UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

Caracterizacion del fenotipo de los macrofagos humanos
que realizan autofagia por activacion con rapamicina

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE:

BIOLOGO
P R E S E N T A:

MONSERRAT BUENDIA ARELLANO

DIRECTOR DE TESIS:
DRA. ESMERALDA JUAREZ CARVAJAL
2015

Ciudad Universitaria, D. F.


Lourdes
Texto escrito a máquina
Ciudad Universitaria, D. F.



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



1. Datos del alumno

Buendia

Arellano

Monserrat

58 82 05 87

Universidad Nacional Auténoma de
México

Facultad de ciencias

Biologia

307111722

2. Datos del Tutor
Dra.

Esmeralda

Juadrez

Carvajal

3. Datos sinodal 1
Dra.

Martha

Torres

Rojas

4. Datos sinodal 2
Dra.

Maria Sandra
Cabrera

Benitez

Pagina | ii



5. Datos sinodal 3
Dra.

Maria Teresa
Herrera

Barrios

6. Datos sinodal 4

M en C.

Fernando

Hernandez

Sanchez

7. Datos del trabajo escrito
Caracterizacion del fenotipo
de los macroéfagos humanos
que realizan autofagia

por activacién con rapamicina
59p

2015

Pagina | iii



La presente tesis se realizd bajo la direcciéon de la Dra. Esmeralda Juarez Carvajal en el
Departamento de Investigacién en Microbiologia del Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias “Ismael Cosio Villegas” (INER). La autora agradece la beca de titulacion 2014

recibida de la Secretaria de Educacién Publica (SEP).

Pagina | iv



"El dios en quien yo creo no manda los problemas, sino la fuerza para sobrellevarlos”

Harold S. Kushner

“El hombre se descubre cuando se mide con un obstaculo”

Antonie de Saint—Exupery
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Resumen

Introduccion: Los macrofagos son células fagociticas es el sensor primario de sefiales de
dafio endégeno y exdgeno, su diferenciacion se encuentra definida por el contexto celular y
el tejido en que se encuentran. Son clasificados de acuerdo a la funcién y fenotipo que
presentan; pueden ser denominados como M1, cuyas funciones estin orientadas a la
eliminacion de patdégenos intracelulares y propiedades citotoxicas, o M2, los cuales
participan en la defensa contra parasitos, la reparacion de tejidos y la produccion de
citocinas anti-inflamatorias. La plasticidad del macrofago permite ser re-polarizado después
de la estimulacién con citocinas y patdgenos intracelulares como M. tuberculosis, M.,
bovis, Toxoplasma gondhi. Recientemente se ha documentado que la activacion de la
autofagia inducida por rapamicina durante la diferenciacién de los macréfagos modifica su
fenotipo. En este trabajo analizamos el fenotipo de los macréfagos humanos estimulados
con rapamicina. Material y métodos: Obtuvimos macréfagos diferenciados hacia M1 y
M2 de 22 paquetes leucocitarios del banco de sangre del Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias “Ismael Cosio Villegas”. Evaluamos su fenotipo mediante
citometria de flujo y cuantificamos la produccion de TNF-a por ELISA. Se determin6 la
induccion de la autofagia con rapamicina y LPS durante 24 y 48 horas, para medir la
autofagia por citometria de flujo utilizamos la sonda Cyto-ID. Resultados: Nuestros
resultados indican que ambos tipos de macrofagos producen TNF-a, aunque la produccion
de los macréfagos M2 es menor en comparacion a los M1. La morfologia redondeada se
conserva en los M1, mientras que en los M2 se modifica a una forma de aguja.
Encontramos que los macrofagos M1 realizan autofagia dependiente de la estimulacion
con rapamicina y LPS y no los macroéfagos M2, aunque no observamos cambios en el

fenotipo dependientes de la misma.

Palabras clave: macrofagos, M1, M2, fenotipo, autofagia, rapamicina.
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Antecedentes

Introduccion

La autofagia es un proceso altamente conservado en mamiferos y levaduras, donde parte
del citoplasma, organelos y proteinas danadas son encerradas en una estructura de doble
membrana conocida como autofagosoma, el cual después se unira al lisosoma para
degradar y reciclar el contenido (Fabri ef a/, 2011; Jo Shin, and Choi, 2012; Deretic, 2012).
La autofagia es una via de respuesta al estrés celular; regula el crecimiento de la célula,
degrada compuestos toxicos (agregados de proteinas, antigenos virales o propios) también
es un mecanismo de eliminacion directa de patdgenos (Delgado et al. 2008; Mizushima, N.,

Yoshimori, T., Levine 2010).

Los principales estimulos de activacion de la autofagia incluyen el reconocimiento
de patrones moleculares asociados a patogenos (PAMP’S), sefiales de dano celular, el
estrés, la hipoxia, la disminucidén o aumento de la temperatura e inhibicion del receptor de
rapamicina en mamiferos (mTOR). Especificamente en mamiferos la autofagia es
promovida por la inhibicion del receptor mTOR, este complejo se encuentra encargado de
la regulacion del crecimiento celular, el mantenimiento de la homeostasis y la
supervivencia de la célula (Weichhart et al. 2008). Farmacoldgicamente la rapamicina es
utilizado como inmunosupresor en inmunoterapias, trasplantes de drganos y tratamiento de

enfermedades proteino-degenerativas (Thomson, Turnquist, and Raimondi 2009).

En contraste con su funcion como inmunosupresor, la autofagia ha ganado interés
debido a que la generacion de vesiculas degradativas permite eliminar patdogenos de
localizacion citoplasmica. Este fendmeno se ha observado en células fagociticas
profesionales como lo son neutréfilos, células dendriticas, células epiteliales y macrofagos.
Los macréfagos son las células mas estudiadas debido a que se encargan de regular el nivel
de inflamacion, la presentacion de antigenos via MHC II, de limpiar y reciclar restos
celulares, proteinas y desechos que afecten el equilibrio homeostatico de la célula.
Adicionalmente, los macrofagos pueden servir como nicho de crecimiento de patdgenos

intracelulares, por ejemplo Mycobacterium bovis, Mycobacterium tuberculosis,
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Mycobacterium marinum, Listeria monocytogenes, Streptomyces pyogenes, Samonella
typhimurium, Legionella pneumophila, Porphyromonas gingivialis, Streptococus areous,
Bruxiella abortus, Cryptococcus neoformans y Coxiella burnetii (Gutierrez et al. 2004;
Biswas et al. 2008; O. Amer and Swanson 2006; Dorn and Dunn 2001; Nakagawa, 1. 2004;
Davis, Tsang, and Qiu 2013), estos patogenos se adaptan a la maquinaria de defensa del
macrofago y dentro del fagosoma impiden la fusion con el lisosoma, asegurando su

replicacion y supervivencia.

La autofagia es un mecanismo alterno que puede ser utilizado por las células para
eliminar patdgenos intracelulares. Gutiérrez, et al (2004) documentaron la importancia de
la autofagia como mecanismo de la defensa innata ante la infeccidon en macrofagos
humanos con M. bovis y M. tuberculosis, y Fabri, et al (2011) aportaron evidencia de que la
inhibicion del complejo mTOR por rapamicina en macréfagos y la induccion mediada por
IFN-y estimula la produccion del péptido antimicrobiano catelicidina reduciendo la
viabilidad en M. tuberculosis (Biswas et al. 2008). Es posible que la funciéon que la
rapamicina ejerce sobre la respuesta inmune sea dependiente del contexto celular en que

actua.
2. Sistema inmune

El sistema inmune es el encargado de realizar la defensa del organismo y lo protege contra
agentes infecciosos y patdgenos. Se ha dividido para su estudio en dos sistemas basicos,
inmunidad innata y adaptativa. La inmunidad innata es la primera linea de defensa del
cuerpo, se conforma de barreras bioquimicas (citocinas y proteinas), fisicas (epitelios y
sustancias sintetizadas en la superficie de los epitelios) y celulares (células fagociticas
como neutrdfilos, macréfagos y células natural killer) (Abbas, A., and Lichtman 2006;
Khanna 2011). La inmunidad adaptativa comienza con el reconocimiento de antigenos por
linfocitos T. La accion de los linfocitos T requiere la participacion de otras células como los
macrofagos, la accion de los mecanismos de ambos tipos celulares determinaran el nivel de

inflamacion durante la respuesta adaptativa (Labonte and Hahn 2014).
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2.1. Monocitos

Los monocitos son células de origen mieloide, su tamafio aproximado varia entre 12 a 20
um, constituyen 1-6 % de todas las células sanguineas nucleadas en condiciones
fisiologicas, presentan una morfologia redonda, un ntcleo en forma de rifion y su
citoplasma contiene un alto nimero de lisosomas que le da apariencia granulosa ( Mosser
and Edwards 2008; Piedras Claudio 2010). Los monocitos se localizan virtualmente en
todos los tejidos y se encuentran indiferenciados en circulacidon en sangre periférica, este
estado permanece por un periodo aproximado de 24h. Una vez que los monocitos se han
establecido en un tejido y dependiendo de las sefiales recibidas del microambiente
(citocinas, hormonas, proteinas y factor estimulante de colonias granulociticas y

macrofagos) se lleva a cabo la maduracion hacia macréfagos o células dendriticas

2.2. Macrofagos

Los macrofagos son las células fagociticas esenciales para la defensa del hospedero, sin la
accion de esta poblacion celular el hospedero sucumbiria rapidamente a la infeccion
(Labonte and Hahn 2014), son el sensor primario de dafio endogeno, presentadoras de
antigenos, ademdas son la poblacion encargada de limpiar, reciclar restos celulares,
proteinas y desechos celulares que mantienen el equilibrio homeostatico dentro del
organismo (Abbas, A., and Lichtman 2006; Khanna 2011). Los macrofagos se encuentran
en casi todos los tejidos, poseen una alta plasticidad que les permite adquirir propiedades

fenotipicas y funcionales particulares dependiendo en el tejido en el que se encuentren.

2.2.1. Polarizacion de los Macrofagos

La diferenciaciéon de monocitos hacia macrofagos es determinada por estimulos del tejido
en el cual concluyen su maduracion, un ejemplo son los macréfagos Kupffer y alveolares,
los cuales expresan, receptores de membrana especificos dependiendo del lugar dentro del
tejido en donde se encuentren, ademds de modificar su funcion fisioldégica y su morfologia

(Laskin, Weinberger, and Laskin 2001). Los macréfagos presentan cambios en su fenotipo
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dependientes de las sefiales del microambiente, el cual es ilustrado en un espectro continuo
de los diferentes estados de activacion del macrofago (Cassetta, Cassol, and Poli 2011;
Passlick, Flieger, and Ziegler 2014). Existen dos fenotipos representativos con morfologia

y funciones fisiologicas opuestas, los cuales se denominan M1 y M2 (Figura 1).

MONOCITO

M-CSF

IL-4, IL-13, IL-10 GM-CSF

\LPE. IFNy

— IL-1
IL-13 THF o
IL-10 IL-12
cCL17 - _| cxcLe
CCL18 CXCL10
TGF-B CXCLM
R Scavenger RMI
R Mannosa M2 M1 ROl
— MACROFAGO MACROFAGO o
Remodelacidn de matriz l
Reparacidn de tejido i =
A P : : 1 Actividad bactericida
S Citocinas inflamatorias
Reciclaje
PROMOCION DE TUMORES SUPRESION DE TUMORES

Figura 1. Esquema de diferenciacion del monocito hacia macréfago. La diferenciacion
del monocito se encuentra determinada por el estimulo proporcionado por el contexto celular y tejido en
el que se ubica. Los M1 tienen un perfil pro-inflamatorio son activados con la estimulacion de citocinas
como IFN-y, LPS, TNF—a y GM-CSF, aumentan la expresion de citocinas IL-1b, IL-6, IL-12, IL-13,
CXCL-9, CXCL-10, CXCL-11, especies reactivas de oxigeno, especies reactivas de nitrogeno y TNF-
o. También se asocian a la supresion de tumores debido a su alta capacidad fagocitica. Los M2 tienen
un perfil anti-inflamatorio, su activacion es promovida por IL-4, IL-10, IL-13, M-CSF y TGF-3, ademas
aumentan la expresion de citocinas como IL-10, IL-13, CCL1 y TGF-B, ademas se encuentran
asociados a la promocion de tumores.

Imagen modificada de Quatromoni, J.G. & Eruslanov, E., 2012. Tumor-associated macrophages:
funcion, phenotype and link to prognosis in human lung cancer.
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Las macrofagos M1 tienen un perfil pro-inflamatorio, son activados mediante la via
clasica (CAM@) principalmente por citocinas como IFN-y, TNF-a y GM-CSF. La
activacion por IFN-y induce la transcripcion de TNF-a, quien actua de manera autocrina,
ademas de las citocinas ya mencionadas para la obtencion de macréfagos M1, es la
estimulacion con lipopolisacarido (LPS) a través del receptor tipo toll 4 (TLR 4), el cual
induce la transcripcion de STAT-1, NF-kB y MAPKs (Edwards et al. 2009).
Morfologicamente los macrofagos M1 son células redondeadas y presentan marcadores de
membrana en niveles elevados de HLA-DQ, HLA-DR, CD71, CD86, CD14, CD16, CD32
y CD64, ademds de un aumento notable en la produccién de citocinas pro-inflamatorias
como IL-1B, IL-6, IL-12, IL-17, IL-23, TNF-a, CXCL 3, CXCL 9 y CXCL 10 . La
funcién de estos macrofagos activados clasicamente se orienta a un mayor procesamiento y
presentacion de antigenos via MHC-II, ademas de un aumento en la eficacia en la
eliminacion de parasitos intracelulares (Lawrence and Natoli 2011), a través de procesos de
degradacion como la autofagia. Los macrofagos M1 se activan durante la respuesta inmune
innata, confieren estabilidad ante la defensa del hospedero contra patdégenos, pero la alta
actividad microbicida produce la muerte indiscriminada de células del hospedero, lo que

predispone al hospedero a nuevas invasiones.

Los macrofagos que presentan un fenotipo M2 son activados mediante la via
alternativa (AAM@) principalmente por citocinas como IL-4, IL-10, IL-13, M-CSF, TGF-
B. Presentan un perfil de expresion de citocinas anti-inflamatorio, aumentando la
expresion de receptores de manosa (CD206), aumenta la produccion de glucocorticoides,
fibronectina, proteina de matriz extra celular B 1G-H3, IL-10, AMAC-1 y TGF- (Sierra,
Filardi 2010), disminuye drasticamente la expresion de CD14, CDI163 y presentar
morfologia en forma de aguja. Sus principales funciones son secreciéon de coldgena,
remodelacion de tejidos y angiogénesis (Edwards et al. 2009; DeLisa Fairweathera

2009)(Tablal).
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Tabla 1. Los macréfagos M1y M2 presentan propiedades antagodnicas.
Macrofagos M1 Macrofagos M2
Clasica CAMO Alternativa AAMO
Via de activacion
Con la estimulacion de citocinas | Con la estimulacion de 1L-4, IL-

pro-inflamatorias como IFN- 10, IL-13, M-CSF, TGF-$
Y, TNF-a y GM-CSF

IL-1B, IL-6, IL-12, IL-17, IL-23, | Glucocorticoides, fibronectina,
TNF-o, CCL 3, CCL 10 CCL | proteinas de matriz extra celular

Citocinas y

proteinas
cecretadas 20 CXL 9y CXCL 10,CXCL | BIG-H3, IL-10, AMAC-1 TGF-
11,iNOS B,
Marcadores de HLA-DQ, HLA-DR, CD71 Receptores scavenger CD209,
membrana CD86,CD14, CD16,CD32y CD36, CCRX4, receptor de
CD64. manosa (CD206), CCL1,
LIGHT, SPHK1, MS-1THMWP,
CD163
Funciones Aumenta la actividad anti- Mayor produccion de colagena,
microbicida, eliminacion de mayor capacidad de reparacion
parésitos intracelulares, ademas tisular y capacidad endocitica,
el macrofago es orientado hacia angiogénesis, esencialmente
funciones de tipo pro actividad anti inflamatoria,
inflamatorias y produce efecto | inmuno-reguladora. Se asocian a
anti-proliferativo. la eliminacion de helmintos.
Morfologia Redondeada Aguja
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CAM via clasica de activacion de Macrofagos; AAM{ activacidn alternativa de Macréfagos

Los macrofagos M2 también conocidos como “macréfagos reguladores” aumentan La
presente tesis se realizé bajo la direccion de la Dra. Esmeralda Juarez Carvajal en el
Departamento de Investigacién en Microbiologia del Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias “Ismael Cosio Villegas” (INER). La autora agradece la beca de titulacién 2014

recibida de la Secretaria de Educacion Publica (SEP).

la produccion de glucocorticoides, responden al estrés e inhiben la respuesta
inflamatoria del hospedero produciendo TGF-fB (Lawrence and Natoli 2011), lo que
aumenta la produccién de linfocitos T reguladores. Se ha relacionado a los macréfagos M2
con infecciones virales, bacterianas y fingicas, por ejemplo se describi6é que parésitos como
Tripanosoma modifican la expresion de antigenos en la membrana del macrofago M1
generando inmunocomplejos, los cuales inducen la polarizacion hacia macrofagos M2 que
le permiten a este parasito sobrevivir y replicarse . La des-regulacion de la produccion de
IL-10 se ve reflejada en un aumento de macréfagos reguladores que favorece la
propagacion de parasitos intracelulares y ademas se han asociado a la progresion de

neoplasias (Martinez and Gordon 2014).

La importancia de conocer los mecanismos que conllevan la polarizacion de los
macrofagos dependientes del contexto, ha resultado de interés debido a la busqueda de
aplicaciones terapéuticas, aprovechando la produccion de citocinas pro-inflamatorias y la
citotoxicidad de las células. Sin embargo, el estudio de la diferenciacion de macrofagos
resulta de dificil monitoreo debido a la inexistencia de marcadores que identifique
exclusivamente a cada subpoblacion, en algunos casos el fenotipo de los macréfagos
diferenciados sufre modificaciones que les permiten desarrollar funciones antagdnicas a las

iniciales (Mosser and Edwards 2008).

Los ensayos realizados in vitro muestran diferencias entre ambas poblaciones con
respecto a la produccion de citocinas especificas, se ha demostrado que los M1 no
producen IL-10 y aumentan la produccion de IL-12, lo que ocurre en caso contrario con los

M2, no obstante los estudios in vivo han demostrado que la produccion de IL-10 por parte

Pagina | 10



de los M1 no se encuentra totalmente inhibida, esto se debe a que el estado de
diferenciacion se “altera” al recibir una segunda estimulacion modificando el fenotipo, este
efecto es conocido como tolerancia a endotoxinas y da como resultado de un cambio en el
programa de expresion de genes provenientes del fenotipo M1 hacia fenotipo M2 (Cassetta,
Cassol, and Poli 2011). La heterogeneidad y plasticidad de los macrofagos es una
importante herramienta que busca emplearse para la manipulacion de la direccion de la
polarizacion, (Lawrence and Natoli 2011) permitiendo al macrofago atravesar diferentes

estados funcionales segun se requiera.

Para realizar el andlisis de fenotipo de macréfagos M1 y M2 se realizo la busqueda
de marcadores que distinguieran a ambas subpoblaciones. A continuacion en la tabla 2 se
muestran los receptores empleados para el analisis de fenotipo en macréfagos, asi como una

descripcion de su funcion.

Tabla 2. Marcadores celulares para los cuales utilizamos anticuerpos especificos para evaluar la
diferenciacion de macroéfagos.

Marcador Ligando/receptor Caracteristicas

CD14 LPS Su peso molecular es de 53
kDa. Se une al complejo de
LPS y es un receptor
requerido para la activacion de
macrofagos. Participa en la
regulacion positiva de
endocitosis, procesos
apototicos, regulacion positiva
en la secrecion de citocinas,
regulacion positiva en la
produccion de TNF-a, etc.

CD16 Agregado del complejo IgG, Su peso molecular es de 50-
complejo IgA 70 kDa. Participa en la
activacion celular inducida
por inmunocomplejos ;
citotoxicidad celular
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dependiente de anticuerpos

CD36

Lipoproteinas LDL oxidadas,
Trombopostina y colageno

Su peso molecular es de 85-90
kDa. Su principal funcion se
encuentra en la adhesion
celular, transduccion de
senales y regulacion de
angiogénesis. Es un receptor
scavenger de lipoproteinas
oxidadas de baja densidad y
células apototicas (restos
celulares).

Se localiza en membrana de
plaquetas, monocitos,
macrofagos y células
endoteliales

CD62L

GlyCAM-1

Es una molécula de 74-95
kDa perteneciente a la familia
de las selectinas. Su funcioén es
adhesion entre leucocitos y
endotelio; buscador de
linfocitos T virgenes en
ganglios linfaticos periféricos

CD163

Hemoglobina y complejo de
haptoglobina

Su peso molecular es de 130
kDa, es un receptor scavenger
de tipo B (rico en cisteinas),
interactua directamente con
CSNK2B.

CD206

Antigenos con residuos de
manosa

De peso molecular 162 kD,
pertenece a la familia de
receptores de manosa , familia
de receptores tipo lectina C, se
une a olisacaridos ricos en
manosa de los
microorganismos, es un
receptor de reconocimiento de
patréon del sistema inmunitario
innato
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La importancia en el mantenimiento y la plasticidad del fenotipo de macréfago, no
solo en condiciones homeostaticas sino especialmente en determinadas patologias, requiere
la caracterizacion de los factores que la pueden modificar (Kawanishi et al. 2010). La
fagocitosis y eliminacion  de patdgenos en macrofagos es llevada a cabo exclusivamente
por los M1, donde por via endo-lisosomal los patégenos intracelulares son eliminados, pero
existen patdgenos que han desarrollado formas de escape a estos procesos lisosomales (Jo,
Shin, and Choi 2012). Uno de los mecanismos de eliminacion directa de patdogenos
intracelulares es la autofagia, la cual también es un proceso ligado a homeostasis que

podria modificar el fenotipo del macrofago.

3. Autofagia

La autofagia es una via de respuesta al estrés celular, es el mecanismo de eliminacion
directa de bacterias y supervivencia de la célula a través del cual se degradan compuestos
toxicos del citosol y organelos, ademas es una via reguladora de homeostasis de energia,
control en el crecimiento celular, inflamacion, también se involucra en el mantenimiento de
la reserva de aminoacidos y la produccion de nutrientes durante la deprivacion (Hansen

and Johansen 2011).

La autofagia es un proceso conservado desde las levaduras hasta los metazoarios
(Mizushima, N., Yoshimori, T., Levine 2010), consiste en la elongacion eventual y fusion
de la membrana para la formacion del autofagosoma', que subsecuentemente se unird con
un lisosoma para formar el autofagolisosoma, finalizando con la degradacion del contenido
celular y reciclando las macromoléculas resultantes. (Figura 2) (Mizushima 2007). Este
proceso fue caracterizado en 1950 durante el estudio de Saccharomyces cerevisiae donde se
observo por vez primera la formacion del autofagosoma y la presencia de los genes ATG

(por sus siglas en inglés AuTophaGy-related)(Klionsky 2012). Los genes responsables de

! Vesicula de membrana aislada, donde se encierra una porcidn del citoplasma formando una de doble
membrana
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la activacion y formacion de las vesiculas autofagicas son los genes ATG, los cuales son
genes conservados dentro de la linea evolutiva, en organismos como Drosophila y algunas
levaduras se ha encontrado que la induccidén comienza con la activacion y transduccion del
gen ATG-1 y reclutamiento de multiples proteinas, las cuales son fosforiladas para iniciar
la formacién del autofagosoma, mientras que en mamiferos la activacion se lleva a cabo
mediante la transcripcion de genes homologos (Congcong He and Daniel J. Klionsky

2010).

Fagosoma o

membrana aislada Autolisosoma

Estructurs del
psevdofagosoma {PAS} < .

Privacion /,/.-,
Raparr-r: @lmTOR '.7_, 0 —>il\'!\/

AN

Amino acidos
etc.

@
Litthum Dejeciones os enes Deieriomes O Pt .
Tetralosa ATG = = um“ Safimocin Al
sMERs riinidores PIZK :z: 280728 "m”‘:: NH4Q, Cioroguine
{1\‘07?_\&?& 3_-MA} Atzisa ocEcs [E544, pepstadin A, etc]
Dominio negative UKL
Presencis de
mercadores de
proteines

Figura 2. Via de activacion de la autofagia. El proceso de autofagia se encuentra principalmente
regulado por el complejo mTOR, el cual es inhibido por la estimulacion de rapamicina o Torinl. La
rapamicina es el antibidtico con el mayor numero de estudios, debido a su aplicacion como adyuvante en
inmunoterapias.

Imagen modificada de Mizushima, N., et al, 2010 Methods in mammalian autophagy research

La activacion de la autofagia mediante la inhibicion del complejo TOR por el
farmaco rapamicina ha comenzado a ganar interés como adyuvante en terapias, siendo
implementado como inmunosupresor durante el trasplante de o6rganos (Figura 3). La
rapamicina es antibidtico macrolido producido por el actinomiceto Streptomyces
hygroscopicus, el cual tiene un efecto positivo dentro de la autofagia promoviendo el
aumento en el aislamiento de membrana, nimero de autofagosomas y autofagolisosomas.

En mamiferos el complejo mTOR censa el crecimiento, proliferacion, supervivencia,
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suministra la produccion de aminoacidos y nutrientes, su actividad es regulada por varios
factores de crecimiento y sefiales celulares (Sumpter and Levine 2010). Se constituye de
una subunidad catalitica con dos distintos complejos multi-proteicos mTORCI1 'y
mTORC2, los cuales regulan negativamente la autofagia (Thomson, Turnquist, and
Raimondi 2009). Otros receptores de la respuesta innata estudiados en el proceso de
autofagia son los receptores tipo Toll (TLR’s) y receptores de dominio de oligomerizacién
de unién de nucleotidos (NOD), los cuales son principalmente la via de interaccion con los
PAMP’s. Las proteinas NOD son receptores citoplasmaticos implicados en el
reconocimiento de moléculas de bacterias, la proteina NOD?2 tiene una mayor afinidad para
la deteccion de muramildipetido de la pared bacteriana, la cual desencadena la cascada de
activacion de respuesta del sistema inmune (caspasa -1 y citocinas pro-inflamatorias).
NODI1 es una proteina que tiene una similitud estructural y funcional a NOD2, tiene
dominios de reclutamiento de caspasas (CARD), (Juarez et al. 2012; Ogura et al. 2001) un
ejemplo es la funcion que desempena NOD?2 al iniciar la cascada de activacién en

respuesta M. tuberculosis y favoreciendo la resolucion de la infeccion.
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AUTOFAGIA

Figura 3. Importancia de la via de la autofagia en la supervivencia de la célula. La autofagia
es parte importante en el mantenimiento de la homeostasis, supervivencia de la célula, regulacion del estrés
celular e inmunidad. Dentro de la inmunidad la autofagia es utilizada como mecanismo directo de
eliminacion de patogenos intracelulares, sefializacion via TLR y presentacion de péptidos via MHCII, lo cual
permite que la autofagia sea empleada como blanco terapéutico.

Imagen modificada de Shahnazari, S. Brumell, H., 2001, Mechanisms and consequences of bacterial

targeting by the autophagy pathway
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Estudios recientes sugieren que la activacion de la autofagia interviene regulando la
polarizacion de células mieloides fagociticas (dendriticas y macrofagos) (Mercalli et al.
2013). Adicionalmente se ha documentado que la inhibicién del complejo mTOR por
rapamicina interviene en la produccion de IL-12, IL-10 e inhibe la transcripcion del factor
NF-kB ademas detiene la activacion de células Thl y Th17.(Weichhart et al. 2008) En
modelos in vitro de rata y raton se ha encontrado que la autofagia promovida por
rapamicina interviene de manera directa en la activacion del macréfago pero no en la
supervivencia (Danner et al. 2008). Actualmente no existen estudios en monocitos y
macrofagos humanos sobre los efectos de la activacion de la autofagia por rapamicina sobre

macrofagos activados.

Justificacion

La orientacion en la diferenciacion del macréfago M1 y M2 es utilizada como herramienta
en la aplicacion de terapias alternativas (Sica and Mantovani 2012) e inmunoterapias en
trasplantes de higado y pancreas, ademas de enfermedades cronico degenerativas como
ulceras venosas en las piernas, cancer y diabetes (Mantovani, Sica, and Locati 2005;
Sindrilaru et al. 2011; Danner et al. 2008). Recientemente se documento la activacion de la
autofagia por rapamicina durante la diferenciacion de los macrofagos en pacientes con
diabetes, modifica el fenotipo de los macrofagos M1 (Mercalli et al. 2013). Esto indica que
la rapamicina tiene usos potenciales para la orientacion del fenotipo de los macréfagos y
puede ser una nueva estrategia para combatir enfermedades cronicas degenerativas en el
tratamiento contra patégenos (Mostowy and Cossart 2012). Debido a que se desconoce si la
activacion de la autofagia por rapamicina modifica el fenotipo del macrofago activado, en

este trabajo investigamos este fendmeno.
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Hipotesis

La activacion de la autofagia por rapamicina induce cambios en el fenotipo del macrofago

M1 o M2.

Objetivo

Inducir autofagia en macrdofagos diferenciados a M1 y M2 con rapamicina y determinar si
se inducen cambios en el fenotipo.

Objetivos especificos

e Evaluar el fenotipo de los macréfagos durante el proceso de diferenciacion.

e [Establecer el panel de marcadores de fenotipo M1 y M2.

e Determinar la induccion de autofagia por medio de una tincion de citometria de
flujo.

e Evaluar los cambios en el fenotipo de macréfagos estimulados con rapamicina a las

24y 48h.
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Metodologia
Obtencion de monocitos

Los monocitos se obtuvieron a partir de células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) provenientes de 22 paquetes leucocitarios de donadores sanos del banco de sangre
del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias “Ismael Cosio Villegas”. Los PBMC
se obtuvieron a través de gradiente de densidad, las muestras de sangre se diluyeron 1:1 con
medio RPMI 1640 (Lonza, Walkersville MD, USA) suplementado con Img/ml de
Gentamicina (Lonza, Walkersville MD, USA) y 10mM de glutamina (Lonza, Walkersville
MD, USA) en adelante denominado RPMI G+g. Se estratifico con Solucion separadora de
linfocitos (Lonza, Walkersville MD, USA) 4:1 y se procedio a centrifugar durante 45
minutos a 1200 rpm sin freno y a temperatura ambiente. Después se colectd el anillo
leucocitario, el cual se transfirid a un tubo conico de 50 mL, se lavoé con medio RPMI G+g

y se centrifugd durante 10 minutos a 1500 rpm a 4°C tres veces.

Terminado el lavado, se procedid a re-suspender las células en 40 mL de medio
RPMI G+g complementado con 10% de suero humano (SH, Valley Biomedical,
Winchester, VA, USA). Las células se distribuyeron en placas de poliestireno de 100 mm
(Corning, Tewksbury MA, USA) vy se incubaron durante 1h a 37°C 5% CO,. Terminado el
tiempo de incubacion las placas fueron lavadas 3 veces con 5 mL medio RPMI G+g para
eliminar las células no adherentes, y con ayuda de un cell lifter se levanté la monocapa de
monocitos, se lavaron con 20 mL de medio RPMI 10% SH 'y centrifugaron a 1500 rpm
durante 10 minutos 4°C. Por ultimo las células fueron re-suspendidas en medio RPMI 10%
SH. Se ajustd la suspension celular a 1 x10° células/mL, y se cultivaron 0.5 mL/pozo en

placas 24 pozos fondo plano de baja adherencia (Costar, St. Louis, MO).
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Obtencion y estimulacion de macréfagos diferenciados en M1y M2

Con la finalidad de estudiar el mayor nimero de macréfagos M1 y M2 diferenciados se
utilizaron dos protocolos de diferenciacion para cada tipo celular. Se cultivd 0.5 x10°

células/mL en placas de 24 pozos de baja adherencia durante 7 dias en presencia de:
1.- 100 U/mL IFN-y ( R & D, Minneapolis, MN) para la obtencion de macrofagos M1.

2.- 100 U/mL IFN-y (R & D, Minneapolis, MN) + 50 ng/mL LPS (Sigma, St. Louis, MO)

para la obtencion de macrofagos M1.
3.-40 ng/mL de IL-4 ( R & D, Minneapolis, MN) para la obtencion de macréfagos M2.

4.- 40 ng/mL de IL-4 + 50 ng/mL IL-10 (Pharmingen, San Jos¢, CA) para la obtencion de

macrofagos M2.

Al quinto dia de la diferenciacion las células se re-estimularon con la mitad de la
concentracion de cada tratamiento. Obtenidos los macréfagos diferenciados se procedio a
estimular con rapamicina 500 ng/mL (Sigma, St. Louis, MO) y LPS 100 ng/mL (Sigma,
St. Louis, MO) durante 24 y 48 horas.

Determinacion de autofagia y del fenotipo de los macrofagos por citometria de flujo

Después del tiempo de activacion las células de cada pozo se re-suspendieron en su propio
medio para desprender la monocapa y se centrifugaron a 2000rpm durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Los sobrenadantes se colectaron y se guardaron a -20°C. Se lavaron
las células con PBS 1x, se centrifugaron a 2000 rpm durante 5 minutos, y se re-
suspendieron en 1ml de PBS 1x conteniendo 1ul de una sonda de viabilidad (eBioscience,
que se lee con el detector de APC) y se incubd por 20 min a 4°C. Se lavaron las células con
PBS, se centrifugaron a 2000 rpm durante 5 minutos, y se re suspendieron en 0.5 mL de

CYTO-ID (Enzo, Farmingdale, NY), la cual es una sonda isotropica que se une a los
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autofagosomas [(Li-Ying, D.et al 2012; Manual 2011) y se incubd durante 15 minutos a
temperatura ambiente en obscuridad. Terminado el tiempo de incubacién se agregd PBS +
2% SFB y se incub6 durante 2 minutos a temperatura ambiente. Con la finalidad de
caracterizar el mayor numero posible de células obtenidas utilizamos dos paneles de tincioén
con 6 fluorocromos, tomando en cuenta el espectro de absorcion y de emision de cada

flurocromo.

Se utilizaron dos paneles de marcadores para la caracterizacion de los macrofagos
M1 y M2, se utiliz6 0.5 pl de anticuerpo monoclonal de CD14 conjugado con PE-Texas
Red por 5 x10° células obtenidas y 1ul de anti human CD62L conjugado con APC/Cy7,
anti human, CD16 conjugado con PerCy 7, anti human CD163 conjugado con APC y anti
human CD36 conjugado con PerCP-Cy 5.5 por cada 5 x10° células obtenidas.

Tabla 3. Configuracién del primer panel de tincién.

Anticuerpo Fluorocromo
CD14 PE-Texas Red
CD62L APC/Cy7
CD163 APC

CD16 PerCy 7
CD36 PerCP-Cy 5.5
Cyto ID Alexa 488

El segundo panel de tincion empled 0.5 pl de cada uno de los siguientes
anticuerpos monoclonales CD14 conjugado con PE-Texas Red (Invitrogen, Carlsbad, CA),
anti human HLA-DR conjugado con Alexa 700 (Biolegend, San Diego, CA) por 5 x10°
células obtenidas y 1l de cada uno de los siguientes anticuerpos monoclonales: anti human

CD36 conjugado con PerCP-Cy 5.5 (BD pharmingen San José, CA) y anti human CD206
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conjugado con APC/Cy7 (Biolegend, San Diego, CA por cada 5 x10° células obtenidas
(Tabla 4).

Tabla 4. Configuracion del segundo panel de tincion.

Anticuerpo Fluorocromo
CD14 PE-Texas Red
HLA-DR Alexa 700
CD36 PerCP-Cy 5.5
CD206 APC/Cy7
CD16 PerCy 7

Cyto ID Alexa 488

Después las células se incubaron por otros 15 minutos a temperatura ambiente
protegidas de la luz, seguido de un lavado con PBS 1x (Lonza, Walkersville MD, USA).
Las células se re-suspendieron en 0.3 mL de PBS 1x (Lonza, Walkersville MD, USA), de
manera simultanea se realizaron los controles de compensacion (més un control negativo)
con perlas de compensacion. En siete tubos previamente marcados se afiadidé una gota de
perlas negativas y positivas, se afiadio 0.2l de cada anticuerpo utilizado. Se incub6 durante
20 minutos a 4°C en obscuridad, terminado el tiempo de incubacion se lavaron con ImL de
PBS 1x, se centrifugd a 2000rpm por 5 minutos, se descartd el sobrenadante y se re-

suspendi6 en 200 pl de PBS 1x.

Terminada la tincion, inmediatamente fueron llevadas al citometro de flujo BD
FACS Canto II (Becton Dickinson, San Jos¢, CA) y se adquirieron un minimo de 50,000

eventos.
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Estrategias de analisis de datos
a) Seleccion de células individuales viables

Después de la adquisicion en el citometro de flujo, se realizo el analisis de fenotipo en el
programa FACS Diva (Becton Dickinson, San José¢, CA). En un grafico de puntos o dot
plot con los parametros FSC-H (dispersion frontal de la altura) vs FSC-A (dispersion
frontal en area) (Figura 4 a) seleccionamos la regiéon de macréfagos individuales por
tamafio, excluyendo del andlisis a los dobletes de células. Posteriormente en un segundo dot
plot con los parametros SSC-H vs SSC-A (Figura 4 b), se selecciondé la region
correspondiente a los macrofagos individuales por complejidad. A continuacion se realizéd
un histograma en los macrofagos individuales con la sonda de viabilidad para seleccionar

los macréfagos individuales vivos (Figura 4 ¢).
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Figura 4. Seleccion de células individuales vivas. Estrategia de la regién para la seleccién de
células individuales, se seleccionaron las individuales por tamafio (a) y después individuales por complejidad
(b), de la regidn anterior y con la sonda de viabilidad se delimitaron las células individuales vivas (c)
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b) Cuantificacion de autofagia

A partir de la seleccion de macrofagos individuales vivos en un dot plot graficamos el
parametro FSC-A vs CD14 PE-Texas Red para discriminar las células CD14+ y CD14-. En
la poblacion de macréfagos CD14+ realizamos un histograma con la sonda Cyto-ID para

determinar el nivel de autofagia. (Figura 5)
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Figura 5. Cambio en la intensidad mediana de fluorescencia. A partir de la seleccion
de células individuales vivas en un grafico de puntos el porcentaje de células CD14+ y CD14-, el siguiente
paso fue seleccionar la poblacion de células CD14+ que realizan autofagia.

Para cuantificar el nivel de autofagia de los macrofagos utilizamos la sonda Cyto
ID. El nivel de autofagia se expresa como el cambio en la intensidad mediana de
fluorescencia (IMF), el cual se calcula como la diferencia de la IMF tubo con estimulacion
(rapamicina o LPS) con respecto del tubo sin estimulacién, matematicamente se expresa de

la siguiente forma;

Pagina | 24



_ IMF del tubo estimulado
" IMF del tubo sin estimulacién

IMF

¢) Determinacion del fenotipo

Para caracterizar el fenotipo de las células obtenidas utilizamos dos combinaciones de
cuatro y tres marcadores. La primera combinacién de anticuerpos utilizado para la tincion
empleo la siguiente estrategia de analisis, primero se identificaron a las células CD14+, en
seguida los macréfagos CDI14+ se analizd con los marcadores CD16 y CD62L,
delimitando la region CD16-CD62L- (figura 6). La misma estrategia se utilizd para el

analisis de los macréfagos CD14-.
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Figura 6. Estrategia de analisis de fenotipo para el primer panel de tincién. Para el andlisis de fenotipo
con el primer panel de anticuerpos, definimos el porcentaje de células CD14+ y CD14- , a partir de esta
seleccion analizamos con los marcadores CD16 y CD62L, determinando el porcentaje de macréfagos CD14+
CD16-CD62L- en este ejemplo el porcentaje corresponde al 24.3%.

Para la segunda estrategia de andlisis se graficaron los macréfagos individuales
vivos con los marcadores CD14 y CD36, se delimitd la region CD14+CD36-. Con la region
anterior se analizdé con los marcadores CD16 y CD206 y se delimit6 la region CD16-

CD206- (figura 7). De manera similar se analizaron los macrofagos CD14-.
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Figura 7. Segunda combinacion de marcadores. A partir de los macrofagos individuales vivos se
grafico con los marcadores CD14 vs CD36, seleccionandose la poblacion CD14+CD36-, el siguiente paso
fue seleccionar analizar la poblacion CD14+ CD36- con los marcadores CD16 y CD206 para seleccionar la
region CD16-CD206- . Al final la poblacion analizada tenia el fenotipo CD14+CD36-CD16-CD206-.
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¢) Cuantificacion de TNF-a por ELISA

Con el sobrenadante obtenido durante la estimulacion celular, se cuantificaron los niveles
de produccion de TNF-a por ELISA. En una placa maxisorp de 96 pozos (Nunc)
sensibilizada con el anticuerpo de captura (anti human TNF-a purificado, Pharmingen)
diluido 1:500 en PBS a 4°C toda la noche, se descarto la solucion con anticuerpo y se lavo
3 veces con solucién de lavado (PBS 0.01M pH 7.2- Tween-20 al 0.05%). Después se
bloqued la placa con Superblock (Pierce Endogen) a 37°C durante 30 minutos, pasado el
tiempo de incubacion se lavd 3 veces la placa y se adicion6 por duplicado en cada pozo las

muestras, los estandares y blancos y se incubd a 37°C por 2 horas.

Se lavo la placa 3 veces con la solucion de lavado y se adiciond el anticuerpo
secundario (anti human TNF-a h-biotina) diluido 1:1000 en PBS 0.01M pH 7.2- Tween20
0.05%- BSA 2% y se incub6 a temperatura ambiente por 45min. Después de 6 lavados, se
adiciono estreptavidina-fosfatasa alcalina (EAF, Jackson Immunoresearch) diluida 1:2000
en PBS 0.01M pH 7.2- Tween20 0.05%- BSA 2% y se incubd a temperatura ambiente por
30min. Se volvid a lavar la placa 6 veces y se adicion6 el substrato de fosfatasa (Sigma
Aldrich). Se dejo desarrollar la reaccion (en obscuridad durante 20 minutos) y se midi6é en
un lector de ELISA (Multiscan) a 405nm. Se calcul6 el promedio de la absorbancia de los
duplicados, se calculd la concentracion de acuerdo a la regresion lineal, los datos obtenidos

se reportan en pg/mL.

Analisis estadisticos

Las gréficas y los datos fueron analizados utilizando el programa GraphPad Prisma 5.0. Los
datos fueron graficados en diagramas de caja, se muestran en cuartiles y mediana. Los
datos se analizaron utilizando el test de Wilcoxon para muestras pareadas. Se consideraron

valores estadisticamente significativos cuando fue p<0.05.
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Resultados
Generacion de macréfagos M1y M2

En el presente trabajo utilizamos dos protocolos para diferenciar macréfagos M1 y dos para
M2. Los macrofagos M1 son células productoras de citocinas pro-inflamatorias IL-13, IL-
12, IL-23 y TNF-a, mientras que los macréfagos M2 producen citocinas anti-inflamatorias
como IL-10, CXCL 3 (Toribio 2008), disminuyendo la produccién de citocinas pro-
inflamatorias. Para confirmar que teniamos macréfagos polarizados hacia ambos fenotipos
evaluamos la produccion de TNF-a en respuesta a la estimulacion con LPS. Se encuentra
reportado que los M1 y los M2 responden diferencialmente a la estimulacion con LPS

(Albrecht 2006); los M1 producen niveles elevados de TNF-a y los M2 no lo hacen.

Nosotros encontramos que todos los tipos de macrofagos que generamos
produjeron cantidades significativas de TNF-a (figura 8 a y b) en respuesta a la
estimulacion con LPS. No obstante, los macrofagos polarizados al fenotipo M1 produjeron
cantidades mayores de TNF-a , especificamente en los casos donde los macrofagos fueron
polarizados con IFN-y (mediana 8834, rango 0-252000 pg/mL) los cuales tienen una
mayor produccion de TNF-a en comparacion con los macréfagos polarizados con IFN-
v + LPS (Mediana 1274, rango 125.5-1427 pg/mL). Los macrofagos polarizados hacia M2
produjeron cantidades significativas de TNF-a respecto a las células sin estimular pero la
produccion fue significativamente menor con respecto a los M1 (Figura 8 ¢ y d). Los
macrofagos M2 polarizados con IL-4 (Mediana 2545.50, rango 1104-2703 pg/mL)
produjeron cantidades menores versus M2 diferenciados con IL-4 + IL-10 (Mediana

823.08, rango 175.1-2703 pg/mL).
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Figura 8. Produccion de TNFa en respuesta a la estimulacion con LPS. Los macréfagos

fueron polarizados hacia M1 con 100 ng/ml de IFN-y n=34-39 (a) o con 100 ng/ml de IFN-y + 100 ng/ml
de LPS n=4 (b), y los macrofagos polarizados hacia M2 se estimularon con 40 ng/ml de IL-4 n=5-7 (c¢) o0 40
ng/ml de IL-4 + 50 ng/ml de IL-10, n=18-20 (d) durante 7 dias. Las células fueron estimuladas con 100
ng/ml de LPS durante 24h. Se determind la cantidad de TNF-a presente en los sobrenadantes por ELISA
*p<0.01, ***p<0.001.

Debido a que la funcion y morfologia de los macrofagos depende directamente del
microambiente en el que se encuentre, visualizamos en el microscopio de contraste de
fases los macréfagos diferenciados M1 y M2, donde observamos las caracteristicas
morfologicas como elongacion y formacion de “agujas” en los M2 y morfologia

redondeada en los M1, la cual comparte con los macréfagos no activados MO. (Figura 9).
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M2, 1L4+IL10 , ‘M2. IL4

Figura 9. Morfologia en los macréfagos diferenciados M1 y M2. Los macréfagos fueron

diferenciados a partir de monocitos durante 7 dias en presencia de 100 u/mL de IFNye 100u/mL IFN-y +
100 w/mL LPS para los M1, 40 ng/mL de IL-4 y 40 ng/mL de IL-4 + 50 ng/mL de IL-10 para los M2, re-
estimulandose con la mitad de la concentracion al quinto dia. Al término de la diferenciacion los macrofagos
fueron observados en el microscopio de contraste de fases a 40x. Representativo de 4 experimentos
independientes.
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A partir la cuantificaciéon de la produccion TNF-a y la observaciéon de los
macrofagos obtenidos en el microscopio de contraste, elegimos un solo protocolo de
diferenciacion para los experimentos subsecuentes; elegimos IFN-y para generar M1 e IL-4
+ IL-10 para generar M2 debido a que los M1 obtenidos con IFN-y produjeron la mayor
cantidad de TNF-a.. Los M2 diferenciados con IL-4 producen cantidades mayores de TNF-
o en comparacion con los diferenciados con IL-4 + IL-10, lo cual indica que la

diferenciacion no se encuentra mayoritariamente en el fenotipo M2.

Debido a que la presencia de CD14 en la membrana define claramente los tipos de
macrofago (figura 10 a), ademés de cuantificar la produccion de TNF-a en respuesta a la
estimulacion con LPS, para confirmar que teniamos macrdéfagos polarizados fue necesario
cuantificar el porcentaje de células individuales vivas CD14+ para los M1 y células
individuales vivas CD14- para los M2 (figura 10 b y ¢). La estimulacion con rapamicina o
LPS no modifico el fenotipo de ninguna de las poblaciones (M1 p= 0.3020 n=25; M2
p=0.7975, n=18).
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Figura 10. Evaluacion del %CD14 en los macréfagos M1 y M2. Durante la diferenciacion de
macrofagos la expresion del receptor CD14 varia en los macréfagos M1 (aumenta) y los M2 (disminuye).
Cuantificamos el porcentaje de CD14+ por citometria de flujo en macréfagos diferenciados sin estimulo (SE)
en comparacion a los macroéfagos no activados (MO) sin estimular (a, n= 22, *p<0.01 y ***p<0.0001).
Evaluamos en los macrofagos M1 estimulados con 500 ng/mL de rapamicina y 100 ng/ml de LPS durante 24h
el porcentaje de CD14+(n=18) de manera similar evaluamos el porcentaje de CD14- en los macréfagos M2
(n=11) pero no observamos diferencias significativas (b).
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Fenotipo de los macrofagos M1y M2

Nuestros resultados anteriores indican que el porcentaje de macréfagos CD14+ es mayor en
la poblaciéon senalada como M1 y mientras que el porcentaje de CD14+ disminuye en la
poblacién senalada como M2. Después investigamos el nimero de moléculas CD14 sobre
la membrana de cada macrofago (medido como la intensidad mediana de fluorescencia) al
mismo tiempo que medimos los marcadores; Dectin 1, CD36, CD62L, CD206, CD163 y
CD16. Los marcadores CD16 y CDI163 (datos no mostrados) no tuvieron diferencias
estadisticamente significativas. Los resultados de la figura 12 reflejan un aumento
significativo de la expresion del receptor membranal CD14 en los M1 y una disminucioén
marcada de este mismo en los M2, CD206 aumentan significativamente en los M2,

mientras que no se modifican en los M1 (figura 11).
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Figura 11. Evaluacion del fenotipo de los macrofagos. Los macréfagos derivados de monocitos (MDM)
fueron diferenciados con 100 u/mL IFN-y para obtener M1 y 40 ng/mL de IL-4 + 50 ng/mL de IL-10 para
obtener M2 durante 7 dias. Se realizo tincion de membrana y se cuantifico la IMF por citometria de lujo,
***p<0.001, n=3-6.
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Determinacion de la induccion de la autofagia en los macréfagos M1 y M2

Tomando en cuenta que no todas las células de cada pozo se polarizan completamente y
que la presencia o ausencia de CD14 en la membrana de los macrofagos distingue M1 de
M2, la determinacion de autofagia se realizd en las células CD14+ para las M1 y en las
células CD14- para las M2. Debido a que los macréfagos M1 aumentan su actividad
antimicrobiana como parte de su diferenciacion, es la poblacioén candidata para hacer uso de
la via de autofagia como mecanismo de eliminacidn directo de patdgenos. Para determinar
la ocurrencia de este fendémeno medimos la formacion de vesiculas autofagicas por
citometria de flujo con la sonda CyTO-ID, la cual se incorpora dentro de los autofagosomas
aumentando la intensidad mediana de fluorescencia de las células comparadas con el
control de células no estimuladas. Después de estimular con 500 ng/ml rapamicina y 100
ng/ml de LPS, encontramos que los macrofagos que realizan autofagia de manera
significativa en respuesta al tratamiento con rapamicina fueron los macrofagos M1 (Figura

12a), mientras que los macrofagos M2 no lo hicieron (Figura 12b).
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Figura 12. Cambio en la intensidad mediana de fluorescencia (autofagia) relativo a los macréfagos sin

estimulo. Los macrofagos se diferenciaron con 100 u/mL IFN-y para obtener M1 y 40 ng/mL de IL-4 + 50
ng/mL de IL-10 para obtener M2 durante 7 dias. Se estimularon con LPS 500 ng/mL y rapamicina 100
ng/mL durante 24 horas; la autofagia se midié con la sonda Cyto-ID por citometria de flujo). Cuantificamos el
cambio en la intensidad mediana de fluorescencia (IMF) relativo a las células sin estimulo (SE), los
macrofagos M1 realizaron autofagia dependiente de la estimulacion (¥*p<0.01 y **p<0.05, n= 13 y a) mientras
que los M2 no (ns = no significativo, n= 8 y b).

Determinacion del fenotipo de los macréfagos estimulados con rapamicina

Con la idea en mente de que la autofagia podria modificar el fenotipo del macrofago, y
observando que durante la diferenciacion de los macrofagos M1 se aumenta de manera
significativa la presencia del receptor CD14, mientras que disminuye drasticamente en los
M2, partimos de este marcador para realizar el andlisis de fenotipo de las células que
realizan autofagia por estimulacion con rapamicina tanto de manera temprana (24h) como
tardia (48h). Los marcadores empleados para el andlisis fueron CDI14, CD16, y CD62L,
nosotros consideramos el fenotipo M1 como CD14+CD16-CD62L- (figura 13 a, n=7),
mientras que el fenotipo M2 fue CD14-CD16-CD62L+ (figura 13 b, n=3). En ambas
poblaciones no observamos cambios en el fenotipo dependientes de la estimulacion con

rapamicina ni LPS.
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Figura 13. Determinacion del fenotipo de los macréfagos. Los macréfagos fueron diferenciados

con 100 uw/mL IFN-y para obtener M1 y 40 ng/mL de IL-4 + 50 ng/mL de IL-10 para obtener M2 durante 7
dias. Se estimularon con LPS 500 ng/mL y rapamicina 100 ng/mL durante 24 horas. Las graficas muestran
macrofagos M1 (a, n=7) y M2 (b, n=3) evaluados por citometria de flujo tefiidos con los marcadores CD14,
CD16 y CD 62L.

En el segundo panel de tincion la estrategia de analisis utilizada para el fenotipo
M1 fue CD14+CD36-CD16-CD206- (figura 14 a), mientras que para el fenotipo M2 fue
CD14-CD36+CD16-CD206+ (figura 14 b). No se observaron cambios significativos en el

fenotipo dependiente de la estimulacion con rapamicina y LPS.
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Figura 14. Analisis de fenotipo de las células obtenidas con el segundo panel de

marcadores. En el segundo analisis de fenotipo empleado utilizamos los marcadores CD14, CD36, CD16
y CD206, el fenotipo M1 fue considerado como CD14+CD36- CD16-CD206- (a, n=4) mientras que para los
M2 fue CD14-CD36+CD16-CD206+ (b, n=3).

Al no observar modificaciones en el fenotipo de los macrdéfagos estimulados de
manera temprana (24h), decidimos ampliar el tiempo, analizando el fenotipo de manera
tardia (48h). Cuantificamos la produccion de TNFa en los macrofagos M1 y M2
estimulados durante 48 horas pero no observamos diferencia significativamente estadistica
(M1 mediana 56.42, rango 53.9-282.7 pg/mL; M2 mediana 88.11, rango 24.08-599.8 pg/M1

n= 3, datos no mostrados)

Para observar la autofagia cuantificamos el cambio en la intensidad mediana de
fluoresencia relativo a las células sin estimular en macréfagos M1 (figura 16 a) y
macrofagos M2 (figura 15 b), pero no observamos cambio en el IMF en compracion con

las células sin estimulo.
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Figura 15. Cambio en la intensidad mediana de fluorescencia (autofagia) en macréfagos

estimulados durante 48 horas. Los macréfagos M1 y M2 fueron estimulados con LPS y rapamicina
durante 48 horas, se realizd la tincion con la sonda Cyto-ID y se cuantificd la autofagia por citometria de
flujo. Los macrofagos M1 (a) y M2 (b) estimulados no obtuvieron diferencias significativas con respecto a
las células sin estimulo, es decir no realizan autofagia dependiente a la estimulacion.

Después analizamos el fenotipo de los macrofagos M1 y M2 al término de la
estimulacion tardia (48h) con LPS y rapamicina. Observamos en los macréfagos M1 la
expresion de CD14 se mantiene independiente de la estimulacién (Figura 16 a). En los
macrofagos M2 notamos un aumento en los niveles de expresion de CD14 en comparacion

a la estimulacion temprana. (Figura 16 b)
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Figura 16. Evaluacion del porcentaje de CD14 en macrofagos estimulados durante 48

horas. Los macréfagos M1 y M2 fueron estimulados con LPS y rapamicina durante 48 horas, evaluamos el
porcentaje  de CDI14 en los M1 (a) estimulados con LPS y rapamicina y comparamos la produccion
registrada a las 24 horas, de igual manera analizamos el porcentaje de CD14 en los M2 (b), observando una
tendencia de aumento en comparacion a la produccion registrada a las 24 horas de estimulacion. No
observamos diferencia estadisticamente significativa.
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Discusion

Los macrofagos poseen una amplia plasticidad que permite al macrofago diferenciado
revertir su fenotipo ademas de regresar a las condiciones iniciales de macréfago activado
(MO) (Mosser and Edwards 2008). Nosotros decidimos investigar el fenotipo de los
macrofagos humanos activados (autofagia) con rapamicina debido a que la re-polarizacién
dentro de contexto de infecciones se propone como nueva estrategia de terapia (Deretic
2012). Recientemente se ha documentado la estimulacion durante la diferenciacion de los
macrofagos con rapamicina modifica el fenotipo de los M1 pero no de los M2 (Mills et al.
2000). La rapamicina es un farmaco de origen fungico que es utilizado como
inmunosupresor en trasplantes de Organos, inmunoterapias en el tratamiento de
enfermedades como alzhéimer, Huntington, Parkinson, diabetes, VIH y trombosis
coronaria.(Fielhaber et al. 2012; M. Fabri 2011; Cassol et al. 2010; Lawrence and Natoli
2011)

La induccion de la autofagia como terapia alternativa contra patdogenos
intracelulares ha generado interés al ser empleada como blanco terapéutico y su regulacion
en el proceso de inflamacion mediada por macrofagos. Son los macrofagos las células que
han recibido la mayor atencion debido a su papel dentro los tratamientos contra
enfermedades proteino-degenerativas en modelos de rata y raton, pero alin no se cuenta con
informacion en macrofagos humanos. Dentro del estudio de la autofagia se ha demostrado
que la supresion del complejo de mTOR, el cual activa la via de la autofagia, es crucial para
la supervivencia y activacion del fenotipo pro-inflamatorio de macréfagos en modelos
(Danner et al. 2008). En el presente trabajo se investigd el papel de la autofagia activada

por rapamicina en la polarizacion de macréfagos humanos.

Primero obtuvimos macrofagos diferenciados en M1 y M2, los M1 se encuentran
orientados hacia una funcioén pro-inflamatoria y altamente fagocitica, participando dentro
de la inmunidad innata, mientras que los M2 tienen funciones anti-inflamatorias y de
reparacion de tejidos participando durante la resolucion de la inflamacion (Martinez and

Gordon 2014; Martinez et al. 2014). Para obtener macrofagos M1 y M2 fue necesario
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disefiar un protocolo de diferenciacién que nos permitiera observar a ambas poblaciones,
utilizamos dos estrategias de diferenciacion con la finalidad de obtener la mayor cantidad
de macrofagos de cada tipo. Para obtener M1 utilizamos IFN-y + LPS o IFN-y solo (Q., Liu
and R. 2011; Martinez et al. 2014; Davis, Tsang, and Qiu 2013; Mercalli et al. 2013; Raes
et al. 2002). Los articulos revisados para dar referencia al presente trabajo hacen alusion al
uso de LPS combinado con IFN-y para obtencion de los M1, pero en este trabajo se
determiné que la estimulacion combinada (LPS + IFN-y) tiene menor produccion de TNF-
o en comparacion con los macrdéfagos estimulados solo IFN-y. TNF-a es una citocina
caracteristica del perfil pro-inflamatorio de los M1, su produccion en los M2 disminuye
drésticamente. (Bogdans, Vodovotz, and Nathan 1992; Stout and Suttles 2004). Ademas de
la produccion de citocinas, la expresion diferencial de receptores es importante durante el
analisis de fenotipo de ambas poblaciones, el receptor que mas nos llamo6 la atencion fue
CD14; el cual tiene diferencias significativas entre los M1 (aumenta) y M2 (disminuye),
es por eso que decidimos analizar el porcentaje de macréfagos CD14+ en los M1 y su

ausencia en los M2.

Posteriormente se procedid a determinar la induccion de la autofagia en los
macrofagos M1 y M2. Los macrofagos M1 como parte de su diferenciacion aumentan la
actividad microbicida y produccion de citocinas inflamatorias, es por ello que son la
poblacion que utiliza a la autofagia como mecanismo de la respuesta inmune hacia
patdgenos, mientras que los macréfagos M2 producen citocinas anti-inflamatorias y
secretan colageno, su actividad se orienta hacia la reparacion tisular y angiogénesis(D.
Mosser and Edwards 2008). Para observar la autofagia se evalu6 la intensidad mediana de
fluorescencia de los macrofagos estimulados con rapamicina y LPS. Los macréfagos
poseen receptores en su superficie que les permite detectar componentes microbianos
(Charo 2007); en el caso del LPS, el cual es un componente de la pared microbiana es
reconocido por TLR4, mientras que rapamicina es un farmaco que inhibe el complejo
mTOR activando la autofagia, ambos compuestos estimulan la activacion de la autofagia,
pero por diferentes vias. No se encontraron diferencias entre la estimulacién con
rapamicina o LPS en los M1, no obstante los M1 tienen mayor produccion de vesiculas
autofagicas en comparacion a los M2; esto se debe a que los M1 estan especializados en el
reconocimiento de patdgenos durante la inmunidad innata, dicho aumento de autofagia en
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los M1 tiene un efecto positivo en la eliminacion de patdgenos intracelulares y toxinas y
presentacion de antigenos via MHC 11, ayudando en la resolucion de la infeccion. Mientras
que los M2 no generan autofagia dependiente de la estimulacion, lo cual confirma que son

los M1, la poblacién que realiza autofagia como mecanismo de defensa.

La autofagia es el principal mecanismo de defensa y eliminacion de patogenos, pero
también es la principal via de replicacion de patogenos, los cuales utilizan a los
autofagosomas como nichos de replicacion (Shahnazari and Brumell 2011; Biswas et al.
2008). La autofagia es un proceso de corta duracion, evitando asi la acumulacion de
autofagosomas, favoreciendo la degradacion de patdgenos, toxinas, presentacion de
antigenos via MHC II, ademds de prevenir excesiva inflamacion provocada por una
variedad de enfermedades inflamatorias, pero la desregulacion de la autofagia puede
contribuir a la predisposicion a enfermedades como la enfermedad de Crohn (Jo, Shin, and
Choi 2012). Conociendo que son los M1 las células que realizan autofagia, investigamos si
fenotipo de los macrofagos M1 y M2 era modificado por la activacion de la autofagia con
rapamicina. Como parte de su diferenciacion los macréfagos M1 y M2 adquieren
propiedades diferentes que definen ambos fenotipos; por ejemplo los M1 tienen un perfil
pro-inflamatorio, aumentan la expresion de genes de diferentes receptores como; M-CSF,
CDl11b, CD18, CD14, ademéas de aumentar su capacidad fagocitica de patégenos. Los M2
aumentan receptores scavenger CD209, CD163, glucocorticoides, fibronectina (Sierra,
Filardi 2010; Piedras Claudio 2010)Considerando las caracteristicas pro y anti inflamatorias
de nuestras poblaciones, encontramos que no se modifico el fenotipo de ambas poblaciones

de macréfagos debido a la estimulacion con rapamicina de manera temprana.

Después evaluamos el fenotipo de ambas poblaciones de macrofagos a las 48 horas
post-estimulacién, pero no observamos diferencias estadisticamente significativas por
efecto de la estimulacion con rapamicina, lo que sugiere que la autofagia ha terminado. En
seguida analizamos los niveles de expresion de los receptores y fenotipo de los macrofagos
post-estimulados, pero observamos un incremento en el porcentaje de expresion de
macrofagos CD14+ en los M2, que no fue estadisticamente significativo, probablemente

no obtuvimos diferencia debido al tamafio de la muestra (n=3).
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Conclusiones

\Y%

Los macrofagos M1 y M2 producen TNF-a y aunque la produccion de los M2 es
menor.

Los M1 conservan la morfologia de los MO redondeada, mientras los M2 adquieren
una morfologia de aguja.

Los niveles de expresion de CD14 aumenta en los M1 y disminuye en los M2,
mientras que la expresion de CD62L y CD209 aumenta en los M2.

Los macréfagos M1 realizan autofagia dependiente de la estimulaciéon con
rapamicina y LPS.

El fenotipo de los macréfagos M1 y M2 no se modifica dependiente a la
estimulacion temprana (24h) con rapamicina y LPS.

La autofagia no es detectable a las 48 horas post-estimulacion con rapamicina y

LPS en los macrofagos M1 y M2.
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