en macréfagos (130,131). El metabolismo del triptofano a pesar
de ser activado por citocinas proinflamatorias (TNF-a e IFN-y), cuando se
encuentra sobre expresado se inclina hacia un fenotipo de regulacion
inmunologico, es decir un macrofago de tipo M2 (132,133). La activacion del
metabolismo del triptofano esta implicada en la produccién de quinurenina, el
cual tiene la capacidad de regular la respuesta inmunoldgica debido a su
funcion como un ligando del hidrocarburo arilo receptor (AhR). La pérdida de
AhR en macrofagos esta implicado en un decaimiento de la produccion de
oxido nitrico, pero en una secrecibn descontrolada de citocinas
proinflamatorias (134), por lo tanto la regulacion de este receptor podria servir
como una terapia metabo-inmunoldgica (135). Un aumento de AhR esta
implicado en la polarizacién de monocitos hacia células dendriticas a través
de BLIMP-1 (136). La inhibicion de aminoécidos de cadena ramificada como
la valina, leucina, e isoleucina estan implicados en la pérdida de la glucdlisis,
afectando la produccion de citocinas proinflamatorias como IL-18 (137).
Igualmente, la pérdida de estos aminoacidos afecta la capacidad fagocitica
del macréfago, un comportamiento que usan los tumores para evitar ser
eliminados y favorecer el crecimiento tumoral (138). El metabolismo de serina
y glicina este asociado a evitar la inhibicion de NFkB por un desbalance de
redox por la produccién de especias reactivas de oxigeno (ROS), ademas
fortalece la secrecion de citocinas proinflamatorias como IL13 (139,140). El
metabolismo de nicotinato y nicotinamida esta implicado en aumentar un
macrofago con actividad proinflamatoria y la capacidad de inhibir la funciéon
antinflamatoria de los macréfagos (125,141). El aumento del metabolismo de
las pirimidinas esta relacionado con un aumento de las vias de las pentosas
fosfato, cambio que sucede en la polarizacion de los macrofagos hacia un
fenotipo M1 (142), ademas esta implicado en aumentar la secrecién de

guimiocinas proinflamatorias. Finalmente, el metabolismo de la arginina
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cuando hay un estimulo proinflamatorio se cataboliza hacia citrulina y NO,

ambos compuestos con una excelente capacidad de eliminacion de tumores

0 patdgenos (143).
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Figura 21. Comparacion entre MOy M1 activan distintas vids metabdlicas. Se utilizaron aquellos metabolitos
cuyo fold change sea mayor a 2, (A) Andlisis de enriquecimiento y (B) topologia de la via metabdlica de M1.

6.4.1.2 MO vs M2a: Analisis de datos y enriquecimiento

En esta seccion evaluamos las diferencias metabo-fenotipicas entre un

monocito (MO) y un macréfago activado por IL-4 (M2a). Dentro de los

metabolitos con mayor expresion en el método de validacion encontrada

identificamos: Acido 5aminopentanoico, &acido ureido propionico, &cido

glucurénico de difosfato de uridina, mio-inositol y disulfuro de cisteineglutation

(Figura S20A). El acido 5-aminopentanoico es un delta aminoécido que tiene


https://paperpile.com/c/wIPgzG/Yah0
https://paperpile.com/c/wIPgzG/Yah0

la capacidad de inhibir la secrecion de citocinas proinflamatorias y especies
reactivas de nitrogeno, favoreciendo la polarizacion de un macréfago con
capacidad regulatoria (144). En cambio, el acido ureido propionico es un
intermediario del metabolismo de las $-alaninas, las cuales estan implicadas
en la regulacion del sistema inmunoldgico (145). Mio-inosital esta asociado a
aumentar la capacidad fagocitica de los macréfagos, una caracteristica de
los macréfagos activados con M2a (146). Por otra parte, Disulfuro de
cisteineglutation esta implicado en el reciclaje de glutation, el metabolismo de
dicho compuesto estd asociado en la inhibicion de la funcidon de un factor
transcripcional proinflamatorio NFkB (147). La separacién entre los metabo-
fenotipos comparados es de 8.1%, lo cual quiere decir que el macréfago de
tipo M2a es distinto con este respectivo porcentaje (Figura S20B). En cambio,
la variacion dentro de las muestras de cada fenotipo es de alrededor el 67.5%,
lo cual implica que las muestras comparadas tienen la misma variacion
(Figura S20B). En el andlisis de enriguecimiento se observaron el
metabolismo de las purinas, la biosintesis de arginina, metabolismo de
galactosa, la biosintesis de CoA, el ciclo de Krebs entre otras. El metabolismo
de las purinas es un componente importante regulador de la respuesta
citotoxica de un macréfago, ya que tiene la capacidad de inhibirlo y favorecer
la polarizacion de un macréfago activado por IL-4 (148). La arginina debido a
que el factor estimulante es IL-4, se polarizara hacia la produccién de ornitina
y urea. Los cuales son componentes importantes en la funcion de
recuperacion de tejido por parte del M2a (149). Ademas, la competencia
contra el consumo de la arginina bloquearia la produccién de NO, por lo tanto,
inhibiendo la polarizaciéon de M1 hacia M2a (150). Por lo tanto, el metabolismo

de la arginina es un factor polarizante dentro del macréfago.
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A Enrichment Overview (top 25)
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6.4.1.3 MO vs M2b: Analisis de datos y enriquecimiento

El andlisis estadistico entre la diferencia entre el monocito y el macréfago
activado por (IgG), muestra tres metabolitos con potencial para ser
biomarcadores del fenotipo M2b: L-triptéfano, acido estearico y MG
(16:0/0:0/0:0) (Figura S21A). ElI metabolismo del triptofano como lo
mostramos con anterioridad a una baja expresion tiene un funcionamiento
proinflamatorio, pero cuando es activado por estimulo antinflamatorio tiene
un funcionamiento para poder evitar un estado hiper-inflamatorio y favorecer
la secrecidn de citocinas antinflamatorias (133). El triptofano no solo afecta el
microambiente en el que se secreta, si no también tiene la capacidad de
inhibir la proliferacion de células T y asi evitar que estas células llevan a cabo
su funcién (151). Finalmente, MG (16:0/0:0/0:0) es un compuesto implicado
en el metabolismo del triacilglicerol el cual se ha asociado en aumentar las

funciones proinflamatorias facilitando la secrecién de IL13 e IL-6 (152). El

Figura 22. Comparacion entre MO y M2a activan distintas vids metabdlicas. Se utilizaron aquellos metabolitos cuyo fold change
sea mayor a 2, (A) Andlisis de enriquecimiento y (B) topologia de la via metabdlica de M2a.
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macrofago M2b es el fenotipo con mayor variacion con respecto al monocito
con un 14.3% y una variacion entre las muestras de casi el 60%, manteniendo
en promedio la misma variacion entre las comparaciones. El andlisis de
enriquecimiento del macréfago M2b muestra las mismas vias metabdlicas
que las anteriores comparaciones, sin embargo, esta presente el ciclo de
Krebs, el metabolismo de Nicotinate y nicotinamida, el metabolismo de
purinas y pirimidinas, metabolismo de lipidos y el metabolismo de alanina,
asparagina y aspartato (Figura 23). El ciclo de Krebs en los macréfagos de
tipo M2 se encuentra intacto, es decir se lleva a cabo todo el proceso para
poder utilizar la energia para los receptores de manosa y lecitina necesarios
para poder llevar cabo sus funciones regulatorias y de recuperacién de tejido
(153). El metabolismo de la alanina y asparagina se mantiene enriquecido en
la mayoria de las comparaciones, en cambio la acumulacién de aspartato es
una caracteristica presente solo en los macrofagos M1 y M2b debido a que
ayuda al metabolismo de la B-alanina para favorecer el metabolismo de
nicotinato 'y nicotaminada, metabolismo asociado a un fenotipo
proinflamatorio (122). EI metabolismo de lipidos, en particular la de los
glicerofosfolipidos estd implicado en favorecer un comportamiento de
regulacion de tejido mediante la secrecion de TGF- (154). Este fenotipo de
macrofago tiene la capacidad de eliminar células tumorales por la secrecién
de citocinas proinflamatorias, pero teniendo las propiedades de un macrofago

regulatorio para poder evitar un estado hiper-inflamatorio.
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Figura 23. Comparacion entre MOy M2b activan distintas vias metabdlicas. Se utilizaron aquellos metabolitos
cuyo fold change fue mayor a 2 y un p valor menor a 0.05, (A) Andlisis de enriquecimiento y (B) topologia de la
via metabdlica de M2b.

6.4.1.4 MO vs M2c: Andlisis de datos y enriquecimiento

En esta seccidén analizamos las diferencias metabdlicas entre el macréfago activado
por IL10 (M2c) y el monocito (M0). Primer evaluaremos los analisis estadisticos
mediante el método de O-PLSDA. En la figura S22A, se encuentran los metabolitos
mayormente diferenciados entre los macréfagos M2c con respecto a los monocitos,
de los cuales son D-glucosa y MG (18:1(92) /0:0/0:0) (Figura 22C). La D-glucosa es
un monosacarido el cual estd presente en un sin fin de vias metabdlicas, pero
nosotros nos enfocaremos en el principal productor de energia: la via glucolitica. En
los macréfagos activados por IL-10, la glucdlisis tiene la capacidad de secretar y de
estabilizar a los macroéfagos activados por IL-10 (155). Ademas, la oxidacion de
acidos grasos no es el tnico factor para obtener energia y poder funcionar como un
macroéfago regulatorio, la glucdlisis igual forma parte para ejercer este tipo de funcion
(156). Sin embargo, microambientes con un alto contenido de glucosa, conlleva a
una hiperreactividad del receptor IL-10 por lo tanto esta citocina no puede activar a

STATS3, implicado con una inflamacién crénica en pacientes con diabetes tipo 2
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(157,158). La oxidacion de acidos grasos es un competente crucial en la polarizacion
de los macro6fagos hacia una funcion regulatoria, a partir de estas vias se obtiene la
energia para poder llevar a cabo la secrecion de IL-10 y su capacidad de carrofiero
(159). Curiosamente el macréfago activado por IL10 tiene la mas baja variacion
fenotipica (8%) comparado con el monocito, la variacion entre muestra se mantiene
con el promedio de 60% (Figura S22B).

En el analisis de enriguecimiento las vias mayormente expresadas son el
metabolismo de purinas, las biosintesis de arginina y la biosintesis de fenilalanina,
tirosina y triptéfano (Figura 24). La adenosina es una purina con un componente
importante para la polarizacién hacia un macréfago activado por IL-10 porque genera
una mejor activacion de STAT3 y genera un microambiente para poder llevar a cabo
sus funciones regulatorias (160). La biosintesis de arginina junto con el IL-10 tiene
la capacidad de aumentar la fosforilacion oxidativa (161), la via principal para obtener
energia y no depender de manera directa de la glucdlisis (153). Ademas, si la
fosforilacion oxidativa se mantiene intacta se facilita la polarizacion hacia un
macrofago de tipo M2 (162). La biosintesis de tirosina igual es importante ya que se
encuentra en la mayoria de los receptores que llevan a cabo funciones regulatorias
y estan ligadas con la generacion de arginina (163,164). Finalmente, el triptéfano

regula la expresion de IL-10 al aumentarle mediante la accion de (AhR) (165).
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Figura 24. Comparacion entre MO y M2c activan distintas vias metabdlicas. Se utilizaron aquellos metabolitos cuyo fold change
sea mayor a 2, (A) Andlisis de enriquecimiento y (B) topologia de la via metabdlica de M2c
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6.4.1.5 MO vs M2d: Analisis de datos y enriquecimiento

En la siguiente seccion se comparo el macrofago activado por IL-6+LIF (M2d)
con respecto al monocito (M0). Los metabolitos mayormente diferenciados de
la comparacién fueron: Prolilglicina, &cido 5-aminopentanoico y la 2-
oxoarginina (Figura S23A). La proliglicina est4 conformado por la prolina 'y la
glicina. La prolina se ha demostrado que sirve para aumentar la actividad del
ciclo de Krebs y favorecer un comportamiento ligado a la recuperacion de
tejido (166), el cual esta intacto en los macrofagos de tipo M2 (167). Mientras
tanto, la glicina esta asociado en inhibir la activacién de NFkB, por lo tanto,
inhibiendo funcién citotoxica. Simultaneamente, la glicina favorece el
comportamiento de recuperacion de tejido al favorecer la activaciéon de
STAT6 (M2a) (168). Por otra parte, el 5-aminopentanoico es un metabolito
asociado a la degradacion de acidos grasos, el cual es de gran relevancia
porque tiene la capacidad de generar un comportamiento de recuperacion de
tejido (169). Concomitantemente este metabolito favorecer el escape de las
células tumorales por ser eliminados por el sistema inmune debido a las
propiedades regulatorias del macréfago (170). La 2-oxoarginina esta
implicado en la via del metabolismo de la arginina, la cual ya sido estipulado
la importancia en el comportamiento regulatorio. Ademas, IL-6, uno de los
estimulantes de este tipo de macrofago favorece el metabolismo de la
arginina hacia un comportamiento de regulacion de tejido (171). El macréfago
activado por IL-6 y LIF tiene una de las mas bajas de variacion fenotipica
(10%) comparado con el monocito, la variacion entre muestra se mantiene
con el promedio de 65% (Figura S23B).

En el andlisis de enriquecimiento se encuentran la via de las purinas, la

biosintesis de la arginina y el ciclo de Krebs. Todas las vias metabdlicas
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mencionadas apuntan a un comportamiento de recuperacién de tejido y de

regulacion del sistema inmunoldgico (Figura 25).
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Figura 25. Comparacion entre MOy M2d activan distintas vias metabdlicas. Se utilizaron aquellos metabolitos
cuyo fold change sea mayor a 2, (A) Andlisis de enriquecimiento y (B) topologia de la via metabdlica de M2d.

6.4.2 Comparacion del macréfago activado por LPS e IFN-y entre
todos los macrofagos de tipo M2

En esta seccibn compararemos al macréfago citotoxico con respecto a los
distintos macrofagos de tipo M2. Para no ser repetitivos solo mencionaremos
ciertas vias metabdlicas y su posible comportamiento del macréfago. Cuando
comparamos M1 vs M2a, podemos observar una mayor presencia de
metabolismo asociado a pirimidinas y de acidos grasos (Figura S24). Estos
metabolismos estdn mas implicados en llevar a cabo una funcion de
recuperacion de tejido, caracteristica asociada al macrofago activado por IL-
4. A pesar de que el macréfago de tipo M2b tiene enriquecido asociado a un

comportamiento citotoxico, al hacer la comparacion entre estas poblaciones,
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las vias metabolicas enriquecidas estaran asociados al comportamiento de

recuperacion de tejido. Se encuentra activado la via del ciclo de Krebs, la cual

en el macréfago M2b se encuentra intacto y es la principal fuente de energia.

Se encuentra la activacion de degradacion de acidos grasos asociados a

recuperacion de tejido, pero igual se encuentra activado la sintesis de

arginina el cual estd implicado en la regulacion del sistema inmunoldgico

(Figura 26A y B). Tanto el enriquecimiento de la comparacioén entre M1 vs

M2c (Figura S25A y B) y M1 vs M2d (Figura S26A y B) muestran vias

metabdlicas implicadas en recuperaciéon de tejido y regulacion del sistema

inmunologico.
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6.4.3 Comparacion entre los macrofagos activados por M2
independiente de su estimulo de activacion



6.4.3.1 Diferencia entre el macrofago activado por IL4 y los demas
macrofagos de tipo M2.

Al comparar las poblaciones con respecto a M2a, podemos observar las

diferencias entre M2b y M2c. Por ejemplo, M2b tiene vias metabdlicas

enriquecidas implicadas en funciones proinflamatorias como por ejemplo el

metabolismo de nicotinate y nicotinamide y la via de aminoacyl-tRNA (Figura

27A y B). En cambio, las vias metabdlicas para el macrofago M2c estan

asociados a comportamientos de regulacion del sistema inmunoldgico para

facilitar el escape de las células tumorales (Figura S27A y B). Como los

macréfagos de tipo M2d son diferenciados por IL-6 y LIF, debido a IL-6 tiene

algunas vias metabdlicas ligadas a un comportamiento inflamatorio (Figura

S28Ay B).
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sea mayor a 2, (A) Andlisis de enriquecimiento y (B) topologia de la via metabdlica de M2b.
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6.5 Integracion Metabdlica del Macréfago con Metabolitos y

Factores Transcripcionales

El metabolismo es un factor crucial para poder llevar a cabo la activacion del
macréfago y sus funciones fenotipicas. La caracterizacion metabdlica y
transcripcional de los macrofagos sélo se ha hecho para el macréfago
activado por

LPS + IFNy e IL-4, es decir el macrofago de tipo inflamatorio M1 y el de
recuperacion de tejido M2a. Hasta la fecha de presentar esta tesis, solo un
trabajo ha explorado diferenciar el metabolismo en los distintos tipos de
macrofagos M2 (68). Es de resaltar que se han reportado avances
significativos en integrar metabolismo y regulacion transcripcional en
monocito y el macréfago activado por LPS + IFNy (172). A pesar de la
importancia de esta contribucion, es un reto el estudio integrativo entre el
metabolismo y regulacion transcripcional, para los estadios de polarizacién
del macréfago. Una serie de preguntas aun estan abiertas, entre estas: 1)
como factores transcripcionales con una capacidad polarizante (tales como
STATSs, NFkB) incide en las vias de sefializacion metabdlica, ademas 2) como
los procesos metabdlicos tienen la capacidad de regular los factores
transcripcionales con capacidad polarizante para mantener actividades
especificas efectoras. Es por eso la necesidad de un modelo de integracion,
cuyo objetivo es en algin momento poder realizar simulaciones dinamicas
del modelo. Con el objetivo de integrar la regulacién con el metabolismo en
macréfagos en esta seccién de la tesis utilizamos la siguiente estrategia.
Primero nos dimos a la tarea de caracterizar en la literatura los hallmarks
metabdlicos de cada uno de los macréfagos activados. Empecemos con el
macréfago M1. El macréfago M1 se caracteriza por una via glucolitica activa,
gue junto con la via de las pentosas fosfato (173,174), se coordinan para
obtener energia y llevar a cabo sus funciones pro-inflamatorias (175) . Una
peculiaridad del macréfago M1 es que el ciclo de Krebs se divide en dos

partes: acumulacion de citrato y de succinato (176—178). Otra caracteristica

105


https://paperpile.com/c/wIPgzG/J921
https://paperpile.com/c/wIPgzG/J921
https://paperpile.com/c/wIPgzG/brQW
https://paperpile.com/c/wIPgzG/brQW
https://paperpile.com/c/wIPgzG/LKbL+LD3y
https://paperpile.com/c/wIPgzG/LKbL+LD3y
https://paperpile.com/c/wIPgzG/d9Ac
https://paperpile.com/c/wIPgzG/fMhH+sXC0+aCli
https://paperpile.com/c/wIPgzG/fMhH+sXC0+aCli
https://paperpile.com/c/wIPgzG/fMhH+sXC0+aCli

de los macréfagos activados mediante LPS + IFNy es una baja expresion de
la fosforilacién oxidativa y la oxidacién de acidos grasos (179). En cambio,
los macréfagos activados por IL-4 (M2) se comportan metabdlicamente de
manera distinta. Desde el punto de vista metabdlico, este tipo de macréfago
se caracteriza por un aumento de la fosforilacion oxidativa y la oxidacién de
acidos grasos (180). En la primera parte de esta tesis, hemos mostrado cémo
construimos una red de manera concisa sobre la polarizacion metabdlica del
macrofago basado en informacion experimental. Primero nos enfocamos en
la activacién del metabolismo de la glucosa. Para poder integrar esta parte
necesitamos hablar sobre la regulacion del blanco mamifero de rapamicina
(mTOR), su activacién por AKT y por la proteina quinasa activada por AMP
5' (AMPK). Ambas son importantes para censar energia que se necesita en
la célula. Especificamente, mTOR censa y combina la disponibilidad de
nutrientes con la regulacion de los procesos metabdlicos posteriores, como
la sintesis de proteinas, la glucdlisis y la lipogénesis de novo. Mientras tanto,
AMPK detecta el estado de energia de una célula y, cuando es baja, inhibe
las vias anabdlicas e impulsa las catabdlicas. Es por eso por lo que estos
factores transcripcionales son pieza importante dentro de nuestra red. mMTOR
se divide en dos componentes: objetivo de mamiferos del complejo de
rapamicina 1 (nTORC1) y objetivo de mamiferos del complejo de rapamicina
2 (MTORC2), la unica diferencia entre estos componentes es que mTORC1
es sensible a raptor y mTORC?2 a rictor. AKT1 es activado ya sea por LPS o
IFN-y (181) y tiene la capacidad de activar a mTORCL1 al inhibir la union del
complejo TSC1/TSC2 (182). A su vez, este complejo de manera indirecta
favorece la expresion de IL-1B (183). Una vez activado, mTORCI1 tiene la
capacidad de favorecer la via glucolitica al activar a HIF1-a (184). Sin
embargo, la IL-10 (185) y la hipoxia (186) tienen la capacidad de inhibir la
funcion de mTORCL1 principalmente en un microambiente tumoral (Figura 28).
AKT2, activado por IL-4 (macréfago de tipo M2), tiene la capacidad de inhibir
a mTORC1 y FOX0O1. FOXO1 activa la via glucolitica en macréfagos al igual

gue mTORC1 (187), ademas esta asociado en activar la expresion de TLR4
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(188). AMPK tiene la capacidad de inducir el comportamiento de un
macréfago activado por IL-4. Este factor transcripcional tiene la capacidad de
inhibira mTORCL1 (189) y por lo tanto de manera indirecta inhibe la glucolisis
y favorece la fosforilacion oxidativa mediante la activacion por IL-10 (190)
(Figura 28). Este factor puede ser inhibido por LPS o IFN-y y asi favorecer la
polarizacion del macrofago a un comportamiento glucolitico (191). AMPK
igual tiene la capacidad de inhibir la expresion de NFkB, el cual esta asociado
en activar genes para la secreciéon de citocinas proinflamatorias (192). Otra
via de gran importancia en macréfagos M1 es la via de las pentosas fosfatos
(PPP). En cancer, la PPP es una via metabdlica requerida para la formacion
de ribonucleétidos y de NADPH, la cual esta ultima conforma un elemento
central para constituir el sistema de defensa antioxidante. Por esta razén, un
tratamiento dirigido a bloquear esta via propicia un desbalance en el estrés
oxidativo (ROS) y consecuentemente la induccion de la apoptosis (193-195).
Sin embargo, en trabajos recientes en macréfagos y neutrdfilos, la PPP tiene
un fenotipo metabdlico diferente para que estas células puedan llevar a cabo
sus funciones pro-inflamatorias y defensoras del sistema innato (196-198).
Asi, en el caso particular de los neutréfilos, la produccién de fosfato de
dinucleétido de nicotinamida y adenina (NADPH) es metabdlicamente dirigido
hacia la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS). Debido a que
la PPP es inhibida por la expresiéon de Carbohydrate kinase-like protein
(CARKL), el cual a su vez es inhibido por la expresién de LPS (199), se ha
reportado que la PPP se expresa exclusivamente en macréfago de tipo M1
(Figura 28). La sobreexpresion de CARKL se asocia con una reduccion de
genes pro-inflamatorios (173). Concomitantemente, la expresion de ROS en
macrofagos y neutrofilos no es solo para eliminar al insulto (patégeno
externo), sino que también tiene la capacidad de inhibir la fosforilacion
oxidativa (200) y favorecer la glucélisis al estabilizar la expresion de HIF1-a
(201).

Otra via importante para sefalar es el ciclo de Krebs, el cual tiene

comportamientos distintos si eres un macrofago activado por LPS + IFN-y o
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IL-4. Empecemos con los macréfagos activados por LPS + IFN-y, como
mencionamos anteriormente, el ciclo de Krebs no esta completamente activo
en este macrofago, en cambio se acumulan citrato y succinato, ambos con
funciones inmunoldgicas distintas. El citrato puede tener dos tipos de
comportamientos, en el citosol aumenta la transformacion de la arginina hacia
la produccién de especias reactivas de nitrégeno (202) (NO) y ROS, ademas
favorece la sintesis de acidos grasos un componente importante para la
generacion de citocinas pro-inflamatorias (Figura 28). La otra via del citrato
es convertirse a itaconato, el cual tiene un rol dual, a niveles bajos favorece
la acumulacion de succinato al inhibir a la enzima que lo transforma a
fumarato (203), pero en niveles altos tiene la capacidad inhibir la generacion
de ROS y la secrecién de genes pro-inflamatorios (124) (Figura 28). Este
metabolito podria actuar como un marcador para determinar el tipo de
comportamiento posible de los macréfagos dentro de un microambiente
inflamatorio. Succinato, el metabolito que se acumula en un macréfago M1,
tiene un comportamiento totalmente pro-inflamatorio. La acumulacion de este
metabolito favorece la estabilizacién de HIF1-a y favorecer la glucdlisis, al
igual en la generacion de ROS y NO y asi evitar la fosforilacion oxidativa
(Figura 28). Sin embargo, este metabolito puede ser inhibido de manera
indirecta si STAT6 (M2) se encuentra activado ya que permite que el ciclo de
Krebs aumente su actividad metabdlica evitando acumulacion de metabolitos.
Finalmente, el otro compuesto importante del ciclo de Krebs es el a-
cetoglutarato, el cual aumenta su expresion debido a la transformacién de la
glutamina mediante la glutamindlisis el cual se incremente por la presencia
de IL-10 (204) (Figura 28). Este metabolito interfiere en la acumulacion de
succinato y por lo tanto inhibe sus funciones pro-inflamatorias. Ademas
favorece la polarizacion del macréfago hacia un comportamiento M2 por la
activacion de la via JMJD3, el cual terminara activando a STAT6 y a PPARy
y asi favoreciendo el FAO. Sin embargo, IFN-y o el IFN-( tiene la capacidad
de inhibir las funciones del metabolito, inhibiendo asi la funcién de JMJD3 y

asi evitar su polarizacion hacia un comportamiento M2 (205). El a-
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cetoglutarato tiene la capacidad de inhibir a NFkB y por lo tanto inhibir la

glucalisis y la secrecion de citocinas proinflamatorias (206,207) (Figura 28).

Figura 28. Integracion metabdlica de metabolitos y factores transcripcionales. Circulos en color marrdn son factores
extracelulares que activan a factores internos. En color verde son metabolitos dentro del macréfago. En cambio, en color
morado son factores transcripcionales. Finalmente, en el recuadro azul vias metabdlicas importantes en la polarizacion del
macréfago. En color verde es activacion, en cambio en color rojo es inactivacion.
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7 Discusion

La interaccion entre el sistema inmunologico, el microambiente y el cancer es
una via atractiva para disefiar tratamientos efectivos. El desarrollo de
enfoques computacionales que contribuyan a esclarecer sus mecanismos es
una tarea necesaria. Este trabajo presentd una red reguladora de
sefializacion curada de alta calidad entre factores derivados del cancer,
macréfagos y un analisis booleano extenso. A diferencia de informes
anteriores, presentamos un modelo con interacciones adicionales validadas
experimentalmente y un analisis en profundidad del fenotipo hibrido de los
macrofagos. Como Palma et al. concluyé anteriormente, estos estados
estacionarios intermedios apoyan la hipotesis de que la polarizacion de los
macrofagos es un proceso continuo y no binario, como se suele sugerir.
Ademas, nuestro amplio analisis nos permitié identificar fenotipos que
sugirieron nuevas interpretaciones fisioldgicas asociadas con fenotipos de
macrofagos hibridos. Concluimos que los fenotipos hibridos evolucionan
limitados por una interaccion permanente con el medio ambiente con base en
nuestros resultados. Postulamos que algunos de ellos tienen implicaciones
terapéuticas al potenciar la capacidad tumoricida (M1M2d y M1M2b) o
promover mecanismos reguladores (M2bM2d, M2aM2d y M2cM2d) frente al
cancer.

En particular, nuestro analisis nos permite construir hipétesis sobre los
estados hibridos que favorecen o contrastan el fenotipo del cancer. Por lo
tanto, llegamos a la conclusion de que M1M2d, un macrofago regulador
tumoricida, podria eliminar potencialmente las células tumorales debido a la
secrecion de citocinas citotoxicas e IL-12 que ayuda a diferenciar las células
T CD4 +. Como sabemos, M1 es un jugador esencial en la defensa del

huésped, pero si no esta regulado, podria causar dafio tisular. Por otro lado,
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la parte M2d del fenotipo hibrido secretaria IL-10 y TGF-B, citocinas
reguladoras que eventualmente mantendrian a raya la accion provocada por
las citocinas citotoxicas. Este fenotipo inducira una proporcion de citocinas
citotdxicas / reguladoras que podria erradicar las células tumorales y evitar el
dafo tisular. Ademas, M1M2b tiene una funcién similar a la M1Mz2d.
Regularia con IL-10 el dafio causado por las acciones citotoxicas. Sin
embargo, eventualmente eliminaria las células tumorales a través de la
accion de M1 y curaria el dafio causado por la eliminacion de las células
tumorales por la accion de M2b.

Por otro lado, M2bM2d, M2aM2d y M2cM2d son estados hibridos con un
fenotipo maligno que expresan HIF1a. Cuando un tumor crece y aumenta su
diametro, el oxigeno suministrado se vuelve insuficiente en las regiones
internas, creando areas hipoxicas o necroticas (93). La respuesta de hipoxia
a través de HIF1a no solo afecta la polarizacién de macréfagos (120) sino
gue también reclutas macréfagos y células estromales mesenquimales en
estas regiones (121,122). Los tres fenotipos de macréfagos tienen diferentes
acciones sobre la progresién tumoral. Por ejemplo, M2bM2d favorecera el
proceso angiogénico con el aporte del factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF-A).

Mientras tanto, el hibrido M2aM2d seria el fenotipo mas peligroso porque
podria curar la "herida" causada por el crecimiento del tumor. Ademas,
M2aM2d favorece la angiogénesis tumoral al secretar PDGF, TGF-(3, IL-8,
CXCL12 y VEGF-A, contribuyendo asi a la metastasis de la angiogénesis
tumoral. Una pizca de evidencia experimental adicional que describe esta
adaptacion a la hipoxia la proporciona M2a, que inhibe la expansion de las
células T, lo que reduce la eliminacion del tumor (100). Finalmente, M2cM2d
y otros hibridos malignos estarian restringidos espacialmente en un area
hipoxica, comportandose como reguladores que secretan IL-10 y TGF-,
creando un escenario de progresion de proliferacion tumoral.
Hipotéticamente, la inhibicion de IL-10 o la coactivacion de CD40, IL-12, IL-8

y TNF-a, podrian repolarizar estos macrofagos al fenotipo M1, donde se ha
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demostrado el desarrollo tumoral inverso (123). En general, postulamos que
estos hibridos de comportamiento de los macrofagos son malignos porque
podrian promover la carcinogénesis y regular el sistema inmunol6gico a favor
del fenotipo tumoral (124,125).

Los avances recientes han arrojado nueva luz sobre las diferentes células
gue constituyen nichos especializados y los mecanismos que promueven la
interaccion célula a célula. Es relevante el conocimiento del contenido celular
y la diversidad del microambiente tumoral en la transformacion maligna y
otras enfermedades metastasicas. La mayoria de los tejidos humanos,
incluida la mama, mantienen su reposicion continua a partir de células madre
primarias. El microambiente que mantiene la homeostasis promueve la
diferenciacion celular de acuerdo con las demandas funcionales y suprime la
emergencia potencial de células aberrantes. La interaccién puede ser directa
o indirecta entre macréfagos malignos y no malignos que presumiblemente
influyen poderosamente en el resultado de la enfermedad, y la secrecién de
citocinas por los macréfagos es un factor fundamental para la transicion
epitelial a mesenquimal (EMT) en el cancer de mama. Si promueven la
retencién de células primitivas dentro de sus nichos para evitar la movilizacion
hacia el torrente sanguineo o hacia los tejidos externos, como ocurre en la
médula 6sea, sigue siendo un asunto en cuestién (123,126). A pesar de que
estaba mas all4 del alcance de este articulo, esta quedando claro el papel
critico de la polarizacién de macrofagos M1 / M2 en la progresion maligna de
TNBC. Estos hibridos de macréfagos malignos expresan principalmente
citocinas de tipo Il, lo que promueve el crecimiento de CSC (células madre
cancerosas). Los macrofagos M2 protegen a las CSC de los mecanismos de
vigilancia inmunitaria, inducen microambientes antiinflamatorios que
funcionan como onco-promotores y contribuyen a la resistencia a los
farmacos, particularmente en las ultimas etapas de la tumorigénesis (123).
En nuestro enfoque TGEM, mutamos NFkB y HIF1a. NFkB es un regulador
maestro con mas avances en su activacion y translocacion, y en base a

nuestros resultados, es un enfoque fundamental para eliminar las células
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tumorales. Tiene papeles vitales en la funcion de los macrofagos. El enfoque
de nanoparticulas desarrolla un cambio de un tipo de macréfago M2 a M1,
muy similar a nuestro enfoque TGEM (127) . Sin embargo, no basta con
apuntar a NFkB. Es por eso por lo que eliminamos HIF1a, porque este factor
se ve afectado por la hipoxia, una condicidén constitutiva en un microambiente
tumoral, y desencadena un efecto de polarizacion M2 (128). En nuestro
TGEM, obtenemos tres fenotipos hibridos que todos tenian M1 combinado
con un macrofago de comportamiento regulador. Cuando eliminamos HIF1q,
los macréfagos todavia van a migrar a regiones hipoxicas, pero no por la
misma razoén descrita anteriormente. Esta vez, la acumulacion espacial de
macréfagos en las areas hipdxicas se debe a su capacidad para eliminar las
células apoptoticas, activando la secrecion de IL-12 e IFN-y generando una
retroalimentacion positiva con las células T CD4 + que terminaran
tedricamente en la eliminacién del tumor. Por este motivo, la hipoxia ya no
puede influir en nuestro TGEM. No se inmovilizara en regiones de hipoxia, lo
gue contribuira a un pronéstico adverso en el cancer de mama. Aunque este
enfoque muestra un buen comportamiento de los macréfagos en un
microambiente tumoral, debemos ocuparnos de las limitaciones del modelo
booleano. No existe una escala de calificacion en los factores asociados
debido al hecho de que los modelos booleanos sélo modelan niveles 0 o 1,
por lo que no podemos evaluar cuanto es suficiente un factor de transcripcién
para obtener un subtipo de macrofago especifico. Como hemos demostrado,
esta reconstruccion incluye la informacién necesaria para explorar y
proporcionar evidencia de la transformacién de polarizacion de los
macrofagos. Sin embargo, deberiamos actualizar los componentes y sus
reglas booleanas (Figura 1), ya que apareceran mas evidencias
experimentales en el futuro proximo, y ademas dibujar una descripcion mas
precisa de este fendmeno. Finalmente, consideramos el fenotipo MO como
un monocito, que es un precursor de la activacién de los macrofagos. Sin
embargo, este tipo de célula tiene una heterogeneidad que podria

manipularse de manera diferente en las células cancerosas (129). Creemos
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gue el continuo de monocitos o la reprogramacion por parte de las células
cancerosas puede ser una variable esencial para determinar el
comportamiento del continuo de macréfagos. Este comportamiento debe ser
estudiado para comprender completamente la polarizacion de los macréfagos
y la complejidad entre ellos. Alternativamente, considerar la heterogeneidad
de la poblacién mieloide (monocitos y neutrofilos) establece una perspectiva
de futuro que es muy atractiva. Aqui, nuestro objetivo es comprender los
mecanismos moleculares y externos que orguestan la polarizacion de los
macrofagos y desarrollar estrategias terapéuticas potenciales. Varias
estrategias se centran en disminuir el reclutamiento de macrofagos en el sitio
del tumor, lo que muestra la limitacién de la vascularizacion del tumor y la
metéstasis en modelos de ratén (130).Sin embargo, estos tratamientos solo
reducen el crecimiento tumoral al reducir las células M2 (131), perdiendo las
propiedades beneficiosas de los macrofagos de tipo M1. Demostramos que
nuestro macréfago disefiado disminuyo6 los fenotipos hibridos malignos y se
adaptoé a las perturbaciones causadas por el microambiente tumoral. Nuestro
enfoque tedrico sigue una estrategia combinada, que creemos sera la clave
para disefiar posibles terapias con macrofagos. Nuestro modelo tedrico
también sugirié que el mejor enfoque para vencer el cancer no es cambiar
M2 a M1, como hacen la mayoria de los métodos farmacéuticos. Este cambio
se pierde facilmente porque se ve afectado por el microambiente del tumor
(132). En cambio, una estrategia terapéutica 6ptima podria ser resaltar las
mejores caracteristicas en los escenarios pro y antiinflamatorio. Por ejemplo,
en nuestro enfoque, llegamos a la conclusion de que la accién simultanea de
HIF1a y NFkB nos permite lograr un "control" sobre la influencia de la hipoxia
y el comportamiento citotoxico de los macrofagos. Finalmente, nuestros
enfoques computacionales pueden contribuir a sentar las bases de la
dinamica de la poblacion de macrofagos a través de la eliminacion hasta el
equilibrio y el escape, las tres fases de la inmunoedicion del cancer, como
sellos distintivos de la progresion del cancer de mama. Las direcciones

futuras y los desafios pendientes en la investigacion de la biologia de
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transicion de la inmunovigilancia a los macréfagos supresores incluiran
analisis gendmicos o citométricos de alto rendimiento de las poblaciones M1
y M2 en el microambiente tumoral asociado al cdncer de mama. La
comprension del proceso dinamico desde la inmunovigilancia hasta la
progresion maligna puede desentrafiar los principios de las funciones duales
de proteccion o dafios al huésped de los macréfagos M1 y M2 en la
inmunoedicion de tumores. Finalmente, luchar contra el cancer de mama

altamente invasivo al allanar nuevas vias en inmunoterapias.

8 Conclusiones

Comprender la respuesta fisioldgica que surgio de la compleja interaccion entre
macréfagos y Cancer, es un objetivo valioso para disefiar potencialmente
tratamientos contra dicha enfermedad. Dada la complejidad de este enfermedad
pandémica, el modelado de redes booleanas es uno de los estrategias viables
para una mejor comprension de como la enfermedad comienza y progresa. En
este trabajo, nos hemos centrado sobre el papel que juegan los macréfagos dentro
de un microambiente tumoral dado abundancia relativa predominante en otras
células del sistema inmunitario. Para ello, necesitamos construir un sistema
altamente red de sefalizacion curada de las celulas cancerigenas y factores
derivados a estas celulas y macréfagos. Estos mecanismos de sefalizacion se

podrian construir para otras enfermedades, por ejemplo el COVID-19.
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10. Anexos

10.1 Anexo A: Material Suplementario de la tesis
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Figura S1. Grafico t-SNE de los fenotipos obtenidos de nuestra red de polarizaciéon de
macréfagos. A los atractores se les entreg6 un punto en un plano x-y basado en la expresion
de Oy 1, los atractores con la misma combinacién de 0 y 1 se colocaron cerca.
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Figura S2. El nimero 6ptimo de clisteres para K-medias. Evaluamos 23 métricas para
determinar el nimero de clUsteres para obtener el mejor esquema de clisteres, usamos los
datos obtenidos de los puntos t-SNE para evaluar el nimero de cllsteres que explicaran la
distribucion de fenotipos.

139



100 150 200 250 300

50

0

Groups percentage
Phenotypes

MO
M2aM2cM2d
M1M2bM2d
M1M2bM2cM2d
M1M2b

M1

MiM2d
M2aM2d
M2b
M2aM2bm2d
M2d
M2cM2d
M2bM2d

ecececececece

E F G H I [

A B C

Figura S3. Porcentaje de grupos de cada fenotipo en los 10 grupos utilizados en K-medias.
Cada color esta asociado con un determinado fenotipo y cada barra representa un grupO.
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Figura S4. Cuenca de atraccién de los fenotipos obtenidos de nuestra red de polarizacion de

macréfagos. Diagrama de caja de los atractores obtenidos de nuestra red reguladora

transcripcional de polarizacion de macréfagos. Exploramos todas las posibles condiciones

iniciales en funcién del nimero de nodos 229.
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Figura S5. Decay of pro-tumoral phenotypes when overexpressed transcriptional
factors. The number of pro-tumoral macrophage phenotypes depicted in Figura 3A
were counted. Protumoral phenotypes are attractors that have a M2 macrophage
phenotype but do not have a M1 phenotype. In Figura 3A are 9 pro-tumoral
phenotypes, we divided the number of protumoral phenotypes lost (gray areas) when
the perturbations were applied on said nodes.
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Figura S6.Deterioro de fenotipos antitumorales cuando se sobreexpresan factores
transcripcionales. Se conté el nimero de fenotipos de macréfagos protumorales
representados en la figura 3A. Los fenotipos protumorales son atractores que tienen un
fenotipo de macrofago M2 pero no tienen un fenotipo M1. En la figura 3A hay 5 fenotipos
antitumorales, dividimos el nimero de fenotipos antitumorales perdidos (areas grises)

cuando se aplicaron las perturbaciones en dichos nodos.
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Figura S7. Desintegracion de los fenotipos antitumorales cuando eliminamos los factores
transcripcionales. Se conté el nimero de fenotipos de macréfagos protumorales
representados en la figura 3B. Los fenotipos protumorales son atractores que tienen un

142



Protumoral

-0.

fenotipo de macrofago M2, pero no tienen un fenotipo M1. En la figura 3B hay 5 fenotipos
antitumorales, dividimos el nimero de fenotipos antitumorales perdidos (areas grises)
cuando se aplicaron las perturbaciones en dichos nodos.
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Figura S8. Desintegracion de los fenotipos protumorales cuando eliminamos los factores
transcripcionales. Se conté el nimero de fenotipos de macréfagos protumorales
representados en la figura 3B. Los fenotipos protumorales son atractores que tienen un
fenotipo de macrofago M2, pero no tienen un fenotipo M1. En la figura 3B hay 10 fenotipos
protumorales, dividimos el nimero de fenotipos protumorales perdidos (&reas grises)
cuando se aplicaron las perturbaciones en dichos nodos.
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Figura S9. Mapa de destino celular de polarizaciéon de macréfagos. Red de polarizacién de
macréfagos y su interaccién entre fenotipos. El color rojo significa que la transicién de ese
fenotipo a otro es irreversible, mientras que el verde significa que es reversible. El grosor
de la linea significa el nimero de nodos que estan involucrados en dicha transicién,
mientras mas delgada sea la linea, significa que solo un nodo es suficiente para dictar
dicha transicion entre fenotipos.
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Figura S10. Mapa de destino celular de polarizacion de macr6fagos. Red de polarizacion de
macrofagos y su interaccion entre fenotipos. El color rojo significa que la transicion de ese
fenotipo a otro es irreversible, mientras que el verde significa que es reversible. El grosor
de la linea significa el nimero de nodos que estan involucrados en dicha transicion,
mientras mas delgada sea la linea, significa que solo un nodo es suficiente para dictar
dicha transicién entre fenotipos.
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Difference
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Figura S11. Polarizacion de macréfagos en diferentes citocinas exégenas individuales.
Todos los paneles tienen como estado inicial el fenotipo MO (monocitos). El grafico muestra
en el eje y la diferencia entre los valores del estado inicial MO y el estado estacionario final,
mientras que el eje x representa el aumento gradual de las citoquinas exégenas. Aumento
gradual de Adenosinas.
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Figura S12. Polarizacion de macréfagos en diferentes microambientes asociados al
fenotipo. Todos los paneles tienen como estado inicial el fenotipo M1M2b. El gréafico
muestra en el eje y la diferencia entre los valores del estado inicial MO y el estado
estacionario final, mientras que el eje x representa el aumento gradual de las citoquinas
exégenas. (A) aumento gradual de interferon-gamma (IFNG) e interfer6n-beta (IFNB) en el
entorno M1la, (B) mejora del factor de necrosis tumoral alfa (TNFAe) y la interleucina 1-beta
(IL1B) para el microentorno M1, (C) aumento gradual de interleucina-4 y factor de
crecimiento tumoral, un microambiente pro-M2a, (D) aumento gradual de inmunoglobulina y
glucocorticoides, el microambiente pro-M2b, (E) aumento gradual de interleucina-10,
estimulante de colonias de macréfagos factor e interleucina-6, el entorno pro-M2c, y (F)
aumento gradual de

adenosinas, hipoxia y glucocorticoides, el entorno pro-M2d.
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Figura S13. Polarizacién de macréfagos en diferentes microambientes asociados al
fenotipo. Todos los paneles tienen como estado inicial el fenotipo M2bM2d. El gréafico
muestra en el eje y la diferencia entre los valores del estado inicial MO y el estado
estacionario final, mientras que el eje x representa el aumento gradual de las citoquinas
exégenas. (A) aumento gradual de interferon-gamma (IFNG) e interferon-beta (IFNB) en el
entorno M1a, (B) mejora del factor de necrosis tumoral alfa (TNFAe) y la interleucina 1-beta
(IL1B) para el microentorno M1, (C) aumento gradual de interleucina-4 y factor de
crecimiento tumoral, un microambiente pro-M2a, (D) aumento gradual de inmunoglobulina y
glucocorticoides, el microambiente pro-M2b, (E) aumento gradual de interleucina-10,
estimulante de colonias de macréfagos factor e interleucina-6, el entorno pro-M2c, y (F)
aumento gradual de adenosinas, hipoxia y glucocorticoides, el entorno pro-M2d.
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Figura S14. Polarizacién de macréfagos en diferentes microambientes asociados al
fenotipo. Todos los paneles tienen como estado inicial el fenotipo M2cM2d. El grafico
muestra en el eje y la diferencia entre los valores del estado inicial MO y el estado
estacionario final, mientras que el eje x representa el aumento gradual de las citoquinas
exégenas. (A) aumento gradual de interferon-gamma (IFNG) e interferon-beta (IFNB) en el
entorno M1a, (B) mejora del factor de necrosis tumoral alfa (TNFAe) y la interleucina 1-beta
(IL1B) para el microentorno M1, (C) aumento gradual de interleucina-4 y factor de
crecimiento tumoral, un microambiente pro-M2a, (D) aumento gradual de inmunoglobulina y
glucocorticoides, el microambiente pro-M2b, (E) aumento gradual de interleucina-10,
estimulante de colonias de macréfagos factor e interleucina-6, el entorno pro-M2c, y (F)
aumento gradual de adenosinas, hipoxia y glucocorticoides, el entorno pro-M2d.
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Figura S15. Diagramas de espacio de fenotipo para el fenotipo de macréfago M1 en
microambientes opuestos. Todos los paneles del diagrama tienen como estado inicial el
macrofago M1 (NFkB activado). También para todos los paneles, NFkB ha aumentado
gradualmente en los

microambientes de macréfagos opuestos (A) aumento gradual del factor de transcripcion
ERK en un microambiente pro-M2b, (B) mejora del factor de transcripcion STAT6 en un
microambiente pro-M2a (C) aumento gradual del factor de transcripcién STAT3 en un
microambiente pro-M2c, (D) aumento gradual de HIF1-a en un microambiente pro-M2d.
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Figura S16. Diagramas de espacio de fenotipo para el fenotipo de macréfago M2a en
microambientes opuestos. Todos los paneles del diagrama tienen el macrofago M2a
(STAT®6 activado) como estado inicial. También para todos los paneles, STAT6 aumenta
gradualmente en los microambientes de macréfagos opuestos (A) Incremento gradual de
NFkB en un microambiente pro-M1, (B) Mejora gradual de STAT1 en un microambiente
pro-M1la, (C) Aumento gradual de ERK factor de transcripcién en un microambiente pro-
M2b, (D) mejora gradual del factor de transcripcién STAT3, en un microambiente pro-M2c,
y (E) aumento gradual de HIF1-a en un microambiente pro-M2d.
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Figura S17. Diagramas de espacio fenotipico para el fenotipo de macrofagos M2b en
microambientes opuestos. Todos los paneles del diagrama tienen el macréfago M2b (ERK
activado) como estado inicial. También para todos los paneles, ERK aumenta
gradualmente en los microambientes de macréfagos opuestos (A) Aumento gradual de
NFkB en un microambiente pro-M1, (B) Mejora gradual de STAT1 en un microambiente
pro-Mla, (C) Aumento gradual de la Factor de transcripcion STAT6 en un microambiente
pro-M2a, (D) mejora gradual del factor de transcripcion STAT3, en un microambiente pro-
M2c, y (E) aumento gradual de HIF1-a en un microambiente pro-M2d.

152



Initial State: M2d

. M1M2b
- M2d

NFKB

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
HIF1A

Initial State: M2d

. Mo
NoLabel
. MiM2b
-, M2d
. M2b

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
HIFLA

STAT1

0.0

Initial State: M2d

HIF1A

Initial State: M2d

0.2

0.4 0.6
HIF1A

0.8

1.0

C Initial State: M2d

Mo
Nolabel
M1M2b
Mm2d

M1

Mo
NoLabel

. M2d

- M2

- M2cM2d

- M2a

. M2aM2cM2d

STAT6

HIF1A

. M1M2b
- M2d
. M2c
. M2cM2d

Figura S18. Diagramas de espacio fenotipico para el fenotipo de macréfagos M2c en
microambientes opuestos. Todos los paneles del diagrama tienen el macré6fago M2c (HIF1-
a activado) como estado inicial. También para todos los paneles, HIF1-a aumenta
gradualmente en los microambientes de macréfagos opuestos (A) Incremento gradual de
NFkB en un microambiente pro-M1, (B) Mejora gradual de STAT1 en un microambiente
pro-M1a, (C) Aumento gradual del factor de transcripcién STAT6 en un microambiente pro-
M2a, (D) aumento gradual del factor de transcripcion ERK en un microambiente pro-M2b, y
(E) aumento gradual del factor de transcripcion STAT3, en un microambiente pro-M2c.
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Figura S 19. O-PLSDA de la diferencia metabdlica entre el monocito (M0O) y el macréfago
activado por IFN-y y LPS. (A) Grafico de la importancia de los metabolitos mayormente
diferenciados entre los monocitos y los macréfagos de tipo M1, (B) Grafico S la diferencia

entre las muestras obtenidas de cada fenotipo evaluado.
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Figura S20. O-PLSDA de la diferencia metabdlica entre el monocito (MO) y el macréfago
activado por IL-4. (A) Gréfico de la importancia de los metabolitos mayormente diferenciados
entre los monocitos y los macrofagos de tipo M2a, (B) Grafico S la diferencia entre las

muestras obtenidas de cada fenotipo evaluado
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Figura S21. O-PLSDA de la diferencia metabdlica entre el monocito (M0) y el macréfago
activado por IgG (A) Grafico de la importancia de los metabolitos mayormente diferenciados
entre los monocitos y los macréfagos de tipo M2b, (B) Grafico S la diferencia entre las
muestras obtenidas de cada fenotipo evaluado.
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Figura S22. O-PLSDA de la diferencia metabdlica entre el monocito (MO) y el macréfago
activado por IL-10. (A) Gréafico de la importancia de los metabolitos mayormente
diferenciados entre los monocitos y los macréfagos de tipo M2c, (B) Grafico S la diferencia
entre las muestras obtenidas de cada fenotipo evaluado.
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Figura S23. O-PLSDA de la diferencia metabdlica entre el monocito (M0) y el macréfago
activado por IL-6 y LIF. (A) Grafico de la importancia de los metabolitos mayormente
diferenciados entre los monocitos y los macrofagos de tipo M2d, (B) Grafico S la diferencia
entre las muestras obtenidas de cada fenotipo evaluado.

156



Enrichment Overview (top 25)

AminoacyktRNA biosynthesis

Valine, leucine and isaleucine biosynthesis

Phenylalanine, tyrosine and tryptophan...

Glycine, serine and threonine metabolism
and nicotinamide r

Arginine and proline metabolism

Pyrimidine metabolism

Ascorbate and aldarate metabolism

Purine metabolism

Phenylalanine metabolism

Cysleine and methionine metabolism

Arginine biosynthesis

D-Arginine and D-ornithine metabolism

Galactose metabolism

Pantothenate and GoA biosynthesis

Amina sugar and nucleotide sugar metabolism

Alanine, aspartate and glutamate metabolism

Glutathione metabolism

Cirate cycle (TCA cycle)

Sphingalipid metabolism

‘Valine, leucine and isoleucine degradation

Glyoxylate and dicarboxylate metabolism

Lysine degradation

Hislidine metabolism

Glysolysis / Gluconeogenesis

3 sgmscegeEsgE]y |l|II|IIII

o
IS
©
N
N

Enrichment Ratio

P value

3Je-07

5e-02

le-01

-log10(p)

Valine, leuciie and isoleucind biosynthesis .

T T T i

0.4 086 0.8 1.0

Pathway Impact

Figura S24. Comparacion entre M1 y M2a activan distintas vias metabdlicas. Se utilizaron
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Figura S25. Comparacién entre M1 y M2c activan distintas vias metabdlicas. Se utilizaron
aquellos metabolitos cuyo fold change sea mayor a 2, (A) Analisis de enriquecimiento y (B)
topologia de la via metabélica de M2c.
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The balance between pro- and anti-inflammatory immune system responses is crucial to
face and counteract complex diseases such as cancer. Macrophages are an essential
population that contributes to this balance in collusion with the local tumor
microenvironment. Cancer cells evade the attack of macrophages by liberating
cytokines and enhancing the transition to the M2 phenotype with pro-tumoral
functions. Despite this pernicious effect on immune systems, the M1 phenotype still
exists in the environment and can eliminate tumor cells by liberating cytokines that recruit
and activate the cytotoxic actions of TH1 effector cells. Here, we used a Boolean modeling
approach to understand how the tumor microenvironment shapes macrophage behavior
to enhance pro-tumoral functions. Our network reconstruction integrates experimental
data and public information that let us study the polarization from monocytes to M1, M2a,
M2b, M2c, and M2d subphenotypes. To analyze the dynamics of our model, we modeled
macrophage polarization in different conditions and perturbations. Notably, our study
identified new hybrid cell populations, undescribed before. Based on the in vivo
macrophage behavior, we explained the hybrid macrophages’ role in the tumor
microenvironment. The in silico model allowed us to postulate transcriptional factors
that maintain the balance between macrophages with anti- and pro-tumoral functions. In
our pursuit to maintain the balance of macrophage phenotypes to eliminate malignant
tumor cells, we emulated a theoretical genetically modified macrophage by modifying the
activation of NFkB and a loss of function in HIF1-a and discussed their phenotype
implications. Overall, our theoretical approach is as a guide to design new experiments for
unraveling the principles of the dual host-protective or -harmful antagonistic roles of
transitional macrophages in tumor immunoediting and cancer cell fate decisions.

Keywords: macrophage, phenotype, boolean models, systems immunology, gene regulatory network,
cancer immunology
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INTRODUCTION

Macrophages are essential cells in inflammatory responses
and immune regulation. However, these cells have
heterogeneous functions depending on their polarization.
Despite the importance of the process, only the M1 and M2
phenotypes have been experimentally characterized (1, 2).
Nevertheless, there are macrophages with
intermediate functional phenotypes or hybrid stages
that have not been fully described yet. M1, M2, and some
hybrid states have specific gene expression and secretion
profiles, depending on the microenvironment signals
(3). For instance, M1 macrophages express NFkB or STAT1
and secrete TNF-a and IL-12, correlated with a pro-
inflammatory response. On the contrary, the M2
macrophages are correlated with an anti-inflammatory
response, but their expression profiles are subject to the
hybrid stages. As far as we know M2 macrophages have 4
hybrid stages, called M2a, M2b, M2c, and M2d (4). M2a
macrophages express STAT6 and secrete IL-10, TGF-b, and
IL-1RA, associated with pro-fibrotic functions and inhibition
of Th1, and a Th2 response
(5). M2b macrophages express Erk and AP-1, and secrete IL-
10,
TNF- a, and IL-1, correlated with immune regulation (6).
M2c macrophages express STAT3 and secrete IL-10 and TGF-b,
involved in tissue repair, matrix remodeling and
immunosuppressive behavior
(7). Finally, M2d macrophages express HIF1-a or a defective
NFkB, enhance STAT1, and induce the secretion of IL-10,
TGF-b, and VEGF. M2d is associated with tumors, enhancing
the angiogenic process, metastasis, tumor growth, and
regulating the immune system (8—10). In principle, hybrid stages
in macrophage polarization depend on the microenvironment
signals, such as cytokines, membrane receptors, and
transcription factors, to determine their specific function
and cell fate. However, macrophage hybrid states can
transit from one to another depending on the stimuli. M1
macrophages can polarize reversibly into M2a, M2c, and
M2d, while M2c can polarize reversibly into M2a (8-11).
Moreover, the microenvironment signals can be secreted by
other cells within the tissue or by the macrophages themselves
(12). Despite the previous characterization, theoretically it
has been proposed a continuum transition between the
mentioned phenotypes (13). Therefore, integrating the
signaling responses and molecular mechanisms involved in
the macrophage polarization is required to untangle the
complexity of the transitions between the different
phenotypes.
As stated
tumor
microenvironment stimuli in a coordinated and regulated
manner. At the molecular level, transcription factors
regulate the expression of other transcription factors or
mRNA molecules inducing a change in the behavior based
on the stimuli. These interactions can be summarized in a
gene regulatory network where we can analyze their
dynamic properties through mathematical models (14).
Given that gene regulatory networks contemplate a large
number of variables and the interactions among them,
modeling their behavior using a continuous approach would
be difficult due to the lack of kinetic parameters. However,
gene regulatory networks represent variables as nodes and
the interactions between them as edges, making a discrete
approach suitable because it requires

above, macrophages respond to

few parameters. A common approach is the Boolean
modeling. This mathematical approach is, where we
numerically represent the state of the nodes as 0 (OFF) or 1
(ON). The OFF state means that a transcription factor or
molecule is below a certain threshold, meaning it is inactive,
while ON indicates an active molecule. The activation and
inactivation rules for each node are called Boolean functions.
These rules, indicate how each node is activated or inhibited
are obtained from experimental evidence and
mathematically represented through logical operators: AND
(stated as: &), OR (stated as: |), and NOT (stated as: -),
obtained based on the experimental evidence on how each
node is activated or inhibited. The system is solved via a
synchronous or asynchronous update where we transform
a static gene regulatory network into a dynamic one. By
applying a synchronous all Boolean functions are updated
simultaneously, and they will eventually arrive at a steady
state, called an attractor. An attractor is a point where a
group of states will converge to that point and they cannot
leave this state until a perturbation occurs (15, 16). The
biological interpretation of an attractor is a certain cell type
or function defined by a gene pattern, it can be related to
one or more subtypes of phenotypes and a phenotype can
be associated with one or more attractors. This approach
has been used to successfully model biological systems (17,
18), and study the cell fate decisions of the adaptive immune
response by their specific signals (19, 20). Notably, this
approach validated the continuum hypothesis of
polarization states by integrating a network of external
cytokine signals (21, 22). Although valuable endeavors
have recovered and model some of the macrophage
phenotypes (M1, M2a, M2b, and M2c) (21, 22). However,
there is a lack of information about other phenotypes and
their functionalities. We propose a new model capable of
recreating the macrophage phenotype diversity considering
relevant experimental evidence to fulfill this gap.
In this paper, we present a Boolean dynamical analysis over
an

updated signaling regulatory network of macrophages to
assess the polarization of intermediate phenotypes
immersed in the tumor microenvironment. Our Boolean
model predicted known macrophage phenotypes, plus
hybrid intermediate phenotypes with mixed physiological
functions associated with tumor eradication, tissue repair,
and progression of tumor cells. Then, we proceeded with an
in-depth analysis of the functional properties of the hybrid
states. Analyzing the stability of the new hybrid states. As a
result, we acknowledge the importance of STAT1, NFkB for
the M1 phenotype and HIF1-a for the M2 phenotype. We
also proposed a theoretical approach of macrophage
immunotherapy in an in silico breast cancer
microenvironment, which showed promising results in a
specific microenvironment towards a better prognosis for
cancer eradication. Overall, this work represents a systems
biology framework capable of characterizing known
macrophage phenotypes and suggesting new hybrid cell
populations. Also, it explores the typified macrophages
functionality in a tumor microenvironment as well as their
robustness and properties. Moreover, our model serves as a
computational platform to explore how the tumor
microenvironment can potentially modulate macrophages-
cancer interaction.
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MATERIAL AND METHODS

Mathematical Modeling of Network
Phenotypes Through Discrete Variables

To explore the feasible space of phenotypes associated with
our signaling network, we applied a Boolean approach.
Briefly, Boolean approaches assume that each node in the
network can be in one of two states (0 or 1), and their
dynamic behavior is entirely governed by a Boolean function,
which is defined by their regulation. Under this situation, the
dynamic state of the i-esime node at time t is given by

xi(t+1) = fi(xi(t),xi2(t), =1, Xiwi(t))

Where xi can take the values 0 or 1, and f; represents the
Boolean function of the i-esime node in the network. Note
that every node has a Boolean function which determine
how that specific node respond to the change of the
neighbor regulators (here indicated by the arguments of f;).
Also, fi maps a Boolean state including multiple Boolean
variables at time t into a new Boolean state. After one unit of
time, the dynamic behavior of the network is obtained when
we simultaneously apply the transition function fi over all
the nodes. Starting from the 2N initial states, the Boolean
transition functions will allow the network to reach a finite
set of states that could cycle between them in a fixed state.
These recurrent states are called attractors: if the dynamics
reaches a state and stays there, they are called simple
attractors, but if they move irregularly in a set of states,
they are called complex or loose attractors. All the set of
initial states whose transition function guide to the same
attractors will form the basin of attraction. The attractors
are of great importance because they represent the long-
term behavior of the Boolean model and are potentially
associated with phenotypes in the system of study (20, 23).

Analysis and Simulation of the Attractors
of Our Boolean Model

A gene regulatory network is a dynamic system. We
obtained all of the attractors using the exhaustive search
algorithm evaluating the space of 2" (where n is the number
of nodes) initial conditions. So we evaluated 536,870,912
initial conditions using BoolNet Library from R software
(24). The obtained attractors carried important biological
implications and were associated with macrophage
phenotypes. Each attractor was labeled based on
experimental evidence. The labeling was done with a
function of R package BoolNetPerturb, located at https://
github.com/mar-esther23/boolnet-perturb-0.1. To
compare the differences between the obtained attractors
we reduced the dimension of our variables to plot them in a
2D-space using the t-SNE function in R. Once we had our
plot, we clustered them to find similarities between the
attractors. To determine the optimal number of clusters, we
develop rules based on each possible group value’s
associated error, varying from 10 to 30. Finally, the clusters
were named based on the functions carried out by the
phenotypes of macrophages in each cluster. The model is
available in a txt file and an SBML file for it could be easily
reproduced. Our Code, data, and implemented analysis

can be accessed at: https://github.com/resendislab/M1-
M2- Macrophage-Polarization.

Mutation Analysis

Mutation analysis was divided into two sections: gene
deletion and activation. The number of initial conditions for
each perturbation is 2! where n—1 is the number of nodes
minus the perturbed, so for every perturbation we evaluated
268,435456 initial conditions. We permanently set the state
of the node as 0 for gene deletion and simulated the
dynamics until it reached an attractor. Conversely, gene
activation was accomplished by permanently fixing as 1 the
state of one node in the network along with all units of time.
These considerations were used to mimic the
experimental condition of  knock-outs or
overexpression, respectively. By making this approach, we
evaluated the robustness of a given macrophage subtype to
resist a gene deletion or activation and how it affects its
molecular activation pattern.

In the case of the cell fate map of macrophage polarization,
we randomly changed the values of each attractor’s nodes.
by a single bit flip. Then we evaluated which nodes changed
a given macrophage phenotype into another given
phenotype; this perturbation will determine the one-state
neighbors.

Robustness Analysis of Our Model

To validate the robustness of our model, we calculated the
Derrida curve and developed the sensitivity analysis of the
update rules. A Derrida curve allowed us to evaluate if a
gene regulatory network is chaotic, ordered or critical. If the
differences between the initial states diverge rapidly from
the degrees diagonal, the network is chaotic. To obtain the
Derrida curve we proceeded as follows. First, we sampled a
random pair of initial states X1(t) and X2(t) at the same
known time ¢t. Once we have these states, we calculated the
normalized Hamming distance h(t) which is the number of
bits that differ from the two initial states divided by the
number of nodes N. Then, we initialize in time the Boolean
network and let both initial states evolve to their next states
X1(t+1) and X2(t+1), we calculated the normalized hamming
distance denoted as h(t+1) run the dynamic. We repeated
the previous steps for 10 000 random pairs and calculated
the average behavior over the realizations. We plotted the
value of h(t) in the x-axis and the y-axis the value of h(t+1),
as well we plotted the diagonal where h(t)=h(t+1) which
means that the successor states and the initial states are the
same. The Derrida curve was calculated with the R package
BoolNetPerturb, located at https://github.com/mar-
esther23/ boolnet-perturb-0.1.

Complementary, the sensitivity analysis showed the
differences on the results depending on alterations on each
component, either turning on or off respectively. First, we
created 50 000 randomly chosen states for each Boolean
function define as f{ki) where ki is the different variables
and i iterates from 1 to 29. Then, for each of these 50,000
initial states, we created a mutation randomly with only
one-bit flip (Hamming distance of 1) labeled as f{ki’). Finally,
we applied the update rule for ki and ki’, and we calculated
the sensitivity of the update rule as the fraction of initial
states where f{ki) # f(ki').
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The sensitivity analysis was carried out using the package
of BoolNet in R.

RESULTS

Network Reconstruction and Boolean
Analysis: The Molecular Basis of
Macrophage Polarization in a

Tumor Microenvironment

The tumor microenvironment contains several cell types,
such as cancer cells, immune cells, and mesenchymal cells.
These cells produce cytokines that attract other monocytes
to the tumor as a natural immune response in the host. The
interplay between tumor microenvironment interactions and
macrophage functions must be taken into account to
understand part of the inflammatory process involved in the
interaction between macrophages and cancer. To this end,
we reconstructed a signaling network that comprises a
variety of regulatory elements associated with macrophage
differentiation. We set up our interaction network of the
macrophage polarization by a literature search of
interactions between external components and how this
affects the activation or inhibition of transcriptional factors
associated with macrophage polarization. This approach is
called a bottom-up methodology. The original reconstruction
included 40 nodes. Then, we excluded all those nodes with
less than two interactions (in and out) to analyze the dynamic
behavior of the network. We did it because these nodes do not
contribute information to the dynamic analysis. Therefore, we
did the dynamic Boolean analysis onto a network of 29
nodes and 60 interactions. Overall, our transcriptional
regulatory network (TRN), integrates extracellular-
intracellular components, signal transduction cascades, and
transcriptional regulatory mechanisms. This regulatory
network of macrophage polarization had two parts,

the extracellular components (green nodes) and the master
transcriptional factors (blue nodes) that regulate
macrophage polarization (Figure 1 and Table S1).

Among the signaling cascades included in our
reconstruction, we included the following interactions:
Cancer dying cells produce HMGB1 activating Toll-like
receptor 4 (TLR4), consequently activating NFkB (25).
Briefly, these signals initiate the anti-tumor response in
macrophages. However, the macrophage colony- stimulating
factor (M-CSF) also triggers NFkB through JAK2 and STATS.
Besides, interferon triggers STAT1, so the cell releases
cytokines to inhibit tumor growth (26). On the other side, we
also described different activation processes for the M2 sub
phenotypes (M2a, M2b, M2¢, and M2d). First, M2a activation
depends on IL-4 and IL-13 and triggers STAT6 (27). At the
same time, STAT6 inhibits STAT1 and NFkB through SOCS1
and KLF4, avoiding the M1 phenotype. Then, M2b activation
depends on the signals of AP1 or ERK. AP1 is activated by the
presence of IL-1b, while ERK needs the binding to Fc receptors
(6). Next, M2c activation relies on the presence of STAT3. IL-
10, glucocorticoids, TGF-b, and adenosines trigger STAT3 (28).
This cascade induces the secretion of IL-10 and the inactivation
of NFkB. Finally, M2d activation hinges on IL-6 or HIF1, related
to a hypoxic environment (29). This phenotype is present in
solid tumors. This cascade induces the secretion of IL-10, VEGF,
and other cytokines. Conversely, the activation of any M2 sub
phenotypes culminates in the liberation of cytokines, such as
[L-10, that enhance tumor growth. We also included
interactions that described M2d phenotype, a tumor-
associated-macrophage, and relevant inflammatory
cytokines, such as TGF-b and TNF-a. We used this network to
dynamically analyze the master regulators that drive the
transition between several types of macrophage
phenotypes. Hence, to unveil the effect of the tumor
microenvironment in macrophage polarization, we
performed a Boolean analysis over a reconstructed
transcriptional regulatory
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FIGURE 1 | Gene regulatory nefwork of macrophage polarization in a tumor microenvironment. Green circles represent components of the extracellular space and
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network for macrophages (Table S1). Our network contains
a monocyte-derived macrophage regulatory mechanism, as
depicted (Figure 1). We assumed that all the receptors for
the external stimuli were constitutive. This assumption
allowed us to eliminate linear interactions and to reduce the
size of our network without affecting the dynamic and

topology.

Boolean Modeling of the TRN and Its
Spectrum of Macrophage Phenotypes
Based on our reconstructed signaling network, we

determined the possible macrophage phenotypes
existing in a tumoral

TABLE 1 | Macrophage phenotypes used to name each attractor.

Phenotype Transcriptional Factors Activated/External Literature
components Revised
MO None
M1 Activation of NFkB, or STAT1, or TNFa and AP1 (26, 30)
M2a Activation of STAT6 (28, 31)
M2b Activation of AP1 or ERK (12)
M2c Activation of STAT3 (29)
M2d Activation of TLR4 and A2a or HIF1A (32)

The attractors obtained after the simulation were labeled based on the macrophage
phenotypes reported in the literature.

microenvironment. Our Boolean model had interconnected
signaling pathways, and their dynamics with the external
inputs eventually converged to stable states, called single
attractors. An attractor is a set of activated or inactivated
genes that are time-invariant and potentially represent a
macrophage phenotype. We named each attractor based on
in vitro experimental evidence; we considered six possible
steady states associated with a specific macrophage
phenotype (Table 1). Using a synchronous update, our TRN
converged to an entire landscape of 10,430 attractors,
where 56 were cyclic, and the remaining were simple
attractors. The simple attractors represented 13
phenotypes. Among them, four are already experimentally
described (MO, M1, M2b, and M2d). The nine remaining
were hybrid phenotypes with two or three

macrophage phenotypes. To identify similarities among
attractors, we made a bidimensional map using a
distributed stochastic neighbor embedding (t-SNE) and a
clustering analysis (Figure S1). Employing a 30 metrics
consensus, we determined that the optimal cluster value
was 10 (Figure S2). We obtained 10 clusters for 13
phenotypes (Figure 2), each one embedding more than one
phenotype (Figure S3).

Among all the phenotypes, seven correlated with a

pro-
tumoral response and five with an anti-tumoral response.
The tumor microenvironment enhances macrophages
polarization to
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FIGURE 2 | Clusters of the single size attractors obtained in thsyBoolean simulations. Eggh circle represents a tweydimensional projection of one attractor, and the
color represents a collection of attractors with similar phenotypes between them. The numbers associated with the clusters are explained in Table 1.
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pro-tumoral phenotypes with the liberation of interleukins
and chemokines. In return, macrophages release growth and
immune regulatory factors allowing proliferation and
progression of cancer cells. Notwithstanding, in a tumor
microenvironment, there are macrophage phenotypes with
anti-tumor activity, balancing the elimination of tumor cells
without affecting the surrounding tissues.

Due to the massive amounts of stimuli in a tumor
microenvironment, we hypothesized that many hybrid
activation states exist. We handled macrophage hybrid
phenotypes as a single cell identity rather than a
heterogeneous population, as in previous works (32). We
suggested that a hybrid will be phenotypically distinguished
by a combination of expression markers associated with
pure M1 and M2 phenotypes. For instance, cluster A
contained two-hybrid (mixed macrophage behavior)
phenotypes M2bM2d and M2aM2d, macrophages associated
with wound healing and regulatory behavior. Based on their
composition, we concluded that this cluster was beneficial
for tumor growth due to the liberation of growth factors
maintaining tumor proliferation and regulatory cytokines to
maintain the immune system. On the other hand, clusters B
and I consisted of macrophages that would eliminate tumor
cells due to the presence of M1, which liberate cytotoxic
cytokines to the microenvironment (30). Clusters C and D
behavior was complex due to the heterogeneous phenotype
composition. Cluster F was a wound-healing and regulatory
macrophage due to a hybrid phenotype labeled as M2aM2b
(Table 2). According to our results, a good scenario against
cancer is given by a macrophage state the increases tumor
clearance role, by releasing tumor cytotoxic factors, and
diminishing the levels of components associated with pro-
tumoral behavior.

Loss and Gain Function Alteration Dictates
the Macrophages Subtypes

In this section, we computationally assessed the importance
of each node in the stability of the phenotypes obtained. For
this purpose, we performed a permanent deletion (set the
value of the node to zero) or activation (set the value of the
node to one) of each node in the dynamic analysis of the
TRN. To quantify the

effect produced by these perturbations, we applied the
following equation:

Iog M+i
WT;

where WT;i denotes the size of the basin of attraction for the
“i” attractor without alterations, and M + i denotes the basin
of attraction for the “i” attractor for the deletion(-) and
activating (+) of the node. As expected, the previous
equation is constrained to those cases where WT; # 0 and
both variables are positively defined. The size of the basin
of attraction for WT is depicted in Figure S4. Figure 3 shows
the log-fold of the size of the basin of attraction when we
compared perturbed and unperturbed (WT) genes stated by
columns. Gray areas indicate attractors that were in the
wild-type but not in the perturbed state. Attractors with an
M1 macrophage will be an anti-tumoral phenotype, and
with the M2 macrophage, a pro- tumoral phenotype (rows).
Each column is an activation or inactivation of a
transcription factor.

In terms of the results, we observed that permanent

activation

of AP-1, STAT1, or NFkB was very similar because they
induce hybrids with tumoricidal capacity (M1). AP-1 and
STAT1 activation decreased at 100% pro-tumoral
phenotypes and 20% anti-tumoral phenotypes. These
transcriptional factors may recover the balance towards a
tumor eliminating scenario in the tumor
microenvironment (gray areas Figures 3A and S5, S6
respectively). NFkB permanent activation maintained the
same behavior as previous transcription factors because it
diminished at a 100% pro-tumoral phenotype and 20%
anti-tumoral phenotypes, creating a perfect balance of
tumor elimination and recovery of the tissue due to the
secretion of cytotoxic interleukins and interferons (gray
areas in Figures 3A and S5, S6 respectively). On the other
hand, constitutive expressions of HIFl-a or TGF-b
eliminated pure M1 macrophages (Figure 3A) and
decreased the available profiles that converged to hybrids
with M1 as a component. HIF1-a and TGF-b promoted the
development of malignant behavior in macrophages.
Once activated, HIF1l-a decreased 22% anti- tumoral
phenotypes (Figure S6) and 40% pro-tumoral phenotypes
(Figure S5). We concluded cells should avoid the

TABLE 2 | Macrophage phenotypes associated with each cluster.

Cluster Phenotypes Behavior

A M2bM2d and M2aM2d Regulatory/wound healing macrophage

B M1 and M1M2d Classical activated macrophages/Pro-tumoral macrophages

C M1iM2bM2d, M1M2bM2cM2d, M1M2b, M2d and M2M2d Complex behavior. Mixed phenotypes associated with different functions
D MO0, M1M2bM2d, M2b, M2d and M2bM2d Complex behavior. Mixed phenotypes associated with different functions
E M1M2bM2d and M2aM2d Classical activated macrophage/Pro-tumor

F M2aM2b Wound-healing macrophages

G M2aM2cM2d and M2aM2bM2d Regulatory/wound-healing macrophages

H M2bM2d and M1M2bM2d Regulatory/Pro-tumoral macrophages

I M1 and M1M2d Classical activated macrophages/Pro-tumoral macrophages

] M2aM2d and M2aM2bM2d Regulatory/Pro-tumoral macrophages

The phenotype behavior of each cluster was approximated by the criteria of classification used by (33).

Description of the results obtained from the k-means clustering over the t-SNE 2D space.
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presence of HIF1l-a in a tumor microenvironment. Also,
TGF-b had the same behavior as HIF1-a (Figures S5, S6,
respectively), so cells should avert its secretion to revert
cancer proliferation. Nevertheless, we hypothesize that the
modulation of the balance to anti-tumoral phenotypes could
be sufficient to diminish TGF-b.

Conversely, constitutive expressions of NFkB or STAT1
kept M1M2b and M1M2d phenotypes, respectively. Both
hybrid phenotypes with well-known tumoricidal capacity.
Interestingly, the overexpression of NFkB and STAT1 could
be a potential therapeutic strategy because they promote
phenotypes that could balance the behavior of
macrophages in a tumor microenvironment, favoring
tumoricidal capacity (Figure 3A).

On the other hand, we found an imbalance in the size of
the basin attractors when we knocked out some
transcriptional factor expressions separately (Figure 3B).
Our in silico analysis allowed us to conclude that if we
knocked out the expression of Fra-1, the M1 and the hybrid
M1M2b produced a slight augment in their size of the basin
of attraction, implementing a tumoral eradication capacity.
Also, we observed that the lack of Fra-1 did not influence the
development of the M2d phenotype. Turning off HIF1-a
increased phenotypes associated with tumoricidal capacity
(M1 and M1M2b), denoting the importance of not
expressing these transcriptional factors for eliminating
tumor cells (Figure S7). However, only affecting HIF1-a
activity is insufficient because it enhances pro-tumoral
phenotypes at 36% for the wild type macrophage (Figures
3B and S8). Thus, we had a typical host defense by activating
the gamma receptors and liberating IFN-g to the
microenvironment. Notably, unlike gene activation analysis,
we observed the emergence of some pure phenotypes, M2a,
and M2c, tending to favor tumor progression when we
knocked out HIF1-a.

Furthermore, we noted that knock-out of STAT3 decrease the
proportion of phenotypes specific for tumor eradication

and

hybrid with anti-tumoral behavior at 33% (Figure S7).
Inactivating STAT3 diminished 63% of pro-tumoral
phenotypes involved in the regulation of the immune
system (M2c) by activating NFkB (Figure S8). STAT6 knock-
out does not affect anti-tumoral phenotypes (Figure S7), but
it decreases the attraction basin of phenotypes. M2c
phenotype releases IL-10 into the microenvironment
creating a scenario for tumor evasion and enhancing tumor
metastasis. In agreement with these findings, biological
evidence suggests that the inactivation of STAT3 and STAT6
transcriptional factors are associated with reducing tumor
growth and metastasis in a model of breast and lung cancer
(31, 34).

Macrophage Polarization Develops
Feedback With Microenvironments

Tumor microenvironments shape the polarization of
macrophages. To evaluate how the microenvironmental
signals alter this process, we analyzed six different
signaling environments associated with macrophage
phenotypes: M0, M1, M2a, M2b, M2c, and M2d states. We
simulated  signaling  microenvironments  activating
permanently known profiles of cytokines and signaling
metabolites associated with each macrophage phenotype
(see Table 3) (33, 35).

Figure 4 depicts the logarithm of the basin of attraction of
the attractors obtained in said microenvironments. Gray
areas indicate that the phenotype was not present in the
specific microenvironment. Notwithstanding that the
Boolean model is a simplified analysis, we highlight a global
behavior over how the macrophage phenotype is shaped.
For instance, the monocyte microenvironment (Pro-MO0)
tends to induce three phenotypes at a low rate: M0, M1, and
M2d. Fral may give a possible explanation underlying the
increment in the size of the basin of attraction for M2d. The
upregulation of Fral ultimately activates NFkB, which in
turn will induce the M1 macrophage phenotype.
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TABLE 3 | Microenvironments associated with specific macrophage subtypes.

Macrophage Phenotype Signals

MO No external stimuli

M1 IFN-g and IFN-b

M2a IL4 and TGF-b

M2b IgG and glucocorticoids

M2c IL10 and IL6 and MCSF

M2d Adenosines and hypoxia and glucocorticoids

On the right side of the table, we have the phenotypes and the nodes that were kept on
during the simulation until an attractor was reached.

Simulation of microenvironmental cues for the six macrophage phenotypes modeled in our
gene regulatory network.

Furthermore, our computational analysis suggests that
the Pro-M1 microenvironment diminishes regulatory and
wound- healing phenotypes and enhances tumoricidal
capacity  (Figure 4). In  counterpart,  Pro-M2b
microenvironment decreases tumoricidal capacity, favoring
macrophages phenotype to tumor progression and immune
regulation. This microenvironment only induces
phenotypes either hybrid or simple associated with M2b. On
the other hand, M2c microenvironments maintain hybrid
phenotypes associated with tumor proliferation and wound-
healing components, like angiogenesis. Besides, we noted
that the regulatory cytokines like IL-10 and IL-6 in the
microenvironment Pro-M2c diminished all possible
cytotoxic hybrid activity in macrophages. This finding can
explain cytotoxic activity in a pro- tumor microenvironment
(36). However, the M2 population was preferred over M1
because they had specific microenvironment components
(Pro-M2c) to maintain this imbalance (Figure 4).
Furthermore, the M2d microenvironment does not generate
any macrophage associated with tumoricidal capacity; it only
activates

macrophages implicated in wound-healing (angiogenesis and
tissue recovery) and phenotypes regulating the actions of
the immune system in eliminating tumors.

Lastly, macrophage phenotypes were susceptible to local
microenvironments inside a tumor. These
microenvironments can induce heterogeneity over the
composition enhancing specific subtypes of macrophages.
We believe that these phenotypes will increase their
stability due to the continuum expression of their external
signal. However, anti-tumoral behavior occurs even in the
activation of pro-tumoral behavior by external signals but
with lower stability. This type of modeling scheme may help
develop therapeutic strategies to ensure stability despite
the microenvironment acting against the treatment of a
specific cancer type (37, 38).

The Importance of Molecular Components
in Determining Cell Fate Macrophages

We analyzed each attractor’s stability previously obtained
through a gene perturbation analysis to evaluate the
plasticity, closeness, and possible transition between the
macrophage subtypes. As shown previously, these sets of
analyses are beneficial to describe and uncover the
network’s global properties. We obtained a global landscape
of the possible transitions among them (Figure 5). To
accomplish this, we altered each node’s state in the
network. If the value of the node was 1, we changed to 0
and vice versa. Then we evaluated if this modification
affected the stability of the phenotype in the network.
Notably, we observed that only some transitions were
allowed among attractors; besides, these transitions
depended on different genetic alterations. As expected,
phenotypes with the
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largest basin of attraction were more stable to
perturbations (Figure S4). This study allowed us to conclude
that MO (monocyte) had a low stability, and it was prone to
become other macrophage phenotypes under perturbations
(Figure 5A). For example, M1 can differentiate from MO
through the activation of STAT1, IFN-g, or IFN-b, but M1 can
re-polarize to MO (monocyte) activating the inhibitory
function of SOCS1. These polarizations were irreversible,
which means once they shift to the new phenotype, they
cannot shift back to monocytes (Figure S9).

On the other hand, M2b transitioned from MO by
activating immunoglobulin G (IgG). B cells liberate IgG and
can be cancer- derived (39, 40), so the M2b phenotype can
be induced directly from monocytes and not necessarily has
to pass first from a TLR4 activated macrophage and then
shift to M2b (7). The transition from MO to M2d was
obtained by activating HIFla or TGF-b or adenosines
leading to the inactivation of any transcriptional factor of
cytotoxic behavior; this transition was reversible (Figure
S9). Notably, our simulations allowed us to postulate that
the more complex phenotypes, the hybrids, can be obtained
from MO. For instance, the tumoricidal/regulatory
macrophage given by M1M2b obtained by activating AP1,
NFkB, and IL1-b, had an, irreversible transition.

M2avze
M
o M2b
MIMZb ’ #
M /
7 w2, I /
¢ =;a &/
R 12 &
2, & #
NFKR#,API(H, GMCSRHY . 7 ;
ERK( Ge( ) STAW(+, SOCSI(-), 5'[\"1;2
MIMD ) T - & . 7 (m2aM2d
API(-), - - 1G Fie(- ). HIKIN-)
2,
/ \%
~/ \&
o/ NG
/ A
&/ AP
i NG
/ o,
/ AN
¥ &
M2avi2b, y \
S MM
b (w

MIM2D
5

W
\\r?.

[z GEGORE). SIA

_&ﬂ“" o ’Mh\'lb’\
M NFRBHAPIH o 5\

A% |

\

N /’ % o \‘\/
\.9:/ = <§tj
o i N\
/ o N
# =2 N
M2eM2d %l MIM2d
v
M2b)
_,.r/

FIGURE 5 | Cell fate map of the macrophage polarization. Of all the attractors obtained, we changed the node’s value and maintained this perturbation until an
attractor was reached. If the attractor’s transition to another phenotype, we represent it with a line and the new phenotype obtained by the perturbation. Plus sign (+)
means the node was turned off, and we turn it on, while minus sign (-) means the perturbation was on, and we turned off. (A) Cell fate map of monocyte (MO0).
(B) Cell fate map of M1 macrophage. (C) Cell fate map of M1M2d macrophage. (D) Cell fate map of M2bM2d macrophage. Colors represent different states of

Another interesting observation is that the cytotoxic
macrophage named M1 was stable for most perturbations
(Figure 5B). For example, when we turn on AP1, the M1
phenotype becomes a hybrid phenotype (M1M2b) that
maintains its cytotoxic capacity combined with a regulatory
behavior. This shift is reversible macrophages can return to
an M1 phenotype by inactivating AP1 (Figure S9).
Furthermore, M2b attained from M1 by activating IgG,
stating the importance of the immune complexes for
selecting this trajectory. It does not need to be first a TLR4
activated macrophage to promote the transition to the M2b
phenotype (7). Hybrid phenotype M1M2d (Figure 5C) can
favor tumor clearance and recuperation of tissue. Based on
our model, we observed this phenotype constrain the
macrophage into a hypoxic condition, permanently
activating TGF-b. The M1 phenotype can be obtained from
M1M2d, turning off hypoxia or TGF-b, but both
extracellular conditions are present most of the time in a
tumor microenvironment. In this context, pursuing a hybrid
phenotype with theoretical benefits such as M1M2d seems
to be a better strategy than the induction of the M1
phenotype in a tumor microenvironment. We also observed
that M1M2d, a tumoricidal/regulatory state, can shift to the
M2d macrophage stage. This polarization is reached by
turning on SOCS1
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(inhibiting STAT1) or turning off STAT1 (M1 transcriptional
factor). Notably, perturbation analysis suggests the
emergence of a new phenotype from M1M2d; a hybrid
labeled M2aM2c with an irreversible phenotype (Figure S9).
M2aM2c has a regulatory/ pro-tumoral behavior favoring
tumor growth and tumor evasion, and it is promoted by
turning on STAT6 from M1M2d. M2bM2d has more stability
compared with other phenotypes (Figure 5D). IgG is a
crucial factor that dictates this phenotype’s behavior, so
turning off this node, the hybrid phenotype can shift
irreversibly to various tumoricidal macrophage stages, like
M1 (Figure S9). M2b phenotype derived from M2bM2d by
turning off HIF1a and the expression of ERK, which permits
the secretion of IL-6, a pleiotropic cytokine and immune
regulator of IL-10. Finally, turning on STAT1 or NFkB was
sufficient to transit to a tumoricidal/regulatory phenotype
from M2bM2d, labeled as M1M2b.

Lastly, there is growing evidence that plasticity is a
property in the immune system’s response altogether, here
we supplied evidence that the response of macrophages
is not the exception. Even though macrophages polarize
depending on external factors, they can be manipulated to
influence the outcome of their external signals. This analysis
allowed us to identify potential genetic control points like
NFkB and HIF1a, which could serve as potential molecular
targets against cancer by modifying the macrophage
phenotypes.

HIF1-a and NFkB as Potential
Transcriptional Factors for a Theoretical
Treatment Based Approach

Despite tumor microenvironment complexity and
variability, their modulation is an appealing strategy to
reduce the cancer cell phenotype (41). For instance, in our
model, the most relevant

activated transcription factors for the polarization to M1
phenotype and M1 hybrid are STAT1 and NFkB; these
findings agree with a previous report (42). On the contrary,
activation of HIF1-a is associated with the reduction of anti-
tumoral macrophages by enhancing pro-tumoral
macrophages. We concluded that the inactivation of HIF1-a
and activation of NFkB or STAT1 might be critical to shift
the balance to an anti- tumoral microenvironment rather
than a pro-tumoral.

To verify these hypotheses, we designed two theoretical
genetically modified macrophages (TGEM): HIFl-a =0 &
NFkB =1 and HIF1l-a =0 & STAT1 = 1. Dynamic analysis
constrained by the inactivation of HIF1-a and activation of
NFkB showed a significant reduction in the number of
attractors, 4096, compared to the 10430 obtained initially.
The HIF1l-a =0 & STAT1 = 1 (STGEM) diminished the
number of attractors (3840) distributed in four phenotypes
(Figure S10). On the contrary, HIF1-a =0 & NFkB =1 had only
two phenotypes (Figure 6A).

Interestingly, all the attractors belonged to two
phenotypes, M1 and M1M2d hybrid. The M1M2d hybrid
has a cytotoxic action, but the M2d counterpart diminishes
the damage caused its cytotoxic function. M1 was the more
stable due to its basin of attraction, while M1M2d was the
least stable. We developed a cell fate map for our TGEM to
acknowledge which genes can transit from one phenotype
to another. Remarkably, we identified a reversible
transition between M1 and M1M2d, mainly driven by Fra-1
and toll-like receptor 4 (TLR4) (Figure 6B). This means that
our TGEM will cycle between these two phenotypes without
developing new phenotypes; both are resistant to
perturbations.

Our genetically modified macrophage with STAT1
activated (STGEM) developed four phenotypes. All of
them had a hybrid state where the cytotoxic action was
always present

M1M2d -

Phenotypes

M1-

0
1000

'
500

o-

1500
Basin of Attraction

B

M1
e A
E (g
3 <
RE
“+ =
;r-/ &
(=4
-
=

'
2000

Mi1M2d
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(Figure S10A). M1M2b was the most stable phenotype,
while M1M2d as well as the least stable. The cell fate map of
STGEM is more complicated than TGEM. The transition from
M1 to M1M2b marked by STAT3 and ERK activation. STAT3
and ERK are activated by common interleukins in a tumor
microenvironment like IL-10, TNF-a, and IL1b. The rest
of the map is depicted in Figure S10B, it showed that the
four phenotypes cycle between them without any new
phenotype. Based on this information, STGEM may be used
as a strategy for eliminating tumor cells. Due to the nature
and simplicity of the phenotypes obtained in TGEM, it can
be an optimal option for an immunotherapeutic strategy to
modulate the tumor microenvironment to eliminate tumor
cells.

Finally, we concluded that our in silico TGEM
(conceptually defined by the permanent activation and
inactivation of NFkB and HIF1-a, respectively) induced
phenotypes against cancer cells in the tumor
microenvironment. = We  predicted balanced M1
characteristics that liberate all the components involved in
the elimination phase of cancer immunosurveillance and
the substances to resolve inflammation and tissue
damage caused by cancer. Therefore, generating an
M1/M2 ratio with a good prognosis. Furthermore, the
phenotypes coming from our TGEM were robust, only
certain transcription factors could redirect the polarization
to another phenotype (Figure 6B).

Theoretical Genetically Modified
Macrophage Resisted Perturbations in a
Breast Cancer Microenvironment
Given the experimental evidence and previous results of the
intricate  and  determining  relationship  of the
microenvironments in macrophage polarization, we
developed an in-silico microenvironment based on
experimental evidence. We decided to simulate the
alterations in the microenvironment of our previous TGEM.
Microenvironment alterations are associated with adverse
prognosis in other studies (43). We defined the state (active
or inactive) of all the extracellular nodes present at the
cancer microenvironment using cancer multi-omics data
(44). We calculated the differential expressed genes
between breast cancer cells and healthy tissue to estimate
which extracellular nodes are highly present and then fixed
the state of all extracellular nodes in our network. In the
particular case of components such as immunoglobulin G
(39), adenosines (45), glucocorticoids (46), and under
hypoxia (47). All these are activated (node state:one) due to
previous reports supporting their activity in samples of
patients with breast cancer. Overall, we simulated our
theoretical genetically modified macrophage (TGEM) in four
different simplified breast cancer microenvironments to
evaluate its behavior and determine if this pharmaceutical
approach could be suitable. Under this microenvironment,
we analyzed the effect of IgG and A2a; IL10 and TGF-b; IL-1b
and IL 6; Hypoxia and glucocorticoids.

First, we evaluated the behavior modification of our TGEM

in
specific breast cancer microenvironments according to
previous conditions. The phenotypes obtained changed
globally, we found two new phenotypes: M1M2b and
M1M2bM2d. Both

phenotypes have the M1 function creating a cytotoxic/
regulatory microenvironment (Figure 7A). The most
complicated microenvironment (this microenvironment is
implicated with metastasis) was the one with the presence
of A2a and Ig G. We observed only two phenotypes: M1M2b
and M1M2bM2d, while M1 and M1M2d were absent. This
analysis suggested that IgG & A2a could inhibit functions of
the M1 macrophage through the inactivation of TLR4 and
consequently the activation of NFkB. A2a can inhibit NFkB
as well; both components created a complicated
microenvironment for the development of more M1 type
macrophages.

Nevertheless, the phenotypes generated in this
microenvironment can help eliminate tumor cells and balance
the microenvironment to a more suitable one to create anti-
tumoral macrophages. The remaining microenvironments
develop four macrophage phenotypes (M1, M1M2b,
M1M2bM2d, and M1M2d) with different proportions each.
Therefore, we found a high proportion of pure M1 and M1
hybrid to shift the balance towards a tumor eliminating
microenvironment, and having the regulatory components
not cause more damage from the cytotoxic activity (Figure
TA).

In Figures 7B—E, we depict the cell fate map of our TGEM
under the four breast cancer microenvironments evaluated.
Overall, once STATS, is activated, induce an irresistible into
the phenotypes by adding the M2a components. Even
though in the IgG & A2a environment, we did not have the M1
phenotypes, they can be irreversibly obtained by inhibiting
the function of Erk in the M1M2b phenotypes. The M1M2b
and M1M2bM2d phenotypes create feedback between them
by activating Fral or TLR4 to transit from M1M2b to
M1M2bM2d; this transition can be reversible by inhibiting
the expression of Fral. This complicated microenvironment
in our TGEM may be an obstacle. However, from the
phenotypes obtained and the one (M1) obtained, our TGEM
may still eliminate tumor cells beside the microenvironment
(Figure 7B).

In IL1b & IL6 microenvironment, M1 and M12b
developed feedback between them where the transitions are
reversible. This feedback may create a balance in the
environment where the immune system can eliminate
tumor cells and recuperate the damaged tissue caused by
the cytotoxic functions (Figure 7C). Under hypoxic
conditions (Figure 7D), our TGEM still develops
macrophages with the capacity to eliminate tumor cells. The
lack of oxygen does not affect the feedback between M1-
M1M2b and M1M2d-M1M2bM2d. In this hypoxic
microenvironment, the activation of STAT6 may serve as an
adaptation agent. STAT®6 is associated with the regulation of
the lipid metabolism, our macrophages can obtain energy
from lipids to liberate cytotoxic interleukins and eliminate
tumor cells. From a theoretical perspective, STAT6
activation in our TGEM in a hypoxic scenario is not one we
want to avoid (48, 49). Finally, in Figure 7E, a
microenvironment with regulatory activity in macrophage
cytotoxic functions does not affect creating phenotypes to
eliminate tumor cells. M1 and M1M2b develop the same
feedback as the previous microenvironment. M1M2bM2d
and M1M2d create feedback between them; therefore, the
transitions are reversible.
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FIGURE 7 | TGEM in a breast cancer microenvironment. (A) We engineered different microenvironments associated with breast cancer and evaluate how our TGEM
behaved. (B) Cell fate map of the theoretical genetically modified macrophage in breast cancer microenvironment for the expression of IgG and adenosines. (C) Cell
fate map of the theoretical genetically modified macrophage in breast cancer microenvironment for the expression of IL1-b and IL-6. (D) Cell fate map of the
theoretical genetically modified macrophage in breast cancer microenvironment for the expression of Hypoxia and glucocorticoids (GCGCR). (E) Cell fate map of the
theoretical genetically modified macrophage in breast cancer microenvironment for the expression of IL-10 and TGF-b. This analysis was to evaluate the stability of
our pharmaceutical approach in a breast cancer scenario.

In summary, the Boolean modeling of the TRN mimicking
the feasible space of macrophage phenotypes serves as a
platform to create hypotheses of the control mechanism
that promotes cancer phenotype. We postulate that TGEM
associated with pro- inflammatory is a promising
pharmaceutical approach because it is robust to permanent
perturbation in a breast cancer microenvironment. This
hypothesis has to be experimentally proven, an aim that
constitutes a perspective of this paper.

Robustness and Sensitivity Analysis of
Our Transcriptional Regulatory Network
of Macrophage Polarization in a

Tumor Microenvironment

A robust gene regulatory network is resistant to
perturbations in the network. We defined robustness as a
characteristic of behavior invariance, according to changes
in their inner variables. Nevertheless, gene regulatory
networks or any
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biological network representing the phenotypic behavior of
cells have to gain an ability to respond appropriately to
external stimuli and filter molecular perturbations.

A mathematical representation of a gene regulatory
network can be dynamically classified as ordered, critical, or
chaotic regime. Ordered networks are not affected by filter
external stimuli. Critical networks are intermediate from an
ordered and chaotic behaviors, they are resilient to a
specific subset of perturbations. Finally, chaotic networks
are severely affected by perturbations, inducing a plethora
of responses (50). To evaluate the dynamical behavior of
macrophage polarization in our TRN we obtained the
Derrida curve, see Figure 8A. To determine in what extend
the slope of the curve around x=0 differ from identity line
and thus classify the dynamic behavior of our network, we
applied a chi-squared Goodness of fit test with the
coordinates of the average Hamming values before
the intersection point between both curves. We consider the
observed values as those average Hamming distances
depicted in the y-axis of the plot. Simultaneously, we
considered the expected values as the average Hamming
distances outlined in the identity line (y=x). Despite our
models seeming to draw a curve slightly above the identity
line around x=0, our statistical test allowed us to conclude
that there is no significant difference in the Hamming
distance between the observed and the expected Hamming
distances (exact multinomial test of goodness-of-fit, p-
value=0.5804, statistical significance= 0.05). Given that
there was not a statistical difference between expected and
observed values, we supplied evidence that the dynamic
behavior of our network falls into the critical region. There
is evidence that criticality is a trademark for living systems
for simultaneously co- exist in robustness and evolvability
capacities (51, 52). This finding suggests that TRN for
macrophage polarization in the tumor microenvironment
seems to be robust to perturbations and permits evolve
according to the environmental cues.

To evaluate the sensitivity in our TRN of macrophage
polarization, we modeled multiple perturbations of each
update rule. The sensitivity analysis of a gene or node
evaluates the influence of the other genes of our network.
Figure 8B outlines the average sensitivity of every node
and the entire network (golden line). TGF-b and IFN-g are
the nodes with higher sensitivity, followed by glucocorticoid
receptor (GCGCR), interleukin 4 (IL-4), and suppressor of
cytokine signaling 1 (SOCS1). Consequently, the
extracellular cytokines more susceptible to stimuli or
molecular noise. For example, IFN-g is associated with an
anti-tumoral microenvironment and a cytotoxic M1
macrophage function. Contrary, TGF-b is associated with
pro-tumoral microenvironment and a regulatory wound
healing M2 phenotypes. TGF-b is associated with inhibiting
M1 functions and enhance tumor proliferation. GCGCR and
IL-4 are associated with regulatory and wound healing
behavior as well. SOCS1 can inhibit STAT1 and diminish the
expression of [FN-g in the microenvironment. NFkB, STAT1,
and STAT3 have lower average sensitivity, thus, they are
robust to transient changes. Therefore, we acknowledged
NFkB and STAT1 as a therapeutic strategy for
immunotherapy in tumor eradication. The network’s
average sensitivity is lower than one, hence our network
behaves orderly (Figure 8A).

DISCUSSION

The interaction between the immune system,
microenvironment, and cancer is one appealing topic to
design effective treatments. Moreover, the development of
computational approaches that contribute to clarify their
mechanisms is a needed task. By and extensive Boolean
analysis, we presented a high quality curated signaling
regulatory network between cancer-derived factors and
macrophages. Unlike previous reports, we present a model
with
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additional interactions experimentally validated and an in-
depth analysis of the macrophages’ hybrid phenotypes. As
Palma et al. previously concluded, these intermediary
steady-states support the hypothesis that macrophage
polarization is a continuum process and not binary, as
usually suggested. Furthermore, our extended analysis
allowed us to identify phenotypes that suggested new
physiological interpretations associated with hybrid
macrophage phenotypes. Based on our results, we
concluded that the hybrid phenotypes evolve constrained
by a permanent interaction with the environment. We
postulate that some of them have therapeutic implications
by enhancing tumoricidal capacity (M1M2d and M1M2b) or
promoting regulatory mechanisms (M2bM2d, M2aM2d, and
M2cM2d) against cancer.

Notably, our analysis allowed us to build hypotheses
towards the hybrid states that favor or contrast cancer
phenotype. We concluded that M1M2d, a tumoricidal-
regulatory macrophage, could potentially eliminate tumor
cells due to the secretion of cytotoxic cytokines and IL-12,
the latest helps to differentiate CD4+ T cells. As we know,
M1 is an essential player in host defense, but if it is not
regulated, it could cause tissue damage. Nonetheless, the
M2d part of the hybrid phenotype will secrete IL-10 and
TGF-b. These regulatory cytokines would eventually
maintain at bay the action caused by the cytotoxic cytokines.
The M1M2d phenotype would induce a cytotoxic/regulatory
cytokine ratio that could eradicate tumor cells and avoid
tissue damage. Furthermore, M1M2b has a similar function
as the M1M2d. It would regulate with IL-10 the damage
caused by the cytotoxic actions. However, it would
eventually eliminate tumor cells through the action of M1
and heal the damage caused by the elimination of tumor cells
aside from the action of M2b.

Contrastingly, M2bM2d, M2aM2d, and M2cM2d are

hybrid
states with a malignant phenotype that express HIFla.
When a tumor grows and increases its diameter, the oxygen
supply becomes insufficient in inner regions, creating hypoxic
or necrotic areas (47). Hypoxia response via HIF1la not only
affects macrophage polarization (53) also recruits
macrophages and mesenchymal stromal cells to these
regions (54, 55). All three macrophages phenotypes have
different actions on tumor progression. For example,
M2bM2d would favor the angiogenic process with the
contribution of vascular endothelial growth factor (VEGF-
A).

Meanwhile, the M2aM2d hybrid would be the most
dangerous phenotype because it could heal the “wound”
caused by tumor growth. Moreover, M2aM2d would favor
tumor angiogenesis by secreting PDGF, TGF-b, IL-8, CXCL12,
and VEGF-A, thus contributing to tumor angiogenesis
metastasis. A shred of additional experimental evidence
describes this hypoxia adaptation is given by M2a, which
inhibits T cell expansion, reducing tumor clearance (56).
Finally, M2cM2d and other malignant hybrids would be
spatially constrained into a hypoxic area, behaving as
regulators secreting IL-10 and TGF-b, creating a tumor
proliferation scenario progression. Hypothetically, the
inhibition of IL-10 or the coactivation of CD40, IL-12, IL-8,
and TNF-a, could repolarize these macrophages to the M1
phenotype, where reverse tumor development has
been

demonstrated (57). Overall, we postulate that the behavior
of these macrophages hybrids is malignant, given
their characteristics they could promote carcinogenesis
and regulate the immune system in favor of tumor
phenotype (58, 59).

Recent advances have shed the different cells that
constitute specialized niches and the mechanisms that
promote cell-to-cell interaction. The knowledge of the
cellular content and diversity of the tumor
microenvironment in malignant transformation and other
metastatic diseases is relevant. Most human tissues,
including the breast, sustain their continuous
replenishment from primary stem cells. The
microenvironment that maintains homeostasis promotes
cell differentiation according to functional demands and
suppresses aberrant cells’ potential emergence. The
interaction can be direct or bystander between malignant
and non-malignant macrophages presumably powerfully
influence the disease outcome, and cytokines secretion by
macrophages is a fundamental factor for epithelial to
mesenchymal transition (EMT) in breast cancer. Whether
they promote retention of primitive cells within their niches
to avoid mobilization into bloodstream or external tissues, as
occurs in bone marrow, stills a matter in question (57, 60).
Even though it is beyond this paper’s scope, it is becoming
clearer the critical role of the M1/M2 macrophage
polarization in the malignant progression of TNBC. These
malignant macrophage hybrids are mostly going to express
type Il cytokines, promoting cancer stems cells (CSC)
growth. M2 macrophages protect CSC from the immune
surveillance mechanisms and induce anti-inflammatory
microenvironments that plays as onco-promoters. Additionally,
M2 macrophage contribute to drug resistance, particularly at
the late stages of tumorigenesis (57).

In our TGEM approach, we mutated NFkB and HIF1a. NFkB is
a master regulator with high activation and translocation
efficiency. Based on our results, it is a promising key player to
eliminate tumor cells. Having vital roles in the macrophage
function. The nanoparticle approach develops a shift from
an M2 macrophage type to M1 (61), very similar to our TGEM
approach; nevertheless, only targeting NFkB is not sufficient.
Hence, we knocked out HIF1a, because this factor is affected
by hypoxia, a constitutive condition in a tumor
microenvironment, that triggers the M2 polarizing effect
(62). In our TGEM, we obtained three hybrid phenotypes all
with M1 combined with a regulatory behavior macrophage.
Contrastingly under the knockout of HIFla, the
macrophages still going to migrate to hypoxic regions but not
for the same reason described earlier. This time, the spatial
accumulation of macrophages in the hypoxic areas is due to
their ability to scavenge apoptotic cells. Additionally, the
macrophages activate the secretion of IL-12 and IFN-g
generating positive feedback with CD4+ T cells that will
terminate theoretically in tumor clearance. By this matter,
hypoxia can no longer influence our TGEM. It will not be
immobilized in hypoxia regions, contributing to an adverse
prognosis in breast cancer.

Even though this approach shows good macrophage

behavior
in a tumor microenvironment, we must take care of the
Boolean model’s limitations. There is no grading scale in the
associated factors, because Boolean models only consider 0
or 1 values. So, we cannot evaluate the amount of a
transcription factor is
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sufficient to obtain a specific macrophage subtype. As we
had proven, this reconstruction includes the necessary
information to explore and supply evidence of the
macrophage polarization transformation. However, we
should update the components and their Boolean rules
(Figure 1), as more experimental evidence will be appearing,
and draw a more accurate description of this phenomenon.
Finally, we considered the MO phenotype as a monocyte,
which is a precursor of macrophage activation. However,
this type of cell has heterogeneity that could be manipulated
differently in cancer cells (63). We believe that the
monocyte continuum or reprogramming by cancer cells can
be an essential variable in determining the macrophage
continuum’s behavior. This behavior should be studied for
understanding completely macrophage polarization and the
complexity in between. Alternatively considering the
heterogeneity of the myeloid (monocytes and neutrophils)
population set an appealing future perspective.

Here, we aimed to understand the molecular and
external mechanisms that orchestrate macrophage
polarization and develop potential therapeutic strategies.
Several strategies focus on diminishing the recruitment of
macrophages to the tumor site, showing the limitation of
tumor vascularization and metastasis in mouse models (64).
However, these treatments only reduce tumor growth by
reducing the M2 cells (65), losing the beneficial properties
of M1 type macrophages. We showed that our designed
macrophage diminished malignant hybrid phenotypes and
adapted to the perturbations caused by the tumor
microenvironment. Our theoretical approach follows a
combined strategy, which we believe will be the key to
design potential therapies with macrophages. Our theoretical
model also suggested that the best approach to defeat cancer
is not shifting M2 to M1, as most pharmaceutical methods do.
This shift is easily lost because it is affected by the tumor
microenvironment (66). Instead, an optimal therapeutic
strategy could be highlighting the best characteristics in the
pro and anti-inflammatory scenarios. W concluded that the
simultaneous action of HIF1a and NFkB allows us achieving
“control” over the influence of hypoxia and the cytotoxic
behavior of macrophages. Finally, our computational
approaches may contribute to set the foundations of the
macrophage population dynamics under the phases of
the cancer immunoediting (elimination, equilibrium and
escape), in the hallmarks of breast cancer. Future directions
and remaining challenges in investigating transitional
biology from immunosurveillance to suppressor
macrophages will include high throughput genomic or
cytometric analyses of M1 and M2 populations in breast
cancer-associated tumor microenvironment. The understanding
of the dynamic process from immunosurveillance to malignant
progression may unravel the principles of the dual host-
protective or -harmful roles of M1 and M2 macrophages in
tumors
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Cyclic attractors generated from Boolean models may explain the adaptability of
a cell in response to a dynamical complex tumor microenvironment. In contrast
to this idea, we postulate that cyclic attractors in certain cases could be a
systemic mechanism to face the perturbations coming from the environment. To
justify our conjecture, we present a dynamic analysis of a highly curated
transcriptional regulatory network of macrophages constrained into a cancer
microenvironment. We observed that when M1-associated transcription factors
(STAT1 or NF-kB) are perturbed and the microenvironment balances to a hyper-
inflammation condition, cycle attractors activate genes whose signals counteract
this effect implicated in tissue damage. The same behavior happens when the
M2-associated transcription factors are disturbed (STAT3 or STAT6); cycle
attractors will prevent a hyper-regulation scenario implicated in providing a
suitable environment for tumor growth. Therefore, here we propose that cyclic
macrophage phenotypes can serve as a reservoir for balancing the phenotypes
when a specific phenotype-based transcription factor is perturbed in the
regulatory network of macrophages. We consider that cyclic attractors should
not be simply ignored, but it is necessary to carefully evaluate their biological
importance. In this work, we suggest one conjecture: the cyclic attractors can
serve as a reservoir to balance the inflammatory/regulatory response of the
network under external perturbations.
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Introduction

Understanding how transcription factors (TFs) regulate and
orchestrate gene expression in a cell has been an area of interest
since the early stages of genomics research. In recent years, a
variety of next-generation sequencing technologies have
emerged, which have opened a new window to characterize
the genetic regulatory mechanism, even at the single-cell level
(1). Data generated from these technologies have been
fundamental to discover the mechanical regulation of
transcriptional factors creating databases and building high-
quality gene regulatory networks at a genome scale (2-5). The
gene regulatory interactions in an organism can be visually
summarized in a network, whose topological and dynamical
analysis elucidates their organization and feasible phenotypes
(6—8). One approach to analyzing the dynamic portrayal of a
regulatory network is the so-called Boolean model, which allows
for an exploration of how the transcriptional regulatory network
(TRN) responds to changes in the microenvironment. Boolean
modeling assumes that the expression of genes, transcriptional
factors, or signal components can take binary states: on (1) or off
(0). The dynamical behavior of each node is determined through
logical rules that describe the regulatory mechanisms over the
gene (9). It is important to set the logic such that it does not
depend on kinetics parameters or chemical concentration.
Having selected an initial state and applied the Boolean rules
synchronously or asynchronously for each node, the dynamic of
the network is obtained until it reaches a steady-state behavior.
Notably, despite its simplicity, this approach has proven to
reproduce phenotype states in a variety of complex systems (8,
10). Although Boolean models cannot show the continuum
behavior of variables over time and concentration having a
dichotomous response, they give meaningful insights into the
system steady states. In a TRN, they represent the time-invariant
phenotype states. The steady states may be a single node (fixed-
point attractors) or states that cycle among a set of specific nodes
(cyclic attractors). The attractors are of great importance because
they represent the long-term behavior of the Boolean model and
are potentially associated with cellular phenotypes (11, 12). Most
dynamical analyses of Boolean models explore the steady state of
fixed-point attractors using synchronic simulation as a
mathematical approach, most of the time neglecting their cyclic
attractors. The period of cyclic attractors is onefundamental
variable to distinguish and classify them, which is an integer
indicating the number of states visited before recovering the
initial state. Even though these analyses have significantly
contributed to a variety of TRN, the question of whether the
cyclic attractors have or do not have biological interpretation
remains.

To evaluate the importance of cycle attractors, we will focus
on an essential immune cell with a plethora of phenotypes based
on what is present in the microenvironment, macrophages.
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These cells can balance between an anti-inflammatory and a pro-
inflammatory response because they can transform fromM1
to M2 phenotypes through intermediate phenotypes (13— 15).
Understanding the dynamics of polarization of themacrophages,
especially those associated with oscillatory behavior, is crucial
to understand the inflammatory responsein cancer and COVID-
19. Notably, some experimental studies stress the remarkable
role that cyclic activation of key cytokinesplays in regulating the
cellular microenvironment through the anti/pro-inflammatory
function of the macrophages (16). In addition, recent single-cell
experiments and theoretical studies make evidence of the
functional relevance of the heterogeneity and cyclic activation in
macrophage polarization (17, 18). Theseand other facts suggest
that the cyclic behavior of macrophage polarization seems to be
an essential feature influencing biological function. In this
perspective article, we theoretically studied the behavior of
cyclic attractors and sketch their possiblebiological implications.
To explore the properties of cyclic attractors, we used a high-
quality gene regulatory network of macrophage polarization in a
tumor microenvironment (TME) used in (8) and evaluated their
dynamics under the synchronousupdating scheme. In addition,
we obtained the cell fate map for the synchronous updating
scheme, which modifies the node of the attractor with the
opposite value. For instance, if the value is0, we perturbed it with
1 and evaluated the dynamics of the said perturbation. Our
analysis supplies evidence that cycle attractorsretrieved from
Boolean dynamics behave as reservoirs to restorethe population
that was lost when the perturbation occurred when a steady-state
attractor is subject to a perturbation in a TFassociated with a
specific phenotype. Despite this conjecture requiring
experimental validation, we highlight that these cyclicstates in
macrophages can have a remarkable role to sustain cancer
phenotype, a hypothesis that calls to not neglect their presence
and rethink their role in a biological context.

Current perspective of macrophage
polarization Boolean models

Boolean model of the GRN associated
with the polarization of a macrophage

We focused our discussion on explaining the biological
consequences of the cycle attractors because in most Boolean
models they are ignored. To this end, we focus our attention to a
recent GRN built to explore the relationship between
macrophages and cancer cells (8). Previous studies have shown
that the TME is a decisive factor to trigger the specific phenotype of
the macrophage (19-22). At the network level, TFs regulate the
expression of other TFs that eventually induce a change in the
macrophage behavior based on the stimuli (23, 24). Depending
on the stimuli, monocytes will differentiate into
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two types of macrophages: classically activated macrophages
(M1) and alternatively activated macrophages (M2) (25). M1
macrophages are implicated in a pro-inflammatory response by
secreting factors [such as IL-1b, IL-6, IL-12, IL-23, TNF—a, and
some chemokine ligands like CCL2 and CCL3, among others
(26, 27)] that will eliminate tumor cells. Meanwhile, M2
macrophages are associated with the proliferation and repair
of tumor cells by secreting anti-inflammatory mediators like IL-
10, TGF-b, and vascular endothelial growth factor (VEGF),
among others (27, 28). M2 macrophages also have the abilityto
secrete chemokine ligands like CCL17 and CCL22, which have the
ability to affect the immune infiltration in a TME (29, 30). A
variety of papers have modeled macrophage polarization using a
Boolean discrete approach (8, 31-33); however, most of them
have ignored the dynamics of cycle attractors (8, 33). To our
knowledge, the work from Ordaz-Arias and colleagues is the first
paper that has evaluated the importance of cycle attractors for
macrophage plasticity in response to the microenvironment (17).
They concluded that cyclic attractors are necessary to regulate
the production of cytokines by macrophages based ona response
in a changing microenvironment. To enhance the importance of
the cyclic attractors, here we suggest that cyclic attractors serve
as a reservoir to respond with phenotypes that counteract hyper-
inflammatory or hyper-regulated states. Interestingly, the
M1/M2 paradigm is very similar to the Th1/ Th2 mice response.
M1 or Thl involves the activations ofphenotypes associated
with cytotoxic capacities. Meanwhile, M2 or Th2 is implicated
with phenotype towards a regulatory behavior (34, 35).
Evaluating the M1/M2 axis as an integrated process reveals the
relevance of the balance between cytotoxic and regulatory
behavior. Thus, a distress in the equilibrium might bend the

response, leading to a systemic malfunction like chronic
inflammation.
1 ® ’
o
IS %o
w @
Z
Q =
o
g -
S 6
i T T T T T 1
-80 -40 0 40
tSNE1
FIGURE 1

10.3389/fimmu.2022.1012730

Cycle attractors are essential for
explaining macrophage adaptation in a
tumor microenvironment

The reconstructed macrophage polarization network in a
TME was meticulously simulated as a dynamical Boolean model
using the synchronous updating scheme until the systems reach
their equilibrium states (attractors) (Figure 1). To identify
similarities among attractors, we have made a bi-dimensional
map using the distributed stochastic neighbor embedding
algorithm (36). As a result, we obtained 27 attractors, of which
19 were simple attractors and the remaining were cycle
attractors. To associate the attractors with biological
functionality, we labeled them based on six possible
phenotypes previously described in reference (8). In this
research, we defined a macrophage based on the possible
functional behavior in a TME, i.e., tumor-eliminating or tumor-
promoting macrophages (37). In our simulations, we obtained
three types of attractors: pure fixed point, hybrid fixed point,
and cycle attractors. Pure fixed-point attractors are the ones that
only present one phenotype based on the experimental evidence
of macrophage phenotypes (38, 39). Meanwhile, hybrid fixed-
point attractors are phenotypes with at least one macrophage
phenotype as in (8). Of the 19 pure fixed-point attractors, 10 are
associated with tumor-promoting behavior and the rest are
implicated with hybrid functions (labeled as hybrid fixed-point
attractors) integrating tumor- eliminating and -promoting
properties. From here, we conclude that, in a TME, the balance
between pro- and anti- inflammatory processes is tilted toward
the anti-inflammatory tumor-promoting properties (20, 40). On
the other hand, all the cycle attractors have a hybrid phenotype
having more than two macrophage phenotypes expressed
simultaneously in each state.

Phenotypes

© MO/M1M2¢c

e M1/M1M2c

© M1/M1M2¢/M1/M1M2¢

© M1M2b/M1M2bM2¢c

© M1M2b/M1M2bM2c/M1M2b/M1M2bM2¢
© M2b/M1M2bM2¢c/M2b/M1M2bM2¢
© M0/M2c/M2c/MO

® M2aM2d

© M1M2b

°o M1

© M2a

® MO

o M2c

The t-SNE plot of the phenotypes was obtained from our network of macrophage polarization. The attractors were handed a point in an x-y
plane based on the expression of 0’s and 1’s, and attractors with the same combination of 0’s and 1’s were placed nearby.
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Only two cycle attractors have a period of two and the rest have a
period of four. From a practical point of view, we can suggest the
functionality of each attractor and the regulators that they
involve in the network. The two-period cycle attractor MO/
M1M2c is associated with the activation of AP-1, STAT3, and
NF-kB. Because the latter TFs are activated, the associated
cytokines that may be secreted in the TME are IL-6, IL-1b, and
IL-10. The four-period cycle attractor M1/M1M2c/M1/M1M2c
is associated with the expression of a pleiotropic IL-6, which is
implicated in acute inflammation and tumor proliferation. IL-6
can activate AP-1 and STAT3 TFs (16); both factors are
implicated with dual behaviors in cancer. IL-6 is associated with
a back-and-forth cycle between tumor elimination and tumor
promotion. Experimental evidence has shown that it is capable
of promoting positive feedback betweenbreast cancer and tumor-
associated macrophages for metastasisand proliferation (41, 42).
The two- and four-degree cycle attractors M1M2b/M1M2bM2c
and M1M2b/M1M2bM2c/ M1M2b/M1M2bM2c are dictated by
the expression of STAT1, AP-1, NF-kB, and STATS.
M2b/M1M2bM2c/M2b/M1M2bM2c

is maintained in a cycle due to the action of a pro-inflammatory
IL-1b.Like IL-6, IL-1b has two sides to a story: tumor promotion
and tumor inhibition. These cytokines are connected because
they are associated with secreting cytokines and tumor-
promoting factors to enhance breast cancer cells’ capacity to
thrive and metastasize (43). However, they have a tumor-
inhibiting capacity because they promote an M1 tumorcytotoxic
behavior and recruit Th1 and Th17 as anti- tumorigenic effects
(44). Another cycle attractor is M0/M2c/ MO/M2c, which is
associated with the expression of STAT3 caused by IL-10 or IL-
6. Interestingly, when any of these cytokines are not present, the
M2c phenotype goes back to a monocyte with M2c secretion
capacities.

Perturbing key molecular components
is associated with transitions to cycle
attractors that may act as reservoirs

With the purpose of sketching the phenotype landscape, we
evaluated the feasible transitions between attractors when a bit-
flip perturbation on the state of a node occurs. This perturbation
was computationally accomplished by permanently changing
the state of a node from 0 to 1, or vice versa, of every single
attractor. This type of perturbation will determine the one-state
neighbors. As Figure 2 depicts, we have characterized the space
of feasible transitions for six single attractors obtained for the
TRN of macrophages. We will start by describing the dynamics
of the monocyte in response to an inner perturbation (see Figure
2A). Our first observation was that the activation of STAT1 or
NF-kB in monocytes favors the transition to the M1 phenotype
(Figure 2A). Furthermore, when we introduce a monocyte into
an 1L-10 microenvironment (simulated by the
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activation of IL-10), it transits to a cycle attractor with regulatory
capacity. Monocytes can secrete IL-10 and TGF-b, both of which
independently activate STAT3 (45, 46). In addition, autocrine
secretion of the effector of immune secretion TGF-b is an
essential factor for the maintenance and survival of
monocytes; TGF-b is also secreted by M2c macrophages (27, 47).
On the other hand, the TFs associated with the pro-
inflammatory of the M1 phenotype are NF-kB or STATL. If
we inactivate NF-kB, the M1 macrophage will transit to a cycle
attractor M1/M1M2c/M1/M1M2c, where AP-1 is associated
with M1 and STAT3 is associated with M2c (Figure 2B). AP-1
activation in M1 macrophages is implicated with the production
of nitrogen intermediates, IL-6, and TNF-a (48), thus
developing tumoricidal capacities (49, 50). Instead, the M2c
counterpart is associated with the secretion of IL-10, TGF-b, and
IL-6 (27). The only cytokine in common in the cycle attractor
M1/M1M2c/M1/M1M2c is IL-6, which will dictate the
oscillations between states, a pleiotropic cytokine with a
mechanism of regulating the secretion of cytokines by
macrophages. Interferon-g (IFN-g) is an important factor
because of its pro-apoptotic and anti-proliferative behavior in
TME. If we inactivate IFN-g, the M1 macrophage will transit to a
cycle attractor MO/M2¢/M2c/MO losing the anti-tumor
properties because of the inactivation of STAT1 (Figure 2B)
(51). Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-
CSF) is implicated with pro-inflammatory components, and if
inactivated, it will transit to the MO/M2c/M2¢/MO attractor
(Figure 2B) (52). Moreover, losing this TF is associated with a
naive monocyte, because non-native monocytes are
differentiated in the presence of GM-CSF, and naive
macrophages are more susceptible to the environmental
stimulus (53).

In terms of the M2a macrophage, we noted that as STAT6 is
deleted, the macrophage shifts to the cycle attractor MO/M2c/M2c/
MO (Figure 2C). Instead, the unfavorable regulatory and pro-
tumoral macrophage M2c is activated by STAT3 and the
inhibition of SOCS3 (Figure 2D). Once we perturb STAT3 in
M2C, the macrophage polarizes to a cycle attractor, MO/M2c/MO0/
M2c. If we activate SOCS3 through STAT1 or NF-kB, it will change
the phenotype and enter the same cycle attractor (Figure 2C).

From a biological sense, M2aM2d is an unfavorable
macrophage because it is associated with tumor-promoting
properties by stimulating the production of cytokines and growth
factors with pro-proliferative capacity. Our computational analysis
postulates that the key TFs that shape M2aM2d are STAT6 and
HIF1a for the M2a and M2d macrophages, respectively (Figure
2E). The M2aM2d macrophage hybrid phenotype is implicated
in a regulatory behavior, secreting cytokines and growth factors
to enhance tumor growth; this is one of the phenotypes we want
to avoid in a hyper-regulatory environment(8). When STATG6 is
perturbed, the state of the network transits tothe cycle attractor
M1M2b/M1M2bM2c/M1M2b/M1M2bM2c. STAT6 can
repress the expression of the TF associated with the
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FIGURE 2

M1 phenotype (STAT1 and NF-kB) and the M2b (AP-1)
macrophage phenotype (27). The M2b macrophage can secrete
pro-inflammatory cytokines (IL-6 and TNF-a)nd anti-
inflammatory cytokines (IL-10) (27, 54). Once we inactivate the
expression of STATS, it allows the expression of the M1M2b
(STAT1 or NF-kB mixed with AP-1) hybrid phenotype.
Meanwhile, this perturbation tilts the balance to a more pro-
inflammatory state and the macrophage generates a cycle
attractor that goes back and forth with the regulatory component
of the M2c macrophage phenotype, which counteracts the
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fate map for M1 macrophage. (C) Cell fate map for M2a macrophage. (D) Cell fate map for M2c macrophage. (E) Cell fate map for M2aM2d
macrophage. (F) Cell fate map for M1M2b macrophage. Colors represent different states (attractors) of macrophage polarization.

proinflammatory state by secreting IL-10. Finally, another
important attractor is the hybrid M1M2b (Figure 2F), which has
a mixture of favorable and unfavorable properties in a TME. For
this hybrid, the important TFs are NFKB and AP-1 activated by IL-
1b. If we inactivate IL-1b, it will polarize to a favorable macrophage
M1 because AP-1 is no longer activated, and we lose the M2b
counterpart. However, if we inactivate NF-kB by inhibiting TNF-a
in the microenvironment, the hybrid will shift to a cycle attractor,
M1M2b/M1M2bM2c/M1M2b/M1M2bM2c, which acts as a
reservoir so as not to lose the whole M1M2b hybrid phenotype.
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If we activate peroxisome proliferator-activated receptor-g (PAR-g)
or Kruppel-like factor (KLF4), M1M2b will transit to the same cycle
attractors because PPAR-g or KLF4 will eventually activate STATS,
which, in turn, can inactivate NF-kB developing in the first
perturbation previously described. KLF4 and PPAR-g are
normally activated in low-oxygen microenvironments as a
metabolic response in a hypoxic scenario. Also, these factors are
implicated in releasing growth factors and cytokine associated with
an M2a macrophage trying to feed cancer cells in an adverse
scenario that allows them to thrive.

Discussion and future directions

In recent years, cancer has been studied as a complex system
by taking into account the interacting TFs, cytokines emitted at
different states, and other intracellular signals coming from the
TME (55-57). Nevertheless, to our knowledge, there are very few
studies that explore the role that immune cells have in cancer
progression, specifically the macrophage. Macrophages are the
most abundant cells in tumors and are associated with poor
clinical outcomes (58); therefore, understanding their
mechanisms of adaptation to constant signaling in a TME can
have important therapeutic implications. Moreover, some
studies have used this cell as a driver of tumor cell growth
promoter (59) and favoring the metastatic process (60). All these
studies on cancer make it evident that the microenvironment is a
factor that can promote or repress cancer growth depending on
the specific signaling profile. Based on this idea, the control of
the activity of the macrophage has been considered an appealing
strategy to diminish its lethal effects (37, 61, 62).

Boolean modeling is an excellent approach to understanding
the mechanisms that drive macrophage polarization in a TME.
Despite its mathematical simplicity, Boolean modeling of
macrophage polarization may highlight certain patterns of
expression that may help us understand the macrophage
phenotypes whose function in a TME remains unknown.
Notably, the single and hybrid attractors obtained from the
macrophage TRN have been useful to associate the different
phenotypes with those experimentally validated, especially M1
and M2 states. However, cycle attractors in the Boolean modeling
approach have been mostly disregarded in a variety of studies
because they have been considered mathematical artifacts without
any biological relevance. Recently, one article has focused on these
types of attractors and pointed out the biological implications of
cycle attractors in a model of macrophage polarization (17). Here,
we postulate another idea that supports their biological relevance.
By accomplishing a genetic perturbation using a previous TRN in
macrophages (8), we observe that the cyclic attractors can be seen
as a reservoir of states for balancing the pro- and anti-
inflammatory response in a TME. Our study contributes
additional evidence that oscillatory phenotypes could have a
relevant role in maintaining the pro- and anti-inflammatory
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balance in any type of immune response, including cancer (63).
For example, M1 and M1M2b are macrophages with favorable
tumor-eliminating outcomes; however, to avoid a hyper-
inflammatory state, a perturbation in the TME will help toreduce
entering this state associated with complications in patients (55).
The same pattern occurs for the macrophage phenotypes with
unfavorable tumor-promoting outcomes; the TME induces a
cyclic attractor in the macrophage to delay the hyper-regulation
in the environment. A hyper-regulation state isassociated with
the proliferation of tumors and immune evasiondue to the action
of secreted cytokines (25, 56), which is why sustained
regulation of macrophages should be inhibited by
oscillations.

From our analysis, we hypothesize that the cycle attractors
could have therapeutic implications by circumventing hyper-
inflammatory and regulatory states. In particular, three cycle
attractors were obtained in our analysis; one of them involves the
monocyte (MOQ) and the M2c state: MO/M2c/MO0/M2c. The
second attractor is defined by the states M1 and the hybrid state
M1M2c: M1/M1M2c/M1/M1M2c. Finally, the last attractor
comprises the hybrid states M 1M2b and M1M2bMZ2c:
M1M2b/M1M2bM2c/M1M2b/M1M2bM2c.  One important
aspect to take into account is the nature of the phenotype of
where it is before reaching the cyclic attractor in response to the
disturbance. The most abundant cycle attractors that are present
in four of the six major attractors are depicted inFigure 2. This
attractor transits from the monocyte (MO0), the pro-inflammatory
with cytotoxic activity M1 macrophage, and the regulatory and
tissue recovery macrophages M2a and M2c. The
MO0/M2¢/MO/M2c cyclic attractor emerges by modifying the I1L-10
from a monocyte and is associated with the secretion of IL- 10 and
TGF-b cytokines and with the survival and continuity of
monocytes in the TME. In addition, this cycle attractor may be
associated with higher infiltration of macrophages in the
microenvironment, which is implicated in a lower survival rate
(27, 47, 64). Monocytes that are continuously recruited because
of the cycle attractor are implicated in resistance to treatment and
enhance immunosuppression (65—67). Moreover, this cycle
attractor is implicated with a higher abundance of monocytes in
the blood, a bad prognosis for cancer patients (68, 69). The same
attractor emerges from the pro-inflammatory and cytotoxic M1
phenotype. The difference between both sources radicates on the
cytokines or the growth factor that triggers the final state.
Regardless of the necessity of the M1 phenotype, it has been
demonstrated that an uncontrolled pro-inflammatory state may
be associated with the enhancement of cell death due to the
induction of the cytokine storm (70). Accordingly, with our in
silico study, the M0O/M2c/M0/M2c attractor appears when GM-
CSF and IFN-g are absent in the microenvironment. GM-CSF is
a double-edged sword towards tumor progression. It is
implicated in tumor cell elimination; however, in a high dose, it
is associated with tumor resistance by modifying the TME (71).
A continuous expression of this stimulator has been
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associated with a hyper-inflammatory scenario due to the
imbalance in the secretion of inflammatory cytokines and
chemokines (72, 73). Through inhibition of GM-CSF
expression, we can avoid a hyper-inflammatory state leading
the system to enter into a cycle attractor with anti-inflammatory
cytokines to try to maintain homeostasis and circumvent
therapeutic resistance (74, 75). Given that IFN-g has an anti-
proliferative cytotoxic response against tumor cells, it is an
excellent candidate for immunotherapy (51, 76). Nevertheless,
the TFs in macrophages that secrete IFN need to be continuously
activated; otherwise, NF-kB or AP-1 may maintain the secretion
of pro-inflammatory cytokines and propitiate the cytokine storm.
To avoid the cytokine storm induced by immunotherapy (74,
75), the network enters a cycle attractor. We suggest that this
dynamic state is a response to the loss of IFN- d the secretion of
anti-inflammatory cytokines. In summary, by entering this cycle
attractor, the macrophage tries to prevent a hyper-inflammatory
state by cycling between anti-inflammatory and pro-
inflammatory (AP-1 activated) phenotypes. A
microenvironment where the balance is tiltedto an anti-
inflammatory state is a scenery that is not desirable incancer. It
has been demonstrated that this state is detrimental tothe patients
because it enhances the survival and growth rate of tumor cells
(8, 68). Forthwith, we will focus on the importance of the cycle
attractor MO/M2c/M0/M2c when the nature of the attractor has
anti-inflammatory properties. The MO0/M2c¢/M2c¢/ MO that
emerges from the M2a derives from a macrophage associated
with the secretion of growth factors implicated in recuperating
tissue by remodeling with fibrogenic inflammatorycells around
a tumor. The latter transition is due to the fact that IL-4 is absent
in the microenvironment and consequently inactivates STAT6
(which is inhibited in the macrophage). Thus, the Th2 response
does not exist in the environment.Hence, the emergence of this
cycle attractor is of great importance because it prevents the
hyper-regulatory state of the macrophage (77). Because IL-4
activates the macrophage, itgenerates positive feedback with a
Th2 response allowing the secretion of cytokines implicated in
inhibiting the cytotoxic function and presence in the
microenvironment of IFN-g (78— 80) Finally, the last transition
for this cycle attractor is from an M2c hyper-regulatory
macrophage; when it loses the expressionof STATS3, it transits to
a cycle attractor with the survival of monocytes. We can observe
that these macrophage phenotypes enter a cycle attractor that
will not avoid a hyper-regulatory state, instead with continuous
recruitment of monocytes and their survival. This cycle attractor
may be implicated with the capacity of macrophages to induce
immune suppression by the secretion of cytokines and
chemokines that enhance a Th2 response (81, 82) and
enhancement of metastasis (83).

M1/M1IM2c/M1/M1IM2¢ derives from two important
macrophages: the monocyte and the M1 macrophage. The
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cycle attractor emerges when IL-6 is present in the
microenvironment, a pleiotropic cytokine with the capacity to
activate not only TF associated with a pro-inflammatory
phenotype but also TF associated with an anti-inflammatory
behavior. The activation of this cytokine generates the cycle
attractor M1/M1M2c/M1M2c, where AP-1 and STAT3 are the
TFs activated in this cycle. The cycle goes back in forth with the
secretion of proinflammatory cytokines (like IL-6, TNF-, IL1-b,
and the tumor-eliminating cytokine IL-12) balanced with the
secretion of IL-10 to try to diminish the inflammatory
counterpart, preventing a hyper-inflammatory state. When
M1/M1M2c/M1IM2c shifts from the M1 macrophage, it has
the same behavior to prevent a hyper-inflammatory state; the
only difference is the TF involved. KLF4 and PPAR-g are TFs
associated with the secretion of anti-inflammatory cytokines
(84-86); PPAR-g develops negative feedback with AP-1
inhibiting the secretion of pro-inflammatory cytokines (49),
allowing instead the secretion of IL-10 and Argl, which is
associated with an immunosuppressive function (87).
Meanwhile, KLF4 is implicated with an anti-inflammatory but
STAT6-dependent response, favoring an IL-4-type macrophage
(M2a) and a Th2 response in a TME (88, 89).

M1M2b/M1M2bM2c/M1M2b/M1M2bM2c¢ only comes out
from an unfavorable hybrid macrophage M2aM2d due to its pro-
tumor behavior and the ability to function in a hypoxic
condition (90) and the M1M2b with the capacity to eliminate
tumors. The cycle attractors that emerge from M2a are
correlated with a hyper-regulatory state, leading to angiogenesis
and tumor fibrosis. The TF associated with this behavior is
STAT®6; when inhibited, it polarizes a cycle attractorthat limits
pro-inflammatory secretion at certain periods in the cycle. The
periods where pro-inflammatory cytokines are secreted will
avoid the hyper-regulatory state, and it may tiltthe balance to
a more tumor-eliminating phase but without surpassing the
hyper-inflammatory state (this may be achieved with the
presence of M2c in the cycle). Meanwhile, the cycle attractor
that emerges from M1M2b can be regulated by inhibiting NF-
kB and cycle back and forth with pro- inflammatory and anti-
inflammatory cytokines. This transition between the hybrid and
the cycle attractor is of great importanceto prevent a hyper-
inflammatory state associated with tissue damage and tumor
growth.

We concluded that cycle attractors act as reservoirs for
refueling a balance in the population when the TME reaches a
hyper-inflammation or a regulatory state. They can also behave as
bystanders in the TME, waiting for the perturbation to cease and
prevent hyper-inflammation or hyper-regulation. Interestingly,
we can take advantage of this cycle attractor to incline the
balance to a more tumor-eliminating phenotype by mechanisms
of immunotherapy. Altogether, we conclude that cycle attractors
of macrophage polarization are biologically relevant because they
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describe the adaptability of macrophages in transducing the TME
signals and function based on that response. Based on this
perspective article, we recommend to not ignore these attractors
and to carefully evaluate and start designing experiments to
classify their possible biological relevance. Finally, we highlight
some drawbacks that should be addressed in future works to
improve the results discussed here. In terms of limitations,
although we have simplified the spatial distribution of
macrophages and their effects on transcriptional regulation, this
assumption is inappropriate in real systems. For instance, a
specific population of macrophages is located adjacent to
endothelial cells, which help the secretion of factors implicated
with the regulation of angiogenesis (91, 92). Thus, Boolean
modeling with the spatial components and the heterogeneous
composition of cells is a challenge that needs to be addressed in
future studies. To contribute to these last aims, single-cell and
spatial RNA seq technologies are fundamental technologies that
can help understand the heterogeneity and try to generate a
nomenclature of macrophage diversity in a TME (93-95).
Furthermore, by applying these technologies in macrophage
polarization, we expect to have valuable information about the
repertoire of phenotypes to confirm our main hypothesis: cycle
attractors are a means to respond to a specific perturbation or to
avoid a hyper-inflammatory or regulated state.

Lastly, we highlight two strategies to induce a transition
from a phenotype within a cycle state to a state that favors tumor
elimination: reprogramming the environment or engineering the
transcriptional regulation of the macrophages. The first tactic is
achieved by modifying the environment and creating the
secretion of the opposing cytokines to favor tumor elimination
for some time without entering the hyper-inflammation or
regulation phase. The second strategy is focused on
transcriptional activity, for example, the inactivation of STAT6
or STATS3 to recover phenotypes in a tumor-eliminating state.
The validation of the conjectures obtained from the Boolean
approach is subject to experimental assessment in the near
future.
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Introduction

The post-pandemic period of the current coronavirus disease (COVID-19), caused by
severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2), has lasted longer than
expected despite the huge impact of the world-wide vaccination campaign in the past
years (1). Since the pandemic began, endless mathematical models have been published
to describe the viral outbreak at a population level. However, the molecular mechanism
that drives the pathogenesis of the virus in the human microenvironment has been scarce
(2-6). The existing mechanistic models deal to answer how SARS-CoV-2 invades the
lung microenvironment and shapes the composition of the immune system in favor of
virus duplication. From the clinical point of view, almost all patients that develop severe
COVID-19 lead from a life-threatening acute respiratory distress syndrome (ARDS),
which is associated with a hyper-inflammatory microenvironment and injury in the
alveolar and lung epithelium (7). One of the cells associated with this syndrome is an
uncontrolled hyper-activated macrophage-associated syndrome (MAS), which promotes
a systemic inflammatory response that exacerbates the progress of the cytokine storm in
the host (8, 9). Furthermore, single-cell high-throughput technologies applied in COVID-
19 infections have shown that macrophages and monocytes are more abundant over
other immune cells in bronchoalveolar lavage fluid (BALF) and peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) (10—13). In addition, the cytokines produced by monocytes
and macrophages modulate the response of the immune system in patients with COVID-
19 (14-16). For instance, there is evidence supporting that monocytes in severe patients
have a lower expression of the human leukocyte antigen HLA-DRB1, which represses
the activation of the immune response through thelow production of foreign peptides (17—
19). Besides, monocytes have a lower expressionof interferon-stimulated genes in severe
COVID-19 patients, resulting in the delay of the
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interferon response against SARS-CoV-2 (19). Furthermore,
macrophages in severe COVID-19 patients are associated with
overexpression of pro-inflammatory genes when compared with
moderate COVID-19 patients (20). Altogether, these and other
findings highlight the remarkable role that monocytes and
macrophage polarization have in the progression of the disease.
Given the overwhelming complexity underlying the
macrophage polarization during the SARS-CoV-2 infection,
there is a need to develop computational/mathematical models
to understand their regulatory principles and built testable
hypotheses to lessen their lethal effect on human health. To
this end, it is desirable that these mathematical models integrate
transcriptional regulatory information and include the lung
microenvironment for moving towards a global outlook of
how SARS-CoV-2 and macrophages interact to favor the
progression of the disease.

A glance at COVID-19
mathematical models

While most of the mathematical models have been focused
on the direction of epidemiology studies, some of them have
been suggested to understand how the immune system responds
to the lung when infected by SARS-CoV-2. Sadria et al.
developed a system of ordinary differential equations (ODESs)
that includes the two types of immune response: innate and
adaptive. In this paper, the authors highlighted the relevance of
the adaptive response through the mechanistic action of effector
T and plasma cells, both considered the main factor to trigger the
infection in the lung. Through their mathematical model, they
explore the effect of three potential therapies and found that
these have effective outcomes in the patient when applied in the
early stages of the disease (21). In order to analyze more realistic
models, Vaidya et al. (22) developed a mathematical model
including parameters of infection in infected ferrets. To simplify
the analysis, they incorporated one variable for the whole
immune response as a soluble mediator of interferon type I,
which has the ability to activate an antiviral response in
macrophages (23). Given that the dynamics of infection of a
ferret are shorter than humans and develop the same dynamics
as the virus, this has been an interesting experimental model to
explore how the virus infects host cells. Moreover, Li et al.
developed a detailed multicompartmental mathematical model
that integrated cytokine and immune cells in the peripheralblood
and the trafficking to the lung. They focused on theactivation of
naive T/B cells by the antigen-presenting cells (APC) systems.
The model predicted that a delay and an ineffective activation of
T/B cells is associated with an increasein the viral load and that
the constant absence of T/B cells is driven by myeloid-derived
suppressor cells in severe patients ofCOVID-19 (24). Another
compartmental model, calibrated withthe viral charge of rhesus
macaque infected with SARS-CoV-2,
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simulated the anti-inflammatory and pro-inflammatory immune
response and concluded that the spread of the SARS- CoV-2
virus can be controlled by enhancing an innate response with an
antiviral drug (25). Chowdhury et al. constructed a model that
incorporated the interaction between the naturalkiller (NK) and
T cells and explored how these cells had the ability to eliminate
the virus by the influx of NK cells. Despite NK cells are not the
most abundant cell in the lung, this study points out the
importance of a fast and precise response of the NK cells of the
innate immune system given their ability to secrete mediators
that neutralize virus division (26). From a systemic perspective,
a multiscale model was pursued by Wanget al, who incorporated
the action of the cytokine storm and effector T cells (6). This
data-driven study demonstrated that interferon can prolong the
incubation period of the virus in the absence of T cells when
patients transit from mild to severe symptoms. Voutouri et al.
assimilated the importance of neutrophils and the secretion of
their extracellular traps (NET) and evaluated how they shape the
dynamics of the adaptive immune response. Currently, most of
these mathematical models suggest that a delay in T cell
function is associatedwith severe symptoms in the patients (27).
For instance, Voutouri et al. supplied evidence of the relevant
role that T cells have in the hyper-activation of the immune
response and the cytokine storm (27). Other mathematical
models have focused on the action of an antiviral response over
the immune system, establishing the bases for theoretical
therapies (28). Overall, these papers highlight directly or
indirectly that two variables are important in the development of
COVID-19: the microenvironment (cytokine storm, fibrosis
mediators) and the cells conforming the immune system. In
agreement with this fact, some mathematical models have
evaluated the dynamics of cytokines and antigens in severe
COVID-19 patients with fine levels of regulatory details. For
instance, Reis et al. (29) developed a mathematical model of a
set of fifteen ODEs comprising T and B cells, antibodies, and
cytokines. Besides, the action of APC cells was included to
mimic the innate immune response. With this model, they
demonstrated that an environment with high cytokine secretion
favors the virus and can infect immune cells. Other mathematical
models have focused on analyzing the dynamical origin of the
cytokine storm in severe COVID-19 patients. Sasidharakurup et
al. developed a system of ODEs that incorporated cytokines and
explored how their dysregulation affects the insulin production,
thrombosis and nitric oxide pathways (30). In their simulation,
they found that the most abundant cytokines, like IL1-b, IL-6
and tumor necrosis factor (TNF-a), can imbalance the
homeostasis of the body. As well, they concluded that cytokines
had the ability to maintain a positive feedback with other
immune cells, much of it deriving in an uncontrolled cytokine
storm (30). On the other hand, most of these models confirm that
the nuclear-factor B(NFkB) is a crucial component that
modulates not only the immune cells but also the
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inflammatory mediators. Notably, this transcription factor (TF)
is activated in macrophages which is associated with an pro-
inflammatory phenotype (31, 32). In reference (33) the authors
developed a compartmentalized system of ODEs by which they
assessed how detrimental is cytokine storm for healthy cells. In
this last work, they simplified a single equation of all the possible
cytokines that can be found in a COVID-19 inflamed lung. As a
result, they concluded that the cytokine storm was the variable to
focus with the therapies because it caused a decrease of healthy
cells which made the recovery in severe patients harder (33).
Furthermore, in reference (34) the authors developed a two-step
system of ODEs whose variables represented the immune-
cytokine and the standard SIV (susceptible-infected-virus)
systems. Interestingly, they called attention to the fact that the
cytokine storm may or may not be subject to a challenge of the
immune system. In other words, they suggest some rare cases of
individuals who develop a chronic infection without a storm-like
immune-cytokine dynamics. This mathematical result suggests
that the cytokine storm could be an individual-specific response
to SARS-CoV-2, probably associated to factors such as the
personalized genetic, sex, age and comorbidities in the patient.
Undoubtedly, this last point requires more studies to be verified
in clinical stages, a field that should be addressed in the next
future (34). Altogether, this strongly suggest that fails in the
immune system are responsible, directly or indirectly, for
fomenting an augmentation in the cytokine storm. Despite
monocytes and macrophages are the most abundant cell in an
infected lung cell, to our knowledge there is no mathematical
model that incorporates the transcriptional regulatory
mechanism of macrophages for elucidating the dynamics in
the progression of the disease.

SARS-CoV-2 pathogenesis
and its association with
macrophage polarization

At present, the linkage between SARS-CoV-2 and the
macrophage polarization can be summarized as follows.
Macrophages sense the E protein of SARS-CoV-2 viral particles
by using Toll-like receptor 2 (TLR2). Consequently, the activation
of this receptor trigger downstream the mobilization of pro-
inflammatory transcriptional factors that induce the secretion of
IL-6, IL-8, and TNF-a among others signals involved in the
cytokine storm (35). In addition, other toll-like receptors (1,4,5,8
and 9) are highly expressed in severe COVID-19 patients which
activate pro-inflammatory cytokines (36). Interestingly, toll-like
receptor 7 (TLRY), essential to trigger an antiviral response through
the secretion of type | IFN-a/b, increases in moderate COVID-19
patients. Meanwhile, in severe COVID-19 patients, TLR7 decreases
its expression because SARS-CoV-2 has the ability to inhibit
pathways associated with the secretion of IFN-a/b (37).
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Macrophages not only produce pro-inflammatory cytokines,
but they also can be a target for the virus. Once invaded by the
virus, macrophages secretes IL-6, TNF-a, IL-10, and cytokines
that regulate the continuous activation of macrophages. The
virus itself has developed structural and non-structural proteins
to strictly inhibit the signaling towards the secretion of
interferons. For example, open reading frame 3a (ORF3a) has
the capacity to prevent the phosphorylation of STAT1, a TF
associated with an interferon-based macrophage (38, 39). In
addition, the M protein is associated with inhibiting the pathway
of IFN-a/b and NFB, both pathways associated with the
secretion of antiviral cytokines (40).

SARS-CoV-2 is not only the one factor that can trigger a
hyper-inflammatory phenotype in macrophages, but also
neutrophils and CD4+ T cells can stimulate the same response.
Pro-inflammatory macrophage secretes 1L-8, a potent
chemoattractant for neutrophils (41, 42). Once in the lungs, they
secrete extracellular traps (NET) to prevent pathogens from
escaping the immune response, and the presence of an excess of
NET is implicated in a poor outcomein COVID-19 (43). These
NETSs generate positive feedback between the cross-talk signals
coming from macrophages and neutrophils, specifically NETs
enhance the secretion of TGF-b (11, 44) and IL-1b, which
further recruits more neutrophils in the lungs. Due SARS-CoV-
2 infection is associated with the secretion of reactive oxygen
species, neutrophils tend to die and be consumed by
inflammatory macrophages, secreting TGF-b and IL-1b and
creating a vicious cycle in favor of a pro-inflamatory
environment (7). The secretion of TGF-b polarizes
macrophages to an M2 state associated with the secretion of pro-
fibrotic mediators which is implicated withfibrosis in the lungs
(11, 13, 44). On the other hand, CD4+ TGehan Umali
Cortezcells secrete the granulocyte colony- stimulating factor
(GMCSF) an activator of a pro- inflammatory macrophage
(45), and the hyper-activation of macrophages is associated with
the depletion of CD8+ T lymphocytes, which is correlated with
disease severity (46, 47). Altogether, these mechanisms
conform to a complex environment by which the virus
modulates the phenotype of the macrophage toward a pro-
inflammatory stage, a situation with lethal consequences in the
human host.

Future directions for macrophages
targeting agents for reducing the
severity of COVID-19

In our opinion, two factors will contribute to unveil the
genetic mechanism that guides the response of macrophages
facing the SARS-CoV-2 infection: the high-throughput
technologies and the computational/mathematical model of
regulatory networks. On one hand, the importance of
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macrophages in COVID-19 has been evidenced thanks to the
transcriptional profiles of thousands of single cells obtained from
bronchoalveolar samples in COVID-19-infected patients (7, 20).
Currently, these massive amounts of data can integrate the gene
expression of thousands of genes in thousands of cells from a
sample in time and space simultaneously (48). At this stage, the
analysis of these data through machine learning (ML)algorithms
can identify how the abundance of macrophagesand other
immunological cells could be associated with the progression
and outcome of the disease. For example, by combining ML
algorithms and single-cell RNASeq data from bronchoalveolar
samples, we classified COVID-19 patients with different
degrees of severity and found that genes associated with a pro-
inflammatory response are implicated in severe COVID-19
patients (20). Besides, it has been reportedthat unsupervised
hierarchical clustering is a proper method to stratify and classify
patients through their severity progression determined by the
pro-inflammatory, anti-inflammatory, and antiviral cytokines
abundance data (49). By using this approach, the authors moved
toward pragmatism and categorized an individual on its
hospital admittance into high or low-risk categories (49).
Simultaneously, other studies have been able to track immune
cell subsets using an unsupervised algorithm (50). Another
contribution of machine learning method in COVID-19 is that it
enables us to track possible trajectories of differentiation from
macrophages to T cells as the disease evolves. Specifically, these
studies have concluded that the macrophage phenotypes changed
with respect to disease severity, while T cells-related
phenotypes did not. Macrophage phenotypes tilted to a more
pro-inflammatory phenotype as severity increased (51). Finally,
but not less important, some ML approaches have been
used to differentiate flow cytometry profiles of blood samples
frompositive COVID-19 patients with respect to other diseases
(like pneumonia) (52). On the other hand, the second factor that
completes the global outlook is given by advanced techniques
to gather biological data, and use them to build high-curated gene
regulatory networks (GRN) in macrophages (32, 53). Finally,
the computational modeling of these GRN constitutes an
appealing framework to delimit the structure of the epigenetic
landscape, this last a concept defined by Waddington in the mid-
twentieth century (54). Notably, this last avenue was started
some years ago with remarkable contributions in cancer to
quantify the possible phenotype space for macrophages and its
functional characterization in cancerous environments (32, 55).
With the purpose to estimate the different phenotypes obtained
from a GRN, a common approach is Boolean modeling. To
simplify the complexity of the possible phenotypes emerging
from the number of genesand their interactions in a GRN, this
mathematical approach simplifies the description by considering
two assumptions. First, one assumes that each gene can be in
one of two feasible states: 0 (OFF) or 1 (ON). While the OFF
state
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means that a transcription factor or gene is inactive, ON indicates
that the gene is active. Second, we determine thestate of each
gene in the network through a Boolean function, which
mathematically is represented by the combination of the logical
operators AND, OR, and NOT. As far as possible, these logical
functions are constructed from the experimental in order to
improve the phenotypic landscape obtained from the GRN in
a study (56, 57). Despite the simplicity, the Boolean network
approach can allow us to tackle a set of relevant questions in
immunological cells ranging from how in silico perturbation
influences specific phenotypes, to the identification of those
variables with the highest relevance in the secretion of
cytokines, and those that could trigger the cytokine storm. In a
pragmatical sense, the Boolean network approach generates
testable hypotheses to evaluate the role that macrophages have
in the hyper-inflammatory process during a SARS-CoV-2
infection. Thus, this formalism establishes the bases to tackle a
set of questions that comprise the macrophage ability to transit
among distinct phenotypes to the design of optimized strategies
for preventing the committed activation of macrophages
during COVID-19. For example, if we understand how the
cytokines, chemokines, and viral products in patients
with COVID-19 affect the transcriptional polarization of
macrophages, we can try to tilt the balance of the hyper-
inflammatory scenario to a more hyper/regulatory inflammatory
by perturbing specific TF. The implementation of this formalism
can drive strategies to limit a hyper-inflammatory stage in
macrophages and avoid cytokine storm, lymphopenia,
thrombosis, or other complications related to COVID-19 (58).
Finally, more than ever the development of mathematical and
computational strategies that help us understand the molecular
mechanism of COVID-19 at a systemic level is a required
activity with invaluable benefits at a long time scale to move
from associations to mechanistic explanations, both areas
needed to overcome the pandemic situation that we face
around the world.

Discussion and conclusion

Understanding the physiological response that emerged from
the complex interaction between macrophages and SARS-CoV-
2, is a valuable aim to potentially design effective treatments
against COVID-19. Given the complexity of this pandemic
disease, Boolean network modeling is one of the feasible
strategies for a better understanding of how the diseasestarts and
progresses. In this article opinion, we have focusedon the role
that macrophages play in COVID-19 given predominant relative
abundance onto other cells of the immune system. To this end,
we need to construct a highly curated signaling network between
SARS-CoV-2-derived factors and macrophages. Interestingly,
previous GRN of
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macrophages can help toward this purpose (32, 53, 55). Such a
regulatory network should be able to condense well-known
physiological knowledge of the macrophages and the
information accumulated in the last years of the pandemic
outbreak. We know that macrophages can be into two
phenotypes: M1 and M2. M1 is associated with a pro-
inflammatory phenotype while M2 is implicated with an anti-
inflammatory phenotype. In an inflamed lung with SARS-
CoV-2, there is an excessive amount of pro- inflammatory
cytokines because of the cytokine storm. Pro- inflammatory
macrophages (M1) are activated by TLR2 (whichis activated by
SARS-CoV-2) or by inflammatory cytokines like IL-6, IL1, TNF-
a and IL-8 creating a positive feedback loop between the IL-6,
IL1, TNF-a and IL-8 coming from the environment and those
signals coming from the M1 macrophages. The TF responsible
of the secretion of pro- inflammatory cytokines in macrophages
is NFB. Another TF associated with M1 macrophage is STAT1
implicated in secreting IFN-g and IFN-b, both molecules
associated with viral clearance of SARS-CoV-2 (59-61).
STAT1 decreases its expression (if not stimulated with IFN-g),
thus NFkB, in the absence of interferon gamma (IFN-) seems to
maintain theM1-polarized system with liberation of cytokines
to enhance the cytokine storm. M2a macrophage is activated by
IL-4 or IL-13, nevertheless IL-4 was higher in severity than mild
COVID- 19 (62, 63). Despite having a greater amount of IL-4
the number of M2 macrophages were lower in COVID19 than
H1N1 patients, which means that most of the IL-4 is tilted to a
TH2 response associated with lymphopenia (64). This being
said, we need more macrophage polarization to an M2a type
because it is associated with fibrogenic inflammatory
remodeling, promoting the secretion of TGF-b (which did not
present any statistical difference between the
comparisons (64)) allowing the formation of a temporary matrix
and the proliferation of type Il pneumocytes. M2c is a
macrophage activated by IL-10, which is associated with the
secretion of IL-10 and TGF-b. However, recent evidence shows that
if IL-10 is secreted at the early process of inflammation it may
have the ability to induce a pro-inflammatory action instead of
an anti-inflammatory behavior. Because it is in a
hyperinflammatory state due to the cytokine storm, IL-10 tries to
temper and prevent tissue damage, but fails to do so which has
been reported in arthritis (65, 66). Another possibility of the fail
of IL-10 is the presence of high glucose in the blood
(associated with diabetes), studies have shown that
macrophages cultivated in high glucose uptake are implicated
in an IL-10 resistance implicating in the inability to inhibit the
secretion of pro-inflammatory cytokines (67). This means that
IL-10 has to be perfectly secreted in the precise time to avoid in
the inability to inhibit a pro-inflammatory response, so we can
diminish the concentration of IL-10 by inhibiting the
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activation of M2c macrophages, and more macrophages
associated with tissue repair. In conclusion, understanding how
macrophages are regulated i n a COVID-19
microenvironment could lead us to improve strategies to face this
and future outbreaks. At present, the mathematical and
computational models are invaluable schemes not only for
understanding the molecular mechanism by which the SARS-
CoV-2 evolves and transmit along the population, but also
suggest strategies that in combination with health authorities
help to decide the best actions for the benefit at local and global
scales in the human population.
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