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. Introduccion

Todo organismo multicelular se apoya de una defensa inmune para su sobrevida.
A lo largo del proceso evolutivo, una gama de estrategias de defensas han surgido para
el mantenimiento de la homeostasis de los organismos. Hasta hace poco, el paradigma
de la evolucidén del sistema inmune, recaia en la habilidad de activar una respuesta
inmune innata. La respuesta inmune innata recae en la activacion de proceso
metabdlicos y celulares para la erradicacion de componentes ajenos al organismo, sin
generacion de memoria, respuesta que se puede encontrar evolutivamente desde los
invertebrados. Es a partir de los vertebrados mandibulados donde podemos encontrar
un sistema que permite la generacién de una respuesta inmune de memoria,

comunmente llamado sistema inmune adaptativo (Boehm, 2012).

En un organismos sano, el sistema inmune innato provee la primera linea de
defensa contra sefiales de dafo internas o externas, mediante el inicio de una respuesta
inflamatoria protectora que se desarrolla a traves del tiempo en distintas fases, iniciacion,
inflamacion, resolucién y restablecimiento de la integridad del tejido. La primera fase de
la respuesta inflamatoria tiene como objetivo la destruccion de patégenos; le prosigue
una fase de remocion de restos celulares, material dafiado de matriz extracelular y
células en apoptosis y termina con una fase de recuperacion en la cual el tejido es

reparado y se restauran las condiciones funcionales de un tejido (ltaliani et al., 2014) .

I.I Inmunidad Innata

La respuesta inmune innata se compone de barreras anatémicas, tanto fisicas,
quimicas y celulares que permiten la defensa del organismo contra cualquier patogeno.
Dentro de las barreras fisicas podemos encontrar a las capas de células epiteliales en
la piel, el area de las mucosas y tejido glandular; areas del cuerpo que estan expuestas
al ambiente externo y que previenen infeccion blogueando la entrada de patégenos al
cuerpo. Las barreras quimicas en las superficies incluyen la presencia de sustancias

solubles que posen actividad antimicrobiana (lisozimas, lactoferrinas, defensinas,
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proteinas surfactantes, proteina C reactiva, etc.) asi como moléculas que acidifican el
pH. Aguellos patégenos que evaden las barreras fisicas y quimicas pueden sobrevivir
en espacios extracelulares o pueden infectar células y eventualmente replicandose y

esparciéndose a otras partes del cuerpo (Owen et al., 2012).

La respuesta inmune innata mediada por celulas, es aquella que esta dirigida a
patégenos que logran evadir las barreras fisicas y quimicas. Esta respuesta se
caracteriza por ser rapida e iniciar en cuestion de minutos después la infeccién. Las
celulas como macrofagos y células dendriticas son consideradas parte de la respuesta
inmune innata, las cuales presentan receptores exiracelulares e intracelulares llamados
PRRs receptores de reconocimiento de patrones (PRR por sus siglas en ingles Pattern
recognition receptors). Estos receptores detectan PAMPs (PAMS por sus siglas en ingles
Pathogen-associated molecular patterns), tales como acidos nucleicos de origen
microbiano, lipoproteinas y carbohidratos; asi como patrones moleculares asociados a
dafno celular DAMPS (DAMPS por sus siglas en ingles Damage-associated molecular
patterns) como es ATP, IL-1a, acido urico, proteinas de unién a calcio como: S100A8 y
S100AQ y proteinas de unién a ADN como la proteina de alta movilidad del grupo de caja
1 HMGB1 (HMGB1 por sus siglas en ingles High mobility group box 1). La activacion de
estos receptores provoca la oligomerizacion y ensamblaje de complejos de sefalizacion
gue promueven la secrecion de factores que inducen el reclutamiento de células del

sistema inmune al sitio de infeccién e inflamacién (Newton et al., 2012).

Las células que expresan éstos receptores son activadas al presentarse la
interaccion del receptor con su ligando y pueden erradicar al patégeno mediante distintos
procesos, como la fagocitosis, la secrecion de citocinas pro inflamatorias, la secrecion
de peptidos antimicrobianos y/o reclutamiento de celulas fagociticas como neutrdfilos,

células dendriticas, monocitos y/o macréfagos (Owen et al., 2012).
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LIl Macréfagos

Los macrofagos fueron descritos a finales del siglo XIX por el cientifico ruso llamado
llya Metchnikoff (Epelman et al., 2014) cuyos trabajos de investigacién fueron de gran

importancia para el entendimiento de los mecanismos de la inmunidad innata.

Su interés en los procesos de digestién de los organismos primitivos lo llevé a la
observacion de células fagociticas capaces de digerir microorganismos y degradarlos.
Metchnikoff observé que la fagocitosis era un proceso activo y que aquellas células eran
capaces de degradar un diverso numero de microorganismos ya que contenian en su
citoplasma vacuolas, encargadas de degradar patdégenos, tales como espiroquetas y

levaduras.

Metchinikoff describio la presencia de macrofagos en diversas zonas anatomicas,
por ejemplo: en higado las células de Kupffer, en bazo los macréfagos de pulpa roja y
blanca, en pulmén los macréfagos alveolares, en nodulos linfaticos e intestino los
macréfagos intestinales (Gordon, 2008). Ademas, identificé que esta subpoblacion
celular presentan una forma ameboide, tienen capacidad de migracion dirigida o
guimiotaxis asi como la extension de pseudopodos durante el proceso de fagocitosis
(Figura 1) . Actualmente se sabe que los macrofagos se distribuyen en distintas zonas
anatomicas del cuerpo como en el tejido adiposo, hueso, sistema nervioso central,
corazon, intestino higado, pulmén, en la cavidad peritoneal, piel, rifidn, bazo, nédulos

linfaticos, timo, entre otros (Davies et al., 2013).

13



Figura 1. En la imagen de la izquierda se observan micréfagos (leucocitos
polimorfonucleados) y en la de la derecha macréfagos. Células identificadas, por
Metchnikoff, utilizando técnicas de tincion con anilina. En sus trabajos describe a los
macrofagos en organos como higado, pulmon, bazo, nédulos linfaticos e intestino
(Modificado de Gordon S., 2008).

A mediados del siglo XX Ralph van Fruth propuso que los macrofagos eran células
diferenciadas que habian perdido la capacidad de proliferacion y eran constantemente
reconstituidos por monocitos circulantes provenientes de la medula ésea (Furth et al.,
1968; Italianiet al., 2014; Lavin et al., 2015) a lo que llamo el sistema fagocitico
mononuclear. (Furth et al., 1968; ltaliani et al., 2014; Lavin et al., 2015). Este sistema se
consideraba la fuente unica de reconstitucion y mantenimiento de poblaciones de
macrofagos; sin embargo, en los ultimos afios, trabajos en modelos murinos han
demostrado que en la mayoria de los tejidos los macréfagos residentes de tejido derivan
de precursores embrionarios y persisten en el tejido auto renovandose,
independientemente de los monocitos circulantes, cuando el tejido esta en equilibrio
(Bruttger et al., 2015; Epelman et al., 2014; Ginhoux et al., 2014). Experimentalmente
usando modelos murinos de parabiosis, en el cual es posible combinar la circulacidén de
dos ratones congénicos, permiten evaluar la contribucion fisiologica de los monocitos

circulantes en las poblaciones de macréfagos residentes de tejido, en este sentido se
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demostré que el mantenimiento de la poblacidn macrdéfagos residentes de tejido es
independiente de la contribucion de monocitos proveniente de medula 6sea. (Hashimoto
etal., 2013)

Otros experimentos similares han confirmado que las poblaciones de los
macrofagos alveolares, las celulas de Kupffer y los macrofagos de la pulpa roja del bazo
se mantienen alo largo del tiempo independientemente de la contribucién de precursores
en la circulacion (Lavin et al., 2015). Sélo ciertas poblaciones de macrdéfagos son
reemplazados a lo largo de la vida adulta de un organismo, entre ellos podemos

encontrar a los macrdéfagos del intestino y de la dermis (Bain et al., 2014).

En contraste a la mayor parte de los tejidos del cuerpo, en donde los macréfagos
se mantienen sin contribucion de monocitos circulantes, una gran proporcién de
monocitos migran a tejidos danados y se diferencian a macrofagos o células dendriticas.
Evidencia experimental sugiere que aunado a esta diferenciacion de monocitos a
macréfagos las poblaciones de macrdfagos residentes de tejido se expanden en
procesos infecciosos. Al termino de la infeccion se desconoce si los macréfagos
derivados de monocito permanecen como macrofagos residentes o mueren por

apoptosis (ltaliani et al., 2014).

LIl Macréfagos residentes de tejido

Durante la gestacion temprana (dia 7.5 de gestacién de ratén) los macrdéfagos se
localizan y se expanden en el saco vitelino mediante un proceso denominado
hematopoyesis primitiva 0 mesoblastica. Las islas de sangre de saco vitelino, provienen
de unas celula llamadas hemangioblastos, y son un grupo de eritroblastos primitivos
rodeadas por una cubierta endotelial y ubicadas entre el endodermo visceral exterior y
las capas de células mesoteliales que comprenden el saco vitelino. Las islas de sangre
contienen células endoteliales y precursores hematopoyéticos (Ferkowicz, 2005; Golub
et al., 2013). En el dia 8.25 del desarrollo en el saco vitelino, se genera el progenitor
mieloide-eritroide (definido como c¢-Kit", AA4.1" (CD93"), CD41", VE-cadherina’,
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CD16/32" y CD451°) , el cual es capaz de se generar Unicamente eritrocitos y

macrofagos (Gomez Perdiguero et al., 2014; Perdiguero et al., 2015).

Estudios con ratones genéticamente modificados que posibilitan hacer un
seguimiento de un tipo celular especifico han permitido identificar el destino de los
macrofagos generados en el saco vitelino (Epelman et al., 2014). A partir de un progenitor
mieloide-eritroide se desarrollan todos los macréfagos residentes de tejido, desarrollo
gue es independiente de la expresidon de factores de transcripcién como lo es Runx1 y

no depende de la expresioén de c-myc (Perdiguero et al., 2015).

La hematopoyesis definitiva comienza al dia 10.5 y anatémicamente en la
esplacnopleura paraadrtica, posterior a la aorta-génada mesonefros (Sheng, Ruedl, &
Karjalainen, 2015). En esta etapa del desarrollo se generan células madre
hematopoyeticas (CMH) inmaduras y posteriormente CMH maduras, las cuales tienen
la capacidad de reconstituir el sistema inmune, es decir tienen capacidad de generar
cualquier linaje hematopoyético, posteriormente dichas células migran al higado fetal.
En el higado fetal las CMH se expanden dividiendose o reclutando mas progenitores
(Hoeffel et al., 2015) y se conforma el principal 6rgano hematopoyetico durante el periodo
restante del desarrollo (hematopoyesis hepatica). Finalmente, es a partir del periodo
perinatal en donde la medula ¢sea se convierte en el principal érgano hematopoyético

productor de los linajes inmunes (Epelman et al., 2014).

En los tejidos, los macréfagos se caracterizan por su dependencia del factor
estimulante de colonias tipo1 (por sus siglas en ingles Colony estimulating factor 1;
también conocido como factor estimulante de colonias de macréfagos M-CSF); sin
embargo, en algunos tejidos los macrofagos dependen de la presencia de otras citocinas
y metabolitos para su diferenciacion y mantenimiento. Evidencia proveniente de técnicas
de secuenciacidn de nueva generacion ha permitido caracterizar los programas
transcripcionales y epigenéticos de los macréfagos residentes de diversos tejidos (Lavin
et al., 2015).
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Los macréfagos residentes de tejido comparten la expresion de ciertos transcritos,
sugiriendo que las senales del microambiente del tejido contribuyen a la regulacion del
perfil transcripcional de los macréfagos. La ontogenia y las sefiales ambientales modelan
la identidad a través de las modificaciones epigenéticas, de elementos regulatorios
(como potenciadores y promotores) asi como factores de transcripcion especificos.
Ejemplo de ello es el factor de transcripcion GATA6 para los macrofagos de la cavidad
peritoneal y el receptor activador de la proliferacion de peroxisomas (PPARY) para los

macréfagos alveolares (Lavin et al., 2015).

.IV Monocitos

Los monocitos son un poblacion leucocitaria presente en todos los vertebrados,
existiendo evidencia de una poblacién homdloga en la hemolinfa de las moscas. Los
monocitos son definidos por su localizacion, su fenotipo y su morfologia, asi como un
patron caracteristico de expresién génica (Ginhoux & Jung, 2014). La proporcién de
monocitos en sangre periférica en humanos y ratones es de aproximadamente 10% y

4% respectivamente.

Los monocitos son células que tienen un diametro de 12 a 15 um. El nucleo ocupa
aproximadamente la mitad del area de la célula y generalmente es reniforme, aunque
puede encontrarse en forma ovalada. El nucleo contiene entre uno o dos nucléolos
rodeados de cromatina. un citoplasma disperso, poco reticulo endoplasmico y una gran
cantidad de ribosomas y polisomas. En el citoplasma se encuentran un gran numero de
vesiculas que contienen granulos ricos en enzimas como la fosfatasa acida, arilsulfatasa

y peroxidasa y miden alrededor de 0.05 a 0.2 ym de diametro, (Kaushansky et al., 2010).

Los monocitos al salir a sangre periférica a partir de los sitios de hematopoyesis se
pueden mantener en circulacion de uno a tres dias, tiempo después del cual, si no son
reclutados a los sitios de inflamacion, mueren por apoptosis y son removidos de la
circulacion(Yang et al.,, 2014). Sin embargo, se ha reportado que, en condiciones

homoestaticas, los monocitos pueden migrar a tejidos no linfoides sin diferenciarse a
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macrofago o célula dendritica (Jakubzick et al., 2013). Los autores proponen que estos
monocitos sobreexpresan MHC de clase Il y subsecuentemente recirculan a nodulos
linfaticos, en donde son capaces de presentar antigeno a linfocitos T. Debido a que los
monocitos infiltrados a tejidos mantienen el perfil de expresion caracteristico de un
monocito, se les denominaron “monocitos de tejido”, confiriéendoles ahora a los
monocitos una funcidn efectora y no de precursor de macrofago o célula dendritica.
(Ginhoux et al., 2016; Italiani et al., 2014).

El comité de nomenclatura de la Union internacional de la Sociedad de Inmunologia
ha establecido una nomenclatura para dividir a los monocitos en tres subgrupos basada
en la expresion de marcadores de superficie como CD14 y CD16 (Figura 2); clasicos
(CD14""CD16"), intermedios (CD14""CD16") y no clasicos (CD14°CD16"") (Biswas &
Mantovani, 2014).

CD16

No-clasicos

Intermedios

Clasicos

Figura 2. Grafico de puntos de distribucion de las tres subpoblaciones de
monocitos en sangre periférica de humanos. Monocitos clasicos (CD14"*CD16"),
los intermedios (CD14"*CD16") y los no clasicos (CD14"CD16""). (Modificado de
Biswas et al., 2014)
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L.V Ontogenia y origen de los monocitos

Los monocitos provienen de precursores hematopoyéticos. Las células madre
hematopoyéticas son células pluripotentes localizadas en nichos especializados, lugar
donde producen progenitores intermediarios de los monocitos. Hasta ahora se conocen
cuatro intermediarios monociticos: el progenitor comun mieloide, el progenitor de
granulocitos y macrofagos, el progenitor de macréfagos y células dendriticas, y el
progenitor comun monocito (Hettinger et al., 2013, Pittet et al., Swirski, 2014) perdiendo,
éste dltimo, progresivamente la capacidad de auto renovacién restringiendo su linaje al

fagocitico mononuclear.

En los adultos podemos distinguir dos sitios de origen de los monocitos: medular y

extra-medular que son descritos a continuacion.

V.l Monocitos derivados de medula 6sea

La medula dsea es el sitio primario de hematopoyesis en los adultos. Dentro de la
médula, las CMH se encuentran localizadas en nichos especificos, en éstos nichos se
pueden encontrar células de soporte como son: células mesenquimales, celulas
reticulares, macréfagos, neuronas, linfocitos T reguladores, células endoteliales, células
perivasculares, células NK, entre oftras. Estas células de soporte secretan citocinas y
factores de crecimiento que guian a las CMH a diferenciarse en diversos linajes
(Cordeiro-Spinetti et al., 2015).

L.V.Il Monocitos extra-medulares
Desde hace mas de 5 décadas se conoce que las CMH y sus precursores se pueden
encontrar en circulacion (Bronte & Pittet, 2013). Las CMH en circulacion expresan el
marcador CD47, proteina tipo inmunoglobulina que es capaz de interaccionar con el
receptor SIRP-alpha en macréfagos, interacciéon que inhibe la fagocitosis (Bronte &
Pittet, 2013). Si existe la sefial correcta principalmente sefial de TLR, las CMH y sus
precursores pueden diferenciarse afuera de la médula 6sea. Este proceso, llamado

hematopoyesis extra-medular ocurre predominantemente en el higado, durante el
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desarrollo embrionario y en el bazo en los adultos. Durante un estado de equilibrio las
CMH senescentes se pueden localizar en el bazo sin embargo en un estado de
inflamacion aguda el bazo se convierte en un érgano mielopoyético (Freedman et al.,
1981; Golub et al., 2013).

La hematopoyesis en bazo se ha reportado solo bajo condiciones patoldgicas como
cancer, anemia, mielo fibrosis infarto de miocardio, artritis y colitis descrito en diversos
modelos murinos y en humanos (Freedman et al., 1981; Golub et al., 2013). Este proceso
ocurre en la pulpa roja del bazo, en los sinusoides, y en este sitio anatémico es donde
las celulas endoteliales secretan el factor de célula madre o SCF (por sus siglas en ingles
Stem cell factor) y las células estromales Tcf21" secretan CXCL12. Estos factores
confieren un nicho en el bazo que es permisible para el mantenimiento de CMH afuera
de la médula 6sea (Inra et al., 2015). En humanos se ha descrito en patologias como
cancer, bronquitis, cirrosis, neumonia, infarto al miocardio y embarazo. (Miwa et al.,
2013; Singounas et al., 1991) y en concordancia con lo demostrado por Inra et al en
muestras de bazo de estos pacientes se encuentra altamente expresado CXCL12,

guimiocina asociada a marcador de nicho hematopoyético (Miwa et al., 2013).

La hematopoyesis extra-medular es inducida por factores como GM-CSF, IL-1b e
IL-3, y depende del factor transcripcional C/EBPp (Bronte et al., 2013; Pittet et al., 2014).
La produccién de los monocitos provenientes de bazo es dependiente de la hormona

angiotensina Il y de la activacion del receptor de angiotensina (AT-1) (Cortez-Retamozo
etal., 2013).

Debido a que los monocitos derivados de bazo se producen en un estado de
inflamacion, y su contraparte de medula d6sea producida en homeostasis, existe
evidencia que indica que los monocitos proveniente de bazo generan una progresion de

la enfermedad. Un ejemplo de este proceso es:

Los monocitos provenientes de bazo pueden promover la progresion tumoral

debido a que migran al estroma del tumor y contribuyen a la formacion de macrdfagos

20



asociados a tumor (Cortez-Retamozo et al., 2013), asi como a la induccion de tolerancia
en células CD8+ de memoria hacia antigenos tumorales (Pittet et al., 2014). En un
modelo murino de arteroesclerosis, al comparar los monocitos provenientes de bazo con
los de médula dsea, la expresion a nivel de mensajero de genes que codifican a proteinas
pro inflamatorios como IL-1b, IL-1 a e IL-18 se ven incrementadas confiriendo un estado
pro inflamatorio y progresion de la enfermedad (Dutta et al., 2012). También se ha
reportado que los monocitos de bazo se acumulan en el corazén e inducen dilatacion
ventricular a largo plazo, disfuncion y fibrosis, y no asi los monocitos provenientes de

médula 6sea (Ismahil et al., 2014).

El entendimiento de las diferencias funcionales de los monocitos provenientes de
medula éseay extramedulares, su asociaciéon a desarrollo de patologias y su respuesta
hacia patogenos puede dar pauta al desarrollo de terapias dirigidas a controlar los

distintos respuestas celulares.

.VI Movilizacion de monocitos

La movilizacion de monocitos de medula 6sea en condiciones de no infeccion
depende de distintos factores. La retencién de monocitos en médula ésea depende de
la expresion del receptor CX3CR1, CXCL12/CXCR4, entre otros; y la liberacion
homeostatica de monocitos circulantes depende predominantemente de los ligandos de
CCR2: CCL2 y CCL7 (Serbina et al., 2006).

CCL2 es la quimiocina que en condiciones de homeostasis tiene una expresion
basal baja; sin embargo, durante un proceso inflamatorio su expresién aumenta
rapidamente (Jung et al., 2015). En condiciones inflamatorias CCLZ2 es rapidamente
liberada en la médula 6sea y promueve la liberacion de monocitos clasicos a sangre
periférica (Owen et al., 2012). Ratones deficientes en CCR2 y CCL2 al ser infectados
por bacterias mueren por sepsis debido a que no hay movilizacion de monocitos de

medula osea a sitios de infeccion (Serbina et al., 2006).

21



Se ha descrito en modelos murinos que en la medula 6sea los monocitos CCR2
positivos se encuentran en contacto con células estromales productoras de CCL2, en
condiciones de infeccion las células estromales liberan CCL2 y activan el receptor CCR2
de los monocitos. La activacién del receptor desensibiliza la sefial de permanencia de
CXCL12/CXCR4 vy activa la movilizacion del monocito hacia sangre periférica (Jung et
al., 2015).

En condiciones fisiolégicas homeostaticas el niumero de monocitos clasicos
circulantes Ly6Chi {(murinos), asi como el reclutamiento hacia tejidos es regulado por
genes asociados a los ciclos circadianos como lo es Bmalf. En los monocitos Ly6Chi,
Bmal1 se une al promotor de CCL2 e induce su silenciamiento mediante el reclutamiento
de proteinas del complejo represor polycomb tipo 2. Las oscilaciones diurnas
incrementan selectivamente el numero de células monociticas en sangre periférica, la
capacidad de los monocitos de infiltrarse al tejido y la capacidad del organismo a
controlar una infeccién (Nguyen et al., 2013). Este mecanismo adaptativo permite al
organismo anticiparse a alguna infeccién durante el tiempo en el que se encuentra en

actividad el organismo.

L.VII Macrofagos derivados de monocitos

En condiciones de inflamacién los monocitos circulantes producidos por
progenitores mieloides migran a tejidos inflamados y se diferencian en macréfagos o
células dendriticas. El desarrollo de monocitos/macrofagos en  condiciones
homeostaticas depende, principalmente, del factor estimulante de colonias tipo 1 (CSF-
1 conocido también como M-CSF). Los monocitos maduros expresan en su superficie el
receptor CSF-1R, en circulacion el factor de crecimiento se une a su receptor, activando
un circuito de sefalizacion responsable de la disminucién de la proliferacién de los
monocitos. Por otro lado el factor GM-CSF es un factor que participa en el desarrollo de
fagocitos mononucleares que se desarrollan en condiciones de inflamacién y no en

condiciones homeostaticas (Italiani & Boraschi, 2014).
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Durante el proceso de maduracion de monocitos a macréfagos, la célula aumenta
de tamano, el numero de lisosomas y la cantidad de enzimas hidroliticas dentro de los
lisosomas (como son fosfatasas, esterasas, glucoronidasas, lisozima y arilsulfatasa)
incrementan. Al mismo tiempo el tamafio y el numero de mitocondrias se acrecentar, asi
como su requerimiento energético, ejemplo de ello es el incremento en la produccion de
lactato. El complejo de Golgi, aumentan de tamano y en la complejidad de las vesiculas
(Kaushansky et al., 2010).

Una vez que las células han adquirido, las caracteristicas de maduracion de
monocitos/macrofagos, su capacidad proliferativa es limitada y su vida media puede
variar entre un dia a varios meses, dependiendo del microambiente o el proceso
infeccioso (Kaushansky et al., 2010). Durante el proceso de diferenciacion de monocitos
a macrofagos diferentes receptores son expresados en diferente intensidad, algunas de

estas moleculas son:

HLA-DR

El complejo mayor de histocompatibilidad ¢ antigeno leucocitario humano (por sus
siglas en ingles Human leukocyte antigen) es una glicoproteina de tipo Il que estan
codificadas en la region centromérica del cromosoma 6 (Robinson et al., 2013), las
isoformas clasicas son HLA-DR, HLA-DP y HLA-DQ, su expresion tienen como principal
funcion la presentacién de antigenos para la activacion de linfocitos T CD4 " (Jendro et
al., Se ha reportado que la expresién del HL-DR aumenta con respecto a los dias de

diferenciacién de monocito a macréfago (Chavez-Galan et al., 2015)

CD14

CD14 es una molécula que caracteriza al linaje mieloide. Es un polipéptido de 356
aminoacidos que se encuentra de manera soluble o unida a membrana, puede unirse a
la membrana debido a la presencia de un grupo glicosilfosfatidilinositol. En la superficie
puede unirse al receptor TLR-4, y su activacién induce la expresion de citocinas pro
inflamatorias como: IL-6, IL-1 p y TNF-a (Factor de necrosis tumoral alfa por sus siglas

en ingles Tumor necrosis factor alpha) (Zamani et al.,, 2013). Otra de sus funciones
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principales es fungir como receptor para endotoxinas como los lipopolisacaridos (LPS).
(Kaushansky et al., 2010). Con respecto a su expresion superficial, aumenta en los

monocitos y disminuye en granulocitos y macréfagos (Kaushansky et al., 2010).

CD80/CD86

La activacion correcta de los linfocitos T requiere tres tipos de sefiales: la primera
es la interaccion del complejo MHC con el complejo de TCR, la segunda es la interaccion
de proteinas co-estimuladoras y la tercera es la sefializacion a través de citocinas pro

inflamatorias y la interaccion de las moléculas CD40 y CD40L (Owen et al., 2012).

Las proteinas CD80 y CD86, también llamadas B7-1 y B7-2, son parte del grupo de
proteinas de co-estimulacién que se encuentran en la superficie de las células
presentadoras de antigeno y que se unen a la proteina CD28, la cual se localiza en la
superficie de las células T. Esta interaccién y la sefializacién subsecuente es crucial para
la activacién del linfocito T, de lo contrario el linfocito T entra en un estado de anergia
(Jin, Fan, & Li, 2011). Se ha reportado que la expresién de CD80/CD86 varia con
respecto al proceso de diferenciacioén in vitro de monocito a macrofago, sin embargo se
ha observado que la expresiéon de CD86 aumenta con respecto a los dias de
diferenciacién. Por otro lado la expresién de CD80 fluctia con respecto a sus dias de

diferenciacién (Chavez-Galan et al., 2015; Santin et al., 1999)

Los macrofagos tienen distintas moléculas de superficie que les confieren la
capacidad de responder de manera eficaz contra la presencia de un patégeno: Entre
ellos los PRR como los TLRs, la molécula de superficie TIM-3 que recientemente se
identific6 como una molécula de activacion en la respuesta ante patogenos como
Mycobacterium tuberculosis, y receptores de quimiocinas que permiten su movilidad

hacia tejidos inflamados.
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TLR

Los receptores tipo-Toll (TLR, por sus siglas en ingles Toll-like receptors) son una
familia parte de los PRR. En el humano existen 10 tipos de receptores tipo TLR {TLR 1-
10) y son expresados por células del sistema inmune, asi como en tejidos no linfoides
(Brubaker et al., 2015). Pueden reconocer componentes extracelulares (TLR 1, 2, 4, 5,
6 y 10) o intracelulares (TLR 3, 7, 8 y 9) (Brubaker et al., 2015), su via general de
sefalizacion incluye a las moléculas adaptadoras MyD88 (por sus siglas en ingles
myeloid differentation 88), MAL (MyD88 adaptor like), TRIF {por sus siglas en ingles TIR-
domain containing adaptor inducing interferon ), y TRAM (por sus siglas en ingles TRIF-
related adaptor molecule), la activacion de estas proteinas resulta en la activacion de
factores de transcripcion como NF-KB (por sus sigfas en ingles Nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B cells) y el factor regulatorio de interferon (IRF por sus
siglas en ingles Interferon regulatory factors) que resulta en la secrecion de citocinas
pro-inflamatorias, Interferones tipo | y quimiocinas que promueven la eliminacion del
patoégeno (Achek et al.,, 2016)

Dentro de los TLRs: TLR2 y TLR4 inmunolégicamente importantes para la identificacién
de componentes extracelulares de las bacterias tales como LPS y lipoproteinas. TLR4
en conjunto con CD14 es parte importante de reconocimiento de LPS y componentes
extracelulares de bacterias Gram negativas. El reconocimiento de LPS por TLR4 activa
cascadas de senalizacion intracelular y movilizacién de proteinas adaptadoras como
Myd88 y TRIF, lo que induce la produccion de citocinas pro inflamatorias como TNF-a,
IL-6, IL-1B3, e IL-12 (Farhat et al., 2008). Por otro lado, el receptor TLR2 es importante
para el reconocimiento de componentes bacterianos y de la pared celular de los hongos.
TLRZ2 dimeriza con TLR1 o TLR6 para reconocer lipoproteinas triaciladas y lipoproteinas
diaciladas, respectivamente. Ambas dimerizaciones inician la activacion de las vias de

sefalizacion de Myd88 y activacion del factor de transcripciéon NF-kB (Tunis et al., 2014).
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TIM3

TIM3 es una proteina transmembranal conformada por tres dominios: el amino
terminal con dominio inmunoglobulina (IgV), un dominio tipo mucina, seguido por un
dominio transmembranal y una cola citoplasmatica. TIM3 fue descrita por primera vez
en linfocitos Th1, como regulador negativo de la activacion de las células T cuando se
da la union con su ligando Galectina-9 y CEACAM1 (por sus siglas en ingles
carcinoembryonic antigen cell adhesion molecule 1) (Huang et al., 2014). En células del
sistema inmune innato como los macréfagos también se ha descrito a TIM3 como
regulador negativo de la activacion de los macréfagos (Zhang et al., 2012). Sin embargo,
tambien se ha reportado que TIM3 en macrdéfagos puede funcionar como molecula co-

activadora (Ocafa-Guzman et al., 2016).

CXCR4

CXCR4 es un receptor transmembranal que interacciona con el factor de inhibicion
de la migracién de macréfagos (MIF por sus siglas en ingles Macrophage migration
inhibitory factor) y la quimiocina CXCL12 (Chatterjee et al., 2015) . La interaccion de MIF
con CXCR4 activa flujo de calcio, induce una rapida activacion de integrinas,

subsecuentemente quimiotaxis y union mediada por integrinas (Li & Ley, 2015).
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L.VIIl Distribucion de oxigeno en los tejidos.

El oxigeno es la molécula vital para los seres vivos, juega un papel importante en
el metabolismo. Sin embargo, la difusion simple de los gases a los tejidos, asi como de
nutrientes no es suficiente para las necesidades metabdlicas de los tejidos.
Consecuentemente, es necesario proveer a los tejidos y a las células con

concentraciones de oxigeno optimas.

Diversas estrategias fisiologias se han conservado durante la evolucién para
maximizar la captura y el transporte de oxigeno a los drganos. En los mamiferos, el
oxigeno es absorbido por los pulmones. Debido a que el oxigeno es poco soluble, se
una a la hemoglobina que se localiza en los globulos rojos. Un sistema de vasos
sanguineos permite la entrega de oxigeno por todo los tejidos del cuerpo. La
macrovasculatura permite la circulacion rapida de la sangre (arterias) y la
microvasculatura ( arterias y capilares) permiten la distribucién de oxigeno a los tejidos.
La oxigenacion controlada es crucial para mantener los requerimientos metabdlicos de

cada érgano (Carreau et al., 2011) (Ver Tabla 1).

% Oxigeno Distribucion de oxigeno.
100.0 Presion atmosférica estandar.
21.0 Oxigeno en el aire a la presion atmosférica normal.
13.5 Concentracion de oxigeno inspirado en los alveolos.
95 Concentracion de oxigeno en la arteria.
6.5 Concentracion de oxigeno aproximada al extremo venoso de la
circulacion

Tabla 1 Distribucion aproximada de oxigeno en los tejidos. (Modificada de: Mckeown,
2014).
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De acuerdo a la concentracion de oxigeno en los tejidos se pueden distinguir distintos

conceptos (Hammond et al., 2014; Mckeown, 2014):

* Normoxia: Concentracion de oxigeno atmosférica. (20.9% O3)
* Fisioxia: Concentracion fisiolégica del oxigeno en tejidos periféricos, la cual

varia con respecto a la localizacion del tejido (entre 1.05 a 8.03 % Oy). (Ver

Tabla 2)
* Hipoxia: Concentracién de oxigeno por debajo a los niveles fisiolégicos en
cada tejido.
Tejido pO2 mmHg %02
Cerebro 35 4.6
Pulmon 42.8 5.6
Higado 31 4.08
Rifdn 72 9.5
Musculo 25 3.25
Medula Osea 54.9 7.14
Piel 8-35 1.05-4.61
Intestino 61 8.03
Pancreas 51.6 6.8

Tabla 2 Valores reportados de fisioxia en tejidos especificos en presion parcial de
oxigeno y porcentaje de oxigeno. (Factor de conversiéon: 1mmHg = 0.13% O,).

(Modificada de Hammond et al., 2014 & Mckeown 2014).

l. IX Hipoxia

Se define como hipoxia al estado en el cual los niveles de oxigeno en los tejidos se
encuentran por debajo de los niveles fisiolégicos. La hipoxia ocurre cuando hay un

desequilibrio entre el suministro y el consumo de oxigeno.
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La hipoxia se describe en dos formas clasicas: crénica y aguda. El primer registro
de la hipoxia cronica es de 1955, Thomlinson y Gray describieron a la hipoxia cronica
como el producto del consumo de oxigeno por las células cercanas a las venas, dejando
niveles inadecuados de oxigeno para las células mas alla de las vénulas, y por eso
también es llamada hipoxia limitada a la difusion (Denekamp et al., 1999). otras causas
de la hipoxia crénica pueden ser la hipoxemia producto de la apnea obstructiva de suefio

(Araoz lllanes et al.,, 2011)

La hipoxia aguda es el resultado de las fluctuaciones en la perfusion de los tejidos,
debido al cierre temporal de capilares o al cese de flujo sanguineo por unos minutos o
incluso horas. Este proceso es fisiolégicamente temporal, por lo que también es llamada

hipoxia ciclica (Denekamp et al., 1999).

La hipoxia patologica se desarrolla como un estado aberrante de tejido dafado o
degenerado como resultado de una aportacion de sangre deficiente o insuficiente
vascularizacion. La hipoxia patolégica se observa en tumores sdlidos, inflamacion,
tejidos isquémicos, procesos de reparacién de heridas y enfermedades pulmonares
obstructivas. Es en ésta condicion en donde el fenotipo y funcionalidad de las celulas
expuestas a este ambiente se ve modificando, promoviendo la angiogénesis, activacion,
reprogramacion metabdlica y el reclutamiento de infiltrados leucocitarios (Bosco et al.,
2008)

I.X Consecuencias biologicas de la hipoxia

El factor de inducible de hipoxia o HIF-1 (por sus siglas en ingles Hypoxia Inducible
Factor) es un factor transcripcional heterodimeérico, es el principal factor de transcripcion
inducible por hipoxia y es el responsable de controlar la expresion de alrededor de 70
genes, En normoxia, la proteina es practicamente indetectable y su tiempo de vida media
es de 5-8 minutos, por otro lado en hipoxia, la vida media de la proteina aumenta hasta
30 minutos (Moroz et al., 2009). HIF es una proteina hélice-bucle-hélice basica que forma

complejos heterodimericos. El complejo regulatorio se conforma a partir de HIF-1f, que
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se expresa constitutivamente, y una de las isoformas de HIF-1a: HIF-1a o HIF-2a.
Aunado a este complejo diversas proteinas se unen a complexos coactivadores y

modulan la transcripcion de los genes diana (Lucdlisis et al., 2009).

Bajo condiciones hipodxicas tres proteinas de la familia de HIF-a (HIF-1a, HIF-2a,
HIF-3a) median la respuesta a las bajas concentraciones de oxigeno tanto en tejidos
normales como tumorales. Las proteinas HIF-a funcionan como sensores regulatorios
de los niveles de oxigeno. HIF-1a y HIF-2a son reguladores criticos para la respuesta a
la hipoxia, mientras que la funcion de HIF-3a es desconocida. Dichas proteinas, ejercen
una funcién regulatoria a nivel transcripcional. Para actuar como factores de transcripcion
las proteinas de |la familia de HIF-«, heterodimerizan con el receptor nuclear translocador
de aril hidrocarburos ARNT (por sus siglas en ingles Aryl hydrocarbon receptor nuclear
translocator) también llamado HIF-15 (Wu et al., 2015). Debido a que la expresién de
HIF-1p es constitutiva la actividad del complejo HIF-1 es regulada exclusivamente por la

expresion de HIF-1a (Lucdlisis et al., 2009).

La estabilidad de la subunidad HIF-1a es regulada a nivel postranscripcional por la
disponibilidad de oxigeno a través de la enzima dependiente de hierro prolil-hidroxilasa
(PHD por sus siglas en ingles Prolyl-hydroxylases). HIF-1a tiene un dominio de
degradacion altamente sensible al oxigeno (OODD: por sus siglas en ingles Oxygen
dependent degradation domain). En condiciones normoxicas, las PHD se activan e
hidroxilan a HIF-1a en las prolinas 402 y 564. La hidroxilacién en éstos residuos de
prolina permite la interaccidon con los aminoacidos 549-572 del dominio § de la proteina
von Hipperl-Lindau (pVHL). pVHL es un componente del complejo E3 de la ubiquitin
ligasa encargado de ubiquitinar a HIF-1a, conduciéndolo a ser degradado por el
protoeosoma. La actividad de las PHD es dependiente de la disponibilidad de oxigeno y

el intermediario del ciclo de Krebs, a-cetoglutarato (Palazon et al., 2014).

En condiciones de hipoxia, las subunidades HIF-1a y HIF2-a heterodimerizan con

HIF-1p para funcionar como factores transcripcionales de aquellos genes cuya expresion
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esta mediada por elementos de respuesta a la hipoxia, los cuales favorecen el
incremento de suplemento de oxigeno y entrega de nutrientes a las celulas mediante la
inducciéon de angiogénesis y eritropoyesis. Los elementos de respuesta a hipoxia,
caracterizados por la secuencia consenso 5-TACGTG-3', se distribuyen a lo o largo de
los cromosomas y conforman alrededor de 100 genes descritos (Krohn et al., 2008).
Adicionalmente, para abastecer las necesidades metabdlicas de las células se induce la
expresion de transportadores de glucosa y enzimas glicoliticas. Posterior a la
estabilizacién de HIF-1«, la proteina heterodimérica activa la transcripcion de numerosos
genes incluidos (GLUT-1, VEGF, CA9), los cuales participan en el proceso de

angiogenesis, proliferacion, metabolismo gilcolitico y la regulacion de pH.

.XI Maduracion de monocitos en condiciones hipoxicas

En etapas tempranas del desarrollo en la médula ¢sea, los monocitos inmaduros
estan expuestos a bajas concentraciones de oxigeno (52 mmHg) (Figura 3). Esta
claramente definido que la hipoxia es un factor fundamental durante la monocitopoyesis
humana, debido a que se ha demostrado experimentalmente que al cultivar progenitores
de meédula dsea y cultivarlos en condiciones hipoxicas (<5%), los progenitores formaban
mayores colonias cuando se compara con aquellos diferenciadas en condiciones de

normoxia (Villarruel et al., 2008).

La extravasacion de los monocitos es un evento temprano en la respuesta
inflamatoria, proceso mediado por sefiales quimiotacticas, asi como moléculas de
adhesion expresadas en células endoteliales. Los monocitos migran hacia un gradiente
definido de quimiocinas y dependiendo a la condicion patoldgica pueden enfrentarse a
un ambiente carente de oxigeno, como puede ser en las articulaciones inflamadas,
placas ateroesclerdticas, heridas y tumores sdélidos (Strehl et al., 2014). En las células
endoteliales, se sobre expresan moléculas de adhesién en condiciones hipdxicas, asi
como un incremento en la secrecion de moléculas quimio tacticas como lo es VEGF,
endotelina, polipéptido activador de monocitos endoteliales |l, angiopoietina 2 y la
guimicoicna CXCL12 (Bosco et al., 2008).
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Bajo condiciones de inflamacién los macréfagos se acumulan en sitios de hipoxia
estable como son las heridas y los tumores solidos, en donde pueden llegar a estar
expuestos a condiciones de hipoxia cronica (0.3-22% O;) {(Mckeown, 2014).
Actualmente se sabe que valores de tension de O, menores a 2.5%, que se puede
considerar hipoxia en el laboratorio, ocurre en tejidos como parte de su fisiologia normal,

incluyendo areas con alta vascularizacion como es el bazo (Strehl et al., 2014).
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Figura 3. Saturacion de oxigeno en diversas etapas del desarrollo de monocitos y
macrofagos en distintos compartimentos del cuerpo médula, circulacion y tejidos.
Durante el proceso de desarrollo y diferenciaciéon de los monocitos asi como en
diferenciacion de monocito a macrofago o célula dendritica, la saturacion de oxigeno
varia con respecto a su localizacién en médula 6sea, circulacidon o en el tejido inflamado
{Modificado de Strehl, 2011).
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Por ende, los monocitos provenientes del torrente sanguineo, durante su proceso
de maduracién pueden estar expuestos a hipoxia estable © hipoxia crénica.
Considerando que la prevalencia de la hipoxia en condiciones patolégicas en los tejidos
es un fenémeno frecuente, es posible que la diferenciacién de monocitos a macréfagos
en ambientes carentes de oxigeno sea un proceso que ocurra con alta frecuencia. Hasta
ahora, se desconoce el efecto, sobre el fenotipo, de la hipoxia durante un proceso de

siete dias diferenciacion in vitro de monocitos a macréfagos .
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Il. Justificacion

El papel de los monocitos en la regulacion del sistema inmune innato es necesario para
un control correcto y eficaz de los patdgenos. El proceso de diferenciacion de los
macréfagos derivados de monocitos es importante para regular la respuesta inflamatoria.
La carencia de oxigeno en los tejidos, con lleva a procesos de diferenciaciéon y activacion
distintos. Por lo que, se considera necesario conocer el papel de la hipoxia en el proceso

de diferenciacion y activacion de los monocitos y macrofagos en condiciones hipoxicas.

lll. Hipdtesis

HO: La exposicion de los monocitos durante su proceso de diferenciacion a macréfagos

en condiciones de hipoxia modifica la expresion de marcadores de diferenciacién.

H1: La exposicion de los monocitos durante su proceso de diferenciacion a macréfagos

en condiciones de hipoxia no modifica la expresion de marcadores de diferenciacion.
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IV. Objetivos

Objetivo General
Evaluar el papel de la hipoxia en el perfil de expresion de marcadores de maduracion y

funcién durante el proceso diferenciacion de monocitos a macréfagos.

Objetivos particulares
* Evaluar el perfil de expresién de los marcadores de maduracién como CD14,
CD80, CD86, TLRZ, TLR4, HLADR, CXCR4 y TIM-3 durante el proceso de
diferenciacién de monocitos a macréfagos expuestos a hipoxia constante (0-

2% O2) mediante citometria de flujo.

* Evaluar la expresion del transportador de glucosa GLUT-1 y HIF-1a durante
el proceso de diferenciacién de monocitos a macrofagos expuestos a hipoxia

constante (0-2% O;) mediante citometria de flujo.

* Evaluar la expresiéon de ARN mensajero de TIM-3, GLUT-1 y HIF-1a durante
el proceso de diferenciacion de monocitos a macrofagos expuestos a hipoxia
constante (0-2% O3).

* Evaluar la secrecién de IFNy durante el proceso de diferenciacion de monocito

a macrofago expuestos macrofagos expuestos a hipoxia constante (0-2%
O3).
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V. Materiales y métodos

V.| Obtencion de células mononucleares totales.

Las células mononucleares de sangre periférica se obtuvieron a partir de concentrados
leucocitarios de donadores sanos que acudieron al banco de sangre del Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias. A partir de 25 ml de sangre se realizé una
dilucion en una relacion 1:1 con buffer salino-fosfato (PBS) pH 7.2-7.4. Posteriormente,
la muestra se centrifugé a 800 x g por 30 minutos y 18°C en un gradiente de Lymphoprep
densidad 1.07. A continuacién se colecto la interface de CMN (Células mononucleares
totales) y se descarto el plasma, se realizaron 3 lavados con PBS a una velocidad de
250 x g por 10 minutos con la finalidad de retirar el exceso de plaguetas. Finalmente, se
resuspendieron en medio RPMI-1640 (Biowest). Se contd y analizo la viabilidad celular
en el contador digital TC20 (Bio-Rad).

V.ll Separacion de monocitos y diferenciacion de macrofagos.

El modelo de diferenciacion se realizd con respecto a los métodos establecidos en
el laboratorio. Se prepararon dos placas de cultivo de 6 pozos se sembraron 13 x 10°
CMN en medio RPMI-1640 suplementado con 10% de SFB las cuales se dejaron adherir
por 2 horas a una temperatura de 37°C con 5% de CO,. Pasado el tiempo de
adherencia, se retiraron las células no adherentes y se adicioné nuevo medio RPMI-1640
suplementado con 10% de SFB y GM-CSF a una concentracion de 5ng/ml. Una placa de
cultivo con CMN se coloco en la incubadora a una temperatura de 37°C con 5% de CO»
y otra placa se colocd dentro de la camara de hipoxia (BioSpherix) a una concentracion
de O, que fluctuaban entre el 0-2%. Las células permanecieron en cultivo durante 7
dias en las condiciones de normoxia o hipoxia. El medio de cultivo se cambié por medio
fresco cada 2 dias (RPMI-1640 suplementado con 10% de SFB y GM-CSF 5ng/ml).
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V.1l Camara de hipoxia

Con lafinalidad de inducir un ambiente carente de oxigeno se utilizé la camara de hipoxia
de ProOx C21 de la marca BioSpherix. El modelo ProOX C21 permite la medicion y
regulacion simultanea de la concentracion de Oz y CO,. Las concentraciones de oxigeno
fluctuaron entre los valores de 0-2% O,. El ambiente hipoxico, se generé mediante la
introduccidn de una camara a la incubadora. En la parte posterior de la camara se localiza
un regulador, que mide las concentraciones de O, y CO,, el cual esta conectado al
controlado ProOX C21. Dicho controlador esta conectado a un tanque de nitrogeno, y
es por este medio que el gas es introducido a la camara para desplazar el Oz que se
localiza dentro de la camara y generar asi un ambiente hipdxico (Figura 4).
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Figura 4. Instalacion de camara de hipoxia y controlador PrOX C21. A) La camara
de hipoxia se coloco dentro dentro de la incubadora, conectada a un regulador (inciso B)
el cual mide los niveles de O, y manda la sefial a ProOx C21 para infundir N2y controlar
continuamente los niveles de O,. B) Regulador de la concentracion de O, dentro de la
camara de hipoxia. En el lado izquierdo del regulador, se localiza la entrada de gas dentro
de la camara mientras que al lado derecha una salida de que gas toma muestras para
medir la concentracion de O,. El ventilador permite regresar el gas que fue censado

previamente, a la camara de hipoxia.
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V.IV Recuperacion de células adherentes

Las células adherentes se recuperaron en los tiempos 1, 3, 5 y 7 dias posterior al
dia de adherencia. Para despegar las células de la placa de cultivo se retird el medio de
cultivo y se guardo para el analisis posterior de citocinas. Las células se recuperaron
mediante una incubacion con 3 ml de PBS-EDTA 2mM durante 30 minutos en las
condiciones de normoxia o hipoxia. Se dejé incubar por 30 minutos, en normoxia o
hipoxia dependiendo la condicién experimental. Al termino de la incubacion se recupero
el PBS-EDTA y se dieron dos lavados con PBS-EDTA 2mM para recuperar las células
gue pudieran quedar adheridas. Para corroborar que se despegaron completamente se
observd la placa en microscopio de Optico para determinar adherencia celular. Las
células se centrifugaron por 10 minutos a 300g ), posteriormente se determino el nimero

de celulas y la viabilidad de las mismas a través del contador digital TC20 (Bio-Rad).

V.V Inmunofenotipificaciéon

Durante el proceso de diferenciacion de monocitos a macrofagos se evaluaron
marcadores de superficie y proteinas intracelulares a través de la técnica ce citometria
de flujo. Las células se marcaron con distintos anticuerpos de acuerdo al panel de
citometria de flujo (Tabla 3). Se analizaron moléculas de superficie como: CD14 (FITC
BioLegend Clone: HCD14; PeCy7 BioLegend Clone: HCD14), CD68 (PE BiolLegend
Clone: Y1/82A; FITC BioLegend Clone: Y1/82A), CD86 (PE/Cy7 BioLegend Clone:
IT2.2), TRLZ (Alexa Fluor 647 Biolegend Clone: TL2.1), TLR4 (PE BioLegend Clone:
HTA125, Brilliant Violet 412 BioLegend Clone: HTA125), HLA-DR (APC/Cy7 BioLegend
Clone:L243), TIM-3 (Brilliant Violet 421 BioLegend Clone: F38-2E2), GLUT-1
(Fluoresceina R&D Systems Catalog Number: FAB1418F) y CXCR4 (PE BiolLegend
Clone: 12G5); asi como el factor transcripcional HIF-1a (PE R&D Systems Catalog
Number: ICI935P) .
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Tubo 1 | Tubo 2 | Tubeo 3 Tubo 4 Tubo 5 Tubo & | Tubo 7 Tubo B

Laser | Fluorecromo |, AB AB AB AB AB AB AB
primario

FITC CD14 | CD14 | CD6B | GLUTY CD14 | CD6B
488 PE CD68 | CD68 | HIF-1a | CXCR4 TRL4
nm | PeCy5 CD80

PE-Cy7 CD86 CD14 | CD14 | CD14 cD14

APC TLR2

633
nm | APC-Cy7

405
nm

HLA- | HLA- | HLA- | HLA-
DR DR DR DR

AF-405 TLR4 TiM-3

Tabla 3. Panel de anticuerpes para la detecciéon de proteinas intracelulares y
marcadores de superficie.

Las células se separaron en tubos que contenian una concentracion de 1.5 x 10°
células. Las células se resuspendiercn en buffer de tincién, y posteriormente se adiciond
el coctel de anticuerpo cemrespondiente a cada tubo. La muestra se dejd incubar durante
30 minutos a 4 °C. Al termino del tiempo de incubacién, la muestra fue sometida a un
proceso de lavado con 500uL de buffer de tincion para retirar exceso de anticuerpos y
se centrifuge 5 minutos a 300g. El sobrenadante se descarto, y las células se
resuspendieron en 200uL de buffer de tincion. Para la tincion intracelular (Tubo 4) Se
utilizo el kit de fijacién y permeabilizacion de BD Cytofix/Cyoperm ™. Brevemente,
después del lavado con buffer de tincién se retird el scbrenadante y las células se
resuspendieorn en 250 uL de la solucion BD Cytofix/Cytoperm por 20 minutos a 4°C.
Pasado los 20 minutos, se realizaron dos lavados de 500 pL de solucion de lavade BD
Perm/Wash™ se centrifugd 5 minutos a 1500rpm. Al término de los lavados el botén
celular se resuspendid en 50 pL de solucion de lavade BD Perm/Wash™ y se adiciond
3uL de anti-HIF-1 a. La muestra se dejo incubar durante 30 minutos a 4 °C, al término
de la incubacion se adiciond 500uL de buffer de tincidn para retirar exceso de
anticuerpos y se centrifugo 5 minutos a 300g. Se retird el sobrenadante y se
resuspendiercn las células en 2004l de buffer de tincion. Los datos se obtuvieron en un
citdbmetro de flujp FACSAriaTMIlu a traves del software FACSDiva (BD Biosciences). La
compensacién se realizd marcando 1.5 x 10° células adherentes con 3uL de CD14
(FITC), CD14 (PE), CD14 (PerCP), CD14 (PeCy7), TLR2 (APC), CD14 (APC Cy7) y TIM3
(Bv421).
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V.Vl Extraccion de RNA

La extraccion de RNA se realizé el kit de extraccion de QIAGEN RNeasy Mini Kit
(QIAGEN). A partir de 1 x 10° células adherentes y con la finalidad de lisar las células
se adicionaron 350 uL de buffer de lisis RLT ( 1% Betamercaptoethanol) y 40uL de
proteinasa K. La muestra se incubd por 10 minutos a y 56° C homogenizando
constantemente . Al término de la incubacion se adicionaron 390ulL de etanol al 70%, y
la muestra se paso a una columna de extraccion. La muestra se centrifugd a 28000 x
g por 30 segundos, se desecho el liquido del tubo colector, y se lavd la columna con
350uL de buffer RW1. Posteriormente, la muestra se trato con DNAsa | ( 10uL de Rnase-
Free Dnase Set, Qiagen y 70ul de solucion RDD) y se incubd 25 minutos a temperatura
ambiente. Al término de la incubacién se adicioné 350uL de solucién RW1 a la columna,
y se centrifugdé 28000 x g por 15 segundo para descartar el lavado. Se realizaron dos
lavados con 500plL de solucion RPE , centrifugando a 28000 x g por 15 segundos y 2
minutos, respectivamente. La columna se transfirié a un tubo colector nuevo y se
centrifugd a 210,000 x g por 1 minuto. Posteriormente se transfirié la columna a un tubo
nuevo para la elucion del RNA con 40uL de agua libre de endonucleasas centrifugando

a 10,000 x g por 1 minuto. Al finalizar se almacend la muestra a -70 °C.

V.VIl Cuantificacién de RNA
Para determinar la pureza y la cantidad de RNA se utilizé el kit de cuantificaciéon Quibit
RNA Applied Biosysthem.

V.VIll Obtencion de cDNA.
Para la obtencion del cDNA se utilizé el Kit “High-Capacity cDNA Reverse Transcription
Kits” de Applied Biosystems. Para cada tiempo y condicion experimental se prepararon
dos reacciones de Retro Transcripcion con un volumen final de 20 pL por reaccion. 50
ng de RNA total fueron convertidos a cDNA, mediante reaccion de Retro transcriptasa
reversa.. Brevemente, para cada muestra se calculd el volumen necesario para que la

concentracion de RNA por reaccion fuera de 50ng por reaccion, posteriormente se diluyo
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la muestra de RNA a un volumen de 20 uL y por otro lado se preparo una master mix
para cada reaccion que contenia: 4 uL de 10X buffer, 21.6 uL de 25 dNTP, 4 uL de 10x
random y 6.4 uL de agua libre de RNAsas; siendo el volumen final de 20uL. Finalmente

se combino la solucion de RNA y de Master mix para llegar a un volumen final de 40ulL.

Posteriormente se procedié a colocar las muestras en el termociclador StemOnePlus™

V.IX Seleccion de genes endogenos.
V.IX .l Validacion de genes endogenos y genes blanco.
El estudio la expresion génica bajo condiciones hipoxicas y normoxicas de los genes
HIF-1a, TIM-3 y GLUT-1 se realizé mediante cuantificacion relativa utilizando el método

AACt.

Para realizar la cuantificacion relativa de los genes de interés es necesario |la normalizaciéon con genes
endogenos, en este caso se utilizaron los genes de expresion constitutiva -Actina y RPLO los cuales no

cambian su expresion en las diferentes condiciones estudiadas. .

Para el empleo del el metodo AACHt se requiere la validacion de los genes enddgenos y
los genes problema, lo cual consiste en realizar un curva de calibracion estandar o el
método ACrt, donde la eficiencia de amplificacién de los genes endégenos y problema
debe de ser de 100%=z= 10.

Para esta validacion se construyé una curva de seis puntos con una dilucién seriada
(relacién 1:3) del cDNA . (Figura 5).
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22uL 22uL 22uL 22uL 22uL 22uL

44uL H,O 44uL H,O 44uL H,O 44ul H,O 44uL H,O 44uL H,O

24ul cDNA Dilucién 1:3  Dilucién 1:9 Dilucién 1:27 Dilucién 1:81  Dilucién 1:243  Dilucion 1:729

Figura 5 . Esquema de dilucion seriada 1:3 para realizacion de curva estandar y
validacion de gen enddgeno.

Para evaluar la eficiencia de amplificacion de cada gene y la validacion del gene
endogeno cada punto de la curva se realizd por triplicado. A partir de la muestra de
cDNA diluido se realiz6 PCR en tiempo real (QPCR) por triplicado para evaluar la
eficiencia de amplificacion de cada gene y la validacion del gene enddgeno. Se utilizo el
kit de PCR Thermo Scientific Maxima Probe/ROX gPCR Master Mix (2X) el cual contiene:
Maxima Hot Start Tag DNA Polymerase, Maxima Probe qPCR Buffer, colorante de
referencia pasiva ROX y dUTP. Se utilizaron sondas Tagman para deteccion de los
genes : HIF-1a, GLUT-1, TIM-3, RPLO y Actina (Tabla 5).

Cada reaccion de PCR contenia: 5ulL de 2X Master Mix, 0.5 de sonda, 2 uL de H,Oy 2.5

uL de cDNA; siendo el volumen final de la reaccion de 10uL. Se colocaron las muestras

en placas de 96 para Step OnePlus™ y se corrié la PCR.
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Gene Secuencia

GLUT-1 (FAM) GCACTGCTGGAGCAGCTACCCTGGA
HIF1 (FAM) GCACTGCTGGAGCAGCTACCCTGGA
TIM-3 (FAM) CTACTTACAAGGTCCTCAGAAGTGG
RPLO (VIC) TGTTTCATTGTGGGAGCAGACAATG
Actina (VIC) TGTTTCATTGTGGGAGCAGACAATG

Tabla 5 Secuencia de sondas Secuencias de las distintas sondas utilizadas en este
estudio: GLUT-1, HIF-1, TIM-3, RPLO y Actina.

V.X Deteccion de IFN y en sobrenadantes de cultivo

La cuantificacion de IFN-y en los sobrenadantes de cultivos en distintas condicion y a
diferentes tiempos se realizd mediante un ensayo de inmunodeteccion usando el kit de
ELISA: Human IFN-y Standard ABTS ELISA Development Kit. Para su realizacion se
siguieron las instrucciones del proveedor. Las placas se sensibilizaron con anticuerpo
de captura anti-IFN y (1:200), incubandose toda la noche a temperatura ambiente. Para
retirar el exceso de anticuerpo se realizaron lavados, y se bloqueo la placa con 100 uL
de buffer de bloqueo durante una hora. Posteriormente, la citocina IFN-y se reconstituyo
a partir de la cual se realizé la curva estandar para el calculé de la concentracién de
citocina. En los pozos correspondientes se agregé 100 uL de cada estandar asi como
100 pyL de cada sobrenadante incubandose 2 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente, se realizaron lavados y se agregé 100 uL de anticuerpo de deteccién
biotinilado; y la placa se incub6 por 1 hora a temperatura ambiente. Al finalizar el tiempo
de incubacion se agrego 100 uL de enzima peroxidasa con avidina incubandose durante
30 minutos a temperatura ambiente, para posteriormente anadir buffer de sustrato e
incubar por 15 minutos. Al termino del tiempo de incubacion se leyo la absorbancia de
las placas en un espectrofotdmetro para ELISA iMarK™ Microplate Reader (BioRad) a
450 nm. A partir de los valores de la curva estandar se extrapolaron los valores para

determinar la concentracion de la citocina en los sobrenadantes de cultivo.

43



V.XI Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados utilizando el ensayo de ANOVa no paramétrica con

Kruskal Wallis usando el programa GraphPad Prism.

Vl) Resultados
Vi.I)Validacion de genes endogenos
Se realizd una curva estandar construida a partir de los valores de Ct de diluciones
seriadas (Figura 6). Y se evaluo la eficiencia de amplificacidbn cuyo valor debe ser de
100% +- 10 con un valor de pendiente cercano a -3.32 (Figura 7) . En la tabla se
muestran los valores obtenidos, donde se observd que la curva de todos los genes

entraban dentro del rango (Tabla 6).

Amplification Plot
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Figura 6. Grafica de amplificacion de curva estandar de la dilucion seriada. Grafica de

amplificacién de genes obtenido en el Step OnePlus™,

44



Grafica de Curva Estandar
40 - RPLO
ACTINA
—= GLUT1

354 —— TIM3
== HIF1a
N \

254

cT

20+

[ S T :
Log10[ ]

Figura 7. Grafica de las curvas estandar de los distintos genes evaluados en donde se obtiene el

valor de la pendiente, a partir de la cual se calculé la eficiencia de amplificaciéon (E= (10~1/™ —

1) x 100).

Eficiencia de amplificacion R? m=
RPLO 98.3% 0.99921 -3.3632
ACTINA 104.82% 0.99928 -3.2115
GLUT1 98.11% 0.9996 -3.368
TIM3 97.7% 0.9903 -3.3781
HIF-1 a 97.54% 0.9954 -3.3823

Tabla 6. Tabla de valores de eficiencia de amplificacién, el indice de correlacién (R?) y el

valor de la pendiente.

Se realiz6 la validacion de los genes endogenos Actina y RPLO utilizando los valores
de A CT (A CT = Cr blanco - Crenddgeno) , y se graficaron los valores de A CT contra el
Log10 de la concentracion inicial de DNA (Figura 8) (Tabla 7). Dado que los valores de la
pendiente de la recta deben de ser entre - 0.1 a 0.1 se decidi6 utilizar RPLO como gene

endogeno
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Figura 8. Graficas de validacion Actina y RPLO Se graficd en eje de las X los valores de A CT yen el gje de
las Y logaritmo de la concentracion inicial de RNA.

m=blanco- m=blanco-

actina RPLO
GLUT-1 -0.1143 -0.0047
TIM3 -0.1666 -0.0149
HIF-1 a -0.1708 -0.0191

Tabla 7. Valores de pendiente (m) de Glut-1, TIM-3 y HIF-1 a validados contra actina y RPLO. Los valores
de pendiente (m) de cada gene con respecto a la actina no entra dentro del rango permitido -0.1 a 0.1; sin
embargo, los genes validados con RPLO entran dentro del rango -0.1 a 0.1 por lo que se decidio utilizar el
gene RPLO como endégeno.
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VLIl) Cinética de expresién de HLA-DR, CD80, CD86, TLR-2, TLR-4 y CXCR4 en

condiciones normoéxicas e hipoxicas.
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Figura 9 Estrategia de analisis para deteccion de menocitos/macrofages HLA-DR. A partir de una grafica
de tamafo contra granularidad se seleccionarcn las células mononucleares (CMN), de esta region se
seleccionaron las células positivas para CD14. A partir de esta seleccion distinguieron las positivas para
HLA-DR.

Uno de los marcadores a evaluar fue el receptor membranal HLA-DR (Figura 9 y 10).
Durante el proceso de diferenciacion de monocito a macrofago en condiciones hipoxicas
y normoxicas la frecuencia de células HLA-DR positivas alcanza el 100%, en ambas
condiciones (Figura 10A). Con respecto a la intensidad media de fluorescencia (IMF) del
mismo HLA-DR durante el proceso de diferenciacion, incrementd durante este proceso
siendo el dia 3 y el 5 la expresion mas alta en ambas condiciones experimentales. Al
comparar la intensidad de expresion de HLA-DR en condiciones de hipoxia se
identificaron diferencias en los dia 3 y 5 cuando se compara con el dia 1 (*p<0.05). En el

dia 7 la expresion de este marcador fue semejante en ambas condiciones experimentales
(Figura 10B).
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Figura 10. Cinética de expresion de HLA-DR durante el proceso de diferenciacién de monocitos a
macréfagos en condiciones normoxicas e hipoxicas. A) Gréfica de frecuencia de moncitos-macréfagos
HLA-DR durante el proceso de diferenciacion (dias 1, 3, 5y 7). B) IMF de monocitos-macréfagos HLA-DR
durante el proceso de diferenciacion (dias 1, 3, 5y 7). (n= 5) *p< 0.05
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Figura 11. Estrategia de analisis para deteccion de monocitos/macrofagos CD80. A partir de una grafica
de tamafio contra granularidad se seleccionaron las células mononucleares (CMN), de esta regien se
seleccionaron las células positivas para CD14. A partir de esta seleccion distinguieron las positivas para
CD80.

Durante el proceso de diferenciacion de monocito a macrofago {(Figura 11 y 12A) en
condiciones normoxicas la expresion de CD80 aumenta con respecto al dia inicial de la
diferenciacidn. Las células diferenciadas en condiciones de hipoxia mantienen una
expresion constante, que se ve disminuida para el dia quinto y posteriormente
incrementa para el dia final de la diferenciacidon. Se evalud la IMF  de CD8- (Figura
12B) y se observd que los monocitos en diferenciacion en condiciones normoxicas
incrementaron la expresion de CD80 al dia 3 y que se mantuvo constante hasta el dia
7 de diferenciacion. Sin embargo, cuando se observo la IMF en macréfagos en proceso
de diferenciacion en condiciones hipodxicas, se pudo observar que la expresidn
incrementd de manera mas importante con respecto al dia 5 y 7, sin embargo este

cambio no se considera estadisticamente significativo (p= 0.05).
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Figura 12. Cinética de expresion de CD80 durante el proceso de diferenciacién de monocitos a
macréfages en condiciones normoxicas e hipoxicas. A) Grafica de frecuencia de moncitos-macrofagos
CD80 durante el proceso de diferenciacién (dias 1, 3, 5 y 7) Mann-Whitney test. B) IMF de monocitos-
macréfages CD80 durante el proceso de diferenciacion (dias 1, 3,5y 7). (n=15)
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Durante el proceso de diferenciacion de monacito a macrdfago la expresidn de CD86
tanto en condiciones normdxicas como en hipdxicas se mantuvo incrementada durante
todo el proceso de diferenciacion (Figura 13 y 14A). Al comparar la IMF de CD86 en
condiciones normdxicas se puede observar que incrementd de manera directa con
respecta al tiempo (Figura 14B}. Al evaluar la IMF de CD86 durante el proceso de
diferenciacidon en condiciones hipdxicas, podemos observar que los valores aumentaron
conforme pasa el tiempo de diferenciacion. Es importante mencionar que para el dia 5
de diferenciacion en condiciones de hipoxia la expresion de CD86 tiende a incrementar
de manera impartante con respecto a los demas dias, sin embargo estadisticamente no

se ve un cambio en la expresion.
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Figura 14. Cingtica de expresion de CD86 durante el proceso de diferenciacion de monocitos a
macréfagos en condiciones normoxicas e hipoxicas, A) Grafica de frecuencia de monacitas-macrafagos
CD86 durante el procese de diferenciacién (dias 1, 3, 5 ¥ 7). B} IMF de monocitos-macrafagos CD86
durante el proceso de diferenciacion (dias 1, 3, 5y 7). (n=5)
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Figura 15 Estrategia de analisis para deteccién de monocitos/macréfagos TLR-2. A partir de una grafica
de tamafo contra granularidad se seleccionaron las células mononucleares (CMN), de esta region se
seleccionaron las células positivas para CD14. A partir de esta seleccion distinguieron las positivas para
TLR-2.

Durante el proceso de maduracion de monocito a macrofagos en condiciones normaxicas
e hipdxicas la frecuencia de células TLR2+; en condiciones de hipoxia la frecuencia de
células positivas disminuye en el dia 5 con respecto al dia 1 (p<0.05), y posteriormente
aumentd para el dia 7 {Figura 15 y 16A). Con respecto a la IMF del TLR-2 durante el
proceso de diferenciacion se puede denotar que en condiciones normaoxicas la expresion
de dicho receptor se mantuvo constante. En contraste, la IMF de TLR-2 condiciones
hipdxicas se vio modificada, presentando enel 5y eldia 7 los valores mas altos de IMF.
{Figura 16B) sin embargo debido a la gran dispersion de los datos los resultados no se

observa significancia estadistica.
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Figura 16. Cinética de expresion de TLR-2 durante el proceso de diferenciacion de monocitos a
macrofagos en condiciones norméxicas e hipoxicas. A) Grafica de frecuendia de moncitos-macréfagos
CD86 durante el proceso de diferenciacion (dias 1, 3, 5 y 7). B) IMF de monocitos-macrofagos TLR-2
durante el proceso de diferenciacién (dias 1,3, 5y 7). (n=5) *p<0.05
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Figura 17. Estrategia de andlisis para deteccién de monocitos/macréfagos TLR-4. A partir de una grafica
de tamaiic contra granularidad se seleccionaron las células mononuclearas (CMN), de esta ragidn se
seleccionaron las células positivas para CD14. A partir de esta seleccidn distinguieron las positivas para
TLR-4.

Al analizar la cinética de expresion de TLR-4 durante el proceso de diferenciacion de
manacitos a macrdfagos en condiciones normdxicas e hipdxicas, se observd gue la
expresion de TLR-4 aumentd con respecto al tiempo siendo los valores equiparables en
ambas condiciones (Figura 17y 18A}. Al evaluar el nivel de expresion de TLR-4 (IMF}
durante el proceso de diferenciacion, se puede observar que en condiciones normodxicas,
los niveles de IMF incrementaron , siendo el dia 5 el de valor mas alto. De manera
interesante, los valores de IMF en los monocitos expuestos a condiciones de se
encuentran disminuidos con respecto a los valores encontrados en condiciones de
normoxia. Estos resultados sugieren que la hipoxia regula negativamente la expresion
de TLR-4 durante el praceso de diferenciacion de manacitos a macréfagos (Figura 18B}
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Figura 18. Cingtica de expresion de TLR-4 durante el praceso de diferenciacion de monocitos a
macréfagoes en condiciones normaoxicas e hipéxicas. A) Grafica de frecuencia de monacitos-macrafagos
CD86 durante el proceso de diferenciacion (dias 1, 3, 5 y ¥). B) IMF de monocitos-macréfagos TLR-4
durante el praceso de diferenciacidn (dias 1, 3 5y 7). (n=5)
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Figura 19 Estrategia de anélisis para deteccion de monocitos/macréfagos CXCR4. A partir de una grafica
de tamafo contra granularidad se seleccionaron las células mononucleares {(CMN), de esta region se
seleccionaron las células positivas para CD14. A partir de esta seleccidn distinguieron las positivas para
CXCR4.

Reportes anteriores indican que la hipoxia induce la expresion de CXCR4 en monocitos
y en macrofagos (Schioppa et al., 2003). Sin embargo, se desconoce la expresion de
este receptor de quimiocinas durante el proceso de diferenciacion de monocito a
macréfago en condiciones hipdxicas. Al evaluar la expresion de CXCR4 durante el
proceso de diferenciacion se puede observar que incrementd con respecto a los dias de
diferenciacién tanto en condiciones normoéxicas como hipdxicas (Figura 19 y 20A). La
IMF de CXCR4 (Figura 20B) mostré el mismo comportamiento, siendo el valor mas alto

de fluorescencia el dia 7 comparando con el dia 1 en condiciones hipoxicas {p<0.05).

Figura 20. Cinética de expresion de CXCR4 durante el proceso de diferenciacion de monocitos a
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macrdéfagos en condiciones normdxicas e hipdxicas. A) Grafica de frecuencia de moncitos-macrdfagos
CXCR4 durante el proceso de diferenciacion (dias 1, 3, 5 y 7). B} IMF de monocitos-macrofagos CXCR4
durante el proceso de diferenciacion (dias 1, 3, 5 y 7). (= 5} (p<0.05).
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VLI Cinética de expresién de HIF-1a, GLUT-1y TIM-3 en condiciones norméxicas

e hipdxicas.
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Figura 21 Estrategia de analisis para deteccion de monocitos/macraofagos HIF-1a. A partir de una grafica
de tamafio contra granulardad se seleccionaron las células mononucleares (CMN), de esta region se
seleccionaron las células positivas para CD14. A parir de esta seleccion distinguieron las positivas para
HIF-1o.

Se evalud la expresion de HIF-1a, durante el proceso de diferenciacion de monocito a
macrofago en condiciones de hipoxia o normoxia. A nivel de RNAmM | la expresion de
HIF-1a en condiciones de hipoxia tiende a incrementar en el dia S cuando se tomad como
referencia la expresion basal en el dia 1, sin embargo debido a la alta dispersion de los
datos no se observa significancia estadistica. Por otra parte la expresion de HIF-1a en
condiciones de normoxia tiende a disminuir en relacion al tiempo de diferenciacion
(Figura 21 y 22A).

Se evalud por citometria de flujo, la expresion de HIF-1 a intracelular y ohservo
que la frecuencia de células positivas fue similar en ambas condiciones experimentales
(Figura 22B). Cuando se evaluo la IMF observamos que conforme pasan los dias de
diferenciacion en condiciones hipoxicas, el valor de IMF aumentd a partir del dia 3 y se
mantuvo constante. Este resultado en el perfil de expresion no alcanza diferencia
estadistica {p=0.05). En condiciones de normoxia la expresion de HIF-1a {IMF) alcanzo
su nivel maximo en el dia 5 sin embargo no se alcanza diferencia estadistica (p= 0.05)
{(Figura 22C).

53



=
=2
a

" 30000
e 31 £ wa O Nomoxia
% ) 80 L B Hipoxia
L g g = 200001
2% 4 X 601 <
-5 = = -
75 . i £ 10000-
E.E = 204
il @ &

b=} = 0- 0-

{]‘
- s s 1 3 5 7 1 3 5 7
Dias Dias

Dias

Figura 22. Cinética de expresidn de HIF-1u durante el proceso de diferenciacidon de monocitos a
macrofagos en condiciones normoxicas e hipoxicas. &) Grafica de expresion relativa de RNAmM de HIF-1a
{n=13) B) Grafica de frecuencia de moncitos-macrofagos HIF-1a durante el proceso de diferenciacion {dias
1,3, 5y 7). C) IMF de monocitos-macrofagos HIF-1o durante el proceso de diferenciacion {dias 1, 3, 5y
7). in=5)

Estos resultados sugieren que en nuestro modelo experimental el nivel de
mensajero de HIF-1a comenzd a expresar a etapas tardias de diferenciacion, dia 5y en
condiciones normdxicas la expresion fue disminuida. Debido a gue HIF-1 o es una
molécula constitutivo, la frecuencia de células positivas para este factor transcripcional
fue similar en ambas condiciones experimentales. Sin embargo, como la proteina HIF-
1o es rapidamente degradada en condiciones de normoxia el valor de IMF se encontrd
disminuido al comparar con el valor obtenido en condiciones hipdxicas en la cual la
proteina se acumula y no es degradada. El incremento en la expresion de HIF-1 @ en
condiciones hipdxicas en el dia 3 se pudo asociar a un mayor requerimiento energético
del macréfago durante el proceso de diferenciacidn, y su disminucion en el dia 5 pudo

asociarse a la participacion de otras isoformas de HIF como HIF-2 a o HIF-3 ¢.
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Figura 23 Estrategia de analisis para deteccién de monocitos/macréfagos GLUT-1. A partir de una
grafica de tamano contra granularidad se seleccianaron las células mononucleares (CMN), de esta region
se seleccionaron las células positivas para CD14. A partir de esta seleccidgn distinguieren las positivas
para GLUT-1.

Durante le proceso de diferenciacion de monocito a macrdfage observamos que la

expresion de GLUT-1 a nivel de mensajero incremento en macréfagos diferenciados en
condiciones hipoxicas comparado con los niveles de los macréfagos diferenciados en
condiciones normoxicas (Figura 23 y 24A). Con respecto a la frecuencia de células
positivas para GLUT-1 ({Figura 17B) se observé que los macréfagos completamente
diferenciados expresaron GLUT-1, tanto en condiciones normoéxicas como hipdxicas. La
IMF de GLUT-1 aumenté con respecto al tiempo de diferenciacion siendo el dia 5 el de
mayor intensidad cuando los macréfagos fueron expuestos a hipoxia constante. Los
macrofagos diferenciados en condiciones normoxicas aumentaron los valores de IMF
con respecto al tiempo, siendo el dia 7 el de mayor expresion (Figura 24C).
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Figura 24. Cinélica de expresion de GLUT-1 durante el proceso de diferenciacion de monocitos a
macrdfagos en condiciones normoxicas e hipoxicas. A) Grafica de expresion relativa de RNAm de
GLUT-1 {(n=3) (p<0.05) B) Gréfica de frecuencia de moncitos-macrofagos GLUT-1 durante el proceso
de diferenciacidon (dias 1, 3, by 7). C) IMF de monocitos-macrofagos GLUT-1 durante el proceso de
diferenciacidon (dias 1, 3, b y 7). (n=5) {p<0.058).
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Esto sugiere que durante el proceso de diferenciacion de monocito a macréfago no hay
una demanda de glucosa , sin embargo, cuando el macrofago esta completamente
diferenciado sus requerimientos energéticos aumenta independientemente de si el

macrdéfago se diferencié en condiciones normaéxicas o hipdxicas.
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Figura 25 Estrategia de analisis para deteccion de monocitos/macrdfagos Tim-3. A partir de una grafica
de tamafio contra granularidad se seleccionaron las células mononucleares (CMN), de esta region se
seleccionaron las células positivas para CD14. A partir de esta seleccion distinguieron las positivas para
Tim-3.

El andlisis de la expresion a nivel de RNA mensajero de Tim-3 (Figura 25y 26A) durante
el proceso de diferenciacion en condiciones normadxicas e hipoxicas mostrd que la
expresion de Tim-3 aumentd con respecto a los dias de diferenciacion (p<0.05) en
condiciones de hipoxia. La frecuencia de células Tim-3 positivas analizadas por
citometria de flujo (Figura 26B) en condiciones normdxicas e hipoxicas mostré una
cinética de expresidn similar, siendo el dia 7 el de mayor expresion. La IMF de Tim-3 en
condiciones tiende a aumentar durante el proceso de diferenciacion; sin embargo no se

observaron cambios estadisticamente significativos (Figura 26C).
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Figura 18. Cinetica de expresion de Tim-3 durante el proceso de diferenciacidon de monocitos a
macrofagos en condiciones normoxicas e hipoxicas. A) Grafica de expresion relativa de RNAmM de TIM-3
(n= 3) " (p<0.05).B) Grafica de frecuencia de moncitos-macrdfagos Tim-3 durante el proceso de
diferenciacion (dias 1, 3, 5 y 7). C) IMF de monocitos-macrofagos Tim-3 durante el proceso de
diferenciacion (dias 1, 3, 5y 7). (=5}
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VLIV Secrecion de IFNy durante el proceso de diferenciacion de monocito a macrofago

en condiciones normoxicas e hipoxicas.

Se evalud la secrecion de IFNy en los sobrenadantes de cultivo durante el proceso de
diferenciaciéon de monocito a macrofago, interesantemente observamos que en el dia 7 de
diferenciacién en los sobrenadantes de medio de cultivo de macrofagos diferenciados en
condiciones de hipoxia, la concentracion de IFNy disminuye con respecto a la concentracion
encontrada en sobrenadante de cultivos de macréfagos diferenciados en normoxia (Figura 19).
También se observd que durante el proceso de diferenciacidon en condiciones de hipoxia la
concentracion de IFNy en sobrenadantes de cultivo disminuyo conforme los dias de

diferenciacion.
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Figura 19.

Secrecion de IFNy durante el proceso de diferenciacion de monocito a macrofage en condiciones
norméxicas e hipéxicas. El sobrenadante de cultivo se colecté y se detectd IFNy por ensayo de ELISA.
{n=5) *{(p<0.05).
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VII. Discusion
Este estudio nos permitio analizar el proceso de diferenciacion de monocito a macrofago
en dos condiciones experimentales, normoxia e hipoxia constante. Es importante
mencionar que la condicion de hipoxia es frecuentemente observada en diversas
patologias de etiologia pulmonar. La hipoxia en la mayor parte de los pacientes tiene un
comportamiento intermitente y se asocia con un estado de inflamacion sistemica cronica.
La hipoxia créonica aunque menos frecuente la podemos observar en patologias como la

obesidad mérbida y el cancer pulmonar avanzado.

Los monocitos son células mieloides que tienen funciones fundamentales para el
adecuado desarrollo de la respuesta inmune innata y adaptativa. A nivel del aparato
respiratorio se diferencian en macrdéfagos alveolares, los cuales, junto con las DCs y las
células epiteliales se encargan de eliminar la mayor parte de los patégenos y estimulos

del medioambiente que son potencialmente dafinos.

La presentacion antigenica mediada por moléculas HLA es esencial para la
activacion de los linfocitos T CD4+. Las células presentadoras de antigeno como los
macrofagos y DCs, procesan y presentan antigenos por medio de la molecula HLA-DR
(Roche et al., 2015) . Durante el proceso de diferenciacién de monocito a macrofago en
condiciones hipoxicas la expresion de HLA-DR no se vio modificada. Nuestros
resultados son semejantes a lo que otros autores han identificado previamente en
relacion a que la expresion de HLA-DR no se modifica en condiciones de hipoxia (Lahat
et al., La excepcion la observamos en un articulo que demuestra que en células
endoteliales la hipoxia si aumenta la expresién membranal de HLA-DR (Lahat et al.,
2003). Una de las moléculas que sabemos que participa en la expresién de HLA-DR es
HIF-1 a la cual al estar disminuida o ausente modifica la expresion de HLA-DR (Bhandari
et al., 2013). En nuestro modelo observamos que el nivel de expresion de HIF-1 a
incrementd en condiciones de hipoxia (dias 3 y 5); sin embargo, este cambio no se reflejo

en modificaciones en la expresion de HLA-DR.
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CD80 y CD86 son moléculas co-estimuladoras que se expresan en células
presentadoras de antigeno y se unen al receptor CD28 expresado en las células T para
proporcionar la sefalizacion necesaria durante la sinapsis inmunolégica. Se ha
demostrado que posterior a la diferenciacion de monocito a célula dendritica en
condiciones de hipoxia vs. normoxia el estimulo con LPS solamente induce aumento en
la expresion de CD80 y CD86 en las células diferenciadas en normoxia. (Mancino et al.,
2008). Otros grupos han descrito que al estabilizar farmacolégicamente la molécula HIF-
1 a los macrdfagos incrementan la expresion de CD80 y CD86 (Bhandari et al., 2013),
de manera opuesta la exposicion de monocitos en cultivo a 2 horas de hipoxia continua
disminuye la expresion de CD80 (Lahat et al., 2003). Por lo que en ceélulas de linaje
mieloide existen resultados contradictorios de la participacién de la hipoxia en la

regulacion de la expresion de CD80 y CD86.

Nuestros resultados indican que la frecuencia de celulas CD80 positivas tiende a
disminuir en el dia 5 de diferenciacion en condiciones de hipoxia, sin embargo debido a
la alta dispersion de nuestros datos no se observa diferencia estadistica. De manera
interesante, observamos que las células que permanecieron CD80 positivas
incrementaron el nivel de expresion de dicha molecula (dia 5). En el caso de CD86 la
frecuencia de células positivas para este marcador se mantuvo constante en ambas
condiciones, aunque la IMF incrementé conforme se diferenciaron las células en
condiciones de hipoxia. Estos resultados concuerdan con datos previamente publicados
(Shalova et al., 2015) que sugieren que la exposicién a tiempos largos y constantes de
hipoxia modifica la expresion de CD80 y CD86 tanto en frecuencia como en valores de
IMF.

La frecuencia de ceélulas TLR-2 positivas disminuyo en los dias 3 y 5 para posteriormente
incrementar al dia 7. Este fenémeno fue similar en condiciones de hipoxia vs. normoxia.
Podemos identificar que en el dia 5 de diferenciacién en condiciones de hipoxia la
frecuencia disminuye con respecto al dia 1, de manera interesante al evaluar la IMF
pudimos observar que para el dia 5 la IMF incremento solo en las células cultivadas en

condiciones de hipoxia. Este resultado ha sido previamente observado por otros autores
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(Kuhlicke et al., 2007). Al evaluar la frecuencia e IMF de TLR-4 no observamos cambios
en ninguna de las condiciones. Una probable explicacion a este fendmeno es que
contamos con un tamafio de muestra reducido. Sin embargo, existe evidencia que
sugiere que los cambios en la expresion de TLR-4 en células expuestas a hipoxia solo
se observa en macréfagos maduros y no durante el proceso de diferenciacion (Young
Kim et al., 2010)..

Una de las moléculas que participa en el reclutamiento de monocitos al sitio de
inflamacion es CXCR4. Nosotros observamos que bajo condiciones hipdxicas el nivel de
expresion de este receptor incremento en el dia 7 de diferenciacion, sugiriendo que los
macréfagos maduros son mas propensos a ser reclutados en respuesta a su ligando
CXCL12. Previamente se describié que los monocitos y macréfagos expuestos a
tiempos cortos de hipoxia incrementa la expresion de CXCR4 a nivel de mensajero
(Fang et al., 2009; Schioppa et al., 2003; Spinello et al., 2015).

Bajo condiciones de hipoxia el metabolismo cambia hacia glicolisis anaerobia, en la cual
una molécula de glucosa se convierte piravico y finalmente a acido lactico generando
dos moléculas de ATP. Dado los requerimientos energeticos se requiere mayor ingreso
de glucosa en la célula, y por ende en condiciones de hipoxia HIF-1a induce la expresion
de transportadores de glucosa con alta afinidad como lo es GLUT-1 (Castrejon et al.,
2007; Chen et al, 2001, Mobasheri et al., 2005). En nuestras condiciones
experimentales observamos que en ambientes hipéricos el RNA mensajero aumenta
después del dia 1, asi como en frecuencia de células positivas para este transportador.
Lo que implica que los monocitos cambiaron su metabolismo de fosforilacion oxidativa a
un mayor catabolismo de glucosa, el cual es dependiente de la sefalizaciéon de AKT-
mTOR-HIF-1 a (Biswas, 2015). Las necesidades energéticas de un macréfago maduro
son distintas a las de un monocitos, nosotros observamos que en condiciones
normoxicas los macréfagos comienzan a expresar mas GLUT-1 sélo en el dia 7 de

diferenciacion.
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El requerimiento energético puede ser compensado por la expresion de otros
transportadores de glucosa, fructuosa o galactosa. La lactosa producto final de la
glicolisis puede ser utilizado como fuente de carbono, por lo que es posible que los
macréfagos durante su proceso de diferenciacion expresen en mayor cantidad el
transportador de lactato MCT1(Hahn et al., 2000; Merezhinskaya et al., 2004; Samuvel
et al., 2009) pudiendo ser el lactato utilizado como fuente de carbono para el

metabolismo celular.

El factor transcripcional de respuesta a hipoxia HIF-1a regula la expresién génica
cuando la células se encuentra en ambientes hipoxicos. La estabilizacion en condiciones
hipéxicas permite la interaccion con HIF-1p y este dimero puede ahora translocarse al
nucleo y unirse con complejos reguladores de la cromatina como es p300/CBP
induciendo la expresion de genes de respuesta a la hipoxia. Bajo nuestras condiciones
experimentales, la expresion a nivel de mensajero de HIF-1a aumenta a partir del dia 5
de diferenciacion y a nivel de IMF aumenta a partir del dia 3 lo que indicaria que la
hipoxia esta estabilizando a HIF-1a y no se esta degradando por via del proteosoma,
sin embargo debido a la dispersion de nuestros datos no encontramos diferencia
estadistica mas si una tendendencia a aumentar. Esta estabilizacion se ve reflejada en
el aumento en la expresion de GLUT-1 a nivel de mensajero y de proteina. Es posible
que que ofras isoformas de HIF como HIF-2a y HIF-3 a estén participando en la
diferenciacién de monocitos a macréfagos en condiciones de normoxia o hipoxia
(Palazon et al., 2014).

Dada la participacién de HIF-1 a en regular y promover la inflamacion y la secreciéon de
citocinas pro inflamatorias es posible que éstos macréfagos sean mas propensos a
polarizarse a un fenotipo M1 (Cramer et al., 2003; Kuhlicke et al., 2007; Takeda et al.,
2010; Walmsley et al.,, 2014), teniendo mayor capacidad pro-inflamatoria a nivel de

secrecion de citocinas, presentacion antigénica y activacion de linfocitos T.
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Tim-3 es uno de los receptores que participa en la inhibicién de la activacion de linfocitos
T, aunque recientemente se describi6 como activador de la respuesta contra M.
tuberculosis en macrofagos infectados con el bacilo (Sada-Ovalle et al., 2012). En
nuestro modelo experimental, la expresion de Tim-3 en los monocitos diferenciados a
macréfagos en condiciones hipdxicas se mantiene constante y aumenta con respecto al
tiempo de diferenciacion, sin alcanzar diferencia estadistica. Se sabe que durante la
isquemia cerebral, la expresion de Tim-3 aumenta en células de la microglia y es
mediada por la unién de HIF-1a al promotor de Tim-3. (Koh et al., 2015). Estudios
indican que en células mononucleares totales y monocitos inmortalizados |a sefializacion
de Tim-3 y su ligando Gal-9 activan, en condiciones normodxicas, a HIF-1a mediando
su translocacién al nucleo e induciendo la transcripcion de TNF- a y VEGF.(Prokhorov
et al., 2015; Silva et al., 2015). En nuestras condiciones experimentales la expresion de
Tim-3 a nivel de mensajero aumenta en condiciones de hipoxia existiendo la posibilidad
de que ésta induccion este mediada por la union HIF-1 a al promotor de Tim-3. Sin
embargo, éste aumento no se vio reflejado en la produccién a nivel de proteina (IMF) de
Tim-3, esto puede implicar que la traduccién de la proteina se vea afectada. Estudios
indican que la hipoxia afecte la traduccion o el correcto plegamiento de las proteinas
(Koumenis et al., 2002; Schonenberger et al., 2015) . Nuestros datos indican que en
condiciones de hipoxia la expresién de Tim-3 tiende a aumentar durante el proceso de
diferenciacién, sin embargo se desconoce la funcionalidad de Tim-3 en macrdfagos

diferenciados en condiciones de hipoxia.

Con respecto a los resultados de las concentraciones de IFNy en los sobrenadantes de
cultivo se pudo observar que hay disminucion en el grupo de hipoxia con respecto a los
dias de diferenciacion. Reportes anteriores indican que monocitos de sangre periféerica
de donadores expuestos a 2 horas hipoxia estable, no disminuye la capacidad de
secrecion de IFNy (Fritzenwanger et al., 2011). Sin embargo otros reportes en modelos
murinos y en macrofagos inmortalizados de ratdn indican que la exposicién a tiempos
cortos de hipoxia (6 horas), induce la expresion de IFNy a nivel de mensajero y de
proteina. (Acosta-lborra et al., 2009). En nuestro modelo de diferenciaciéon los monocitos

son expuestos a hipoxia constante y diferenciados durante 7 dias, los resultados indican
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gue en ultimo dia de diferenciacién los macréfagos diferenciados en condiciones de
hipoxia secretan menos IFNy. Es posible que si en otro modelo experimental los
macréfagos son diferenciados en condiciones de normoxia, y luego expuestos a hipoxia
el macréfago secrete IFNy en mayor cantidad. Por lo que la exposicién de una célula a

hipoxia cronica estuviera induciendo un estado de inmunosupresion.

Bajo condiciones hipdxicas, la concentracién de adenosina extracelular incrementa, la
adenosina es capaz de unirse a los receptores de adenosina A;AR y A2BR presentes en
monocitos y en macrdofagos e inhibir la produccion de citocinas y quimiocinas pro
inflamatorias. Se ha reportado que la sefial de los receptores de adenosina inhibe la
produccion de IFNy en macrofagos e induce expresion de IL-10 (Nemeth et al., 2005;
Riboldi et al., 2013; St Hilaire et al., 2009). Pese a que no tenemos datos sobre la
concentracion de adenosina en nuestros medios de cultivo, es posible especular que la
adenosina este incrementada y este favoreciendo la disminucion de la expresién de IFNy.
Cabe mencionar que en nuestras condiciones de diferenciacion de monocitos a
macrofagos no se partio de una poblacion pura, es decir no se purificaron monocitos,
por lo que puede que en nuestros cullivos existieran otras poblaciones de células

productoras de |FNy.

En las descripciones clasicas de mecanismos de defensa a patdgenos, la respuesta
innata es rapida, no especifica, y carece de memoria. Sin embargo, evidencia reciente
propone que existe un tipo de memoria en las células del sistema inmune innato
denominada “Trained immunity” o inmunidad entrenada (Cheng et al., 2014; Saeed et
al., 2014; Yoshida et al., 2015; Yoshida & Ishii, 2016). Cuando los monocitos son
expuestos a LPS o a p-glucanos, componentes de la membrana externa de bacterias
Gram negativas y de la pared celular de Candida albicans, respectivamente, por 24
horas y luego se induce diferenciacion a macrofagos; aquellos macrofagos que
estuvieron expuestos a LPS o0 a p-glucanos tienen mejor respuesta a largo plazo
comparado con aquellos macrofagos que no fueron expuestos a estos previo a la
diferenciacién. Se ha propuesto que la inmunidad entrenada es medida por la

reprogramacion epigenética a nivel de metilacion de la histona 3 y cambio en los patrones
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de metilacion en los genes de inmunidad innata. Recientemente se describié que al
exponer a monocitos a p-glucanos el metabolismo de glucdlisis aerobia aumenta y es
dependiente de la activacion de HIF-1a mediada por mTOR. En este modelo la activacion
de HIF-1a es necesaria para el proceso de inmunidad entrenada en macréfagos (Cheng
et al.,, 2014). Por lo que es probable que durante la diferenciacion de monocitos a
macrofagos, en condiciones hipoxicas, la activacion de HIF-1a senalice rio abajo
provocando un cambio en los patrones de metilacién de histonas en los genes asociados
a inmunidad; siendo éstos macrofagos mas eficientes en producir citocinas pro

inflamatorias.
Por lo que es posible que la hipoxia no solo modifique los patrones de expresion de

moléculas de superficie en los macréfagos, sino que también induzca un estado en el

cual los macréfagos tengan una tendencia hacia polarizarse a un fenotipo inflamatorio.
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VIil. Conclusiones

La exposicién a hipoxia constante durante el proceso de diferenciacién de monocito a
macréfago modifica el patron de expresion de moléculas de superficie en macréfagos e

induce un fenotipo antinflamatorio.

IX. Perspectivas

* Evaluar diferenciacion de monocitos a macréfagos partiendo de células CD14+,

* Evaluar el potencial de polarizacion de macréfagos diferenciados en condiciones
hipoxicas.

* Evaluar funcionalidad de macréfagos diferenciados en condiciones de hipoxia:
mediante ensayos de fagocitosis, exposicién a PAMPs y DAMPs.

* Evaluar la participacion de HIF-1 a durante el proceso de diferenciacion de
monocito a macréfago en condiciones de hipoxia y normoxia, utilizando lineas
celulares deficientes de HIF-1 a .

* Evaluar la union de HIF-1 a a distintos factores de transcripcion asi como a
distintas promotores durante el proceso de diferenciacion de monocito a

macrdéfago.
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