UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

Evaluacion de TLR-2 como marcador de identificacion de monocitos
humanos clasicos y no-clasicos en ensayos funcionales y preeclampsia

TESIS
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO

PRESENTA

JULIO CESAR FLORES GONZALEZ

CIUDAD DE MEXICO ANO 2017



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

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

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

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



JURADO ASIGNADO

PRESIDENTE: Profesor: Enrique Ortega Soto
VOCAL: Profesor: Julio César Martinez Alvarez
SECRETARIO: Profesor: Ismael Mancilla Herrera

ler. SUPLENTE: Profesor: Mario Adan Moreno Eutimio
2° SUPLENTE: Profesor: Octavio Castro Escamilla

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA:

EL PRESENTE TRABAJO FUE DESARROLLADO EN EL DEPARTAMENTO DE
INFECTOLOGIA E INMUNOLOGIA DE LA TORRE DE INVESTIGACION DEL
INSTITUTO NACIONAL DE PERINATOLOGIA “ISIDRO ESPINOZA DE LOS REYES”.

ASESOR DEL TEMA: DR. EN C. ISMAEL MANCILLA HERRERA

(Nombre y firma)

SUSTENTANTE (S): JULIO CESAR FLORES GONZALEZ

(Nombre (s) y firma (s))

[1]



Dedicatoria

A quien me medio la fortaleza para seguir adelante cuando al caer no podia levantarme,
a quien me ensefo a confiar en mi y construir caminos cuando el sendero terminaba,

a quien conociendo lo peor de mi naturaleza humana se quedoé y creyd en todo lo que
podia lograr.

A mis padres Josefina y Rutilio por ese apoyo incomparable en mi formacion profesional
y humana.

A mis hermanos para que estén orgullosos y seguros de que nunca les fallare.

Al Dr. Ismael a quien con toda la humildad de mi corazén doy gracias por la amistad y
confianza que ha depositado en mi persona. Como tutor y maestro me ha guiado en el
trayecto por el fascinante universo llamado Inmunologia.

(]



Agradecimientos

Una persona puede realizar notables descubrimientos pero el trabajo en equipo
enriquece las ideas y proyectos para convertirlos en avances cientificos. La mayoria de
las veces es notable que salte el humano egocentrismo que lleva a concentrar el
reconocimiento del aporte realizado en una sola persona, sin embargo, es importante
reconocer el mérito de las personas que trabajaron y aportaron nuevas ideas al
proyecto a través de las criticas constructivas, el financiamiento de los recursos y en
variadas ocasiones el esfuerzo conjunto para sacar adelante un propdésito en particular.
Por todo ello es para mi un privilegio agradecer a todas las personas e instituciones
involucradas en el desarrollo de este proyecto que sin duda alguna aporta nuevas ideas

al conocimiento de la ciencia en inmunologia.

Al Dr. Ismael Mancilla por la oportunidad de pertenecer a su extraordinario equipo de
investigacion y participar directamente en los proyectos que realiza, su invaluable
capacidad para desarrollar mis ideas no solo para concretar esta tesis sino también en

mi formacion como profesionista y futuro investigador.

Expreso mi sincera admiracion y agradecimientos a los Dres. Enrique Ortega Soto y
Julio César Martinez Alvarez que con sus aportaciones constructivas supervisaron el
contenido tematico de este escrito cientifico. Asi mismo agradezco las atenciones

cordiales recibidas por los Dres. Mario Adan Moreno y Octavio Castro.

A pQFB Jannett Romero y pBidloga Paulina Bautista, mis compafieras y amigas del
laboratorio de Infectologia e Inmunologia del INPer, con quienes he crecido

profesionalmente y me han ayudado a lo largo de este proyecto.

A pQFB Regina De La Cruz por haber estado conmigo en todo momento sin esperar

nada a cambio, creyendo todo lo que puedo lograr al depositar su confianza en mi.

A los Dres. Héctor Flores y Shaik Castillo por su colaboracién en la realizacién del

proyecto inicial de preeclampsia.

[111]



RESUMEN

Los monocitos son células de origen hematopoyético pertenecientes al sistema
fagocitico mononuclear y son esenciales para iniciar, potenciar y limitar eventos
inflamatorios. Estas células pueden ser identificadas por sus caracteristicas
morfolégicas y, en humanos, por la expresion de moléculas en superficie como el
Antigeno Leucocitario Humano (HLA)-DR, CD14 y CD16. A través de la técnica de
citometria de flujo, se han descrito tres subpoblaciones de monocitos: clasicos
(CD14**CD16"), intermedios (CD14*CD16%) vy no clasicos (CD14*CD16**). Durante el
analisis de muestras heterogéneas, la identificacion puede ser dificil debido a que
células como neutrofilos y/o células NK expresan marcadores en comun. Ademas, en
ensayos in vitro de células mononucleares estimuladas con inductores inflamatorios, asi
como en enfermedades que incluyen sepsis, aterosclerosis, obesidad, enfermedades
cardiovasculares y preeclampsia, los leucocitos modifican la expresion de las moléculas
en superficie, lo cual dificulta aln mas su estudio. Por lo anterior, la busqueda de
marcadores cuya expresion sea estable y estrategias de andlisis que permitan
identificar y clasificar a los monocitos especificamente con mayor facilidad es critico
para su correcta interpretacion, ya que estas células son un enfoque prometedor para la

descripcion de la fisiopatologia, el diagndstico y prondstico de diversas enfermedades.

El Receptor Tipo Toll (TLR)-2 es una molécula cuya expresion es estable durante los
eventos inflamatorios y permite distinguir a las células mieloides entre si. Por ello, el
objetivo de este trabajo fue establecer un algoritmo alternativo para la identificacién de
monocitos a través de TLR-2 y aplicarla en ensayos de estimulacién in vitro y en la
descripcion de marcadores de activacion de monocitos en una enfermedad inflamatoria.
A través del immunomarcaje multiparamétrico de los antigenos de superficie CD45,
HLA-DR, CD14, CD16 y TLR-2 de células de sangre periférica comparamos la
estrategia convencional de andlisis (E1) con el alternativo (E2) en muestras de sangre
periférica de individuos sanos, en células mononucleares activadas in vitro, y en la
evaluacion de la expresion de Triggering Receptor Expressed on Myeloid cells (TREM)-
1y CD11b de monocitos de mujeres con preeclampsia como enfermedad inflamatoria.

La estrategia E2 presenta ventajas sobre E1 al incluir todas las células mononucleares
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en el andlisis y excluir a las células de origen linfoide, asi como neutrdéfilos poco
granulares, por la co-expresion de HLA-DR y TLR-2. De esta manera, las
subpoblaciones se clasificaron como: clasicos “HLA-DR*TLR-2*CD16°, intermedios
HLA-DR*TLR-2*CD16" y no-clasicos “HLA-DR*TLR-2*CD16**”. Ademas, observamos
que E2 permite identificar de manera mas precisa a monocitos incluso en estados
activados por inductores inflamatorios. En el caso de la descripcion de los marcadores
de activacion de monocitos, encontramos que la expresion de TREM-1, CD11b, CD16,
HLA-DR y TLR-2 es mayor en mujeres con preeclampsia en comparacion con mujeres

normotensas de la misma edad gestacional,

La determinacion de monocitos por E2 permite identificar y caracterizar a las
subpoblaciones de monocitos de sangre periférica en ensayos de activacion celular “in
vitro” y en preeclampsia de una manera mas sencilla y mas objetiva de la seleccion de

las poblaciones encontrando resultados similares a los de la estrategia E1.
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. Antecedentes

Funciones y caracterizacion

Los monocitos son células esenciales de los vertebrados que juegan un papel
trascendental en las respuestas inmunes. Como parte del sistema inmune innato, el
progenitor de los monocitos se origina en la medula 6ésea derivado de una célula troncal
hematopoyética (HSC, del inglés hematopoietic stem cell)!. Las HSC se autorenuevan,
porque cada vez que se dividen, al menos una célula hija mantiene las propiedades de
la célula troncal, mientras que la otra puede diferenciarse a lo largo de una linea
comprometida (division asimétrica)> 2 (Figura 1.0). Estas células se mantienen dentro
de nichos anatomicos microscépicos especializados en medula 6sea donde originan
células progenitoras pluripotentes (MPP) que tienen la capacidad de comprometerse en
células de linaje mieloide (CMP, del ingles common myeloid progenitor) como la célula
CFU-M que origina en orden creciente de madurez: monoblastos, promonocitos,
monocitos medulares, monocitos sanguineos y macroéfagos tisulares* °. El proceso
anterior descrito se conoce como monocitopoyesis y depende de los factores
estimulantes: GM-CSF (del inglés granulocyte-macrophage colony stimulating factor);
M-CSF (macrophage colony stimulating factor); la monocitopoyetina y la interleucina 3
(IL-3) para lograr la diferenciacién completa hacia monocitos® & 7. Durante este estado
de maduracion los monocitos constituyen aproximadamente el 10% de todos los
leucocitos que se encuentran en sangre periférica en humanos®. El tiempo de vida
media de los monocitos en circulacion se ha estimado en alrededor de 3 dias en
humanos % 1°.De hecho, esta corta vida llevd a pensar que la sangre actuaba como un
depdsito general de precursores mieloides que permitia la poblacion continua de los
macréfagos de tejido y en particular de las células dendriticas!t. Sin embargo
recientemente se ha demostrado que la poblacion continua de macrofagos tisulares se
debe a fendmenos de auto renovacion que es inicialmente llevada a cabo por
macréfagos embrionarios antes que monocitos circulantes? 3, por lo que el estudio de
los monocitos incluye un campo totalmente diferente como células que responden a

fendmenos inflamatorios y de homeostasis.
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Figura 1.0 Origen hematopoyético en la diferenciacién de los monocitos. Los monocitos derivan de células
madre hematopoyéticas (HPC) residentes de la medula ésea que se diferencian para dar origen a unidades
formadoras de colonias granulocitica/macrofagos (GM-CFU) hasta la formacion de colonias de monocitos (M-
CFU) (via monocitopoyetica) cuyos estadios de diferenciacion son: monoblastos y pro monocitos bajo la
regulacion del factor estimulador de colonias 1 (CSF-1). Los pro-monocitos se convierten adicionalmente en
monocitos en sangre periférica, donde basados en la expresion de CD14 y CD16 se pueden agrupar en tres
subpoblaciones funcionalmente distintas. En tejido los monocitos se diferencian a macréfagos M1 o0 M2 y en
células dendriticas. Modificado de Lee, H.W., et al. Biochim. Biophys.2013

Un aspecto importante durante el proceso de diferenciacion de los monocitos es la
regulacion de las moléculas de superficie que nos permiten diferenciar los estados de
maduracion de los monoblastos, células que no podrian identificarse de los precursores
de granulocitos o de un precursor comun. En términos generales, las células
identificadas como CD34*CD117+*CD459mCD13.33* representan los
mieloblastos/monoblastos que se diferencian de precursores para células B que en su
mayoria son células CD34*CD117-CD459mCD13.33*. Cabe destacar que dichas
moléculas no son especificas de la linea de diferenciacion monocitica, pues también
definen la diferenciacion de otros precursores hematopoyéticos, destacando
principalmente la via granulocitica cuyos niveles de expresién son heterogéneos a lo

largo de los estados de maduracion.
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La progresion en la maduracion de los monoblastos origina una regulacién en la
expresion de los marcadores de superficie, ejemplo de ello es CD33, molécula que
incrementa su expresion durante el paso a promonocitos. Caso contrario ocurre con
CD34, la cual desaparece gradualmente. Otras moléculas se expresan de forma
pautada como CD15 o CD16 y la progresion hacia monocitos incrementa la expresion
de CD14. HLA-DR es una molécula que se conserva a lo largo de todos los estadios de
maduracion de células monociticas, caso contrario a lo que sucede en la diferenciacion

de neutréfilos!* (Figura 2.0).

Figura 2.0 Marcadores fenotipicos asociados a la diferenciacion de monocitos-macréfagos. Este
esquema para el desarrollo monocitico normal en medula ésea, representa las etapas de diferenciacion (de | a IV
en orden progresivo) que pueden ser identificadas evaluando la expresion en superficie de marcadores celulares
considerados de vital importancia en la identificacion de un estado de maduracion. Modificada de E.G. van
Lochem et al. Cytometry Part B. 2004

Los receptores Toll-like (TLR), por su parte, son responsables del reconocimiento de
componentes microbianos y viricos, por ejemplo TLR-2 reconoce peptidoglicano y
acido lipoteicoico de bacterias Gram positivas'® , manteniendo un papel trascendental
en la supervivencia de un organismo?®, sin embargo poco se conoce sobre la expresion
de TLR-2 17 durante el proceso de maduracién en progenitores mieloides y linfoides en
medula 6sea y el momento en el cual adquieren un TLR funcional y si estos receptores
influyen en el desarrollo hematopoyético. Se conoce que los monocitos y macréfagos
expresan RNAm para todo el grupo de TLR excepto TLR-3'8 aunque de manera
diferencial expresan TLR-2, TLR-4 y TLR-5 en precursores mielo/monocitico*®, pero

algunos estudios han caracterizado una nula participacion de los TLR en la
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hematopoyesis, con una participacion directa en HSC donde estan implicados en la
reposicion / reclutamiento de células mieloides en respuestas de caracter inflamatorio?”.
En un inicio el estudio de los monocitos llevo a los cientificos a clasificarlos con base en
la morfologia y su densidad'® ?°. En general, desde que se caracterizé a los monocitos
en sangre periférica humana y debido a la heterogeneidad que presentan difiriendo en
su fenotipo y funcion, los pardmetros para definir las subpoblaciones de monocitos asi
como las técnicas de separacion fueron amplios. Una de las primeras técnicas que
permitié el aislamiento de diferentes subpoblaciones de monocitos fue utilizar gradiente
de centrifugaciéon y el método denominado “Counterflow centrifugation” o mejor
conocido como elutriacion, con lo cual permitié la separacion de subpoblaciones de
monocitos por tamafio y densidad?l. Estas técnicas permitieron a diversos

investigadores distinguir entre dos diferentes subpoblaciones de monaocitos.

Asi por ejemplo, Akiyama et al., definieron una subpoblacion méas frecuente a la cual
denominaron “monocitos regulares” y otra de menor frecuencia denominada “monocitos
intermedios”.?? 23, Los primeros los caracterizaron por ser de mayor tamafio y por su
alta expresion del antigeno de superficie OKM1, asi como una elevada actividad de la
enzima peroxidasa, la induccion de células T y por tener una respuesta alta en la
citotoxicidad celular mediada por anticuerpos (ADCC, del ingles antibody-dependent
cell-mediated cytotoxicity). En contraste, los monocitos intermedios podian movilizarse
mas facilmente desde reservorios extravasculares. También se encontraron diferencias
en la expresiéon de citocinas inducida por poli (I-C). Con estas caracteristicas se
relacion6 a los monocitos regulares con la expresion de la interleucina 1 (IL-1), el factor
estimulante de colonias (CSF) y la prostaglandina E2 (PGE-2); los monocitos intermedios
se asociaron a la produccion de interferén alfa (IFN-a). De forma similar con la
identificacion de dos subpoblaciones de monocitos, Weiner et al., caracterizo una
poblacion de gran tamafio con alta actividad de la mieloperoxidasa (MPO), una alta
produccion de superoxido en respuesta a zymosan, y alta produccion de CSF
comparado con una subpoblacién de menor tamafio cuya caracteristica principal es
mediar respuesta citotoxica frente a tumores?*. Un ejemplo mas sobre las diferentes
descripciones que los autores publicaban acerca de la caracterizacion de monocitos fue

la realizada por Figdor et al., que describié dos subpoblaciones; una de mayor densidad
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gue posteriormente caracterizo como positivos a la produccion de esterasas y con alta
actividad de la enzima peroxidasa, ADCC, y una actividad mayor a la reaccion
leucocitaria mixta (MLR) comparada con la subpoblacién de menor densidad?®. En
contraste a lo reportado, Akiyama?? 23 reporto actividad fagocitica, elevada expresion de
la molécula HLA-DR vy la expresion regular e intermedia del receptor Fcy (FcyR) para
monocitos de baja densidad. Algunos autores asociaron la alta actividad fagocitica con
la subpoblacién de alta densidad y la menor capacidad fagocitica con la subpoblacién
de menor densidad con base a la técnica de elutriacién?®. Sin embargo, Fernandez,?’- 28
también reporto la elevada expresion de HLA-DR en células de baja densidad y
Schreiber?® asocio la alta expresion de FcyR y el receptor C3 de complemento con la
poblacién de alta densidad. También se describieron diferencias con base en la
actividad mediada por quimiotaxis, encontrandose elevada en los monocitos de mayor

tamario y densidad®°.

Una diferencia importante fue demostrar la funcibn como células presentadoras de
antigeno profesionales (APPC) ya que se encontr6 que los monocitos de menor tamafio
presentaban de manera eficiente antigenos solubles del toxoide tetanico (TT) y
particulas generadas por la infeccidon de fibroblastos con citomegalovirus, mientras que
la poblacion de mayor tamafio expresaban fuertemente la molécula CD14 vy
presentaban baja capacidad en la presentacién antigénica pero una elevada actividad
en la supresion de la funcién linfocitaria3t. En conjunto, con los estudios anteriores se
distinguieron dos subpoblaciones de monocitos con diferencias fenotipicas vy
funcionales: una subpoblacién importante de monocitos de gran tamafio, de alta
densidad, CD14* / FcyR* que exhiben actividad fagocitica, alta produccion de citocinas
y especies reactivas de oxigeno, ADCC elevado y actividad supresora de linfocitos
activados por antigeno y una subpoblacion de células HLA-DR* menor tamafio y menor
densidad y poco adherentes con alta capacidad de produccion de IFN-a exhibiendo una
potente capacidad como APPC.
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Perspectivas del modelo murino; Funciones y mecanismos
en la respuesta inmune innata

Los monocitos son la piedra angular del sistema inmunolégico innato y adaptativo, son
factor critico en muchas enfermedades inflamatorias. Se pensaba que su origen a partir
de un precursor mieloide comun en la medula 6sea daba lugar a macrofagos tisulares y
células dendriticas® 32 ya que dentro del sistema fagocitico mononuclear comparten
similitudes pero con funciones y origenes totalmente diferentes. Tan diverso como lo es
su funcion es su inmunofenotipo, al grado que en 2003 Ancuta et al. informaron que los
monocitos CD16* pueden subdividirse en grupos fenotipicamente distintos CD14
**CD16* y CD14* CD16**34. Con lo revisado recientemente, la subpoblacién de
monocitos intermedios permanece mal caracterizada debido a que la mayoria de los
estudios clinicos y experimentales ignoran estas células o analizan monocitos
intermedios y no clasicos como una sola subpoblaciéon®®. Los monocitos intermedios
son de importancia clinica trascendental: primero por tener recuentos elevados de
monocitos CD14** CD16* que predicen de forma independiente los resultados adversos
en pacientes con alto riesgo cardiovascular®® 3/, Ademas, una serie de datos sugiere
que los monocitos intermedios son importantes en la infecciéon por VIH-1%8, dado que a
diferencia de los monocitos clasicos y no clasicos, expresan selectivamente CCR5, el
correceptor para HIV-1. Aunque los monocitos CD14**CD16" muestran un fenotipo
intermedio en muchos receptores de quimiocinas (por ejemplo, CCR2 y CX3CR1), se
pueden identificar de los monocitos CD14** CD16" y CD14* CD16**, a través de la
expresion superficial especifica de CCR5%* 37 y de la enzima angiotensina (ACE,
CD143)%. Aunque cabe resaltar que la prueba de la existencia de esta subpoblacién de
monocitos deriva principalmente del andlisis de expresion superficial por citometria de
flujo, lo cual es limitada en su capacidad analitica, esperando obtener mas datos de un
perfil de expresion geénica, el cual proporciona una caracterizacion mucho mas
profunda®® 4% 42 ya que no se tiene actualmente un forma confiable de separar a esta
subpoblacién de otro monocitos para realizar estudios ex vivo.

Un paso importante para entender las funciones de las subpoblaciones de monocitos
fue representado por la descripcion de dos poblaciones distintas de monocitos

"inflamatorios" y "patrulleros" en ratones*3.
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Los monocitos inflamatorios murinos, caracterizados por la expresion del marcador de
antigeno-1 (Grl +) y especializados en la produccion del factor de necrosis tumoral-a
(TNFa), las especies reactivas de oxigeno (ROS) y la produccién de oxido nitrico (NO).
Estos monocitos estan implicados en defensa del huésped durante las infecciones. Por
el contrario, los monocitos Grl (-) murinos patrullan los vasos sanguineos y se asocian
principalmente con la reparacién de tejidos, mientras que su papel en respuesta a
infecciones no ha sido esclarecido totalmente. De igual forma como ya se ha
mencionado fue vital la comparacion de estas subpoblaciones con las reportadas en
humanos. Cabe destacar que la contribucion importante de los estudio de Cros et al.
fue la descripcion de una nueva funcién inmunoldgica de los monocitos CD149mCD16*,
ya que a pesar de la tolerancia de los monocitos CD149™CD16* hacia los estimulos
bacterianos, se observd que la estimulacion de monocitos intermedios con antigenos
virales generaba altas cantidades de citocinas proinflamatorias dependientes de las
vias de sefializacion de TLR7 y TLR8 y de MyD8844. También se han descifrado las
vias moleculares intracelulares diferenciales de los monocitos CD14*CD16™ vy
CD149mCD16* en humanos, donde la produccién de citocinas inducida por estimulos
bacterianos y virales estd mediada por la proteina Cinasa activada por mitdgeno p38
(MAPK) en monocitos inflamatorios CD14*, mientras que la fosforilacion de la cinasa
meidtica 1, (MEK1, Erk) mediante TLR7 y TLR8 induce la produccion de citocinas en
monocitos CD149mCD16* (Figura 3.0). Una contribucion importante para la
caracterizacion de monocitos intermedios es el caso de una respuesta inmune de
memoria, donde el aumento del niumero de fagocitos reclutados y su activacion
permiten procesos optimizados contra patdégenos intracelulares. Esta opinién se basa
en la suposicidon de que los fagocitos suelen presentar una respuesta cualitativa y
cuantitativamente mas rapida cada vez que se encuentran al mismo patdgeno. Sin
embargo, no se conoce totalmente la modulacion de las actividades antimicrobianas de
los fagocitos innatos que se expresan durante una respuesta inmune primaria en
infecciones que desarrollan memoria inmunolégica®.

Los macrofagos, los neutréfilos y los monocitos juegan un papel critico durante las
infecciones primarias para combatir los patdgenos intracelulares. Los neutréfilos y

macroéfagos estan bien establecidos como importantes efectores celulares de la defensa
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inmune innata, y estd claro que los monocitos en circulaciébn también contribuyen
significativamente a la defensa contra una serie de patégenos microbianos?® 4”.Como
podria predecirse a partir de sus patrones de expresion génica diferencial, donde las
subpoblaciones de monocitos no clasicos demuestran un comportamiento de patrullaje
a lo largo de las paredes de los vasos sanguineos y se acumulan en tejidos periféricos
como el bazo, los pulmones y el higado“.

Aunque estudios sugieren que es poco probable que los monocitos no clasicos
contribuyan a la generacion de células dendriticas en los 6rganos periféricos, es posible
que contribuyan a las poblaciones de macrofagos residentes durante procesos
inflamatorios*® 4°.  No se ha alcanzado el consenso sobre las funciones de las
subpoblaciones de monocitos, pero existe una evidencia abrumadora de que el
reclutamiento de monocitos clasicos domina de forma primaria en las respuestas
inflamatorias. Por ejemplo, los monocitos clésicos infiltran tejidos inflamados, tales
como se prueba en modelos de peritonitis y se incrementan especificamente en la
circulacién durante la infeccién sistémica o crénica*® 50 51,52,

En un modelo murino se ha observado que los monocitos clasicos migran a la piel de
los ratones que reciben una inyeccion intercutanea de microesferas de latex®3, y en un
modelo de lesién del musculo esquelético, sélo los monocitos clasicos migran al tejido
lesionado®*. Después del infarto al miocardio, monocitos clasicos y no clasicos parecian
tener funciones semejantes. Especificamente los monocitos clasicos llegan primero al
corazon infartado y exhibe funciones inflamatorias, los monocitos no clasicos se
reclutan en una etapa posterior y promueven la cicatrizacién del tejido mediante la
expresion de grandes cantidades de factor de crecimiento endotelial vascular. Las dos
subpoblaciones estan bajo el control de distintos mecanismos, los monocitos clasicos
se reclutan a través de CCR2 y los monocitos no clasicos utilizan una via dependiente
de CX3CR1®® la cual se ha sugerido promueve la supervivencia y auto renovaciéon en
lugar del reclutamiento®® 57,

En otro modelo los monocitos no clasicos son reclutados antes que los monocitos
clasicos, o incluso neutréfilos, datos soportados por experimentos realizados después

de la inyeccion intraperitoneal de Listeria monocytogenes4é.
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En concreto algunos estudios sugieren que las subpoblaciones de monocitos
representan las mismas células en diferentes etapas de maduracion®® %8 59, De hecho,
en ausencia de inflamacién, los monocitos clasicos pueden regresar a medula 6sea,
diferenciarse en monocitos no clasicos y regresar al torrente sanguineo en ratones. Una
mayor comprension de las vias que gobiernan la conversion de subpoblaciones de
monocitos es crucial para avanzar en los esfuerzos para atenuar la inflamacién y / o

mejorar la reparacion de tejidos.
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Figura 3.0 Diferencias fenotipicas y funcionales entre las subpoblaciones de monocitos humanos.
(A) Los monocitos CD14*CD16* y CD14* CD16 producen citoquinas proinflamatorias en respuesta a estimulos
que son reconocidos por TLR4 y TLR2 a través de p38 dependiente de MAPK. CD14 es un correceptor de
TLR4. Por otro lado, los monocitos CD149mCD16* (B) carecen de CD14, y la estimulacion de TLR2 y TLR4 por
ligandos bacterianos no resulta en la produccién de citocinas proinflamatorias. Sin embargo, los monocitos
CD149mCD16* producen citocinas proinflamatorias en respuesta a virus en una via TLR7 y TLR8 dependiente de
MEKL1. En contraste con los monocitos CD14*, los monocitos CD149m™CD16* patrullan el endotelio vascular de
una manera dependiente de LFA-1. LPS, lipopolisacarido; TLR, Receptor tipo Toll; LFA-1, antigeno asociado a la
funcion linfocitaria 1; TNF, factor de necrosis tumoral; IL, Interleucina; ARNsc, ARN monocatenario.
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lI. ldentificacion de Monocitos por Inmunomarcaje

Citometria de flujo, una herramienta de trabajo

Figura 4.0 Inmunofluorescencia en citometria de flujo. La citometria de flujo es un método analitico que permite
la medicion rapida de ciertas caracteristicas fisicas y quimicas de células o particulas suspendidas en liquido que
producen una sefial de forma individual al interferir con una fuente de luz (A). Una de las caracteristicas importantes
es su capacidad de medir multiples pardmetros celulares como el tamafio, forma y complejidad (C) y, por supuesto,
cualauier componente celular aue pueda ser marcada con fluorocromos (B).

Histéricamente, los monocitos se describian basandose en la morfologia y la densidad
principalmente, sin embargo con el arribo de la citometria de flujo y la produccion de
anticuerpos monoclonales iniciada por Kohler y Milstein en 1975%, los monocitos
humanos fueron identificados y caracterizados en subpoblaciones con base a
marcadores asociados a membrana celular, pero cabe destacar que recientemente se
han identificado subpoblaciones de monocitos y macrofagos siguiendo el transcriptoma
de ambas células®®. La citometria de flujo, basandose en leyes de la fisica de fluidos,
Optica y electrénica, detecta células o particulas suspendidas a medida que se pasan
por un flujo laminar de tal forma que se haga pasar solo un evento en el momento que
se les haga incidir con un haz de luz, fenbmeno que genera una sefial relativa por la
dispersiébn natural de la luz y una fluorescencia asociada a las particulas o
fluorocromos que son excitados al interaccionar con el haz de luz, estas sefales
luminosas detectadas se transforman en pulsos eléctricos que se amplifican y se

convierten en sefales digitales que son procesadas por un servidor de datos.
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Por tanto, la citometria nos permite analizar y diferenciar a las células con base en el
tamafo, complejidad y discriminando entre el tipo de fluorocromos asociados con
anticuerpos dirigidos contra moléculas expresadas en la membrana celular®?. Las
sefales de luz generadas a medida que a una célula se le incide un rayo laser en un
flujo laminar se convierten en sefales electrénicas (voltajes) por fotodetectores
(fotodiodos y tubos fotomultiplicadores (PMT)), donde un fotodiodo es menos sensible a
las sefiales luminosas que los PMT vy, por lo tanto, se utiliza para detectar la sefal del
parametro tamafo (FSC). Los PMT se utilizan para detectar las sefiales mas débiles

generadas por el parametro complejidad (SSC) y fluorescencia (Figura 4.0)3,

La dupla que forman la citometria y los anticuerpos monoclonales acoplados a
fluorocromos permite tener una técnica flexible con la cual podemos medir parametros

de superficie, extracelulares, citoplasmaticos y nucleares®.

Inmunofenotipificacion de Monocitos

Desde hace aproximadamente 30 afos, la identificacion de dos poblaciones de
monocitos en sangre humana, caracterizadas por su morfologia, proporcionaron las
primeras pistas sobre las diferentes funciones fisiologicas de estos subconjuntos de
MOoNOocCitos. La tecnologia que representan los anticuerpos monoclonales ha
proporcionado a la citometria de flujo una gran variedad de anticuerpos que son
especificos para varias proteinas (antigenos) en la membrana de la superficie de los
leucocitos principalmente. Aunque se investigan otras técnicas de fenotipificacién de las
células del sistema inmune, la inmunofenatipificacién por citometria de flujo sigue
siendo una herramienta, ahora indispensable, para caracterizar, por ejemplo, a los
fagocitos mononucleares cuya identificacion presenta importantes desafios cuando se
desea evaluar a los monocitos en sangre periférica durante patologias inflamatorias o
bien cuando lo que se requiere es distinguir a todos los miembros del sistema fagocitico
mononuclear en el bazo o en otro compartimento del sistema inmune. Llegado a este
punto, el disefio de paneles de anticuerpos fluorocromados tiene una vital importancia y
una valiosa informacion, lo cual nos ha permitido discriminar entre los esplenocitos
mieloides empleando un panel especifico de anticuerpos®®, solo por mencionar uno de

tantos ejemplos.
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En un ambiente donde por cm?® de sangre humana hay en promedio 5x10° eritrocitos
(glébulos rojos), 7x10° leucocitos y que microscoOpicamente pueden parecer
homogéneos, existen los monocitos cuya concentracion es aproximadamente 0.5 x 10°
por cada cm?, los linfocitos (T y B) cuya concentracion 2 x 108 por cada cm?®y la tercera
poblacion mas frecuente denominada como los polimorfonucleares o granulocitos
(neutrofilos, baséfilos y eosindéfilos) cuya concentraciéon oscila alrededor de 5 x 10° por
cada cm? (Tabla 1.0)%6 67,

Bajo este panorama, se ha logrado tener un fenotipo para la poblacion de monocitos
humanos basandose en la expresion diferencial del receptor para Lipopolisacérido
(CD14) vy el receptor Fcylll (CD16); como monocitos clasicos (CD14**CD16 ),
intermedios (CD14*CD16 *) y monocitos no clasicos (CD14*CD16 **)%8 las cuales
fueron aceptadas en 2010 bajo una nomenclatura oficial para estas células, la cual ha
sido aprobada por el Comité de Nomenclatura de la Unién Internacional de Sociedades
Inmunoldégicas (NC-IUIS)® en la cual se definen tres tipos de monocitos basandose en

un analisis por citometria de flujo (Figura 5.0).

Tabla 1.0 Células de sangre periférica humana en un adulto normal

Porcentaje de

, 3 .,
Células No. por cm leucocitos Didmetro (um)
Plaguetas 1-3x 108 2-3
(Trombocitos)
Eritrocitos 4-6 x 10° 6-8
Leucocitos 3-10 x 108 100
Granulocitos
Neutrofilos 2-7 x 108 50-70 10-12
Eosinéfilos 0.01-0.5 x 108 1-3 10-12
Basofilos 0-0.1 x 1068 0-1 8-10
Linfocitos 1-4 x 108 20-40 6-12
Monocitos 0.2-1.0 x 106 1-6 12-15

Lentner C, ed. (1984). Geigy Scientific Tables, 8th edition. CIBA-Geigy, Basle; and from Diggs LW, et al. (1970). The
Morphology of Human Blood Cells, 5th edition. Abbott Laboratories, Abbott Park, IL.

Enfatizando las diferencias entre estas células, indiscutiblemente existe una
heterogeneidad en muchos aspectos, desde la expresion diferencial de marcadores

entre las subpoblaciones de monocitos humanos hasta sus caracteristicas

Pagina 12 de 87



morfolégicas, por lo cual, la discriminacion de esta poblacion es cuestion de
investigacion. Dicha heterogeneidad actualmente se considera un tema al cual se debe
profundizar por las subpoblaciones observadas y conservadas entre los mamiferos
como se ha reportado en vacas’® 71, cerdos’? 73, ratas’4 ’° y ratones*.

Por ejemplo, los monocitos de raton se han definido principalmente por la expresion de
CD115 (CSF-1R o M-CSFR), F4/80 (EMR1 o Ly71), CD11b (integrina aM, Mac-1, Mo1,
CR3, Ly-40, C3biR, ITGAM) y CX3CR17® 77 aunque existen una caracterizacion
fenotipica basada en la expresion de CX3CR1 y Ly6C que permite identificar dos
subpoblaciones cuyo fenotipo se describe como Ly6ChM CX3CR1°“CCR2* CD62L* y
Ly6C'°“CX3CR1MCCR2-:CD62L*3 78, Los fenotipos mencionados béasicamente se
reportan empleando los marcadores CX3CR1 y Ly6C, donde el primero también se
puede identificar como un marcador discriminatorio en monocitos humanos y cuyas
funciones en monocitos clasicos y no clasicos de distintas especies son bastantes
parecidas. Este tipo de semejanzas ha dado una validacion muy fuerte al hecho de
tener un modelo animal en el cual podamos explorar las funciones de cada

subpoblacién en un contexto fisiologico.

Figura 5.0 Nomenclatura de monocitos. Se
muestran los tres subtipos de monocitos
descritos con los  marcadores  de
identificacion. El gancho azul indica CD14 y
la bandera en color naranja, CD16. Un
ndamero mas alto del simbolo dado indica una
densidad més alta del receptor en cuestion.
Las flechas indican el desarrollo, lo cual no
sefiala necesariamente que dichos estadios
ocurran en el torrente sanguineo. La
localizacion de los monocitos no clasicos
mas cerca de la pared vascular es un
concepto soportado por datos de tincion
supravitales en el homologo de ratén y que
tienen que ver con las funciones que soporta
dicha subpoblacion. Modificado de Ziegler-
Heitbrock et al,Blood. 2010

Desde 1996 cuando Ziegler-Heitbrock sugirio que la expresion diferencial de CD14 y
CD16 en monocitos humanos podria definir al menos dos subpoblaciones de monocitos
con diferentes funciones y propiedades, se aportaron nuevos conocimientos sobre la
fisiopatologia durante las enfermedades inflamatorias y se iniciaron investigaciones

para poder caracterizar el fenotipo de cada subpoblacion. Los primeros trabajos
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demostraron que el porcentaje de monocitos que expresan CD14 y CD16, en contraste
con aquellos que expresan Unicamente CD14, fue mayor en pacientes con sepsis y
cancer’®, lo que llevé a la necesidad de entender el papel de estas subpoblaciones de
monocitos en la salud y la enfermedad. Un paso trascendental hacia la comprension de
la funcion de las subpoblaciones de monocitos fue la descripcion de dos poblaciones
distintas de monocitos: "inflamatorios" y "patrulleros (patrolling)" en ratones*. Los
monocitos inflamatorios en ratones estan caracterizados por la expresion del antigeno
de diferenciacion granulocitica (GR1") y estan especializados en la produccion de factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a), especies reactivas de oxigeno (ROS), 6xido nitrico
(NO), con lo cual estan implicados en la defensa del hospedero contra infecciones®®.
Los monocitos patrulleros (GR1") estan asociados a reparacion de tejido dafiado*® y
aunqgue se sabe que tienen un papel importante en la respuestas contra infecciones no
se ha dilucidado los mecanismos moleculares que participan en la respuesta. Estas
descripciones de subpoblaciones abrieron nuevas vias en la compresion de la
heterogeneidad de los monocitos y su funcion tan diferencial ha planteado nuevas
investigaciones con enfoques terapéuticos, mas especificos contra infecciones o en el
proceso inflamatorio. Con estas homologias en humanos presentes en ratones como
modelos de investigacion se debe conocer las estrategias que permitan caracterizar

fenotipicamente y funcionalmente a los monocitos de ambas especies.

El primer paso hacia resolver este problema fue la contribucién de los estudios
realizados por Cros et al. que representan la descripcién de los monocitos homdélogos
de ratones en humano, demostrando que los monocitos humanos CD14*CD16" y
CD14*CD16" tienen funciones inflamatorias semejantes a los monocitos GR1*, y que
los monocitos CD149™CD16* (monocitos no clasicos de acuerdo a la nomenclatura
internacional) tienen propiedades similares a los monocitos GR1" o patrulleros en
ratobn**. Sin embargo, dentro de las poblaciones de monocitos descritas en humanos el
algoritmo de analisis que usualmente se sigue (Figura 6.0) presenta la problemética de
seleccionar a monocitos no clasicos por la confusién entre algunos polimorfonucleares,
los cuales bajo ciertas patologias inflamatorias presentan procesos de degranulacion

celular y tienden a cambiar su morfologia, por solo mencionar uno de los problemas
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mas importantes en la identificacion actual de las subpoblaciones correctas de
monocitos en humanos. Por tanto se ha planteado utilizar otras moléculas de superficie
como marcadores de identificacion y caracterizacion de monocitos bajo analisis en la

expresion diferencial en superficie celular.

Figura 6.0 Algoritmo de analisis convencional (E1) para la identificacion y caracterizacion de monocitos de
sangre periférica en humanos por citometria de flujo. Con un panel de anticuerpos que involucra las moléculas
CD45, HLA-DR, CD14 y CD16 algunos investigadores consideran suficiente estas moléculas para evaluar la
expresion en poblaciones de monaocitos. Partiendo de la deteccion de células sencillas (1) se genera un diagrama
de puntos CD45 versus SSC-A (2) para la identificacion de leucocitos en sangre periférica, realizando una
seleccidn de las células mononucleares mediante un diagrama de puntos FSC-A versus SSC-A. De acuerdo con
las caracteristicas morfologicas de las células mononucleares suele seleccionarse la poblacion caracteristica los
monocitos (tamafio y complejidad media) o bien algunos investigadores abarcan una seleccién que traslapa con
la region de linfocitos considerando similitud con la morfologia de la subpoblacion de monocitos no clasicos e
intermedios. Posteriormente con un diagrama CD14 versus HLA-DR (3) se seleccionan las células altas en la
expresion de los dos marcadores considerados como Monocitos en su mayoria para finalmente identificar las
subpoblaciones con base en la expresion diferencial de CD14 versus CD16 (4).

Dificultades para la identificacion y caracterizacion de monocitos
por citometria de flujo

Los monocitos, al ser una poblacién tan heterogénea entre subpoblaciones, son
dificilmente identificados. En el caso de los monocitos intermedios se pasan por alto
facilmente debido a su pequefio nimero y naturaleza de transicion (inherente), ya que

todavia se desconoce si los monocitos intermedios tienen un papel discreto,
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biolégicamente significativo o si son los intermedios inevitables en una diferenciacion
por lo demas continua de los monocitos clasicos en no clasicos. Aunque la funcion de
los monocitos intermedios no se conoce, podrian ser importantes para adaptar la
respuesta inmune en diferentes patologias, ya que se han encontrado monocitos
intermedios en ciertas condiciones: en la artritis reumatoide®® y en los pacientes con
asma severa®! por lo que se piensa que los monocitos intermedios son responsables
del aumento de los monocitos que expresan CD16. Recientemente, se ha publicado
que los monocitos intermedios en la sangre también estan aumentados en la
sarcoidosis®. Ante este panorama el empleo de la molécula del MHC de clase Il (HLA-
DR) cuya participacion en la presentacion antigénica a células T CD4* es crucial, en un
panel de andlisis ha ayudado para discriminar entre células By T, células NK o bien de

células presentadoras de antigenos profesionales (APC)3": 42 83,

El empleo de un tercer marcador de diferenciacion se hace obligatorio para la correcta
identificacion de los monocitos ya que los protocolos de tincién que soélo analizan la
expresion de CD14 y CD16 no distinguen correctamente monocitos de otras
poblaciones de leucocitos. Estos protocolos usualmente se basan en caracteristicas
fisicas celulares para definir monocitos evaluando los parametros [FSC] y [SSC]®8. Una
dificultad que presenta la evaluacién en la expresidon de marcadores de superficie
celular de los monocitos CD16* es que no pueden separarse adecuadamente de otros
leucocitos que expresan CD16, como los granulocitos- neutréfilos (NG) y células NK, lo
gue conduce a una evaluacion inexacta de las subpoblaciones de monocitos. Cuando
se emplea la molécula HLA-DR, esta no permite excluir las células NK (CD16*) en un
diagrama de puntos HLA-DR versus CD14 que emplea el analisis clasico, con lo cual
esta estrategia no se ha establecido por completo, de igual manera, por la conocida
reduccion de HLA-DR en ciertas enfermedades inflamatorias como sepsis®,
pancreatitis®> o durante enfermedades hepaticas®. En individuos sanos los neutréfilos
CD16" se separan de los monocitos en un analisis FSC versus SSC adecuadamente,
sin embargo, hay que considerar que en ciertas patologias o estudios in vitro llega a
presentarse degranulacion de neutrofilos y/o diferencia en las caracteristicas fisicas de
los monocitos la que ocasiona un fenémeno denominado “spill-over’, donde existe

confusion sobre el tipo de poblacién que se esté evaluando®” .
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Los monocitos también son una poblacion bastante sensible a estimulos como el
ejercicio, actividad que moviliza gran cantidad de monocitos CD14*CD16**
principalmente®®. Por otro lado terapias con glucocorticoides eliminan a esta misma
poblacién de monocitos en individuos sanos, con esclerosis multiple, bronquitis y artritis
reumatoide® °1. 92 93 Cabe destacar que se ha observado la eliminaciéon de monocitos

CD14*CD16" durante terapias que involucran hemodialisis®.

En muchos de estos estudios, los resultados obtenidos después de la identificacion y la
caracterizacion de subpoblaciones de monocitos no permiten tener un enfoque de
analisis correcto ya que se emplean algoritmos de andlisis con una imprecision
inherente. Para los ensayos en el laboratorio clinico, un ensayo preciso es sin embargo
un requisito importante. Por lo tanto, se han desarrollado algoritmos de analisis que
reducen al mismo tiempo el solapamiento de los monocitos CD14* CD16** con las
células CD16* (NK y los granulocitos), demostrando que estos ensayos tienen un bajo
coeficiente de variacion, lo cual permite detectar facilmente aumentos y disminuciones
de las subpoblaciones de monocitos CD14*CD16** (no clasicos) resultantes de ejercicio
excesivo y de la terapia con glucocorticoides, respectivamente. Algunos algoritmos de
analisis han demostrado, incluso, por primera vez que las mujeres tienen un menor
recuento absoluto de los monocitos no clasicos en comparaciéon con los hombres®,
También se han reportado algoritmos de analisis que involucran no solo arreglos de los
marcadores ya conocidos si no también adicionan al panel anticuerpos nuevos que no
habian sido explorados en la superficie de monocitos y cuya expresién en cada
subpoblacién sugiere que dichas moléculas puedan ser utilizadas como un tercer
marcador de discriminacion. Tal es el caso de los estudios realizados con la
lipoproteina de baja densidad LRP1 (CD69), receptor endocitico que realiza importantes
funciones como son la activacién de az-microglobulina (az-M), el reconocimiento de la
endotoxina A de Pseudomonas, funciones como lipasa y apoliproteina®®. LRP1 ha sido
propuesta como una molécula que permite identificar aisladamente a la poblacion de
monocitos por su alta expresion caracteristica con lo cual la caracterizacion de
subpoblaciones esta restringida a la evaluacion de monocitos y no de otras poblaciones

de leucocitos®’.
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Otros algoritmos de analisis han explorado la expresion del receptor para el factor de
necrosis tumoral (TNFR1 y TNFR2) en conjunto con HLA-DR, los receptores para
quimiocinas CCR2 y CCR5 en subpoblaciones de monocitos y han caracterizado 10
subpoblaciones de monocitos basados en la expresién gradual de CD16 y la escision
de membrana de CD14%.

Pocas investigaciones se han realizado para tener un panel de anticuerpos que nos
permita identificar apropiadamente a las subpoblaciones de monocitos en sujetos sanos
y cada panel que se disefia esta pensado en la evaluacion hacia una patologia en
particular. Respondiendo si con el panel que involucra las moléculas mostradas en la
Figura 6 es suficiente para el analisis de esta poblacion, la respuesta es no. Una
desventaja mas que se tiene y que no debe pasarse por alto es la pérdida de la
membrana celular del marcador mas empleado en diagnostico clinico que es CD14, el
cual en estudios ex vivo se ha monitoreado la pérdida gradual del marcador,
encontrando una concentracion mas alta de la molécula en suspension que en las
membranas de los monocitos de poblaciones debidamente separadas de monocitos al
ser expuestas con su inductor nato que es el LPS%, lo cual sin duda introduce una
problematica mas a la deteccion correcta de los monocitos clasicos e intermedios en

estudios de investigacion basica.

En ultimo lugar hay que enfatizar algunas investigaciones que se han realizado sobre la
relacion de los patrones de reconocimiento asociados a patégenos (PRR) como son los
receptores tipo Toll-Like (TLR-2 / TLR-4) y los mecanismos de respuesta inmune innata
que inducen sobre los monocitos, donde, TLR4, junto con CD14, estan bien
caracterizados como los receptores del lipopolisacarido (LPS), un componente de la
pared celular de bacterias Gram-negativas. TLR2 se ha demostrado que actda como un
receptor de los componentes de las bacterias Gram positivas como peptidoglicano
(PGN) y acido lipoteicoico®’. La activacion de ambos receptores por sus ligando puede
conducir a la produccién de citocinas proinflamatorias (incluido el factor de necrosis

tumoral (TNF-a y la interleucina 6) que son caracteristicas de la sepsis bacteriana®.
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Figura 7.0 Expresion diferencial de receptores en la superficie de las subpoblaciones de monocitos.
Representacion en histogramas de cada uno de los marcadores que diferencian entre subpoblaciones de
monocitos (Arriba). Entre las subpoblaciones de monocitos se tienen diferentes grados de expresion de los
antigenos reportados en superficie celular (Abajo). MFI: Intensidad Media de Fluorescencia. Modificado de
Mukherjee, Ratnadeep et al. 2015
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Por otro lado, se conoce que los organismos gram-positivos y gram-negativos juegan
un papel patogénico en la sepsis, por ejemplo, el LPS como contribuyente a la sepsis
gram-negativa y las exotoxinas estafilocécicas y estreptococicas (superantigenos) asi
como los peptidoglicanos son importantes en la sepsis por gram-positivos®’, (los
superantigenos con la capacidad especifica de activar a las células T, al unir APC a los
linfocitos T a través del complejo HLA-DR vy la region VB de los receptores de células T).
Esta activacion produce grandes cantidades de citocinas las cuales se han demostrado
gue regulan las vias de sefalizacion de TLR. Se sabe que las interacciones sinérgicas
que se producen entre superantigenos y otros componentes bacterianos como LPS

conducen a un aumento de la mortalidad en modelos animales de choque séptico®®: 100,

Analisis de moléculas en superficie celular han revelado una expresion diferencial de
algunos TLR, receptores tipo scavenger y moléculas co-estimuladoras, las cuales
pueden llegar a emplearse como marcadores en la diferenciacion de células
hematopoyéticas?’, lo cual ha llevado a estudiar su expresion en la superficie de células
mononucleares para la identificacién y caracterizacion de poblaciones mieloides. En
todas las moléculas propuestas se observan diferencias en los grados de expresion
sobre las subpoblaciones de monocitos (Figura 7.0), con lo cual también se puede
describir la funcién de cada una de las subpoblaciones!®l. Sin embargo la expresién
homogénea de TLR-2 en las tres subpoblaciones de monocitos lleva a pensar que
dicha molécula puede emplearse como marcador en la identificacion de la poblacién
monocitica ya que de todas las moléculas que se evallan, esta presenta gran
homologia en la expresién en superficie celular, manteniendo poca dispersién en las

subpoblaciones con poca variabilidad.
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lIl.  Preeclampsia como enfermedad Inflamatoria

Un problema de salud publica

La mortalidad materna en nuestro pais, como en muchas partes del mundo en
desarrollo, constituye un problema de salud publica, motivo de gran preocupacion para
los gobiernos, las instituciones y la sociedad. La generacion de conocimiento para
entender las enfermedades que actualmente atentan contra la salud materna
contribuyen de manera directa con uno de los ocho Objetivos de Desarrollo del milenio
(ODM) que a comienzos del siglo XXI los Estados Miembros de las Naciones Unidas
se comprometieron a trabajar para combatir la pobreza en sus multiples dimensiones:
“‘ODMb5-Mejorar la Salud Materna”.

Actualmente la mortalidad materna sigue siendo tema de discusion a nivel mundial para
no escatimar recursos dirigidos a la resolucién de las enfermedades que conciernen a
este eje tematico. Datos de la Organizacidon Mundial de la Salud (OMS) registran la
muerte de 830 mujeres aproximadamente cada dia por causas prevenibles
relacionadas al embarazo y parto, del cual, un 99% de la mortalidad materna
corresponde a los paises en desarrollo y aunque se ha reducido en alrededor del 44%
entre el periodo 1990-2015, el alto nimero de muertes maternas en diversas zonas del
mundo se originan durante el embarazo y el parto o después de ellos provocados por
complicaciones que aparecen durante la gestacion o problemas de salud presentes
antes del embarazo, aunque la mayoria son prevenibles o tratables, otras se agravan
con la gestacion si no son tratadas como parte de la asistencia sanitaria a la mujer:
hemorragias graves (en su mayoria tras el parto), infecciones (generalmente tras el
parto), la hipertension gestacional (Preeclampsia y eclampsia) y enfermedades como
paludismo o la infeccién por VIH en el embarazo. En numerosos paises la mortalidad
materna y neonatal son dos de los indicadores mas importantes de desigualdad social y
de inequidad de género que afectan particularmente a la poblacion con mayor rezago
socioeconomico. Paises como México cuentan con leyes tal es el caso de la NOM-007-
SSA2-1993 “Atencién de la mujer durante el embarazo, parto y posparto y del recién
nacido” que tiene por objetivo establecer los criterios para atender y vigilar la salud de

la mujer durante el embarazo y reducir la mortalidad materna, aunque existen factores
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que impiden que las mujeres reciban o busquen atencion durante el embarazo
(pobreza, distancia y principalmente la falta de informacién acerca del padecimiento), la
falta de generacién de conocimiento en este tema de salud publica continua siendo un

obstaculo para el tratamiento y diagndstico oportuno.

En preeclampsia, cuya causa sigue desconocida, se asocian problemas de salud
importantes como un trastorno hipertensivo inducido por el embarazo que se manifiesta
clinicamente después de las 20 semanas de gestacion cuya falta de manejo oportuno
conduce a eclampsial®?, donde las manifestaciones clinicas incluyen la hipertensién y
proteinuria, ademas de edemal®. Aunque numerosos ensayos clinicos y bioquimicos
se han propuesto para la prediccion o la deteccion temprana de la preeclampsia, la
mayoria siguen siendo poco realistas para su uso general. En la actualidad, no existe
una sola prueba de deteccion fiable y rentable para la preeclampsia, que pueda ser

recomendada para su usoi%4 105,

La participacion de los monocitos durante el embarazo

Durante el embarazo, el sistema inmune materno es desafiado constantemente por un
feto semi-alogénico lo que lleva a la adaptacién del sistema inmune materno de manera
sistémica y local. En la sangre periférica, la alteracion del sistema inmune innato es
evidente por la activacion de células inmunes innatas, especialmente monocitos. A
partir del segundo trimestre, estas células muestran fenotipos activados comparables
con los observados en la sepsis sistémica sin las manifestaciones clinicas. Se
considera que el embarazo normal, particularmente desde el segundo trimestre hasta el
parto, estd en estado de inflamacion controlada. En contraste, los fenotipos
inflamatorios severos no controlados se asocian con frecuencia a complicaciones
obstétricas como la preeclampsia (PE) y el parto prematuro (PTL)%. En la interfaz
materno-fetal, desde el comienzo del embarazo normal, hay un aumento en las células
inmunes innatas, como macrofagos y células NK. Estas células parecen jugar un papel
critico en la invasion del trofoblasto, remodelado vascular y placentacion®’. La
creciente evidencia sugiere que los monocitos en circulacion periférica se infiltran
especificamente en la decidua al inicio del embarazo y se desarrollan en macréfagos o

células dendriticas!®®, por lo tanto, la composicién de monocitos de sangre periférica
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puede afectar el desarrollo de efectores inmunes deciduales. Durante el embarazo
normal, la mayoria de los macrofagos deciduales se caracterizan por un fenotipo
inmunosupresor con polarizacion M2, lo que apoya la idea de que estas células
desempefian un papel importante en la tolerancia inmune materno-fetal'®®. Por el
contrario, en las complicaciones del embarazo como la PE, parece haber un mayor
nimero de macréfagos M1, lo que contribuye a un desarrollo placentario deficiente!©,
Los macréfagos también representan un subconjunto importante de células
presentadoras de antigeno (APC) en la decidua humana, y las APC deciduales estan
implicadas en la regulacion de la homeostasis inmunolégica local, que parece ser
esencial para un embarazo exitoso!!?.

Dentro de las tres subpoblaciones de monocitos reportadas se muestran diferencias en
fenotipos, funcién y potencial inflamatorio!?; los monocitos clasicos (que comprenden
aproximadamente el 90% de los monocitos totales) se especializan en fagocitosis,
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y secrecion de citocinas
inflamatorias en respuesta a la unién de ligandos, tales como el reconocimiento de LPS
a receptores extracelulares TLR3. En comparacién con los monocitos clasicos, los
monocitos intermedios (aproximadamente el 5%) muestran las caracteristicas de
células activadas, como el aumento de las expresiones de los antigenos del MHC de
clase Il (HLA-DR) y el TNF en citoplasma celular®. Por el contrario, los monocitos no
clasicos (aproximadamente 5% de los monocitos) no generan ROS y poseen una
actividad fagocitica débil, aunque segregan altas cantidades de citocinas
proinflamatorias (TNF- e IL1) tras la activacion de TLR por LPS, virus o &acidos
nucleicos!!4. Estas células patrullan el endotelio vascular y eliminan facilmente las
células infectadas o dafiadas por virus. De hecho, los monocitos CD16* (monocitos
intermedios / no clasicos) estan implicados en la patogénesis de enfermedades
inflamatorias''?. Las subpoblaciones de monocitos muestran activacion fenotipica,
como se caracteriza por la regulacion de los marcadores de activacion celular, tales
como CD11b y CD14. Sus funciones también cambian durante el embarazo, como se
refleja en el aumento de la produccion de radicales libre de oxigeno y citocinas in vitro.
Contrariamente a estos cambios, la funcion fagocitica de los monocitos esta bastante

disminuida, lo que puede proporcionar un mecanismo para proteger fetos alogénicos*®.
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En la sangre periférica, la activacion aumentada de la inmunidad innata puede ser un
mecanismo compensatorio necesario para mantener la inmunidad protectora frente a la
infeccion, ya que la inmunidad adaptativa se suprime durante el embarazo!!®. El
mecanismo que explica la activacion de los monocitos durante el embarazo sigue
siendo desconocido, aunque es aceptado que la placenta puede desempeiar un papel
importante. En particular, los monocitos de sangre periférica circulan a través de la
placenta y entran en contacto cercano con el trofoblasto villoso, que puede activar a los
monocitos. Adicionalmente, diversos factores solubles, tales como microparticulas
placentarias, restos de células fetales, citocinas y quimiocinas liberadas por los
trofoblastos, pueden activar los monocitos adicionalmente!?”.

Los cambios en las subpoblaciones de monocitos durante el embarazo normal registran
disminucién en el nimero de monocitos clasicos, mientras que el nUmero de monocitos
intermedios aumenta. Estos resultados estan de acuerdo con la vision general de que el
embarazo se asemeja a una condicion proinflamatorial'®. Los datos de otras
enfermedades inflamatorias también confirman que la subpoblacién de monocitos
intermedios esta especificamente presente en numeros altos. En contraste se ha
reportado un mayor nimero de monocitos clasicos y una disminucion del numero de
monocitos no clasicos en mujeres embarazadas en comparacién con las mujeres no
embarazadas'!®. Estas discrepancias pueden deberse a diferencias en los métodos
experimentales y en las poblaciones estudiadas. En el momento del parto, los
leucocitos maternos circulantes son reclutados en el cuello del Utero, miometrio y
decidua, y desarrollando un estado pro-inflamatorio que induce al trabajo de parto.
Estas células muestran una activacion fenotipica adicional justo antes del parto. Se ha
informado que en la sangre placentaria al término de la gestacion, y particularmente
durante el trabajo de parto, el nUmero de leucocitos CD14 + y la produccion de citocinas
pro-inflamatorias por los monocitos aumentan significativamente, lo que indica el

importante papel de los monocitos en el parto'2°,
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Monocitos y Preeclampsia

La preeclampsia es un trastorno asociado al embarazo que amenaza la vida y se
caracteriza por el inicio de la hipertension y la proteinuria después de las 20 semanas
de gestacion. Durante la PE los monocitos circulantes se activan ain mas, incluyendo
el aumento de la expresion de moléculas asociadas con la inflamacion, tales como
CD11b, ICAM1 y CD14, y el aumento de la produccién de IL-1, IL-6 asi como radicales
libres de oxigeno; sin embargo, la funcién fagocitica de los monocitos se reduce aun
mas!®. Ademas, los monocitos pueden inducir la activacion del sistema inmune innato
a través de la via TLR4, lo que induce el aumento de la produccién de citocinas pro-
inflamatorias en PE. Por una parte existen datos de modelos experimentales de ratas
que han proporcionado evidencia del papel central de los monocitos periféricos en la
patogénesis de la PE. En las ratas embarazadas, la activacion de los monocitos, por
trifosfato de adenosina (ATP) o LPS, puede inducir signos caracteristicos de la
enfermedad, como hipertension y proteinuriat?, lo cual demostré que la activaciéon de
los monocitos puede inducir signos similares a la preeclampsia so6lo en ratas
embarazadas, pero no en las no embarazadas, lo cual sugiere que la activacion de los

monocitos periféricos durante el embarazo tiende a ser un desencadenante de PE°.

Por otro lado, en la preeclampsia humana, una mala placentacion ha sido considerada
como un factor clave para desarrollar PE??. La placenta en este estado de estrés
produce varios factores, incluyendo ATP!%3, microparticulas de membrana
sincitiotrofoblastica placentaria (STBM)'?* y citocinas proinflamatorias'?®, con lo cual se
pueden activar directamente los monocitos periféricos, lo que a su vez puede provocar
la secrecion elevada de citocinas proinflamatorias.

Con esta caracterizacion inflamatoria durante la preeclampsia, la participacion de TLR
juega un papel importante para desencadenar respuestas de caracter innato.
Recientemente la descripcion de la familia de receptores TREM y su interaccion con
receptores TLR para inducir y prolongar respuestas inflamatorias?® pueda explicar la
participacion de los monocitos bajo estas condiciones en la preeclampsia ya que se han
descrito dos funciones dentro de los receptores de la familia TREM, potencializacion o

inhibicion de las respuestas inflamatorias; el primer caso contrasta con las funciones
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gue desencadena el receptor TREM-1 actuando de forma sinérgica con receptores tipo
Toll-Like involucrando enfermedades infecciosas y no infecciosas?® 127, Otro receptor
de relevancia en enfermedades inflamatorias y que caracteriza la movilidad de
subpoblaciones de leucocitos es CD11b, que es complemento de un complejo (MAC-1)
expresado principalmente por fagocitos (principalmente neutréfilos y monocitos)!?8. El
dafio a epitelio vascular durante la PE también provoca movilizacién leucocitariat?®.,
siendo los monocitos los primeros en responder a dafio endotelial al ser reclutados en
los sitios para la remodelacion vascular debido a que moléculas de adhesién son
expresadas en la superficie del endotelio activado (ECs) permitiendo el reclutamiento
de monocitos circulantes a sitios de lesion para generar procesos de reparacion vy
propiciar la homeostasis vascular'®®. Sin embargo diferentes investigaciones no logran
identificar la subpoblacién de monocitos que expresa de forma diferencial CD11b en la
superficie celular incluso se ha concluido que no hay una expresion diferencial durante
la PE®3t .

Debido a las dificultades de estudiar el papel de los monocitos en sujetos humanos con
PE in vivo, aln no esta claro si las caracteristicas expuestas anteriormente son los
factores causales o el resultado de la PE. Algunos experimentos in vivo inhibiendo la
activacion de monocitos o el agotamiento de monocitos han observado si la
manifestacion de la PE inducida por ATP o LPS en modelos experimentales podria ser
capaz de explicar mejor la causa, sin embargo se requieren mejores alternativas para el

analisis de estas subpoblaciones.
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Planteamiento del problema

Es claro que la identificacion y caracterizacion de los monocitos conlleva una dificultad
al momento de su deteccion mediante un inmunofenotipo ya que las moléculas o
receptores de los cuales nos valemos para identificar una célula sufren diferentes
procesos durante una respuesta inmune que llevan a la regulacion de los principales
marcadores de identificacion de los monocitos (CD14 y CD16) durante las respuestas
inflamatorias. Por su parte la confusion con otras células (PMN vy linfocitos) por la
morfologia homologa que presentan y la expresion de los marcadores clasicos (HLA-
DR y CD16) dificulta el analisis aislado de las subpoblaciones de monocitos. Evidencias
recientes muestran que otras moléculas expresadas en la superficie de los monocitos
podrian emplearse como un tercer marcador de identificacion aunque hasta ahora no se
ha estudiado la expresion diferencial en estas células en los diferentes procesos que

evaltan las funciones celulares in vitro o in vivo.

Justificacion

Investigaciones recientes sobre fisiopatologias involucran a los monocitos en
enfermedades inflamatorias llegando a la conclusion que para poder observar
detalladamente las funciones de cada una de las subpoblaciones de monocitos se debe
contar con algoritmos de andlisis que puedan distinguir esta poblacién de otras células
en ambientes heterogéneos ya que representan una herramienta para el diagnéstico de
enfermedades inflamatorias que hasta hoy en dia no se han caracterizado de forma

satisfactoria.

Hipotesis

TLR-2 al variar minimamente su expresion y presentarse exclusivamente entre las
subpoblaciones de monocitos permitira identificarlas con mayor objetividad y facilidad

en ensayos de activacion celular y en enfermedades inflamatorias.
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Objetivo

General:

e Evaluar la expresion del receptor tipo Toll-2 (TLR-2) como marcador de
identificacion y caracterizacidon de monocitos clasicos y no-clasicos y compararla

con la estrategia de analisis convencional.
Especificos:

e Disefiar un panel de anticuerpos monoclonales acoplados a fluorocromos que
permita, a través de TLR-2, HLA-DR y CD16, la identificacion y caracterizacién

de monocitos clasicos y no clasicos de muestras de sangre periférica.

e Ajustar las condiciones Optimas de inmunomarcaje para la adquisicion de las

muestras por citometria de flujo.

e Establecer la mejor estrategia de andlisis para la identificacién y caracterizacién

de los leucocitos de sangre periférica.

e Comparar la estrategia planteada con la estrategia convencional que involucra
CD14y CD16.

e Aplicar el andlisis de las células en conjunto con la deteccion de marcadores
fenotipicos (de superficie e intracelulares) bajo condiciones de estimulacion

celular.

e Aplicar el andlisis de las células en ensayos de fagocitosis.
e Como modelo, aplicar el panel de anticuerpos y la estrategia de andlisis a

muestras clinicas de mujeres embarazadas diagnosticadas con Preeclampsia.
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Materiales y metodologia

Esquema general de trabajo

Figura 8.0 Esquema general de trabajo.

Sujetos de estudio

Los sujetos seleccionados para el presente estudio se distribuyeron en dos grupos: un
grupo control (GC) para estimulacién celular, seguido de la comparacién entre un grupo
de mujeres embarazadas normotensas (MES) y otro de mujeres embarazadas
diagnosticadas con preeclampsia (MEP), ambas situadas en el tercer trimestre de

embarazo.

v Criterio de seleccion de sujetos

Los sujetos GC fueron tomados al azar de los integrantes de la Torre de Investigacion
dentro del departamento de Inmunologia e Infectologia del Instituto Nacional De
Perinatologia (INPer). Los sujetos del grupo MEP y MES fueron diagnosticados y
seleccionados en la misma Institucion de Salud, cuyo protocolo fue aprobado por el

comité de ética del Instituto.
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Obtencion de la muestra

Las muestras sanguineas se recolectaron con previa asepsia del area de toma de
muestra, obteniendo 5mL de sangre periférica por venopuncion humeral en tubos
vacutainer con EDTA Kz y con heparina de sodio/Litio, utilizando el primer tubo para la
inmunofenotipificacion directa y el segundo para protocolos que involucraron el manejo

de CMSP y evaluaciones de activacion celular.

Estrategia de Analisis clasica (E1) por citometria de flujo

Con el programa DIVA (BD), se capturaron los resultados de cada protocolo siendo
analizados bajo el programa Summit v4.3 con base en el algoritmo convencional “E1”,
cuyo panel constituido por los antigenos CD45, HLA-DR, CD14, CD16 y con el uso de la
herramienta en linea “BD Fluorescence spectrum viewer”,

(http://www.bdbiosciences.com/us/s/spectrumviewer) se seleccionaron los fluorocromos

acoplados a los anticuerpos que tenian el menor grado de traslape de sus espectros de
emision. El arreglo se muestra en la tabla 2.0. Para la identificacion de subpoblaciones
de monocitos por E1, se siguid el siguiente algoritmo de analisis: mediante un diagrama
de puntos FSC-H versus FSC-A, se hizo la seleccion de los eventos sencillos (células no
agregadas o singlets) para visualizar la distribucion de todos los leucocitos de circulacién
periférica en un diagrama de puntos SSC versus CD45, donde la selecciéon de los
monocitos de las células mononucleares se extendié ligeramente sobre la region linfoide
por el empalme de las dos poblaciones. Esta Ultima seleccion se visualiza con un
diagrama de puntos HLA-DR versus CD14, para discriminar las células cuyo fenotipo
CD14HLA-DR" no corresponden al fenotipo establecido para los monocitos y la
seleccion de las células CD14*HLA-DRM" permita la identificacion de las tres
subpoblaciones de monocitos con base en la expresion diferencial que se sigue un

diagrama de puntos CD14 versus CD16 (Figura 8.0).

Inmunofenotipificacion por citometria de flujo

A fin de verificar la expresion relativa de las moléculas de identificacion y caracterizacion
en monocitos se parti6 de un banco de anticuerpos monoclonales conjugados con

diferentes fluorocromos que en conjunto con una herramienta en linea como spectal
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viewer (BD) para el disefio de un panel multiparamétrico de 9 marcadores que permite la
identificacion y caracterizacion de leucocitos de sangre periférica con las moléculas de
superficie CD45, CD16, HLA-DR, TLR-2, CD14, TREM-1, CD14 y CD11b. Dicho panel
se prob6é en muestras de sangre periférica del grupo control, mujeres embarazadas
sanas y mujeres con preeclampsia del 3er mes de gestacion para determinar el
porcentaje de monocitos y la expresion de marcadores de activacion celular

posteriormente.

Para ello, 50 pyL de las muestras colectadas en tubos vacutainer con EDTA Kz como
anticoagulante fueron incubadas con una cantidad especificada de los anticuerpos anti-
HLA-DR conjugado con ficoeritrina-Cy5 (PE-Cy5), anti-CD14 conjugado con ficoeritrina-
Cy7 (PE-Cy7), anti-CD16 conjugado con aloficocianina (APC), anti-CD282 (TLR-2)
conjugado con Alexa Fluor 488 (AF-488) y anti-CD45 conjugado con Azul pacifico (PB).

Por cada muestra se rotularon dos tubos, uno para medir la autoflorescencia de las
células y el otro tubo correspondiente a la tincion al cual se adicion6 la cantidad
especificada de los anticuerpos fluorocromados, asegurandonos que dichos anticuerpos
fueron titulados. Nota: Con mas de tres tinciones, se realizé un “cocktel" de anticuerpos
calculando un exceso del 10%, para mas de 5 tinciones, se calcul6 un exceso del 15%.

Se adicionaron 50uL de sangre o 1x10° cell/100uL a cada tubo correspondiente,
agitando los tubos minimo 3 segundos en vortex, para su posterior incubacion
15’/temp.ambiente/oscuridad. Posteriormente se adiciond 450uL de la solucién BFS-BD
(solucién preparada al instante 1:10 con H20 destilada o miliQ) con “agitacién” vigorosa
y se incubo bajo las siguientes condiciones: 10’/temp.ambiente/oscuridad. Pasado el
tiempo, se agregaron 1000uL de solucion salina o BFS o Facs Flow y se “lavaron” las
células centrifugando 400g/5~ para posteriormente decantar el sobrenadante por
inversion, cuidando el precipitado formado. Las muestras fueron procesadas y

adquiridas en el citometro de flujo o almacenadas a 4°C protegidos de la Luz.
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Descripcion de variables

v' Variables controladas
e Condiciones de Estimulacion
» Lipopolisacérido
e Tiempo de incubacion
v' Variables de respuesta
e Porcentajes en las subpoblaciones de Monocitos
e Expresion relativa de marcadores de superficie: CD45, TLR-2, HLA-DR,
CD14, CD16, CD11by TREM-1.
e Secrecion de citocinas intracelulares
e Expresion relativa de p65, p38, TNF-a, TGF-f3, IL-10, p65 y p38

Figura 9.0 Estrategia de andlisis E1 para la identificacion de subpoblaciones de monocitos.
Los monocitos son identificados a partir de la expresion de CD45 (b) provenientes de seleccionar
eventos sencillos (a). La seleccién de células CD14*HLA-DRP"d" pertenecen al fenotipo de los
monocitos (c), permitiendo identificar las subpoblaciones de monocitos bajo el fenotipo establecido
por la nomenclatura convencional: Clasicos (CD14*CD16), intermedios (CD14*CD16%) y no clasicos ,
(CD14-CD16") (d).



Especificaciones de los equipos utilizados

e Todas las muestras fueron adquiridas en un citémetro de flujo FACSAria™ Ill cell
sorter (BD Biosciences, San José, CA).

e Centrifuga eppendorf 5804R utilizando un modelo de rotor A-4-44 para tubos de
citometria y tubos vacutainer para gradientes de densidad y un modelo de rotor
GE-008 para microtubos eppendorf o en su caso una centrifuga eppendorf 5702
no refrigerada.

e La viabilidad y densidad celular fueron obtenidas empleando un contador
automatizado “Countess™ Automated Cell Counter de Invitrogen™”: placas de
conteo celular de “Countess® Cell Counting Chamber Slides,
Lot:2C07151”

e El aislamiento de CMSP asi como las estimulaciones se llevaron a cabo es un
equipo “Heraeus Holten HV Laminar Airflow Workstations 2436”.

e Las incubaciones para las cinéticas realizadas en todo el proyecto se realizaron
en un equipo “Thermo Scientific Forma Series Il Water. Jacketed CO:2 Incubators”
bajo las siguientes condiciones de incubacién: 37°C//5%CO:2
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Tabla 2.0 Mabs empleados para la identificacion y caracterizacion de los Monocitos

Marcador Clona Fluorocromo Detector (BP) Proveedor
CD11b (Mac1-a) CBRM1/5 APC 660/20 BioLegend
CD14 (LPS-R) 63D3 APC H7 780/60 BlgLegend
HCD14 PE-Cy7 780/60 BDbiosciences
3G8 PE-Cy5 695/40 BDbiosciences
CD16 (Fc-gamma Rlll) - FITC 530/30 Imrpunc_)tech
3G8 APC-Cy7 780/60 BDbiosciences
3G8 Pacific Blue 450/40 BDbiosciences
CD45 (LCA) H130 Pacific Blue 450/40 BDbiosciences
G46-6 PE-Cy7 780/60 BDbiosciences
HLA-DR (MHC class II) L243 PE-Cy5 695/40 BDbiosciences
L243 PerCP 695/40 BDbiosciences
IL-10 (CSIF) JES3-9D7 BV421 450/40 BDbiosciences
NF-kB p65 (pS529) K10-895.12.50 PE-Cy7 780/60 BDbiosciences
P38 MAPK (pT180/pY182) | 36/p38 (pT180/pY182) PE 585/42 BDbiosciences
TGF-31 CH6-17E5.1 PE 585/42 MACS
T2.5 AF-488 530/30 BDbiosciences
TLR-2 (CD282) 11G7 AF-647 660/20 BioLegend
TL2.1 FITC 530/30 eBiosciences
TNF-a MAb11 APC 660/20 BioLegend
TREM-1 TREM-26 PE 585/42 BioLegend

*Mabs: anticuerpos monoclonales
El panel de anticuerpos para las estrategias de analisis fueron construido con apoyo del programa en linea BD
Fluorescence spectrum viewer.

Procedimiento experimental

Titulacién de anticuerpos y generacion de controles de compensacion

Los anticuerpos se titularon como parte de la estandarizacibn para encontrar las
concentraciones optimas de uso en muestras de sujetos sanos. Una vez establecidas
las concentraciones de los anticuerpos se realizé la prueba de la utilidad de todos los
anticuerpos en conjunto y se establecio la mejor estrategia de analisis (E2) que se
aplic6 a las muestras del protocolo. Por otra parte se generaron controles
compensacion para el fluorocromo que estaba acoplado al anticuerpo en estudio a fin
de conocer su fluorescencia y evitar que esta interfiera en un detector del equipo que no

fuera el propio.
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Para cada Fluorocromo a analizar se realizé una tincion, para lo cual se preparé un mix
con 1 gota de perlas de deteccion + 50uL de Facs Flow /Fluorocromo + 50uL Facs
Flow/autoflorescencia, se mezcl6 vigorosamente y se repartio un volumen de 50uL de la
solucion por cada tubo etiquetado para un fluorocromo diferente. Posteriormente se
adicionaron 0.5puL del anticuerpo correspondiente y luego de mezclar en vortex, se
incubaron bajo las siguientes condiciones 15’/temp.ambiente/oscuridad. Posteriormente
se “lavaron” con 500uL de solucion salina o FACS Flow y centrifugaron a 400g/5min.
Pasado el tiempo se decantaron y re suspendieron en un volumen remanente para ser

leidas en el citbmetro de Flujo.

Figura 10.0 Protocolo para generar controles de compensacioén

Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) y recuento

celular

De cada sujeto de obtuvieron de 5-7 mL de sangre periférica por venopuncién con
previa asepsia de la zona de trabajo. La sangre se colectd en tubos estériles que

contenian 100 Ul totales de heparina de sodio/Litio como anticoagulante.

El volumen de sangre obtenido se diluyo en una relacién 1:1 con solucién salina estéril.
La suspension obtenida se colocé en tubos de polipropileno a los cuales se les adiciono
previamente Lymphoprep™ (Isolation of human mononuclear cell) a temperatura
ambiente en una relacion 1:2 cuidadosa y lentamente con una pipeta de 10 mL
cuidando de no mezclar las fases dejando caer la sangre por las paredes del tubo sin
introducir la punta de la pipeta. Los tubos se centrifugaron bajo las siguientes
condiciones: 600g/temp.ambiente/15 min/Accel: 0, Brake: 0 en una centrifuga. Después

del tiempo de centrifugacion, en condiciones estériles, se extrajo en un tubo nuevo
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previamente etiquetado el concentrado de CMSP sin arrastrar otras poblaciones, tal

como se muestra en la figura 11.0

Layers before Ficoll spin Layers after Ficoll spin

Blood Plasma

PBMCs (interphase)

Ficoll

Ficoll Granulocytes
RBCs

Figura 11.0 Representacion al realizar un gradiente celular por Ficoll

Después de recuperar todas las CMSP se lavo adicionando 2 mL de Solucion salina
estéril (PBS) y centrifugando a 400g/5 min. Posteriormente se decant6 por gravedad,
repitiendo el proceso si aun se conservaba suciedad (eritrocitos).

Finalmente se aprecié la formacion de un concentrado de CMSP “lavados” y se
resuspendid en un volumen conocido de medio RPMI o PBS y se procedido a la
verificacion de la viabilidad y densidad celular utilizando azul de tripano como colorante
de tincién, el cual consistié en adicionar 5uL de la suspension de CMSP en 45uL de
azul de tripano con una homogenizacion en agitador tipo vortex durante 5 segundos. De
la mezcla anterior se tomaron 10uL y se colocaron en una placa de conteo celular
automatizada para finalmente evaluar la viabilidad y densidad celular con los datos que

el equipo arrojaba:

Namero total de células: # x 108/mL
Células vivas: # x 108/mL
Células muertas: # x 105/mL
Viabilidad celular: #%

De acuerdo al nimero obtenido de células vivas se adiciono 1 x 10° célulasa placas de
cultivo con 500pL de medio de cultivo Gibco™ RPMI 1640. La viabilidad promedio de
las CMSP enriquecidas fue del 87.9%
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Estimulacion de CMSP

En la campana de flujo laminar se trabajaron cajas de cultivo celular en condiciones sin
estimulo (SE) y con LPS de E.coli cepa O111:B4 [10 ng/uL] homogenizado por
15minutos, con 250 a 500 pL de sangre o en su caso 1 x 108 células, agregando 1pL
de BD GolgiPlug™ y 0.5uL de BD GolgiStop™ para las determinaciones intracelulares
de citocinas. Las incubaciones se realizaron por 24 horas (37°C/5% Humedad/5% CO>),

muestreando cada condicion a tiempos especificados para realizar un inmunofenotipo.

Figura 12.0 Protocolo experimental para la estimulacién de CMSP.

Deteccion de citocinas intracelulares

Después del tiempo de incubacién, se obtuvieron 50uL de cada condicién y se realizé
un “lavado” con 500uL de PBS centrifugandose a 400g/5min. Después de homogenizar
el botdn celular se realizé el inmunomarcaje de superficie con el panel de anticuerpos
propuesto incubandose durante 15 minutos en oscuridad. Pasado el tiempo, las células
se lavaron con PBS a 400g/5min y de nuevo se resuspendio el botén celular para fijar y
permeabilizar adicionando 100uL de una solucion BDCytofix/Cytoperm en una
proporcion 1:5 con agua miliQ. Se incubaron 20min/4°C y se lavaron con 450uL de una
disolucion de buffer Perm/wash™ 1:10 con agua miliQ. Después de centrifugar
400g/10min las células se resuspendieron en 50uL de la disolucién buffer Perm/wash™
1:10 con agua miliQ y se adicionaron 5uL de cada anticuerpo para la deteccion de
citocinas para ser incubadas después de homogeneizar el medio durante
30min/4°C/oscuridad.
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Pasado tiempo se lavaron las células con 450puL del buffer Perm/wash™ 1:10 con agua
miliQ y se centrifugaron 400g/10min. Al final se decantaron por inversion y se

adquirieron los datos en el citometro de flujo o fueron almacenados a 4°C/oscuridad.

Figura 13.0 Protocolo experimental para la deteccidn de citocinas intracelulares

Deteccion de fosfoproteinas

Después del tiempo de incubacién se obtuvieron 50uL de cada condicién y se realizé un
“lavado” con 500uL de PBS centrifugandose a 400g/5min. Después de homogeneizar el
boton celular se realiz6 el inmunomarcaje de superficie con el panel de anticuerpos
propuesto incubandose durante 15 minutos en oscuridad. Posteriormente se adiciono
por cada volumen de CMSP 20 partes de una solucién BD phosflow™ 1:5 con agua
miliQ mezclando vigorosamente por inversion de 8-10 veces e incubando a
temp.ambiente/10min./oscuridad. Se centrifugaron las muestras 400g/5min para
después realizar un lavado de las células con 500uLy centrifugacién a 400g/5min.
Decantando la muestra por inversion se adiciono 1 mL de un agente permeabilizador,
metanol frio, cuidadosamente y se incubo durante 20minutos a 4°C.

Posteriormente se lavaron con PBS 500uL/400g/5min. El volumen resuspendido fue
incubado con 5uL del anticuerpo seleccionado para la deteccion de fosfoproteinas
durante 30min/temp.ambiente/oscuridad. Finalmente se lavaron con 500uL de PBS
centrifugandose a 400g/5min para ser analizadas en el citometro de flujo o

almacenadas a 4°C protegidos de la luz.

Pagina 38 de 87



Figura 14.0 Protocolo experimental para la detecciéon de fosfoproteinas

Protocolo para evaluar capacidad fagocitica usando el “pHrodo Bioparticles
Phagocytosis Kit for Flow Cytometry”
Se generaron 3 tubos por cada muestra previamente identificados: Control negativo en
hielo, control negativo 37°C y control positivo a 37°C. A cada tubo se le adiciono 50ul de
sangre y solo al control positivo 10ul de pHrodo Bioparticles. Posteriormente se
colocaron en las temperaturas de incubacion marcadas por 15minutos. Posteriormente
se adicionaron 50uL de Lysis Buffer A (Component A) a todos los tubos, se vortexeo
brevemente e incubaron a temperatura ambiente por 5 minutos. Finalizado este tiempo
se adicionaron 500 pL de Buffer B a las muestras, se vortexeo brevemente, e incubar a
temperatura ambiente por 5 minutos mas para luego centrifugar a 400g/5min/Tem.Amb.
Se decant6 el sobrenadante y resuspendio el boton celular en 500 uL de Buffer de
lavado (Component C). Finalmente se adiciono el mix de anticuerpos y se incub6 30-45
min a 4°C en oscuridad. Se realiz6 un lavado adicionando 1 mL de PBS y se

adquirieron las muestras en el citbmetro de flujo.

Figura 15.0 Protocolo experimental para la evaluacién de la capacidad fagocitica
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Analisis estadistico

Los porcentajes celulares y la expresion en superficie de los marcadores celulares
obtenidos por ambas estrategias se analizaron por medio de una correlacion de
Spearman por tratarse de un conjunto de datos no paramétricos. Los valores obtenidos
para la IMF de las tinciones intracelulares y los datos obtenidos de la prueba de
fagocitosis se analizaron mediante una prueba U-Mann-Whitney que es una prueba
modificada t-student para datos no parameétricos. Asi mismo, con la prueba de U-Mann-

Whitney se compararon las muestras de mujeres embarazadas sanas vs las mujeres

con preeclampsia.
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Resultados

Expresion diferencial de las moléculas CD45, HLA-DR, CD14 y CD16 en leucocitos
de sangre periférica para la identificacion de monocitos

La evaluacion de las moléculas CD45, HLA-DR, CD14 y CD16 permite identificar las
poblaciones celulares en sangre periférica en base a sus propiedades de granularidad
(SSC-A) y la expresion diferencial de las mismas. De esta manera, la expresion de
CD45 de las células mononucleares totales (monocitos y linfocitos con baja e
intermedia complejidad) es mayor a la de granulocitos (intermedia-alta complejidad)
(Figura 16-a). Asi mismo, la expresion de HLA-DR de monocitos y una poblacion de
linfocitos es alta, mientras que para las poblaciones de granulocitos y otros linfocitos es
baja o cercana a la autofluorescencia (Figura 16-b). Particularmente, en la region de
monocitos, se observa una extension de la misma (poblacion cometa) con mayor
expresion de HLA-DR, pero de menor complejidad. Por otra parte, de la region
correspondiente a monocitos la expresion de CD14 es heterogénea, observandose otra
poblacién cometa, cuyos eventos que componen la cola incluyen células de nula a
intermedia expresion de CD14 y de baja complejidad (Figura 16-c). Finalmente, el
marcador CD16 lo encontramos en la region de linfocitos (media expresion) y
granulocitos (alta expresién), siendo en el caso de los monocitos heterogénea (baja a
nula expresion) (Figura 16-d). Por lo anterior, es de notar que utilizando individualmente
CD45, HLA-DR, CD14 o CD16 no se pueden delimitar tan facilmente los monocitos
debido a la expresion similar de cada molécula con otros leucocitos en sangre periférica

ya sea de la poblacion total o con las poblaciones menos frecuentes.

Expresion de TLR-2 en leucocitos de sangre periférica

TLR-2 ha sido utilizado como molécula de caracterizacion en diferentes células.
Empleandola como molécula de identificacion, en conjunto con las propiedades de
complejidad de los leucocitos, observamos que su expresion en linfocitos es baja-nula y
la de granulocitos baja, mientras que para los monocitos, su expresiébn es mayor
respecto a los demas leucocitos (Figura 17-a). Ademas, podemos observar que la
expresion de TLR-2 en monocitos es homogénea y la seleccion de estas células en

diagramas de puntos, no traslapa con otras poblaciones, lo cual permite distinguirlas de
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los demas leucocitos con mayor facilidad que con las moléculas CD45, HLA-DR y
CD14. Asi mismo, en la seleccion de monocitos, si bien, se observa una poblacion
cometa cuya cola es de menor expresion de TLR-2 y menor complejidad, no se
superpone en la regiébn de otros leucocitos. Es de resaltar que bajo esta previa
seleccion a través de TLR-2, el patron en la expresion diferencial de CD14 y CD16
corresponde al descrito para la identificacion de las subpoblaciones de monocitos
(Figura 17-b).

Figura 16. Patrones de expresion en poblaciones de Leucocitos de sangre periférica de moléculas para la
identificacion de monocitos. A partir de evaluar eventos sencillos delimitados por los parametros FSC-A versus
FSC-H se generaron diagramas de puntos con una estrategia de analisis del parametro SSC-A contra cada una de
las molécula de identificacion , permitiendo observar la expresion individual en las diferentes poblaciones de
leucocitos de sangre periférica: granulocitos (1), monocitos (Il) y linfocitos( 11l) para CD45 (a), HLA-DR (b), CD14 (c)y
CD16 (d).
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Figura 17. Uso de TLR-2 como molécula de identificacion y caracterizacion para Monocitos. a: diagrama de
puntos SSC-A versus TLR-2, donde los Monocitos (Il) identificados como TLR-2* son seleccionados respecto a la
expresion diferencial alta que mantienen sobre los Granulocitos (1) y Linfocitos (lll). b: Diagrama de puntos CD14
versus CD16, donde son identificadas las tres subpoblaciones de monocitos reportadas como Clasicos
(CD14**CD16), Intermedios (CD14*CD16") y No Clasicos (CD14*CD16*") y cuyos eventos son la representacion
de la seleccién de los Monocitos TLR-2* (11).

Seleccion de monocitos TLR-2* como parte del algoritmo de andlisis para la
identificacion de subpoblaciones de monocitos

En el panel multiparamétrico que incluyé los marcadores para la identificacion de
subpoblaciones de monocitos por la estrategia E1 (Figura 9.0) también se introdujo a
TLR-2. Considerando este ultimo, junto con HLA-DR, en el algoritmo de analisis para
diferenciar a los monocitos dentro de las células mononucleares totales (Figura 18-e),
observamos que las poblaciones de monocitos se separan con mayor resolucion de las
demas células que lo que hacen CD14 y HLA-DR en la estrategia E1 (Figura 18-b).
Tomando en cuenta este algoritmo de identificacion denominado E2, observamos que

los monocitos, si son explorados por la expresion de CD16 se pueden distinguir
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claramente las tres subpoblaciones (Figural8-f). Ademas, si exploramos la distribucién
porcentual de las mismas, observamos que los valores entre ambas estrategias de
analisis son similares. Aplicando la estrategia de analisis a 5 sujetos controles,
observamos, que los porcentajes de las subpoblaciones de monocitos correlacionan
entre ambas estrategias, sin ninguna diferencia significativa entre ambas, indicando que

ambas estrategias son comparables (Tabla 3.0).

Figura 18. Comparacién en las estrategias de analisis para la identificaciéon de las subpoblaciones de
monocitos. Ambas estrategias evaluadas (E1 y E2) parten de un andlisis de eventos sencillos seleccionados a
partir del diagrama de puntos FSC-A versus FSC-H, realizando un gate para ubicar a través de un diagrama de
puntos CD45 versus SSC-A a las poblaciones de leucocitos. Mientras una estrategia realiza una seleccion parcial
de las células mononucleares que incluye principalmente los monocitos y cierta region de linfocitos (E1) para
generar un gate HLA-DR versus CD14 donde la seleccion de los eventos excepto las células dobles negativas
para ambos parametros se representa finalmente en una diagrama de puntos CD14 versus CD16 para ubicar de
forma diferencial las tres subpoblaciones reportadas; la estrategia E2 incluye un diagrama de puntos empleando
las moléculas TLR-2 versus HLA-DR y generar un gate de los eventos positivos a TLR-2 mediante un diagrama
TLR-2 versus CD14 que distingue de forma diferencial las tres subpoblaciones de monocitos generando una
identificacion uniforme y excluyente de otras poblaciones de leucocitos. Para ambas estrategias se identificd el
porcentaje respectivo a cada subpoblacién.
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Para constatar si la expresion de las moléculas de identificaciéon (HLA-DR, CD14, CD16
y TLR-2) en monocitos se mantenia semejante ante ambas estrategias de andlisis, se
determind la expresion relativa (IMF) de cada marcador de cada subpoblacion de
monocitos usando E1 y E2, los cuales tienen correlacion aceptable para cada
subpoblacién (Tabla 4.0) sobresaliendo los valores de correlacion obtenidos para TLR-
2 (clasicos:1, intermedios: 0.9, no clasico: 0.9) considerados como de correlacién fuerte.

Estos datos nos sugieren que ambas estrategias de analisis son comparables entre si.

Tabla 3.0. Correlacién de las subpoblaciones de monocitos evaluadas por ambos
algoritmos de analisis.

., Estrategia Coef.
Subpoblacion El ’ E2 P Correlacion
Clasicos 59.03 +3.438 86.37 £2.114 >0.05 0.7
Intermedios | 3.654 + 0.6435 3.644 + 0.5655 >0.05 0.7
No Clasicos @ 6.758 +0.9358 10.31 +2.081 >0.05 0.9

Correlacién de Spearman con intervalo de confianza al 95%, a = 0.05; *=P<0.05, **=P<0.01, ***=P<0.001

La estrategia E2 es mejor que E1 para identificar a los monocitos en ensayos de
activacion celular

Estimulando monocitos con LPS como inductor de la respuesta inflamatoria,
observamos que la disminucién en la expresion de las moléculas CD14 y CD16 es
desde la primera hora de estimulacion (Figura 19). Es de notar, que mientras se
analizan los resultados, las poblaciones derivadas de la seleccion de los eventos
CD14+HLA-DR+ de E1 que se muestran en graficas CD14 vs CD16, después de la
primera hora de incubacién hasta las 6 horas, se observan gran cantidad de eventos de
los cuales su pertenencia es incierta (eventos CD14low/-CD16-). Si bien la poblacion de
monocitos no clasicos ya no se distingue desde las dos horas de estimulo con E1, los
monocitos totales que se muestran en una grafica de CD14 vs CD16 derivados de la
previa seleccidn por E2 muestra reducidos eventos con fenotipo CD14low/-CD16-. Este
resultado fortalece el uso de E2 para el analisis de resultados cuando las células se

encuentran en estados de activacion.
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Tabla 4.0 Correlacién entre marcadores para las estrategias de anélisis

Correlacion de Spearman con intervalo de confianza al 95%, a = 0.05; *=P<0.05, **=P<0.01, ***=P<0.001

El comportamiento de las subpoblaciones analizadas por una estrategia que involucra
las molécula HLA-DR versus CD14 (E1) mantiene homologia al comportamiento de las
subpoblaciones evaluadas mediante una estrategia E2 durante las primeras 6 horas de
observacion en cultivo sin estimulo observando una disminucion gradual, por la
antigledad del cultivo, en el porcentaje de células identificadas para las tres
subpoblaciones (Figura 20-a, -b y -c). EI comportamiento de las subpoblaciones
evaluadas por las dos estrategias en cultivo celular con LPS como inductor de la
respuesta inmune innata en los monocitos, mantiene de igual forma la homologia, con
la observacion de que la estrategia planteada (E2) permite observar mejor el fenbmeno
presentado en la poblacién de monocitos clasicos e intermedios, poblaciones que
tienden a conservar el porcentaje de células e incluso después de las 2 horas de
estimulo manteniendo una tendencia al incremento de estas subpoblaciones respecto a
las células CD14'CD16" cuya tendencia a disminuir se observa desde la primera hora

de estimulacién (Figura 20-d, -e y -f).

Evaluando la regulacion de las moléculas de identificacion bajo las dos condiciones del

cultivo celular de CMSP se observaron variaciones importantes en la expresiéon de
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CD14 y CD16 en las tres subpoblaciones, generando cambios en los porcentajes
celulares para cada una de ellas (Figura 20) asociado a la regulacion de las moléculas
de identificacion (Figura 21-c y —d). TLR-2 y HLA-DR por su parte, conservan patrones
de expresion poco modificables ante la condicidn sin estimulo y LPS en cultivo celular
durante las primeras 24 horas, lo cual, plantea la posibilidad de tener un algoritmo
alternativo para la identificacion de las subpoblaciones de monocitos (Figura 21-a y -b).

Lo anterior resulta importante dado que las disminuciones en las poblaciones de
monocitos CD14" y la interpretacion de los monocitos no clasicos como monocitos
clasicos por la disminucion del marcador CD16 en superficie son de dificil seguimiento,

fenémeno que disminuye con la estrategia E2.

Figura 19. Andlisis por E1 y E2 de las subpoblaciones de monocitos estimulados con LPS. CMSP
obtenidas de individuos sanos fueron estimuladas con LPS (10 ng/mL) durante O, 1, 2, 4 y 6 horas. Posterior al
tiempo de incubacién con el estimulo las células fueron inmunomarcadas con los anticuerpos anti-CD45, anti-
HLA-DR, anti-CD14, anti-TLR2 y anti-CD16 y analizadas por citometria de flujo. En a se muestra la estrategia de
andlisis E1 y b la E2. Las imagenes mostradas provienen de la misma muestra.
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Figura 20. Comparacion de las estrategias E1 y E2 para el seguimiento de la distribucion porcentual de
las subpoblaciones de monocitos estimulados con LPS. Cultivos de CMSP sin estimulo (SE) y en presencia
de LPS (10ng/mL) evaluadas por E1 y E2 durante 0, 1, 2, 4 y 6 horas. Las gréaficas evalGan el porcentaje de las
subpoblaciones de monocitos clasicos (-a y -d), intermedios (-b y -e) y no clasicos (-c y -f) de las mismas
muestras cuyos inmunofenotipos fueron evaluados a la 1, 2,4 y 6 horas de iniciado el cultivo con los anticuerpos
anti-CD45, anti-HLA-DR, anti-CD14, anti-TLR2 y anti-CD16 y analizadas por citémetro de flujo. Los analisis se
realizaron con el programa Summti v4.3

E2 es mejor estrategia para identificar a los monocitos en ensayos de
inmunomarcajes intracelulares

Los protocolos utilizados para inmunomarcajes intracelulares que involucran métodos
de fijacion diferentes a los de superficie y permeabilizacion de las células habitualmente
dificultan la identificacién de los leucocitos en muestras heterogéneas debido a que los
marcadores no se logran distinguir con facilidad. En los ensayos de citocinas
intracelulares encontramos que la expresion de los marcadores CD14 y CD16
disminuye conforme las células son expuestas al LPS en una manera tiempo-
dependiente (Figura 22-a y 22-a), lo cual dificulta la discriminacion de las
subpoblaciones. De manera particular con la estrategia E1 se observan gran cantidad
de eventos de los cuales su pertenencia es incierta (eventos CD14low/-CD16-) y se
involucra con la regién de los monocitos clasicos, sin un punto de corte visible para el
analisis de cada subpoblacion. El analisis por la estrategia E2 mejora de forma visible la
identificacion de las subpoblaciones (Figura 22-b y 23-b). Esta estrategia permite seguir

el comportamiento de los marcadores hasta las 24 horas de andlisis en las
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subpoblaciones con similar comportamiento observado mediante un diagrama CD14
versus CD16 (Figura 22-c y 23-c).

Figura 21. Comparaciéon de la E1 y E2 para el seguimiento de las subpoblaciones de monocitos estimulados con
LPS. Cultivos de CMSP sin estimulo (SE) y en presencia de LPS (10ng/mL) durante 1, 2, 4, 6 y 24 horas. Después del
tiempo de incubacion, las células fueron inmunomarcadas con los anticuerpos anti-TLR2, anti-HLA-DR, anti-CD14 y anti-
CD16 y analizadas por citometria de flujo. Las gréaficas representan muestran la expresion relativa (medida como la IMF) de
las moléculas TLR-2 (a), HLA-DR (b), CD14 (c) y CD16 (d) de las diferentes poblaciones de monocitos seleccionados por E2.
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Figura 22. Comparacion de la E1 y E2 para el seguimiento de las subpoblaciones de monocitos
estimulados con LPS. Diagramas de puntos por citometria de flujo obtenidas a partir del cultivo de CMSP sin
estimulo a tiempo inicial del cultivo (0 Hrs) y con LPS como inductor de respuestas inmunes innatas a una
concentracion de 10ng/mL con evaluaciones a las 6 y 24 Hrs para realizar un inmunomarcaje con los
anticuerpos que sefalan las dos estrategias analizadas (E1 y E2) y un proceso de tincién que involucro el uso
de soluciones para permeabilizar y fijar las células propias de un protocolo para la evaluacién en la expresion
de citocinas intracelulares. Para cada muestra se realizé una tinciéon de superficie a tiempo 0 Hrs que solo
involucro el inmunomarcaje con los anticuerpos anti-HLA-DR, anti-TLR2, anti-CD14 y anti-CD16 con la lisis de
eritrocitos. Datos representativos de una misma muestra de un total de 6 muestras examinadas. Se muestra
con un poligono en rojo la regién donde se ubican los monaocitos clasicos, en verde la regién de los monocitos
intermedios y en azul la de los monocitos no clasicos.

Similitud en la evaluacion de moléculas intracelulares entre la estrategia E1 y E2

Cultivos de CMSP estimuladas con LPS generan la expresion de diferentes citocinas
como parte de la respuesta inmune innata, sin embargo, dicha expresion es
controversial entre los investigadores, fendmeno principalmente atribuido a las técnicas
de analisis de los monocitos y dentro de ello las diferentes estrategias de analisis para

la identificacion de las tres subpoblaciones.
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Figura 23. Comparacion de la E1 y E2 para el seguimiento de las subpoblaciones de monocitos
estimulados con LPS. Diagramas de puntos por citometria de flujo obtenidas a partir del cultivo de CMSP sin
estimulo a tiempo inicial del cultivo (0 Hrs) y con LPS como inductor de respuestas inmunes innatas a una
concentracién de 10ng/mL con evaluaciones a los 15 y 30 mins para realizar un inmunomarcaje con los
anticuerpos que sefialan las dos estrategias analizadas (E1 y E2) y un proceso de tincién que involucro el uso de
soluciones para permeabilizar y fijar las células propios de un protocolo de deteccion en la expresion de
fosfoproteinas. Para cada muestra se realizé una tincién de superficie a tiempo O Hrs que solo involucro el
inmunomarcaje con los anticuerpos anti-HLA-DR, anti-TLR2, anti-CD14 y anti-CD16 con la lisis de eritrocitos.
Datos representativos de una misma muestra de un total de 6 muestras examinadas. Se muestra con un poligono
en rojo la region donde se ubican los monocitos clasicos, en verde la regién de los monocitos intermedios y en azul
la de los monocitos no clasicos.

Los ensayos intracelulares aqui presentados reflejan que los monocitos no clasicos son
los principales productores de citocinas proinflamatorias como TNF-a y TGF-B1 (Figura
24) y también en tiempos largos de estimulacién con LPS (10ng/mL) son los principales
productores de IL-10 (Figura 24-e y-f), resultados analogos para las dos estrategias de
analisis estudiadas donde los datos de correlacion no muestran una diferencia entre las
dos estrategias (Tabla 5.0). No obstante, la identificacion de los monocitos empleando
las moléculas CD14 y HLA-DR de la estrategia E1 genera una dificil seleccion (Figura
22-a y 23-a), fendmeno disminuido al emplear una deteccion de los monocitos como

células HLA-DR*TLR-2* como lo describe el algoritmo E2.
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La evaluacién de una enzima clave en las vias de sefializacion celular para la sintesis
de citocinas proinflamatorias como IL-18 y TNF-a, p38, mantiene una expresion
equivalente por ambas estrategias de analisis (Figura 26-a,b), con niveles
incrementados frente a una respuesta con LPS para monocitos intermedios y no
clasicos. Por su parte el factor NF-kB se mantuvo expresado en monocitos no clasicos e
intermedios (Figura 26-c,d) y dicha expresion fue reciproca por ambas estrategias de
analisis. Sin embargo lo observado en la figura 24-a en comparacion con la figura 24-b
genera que la identificacion de los monocitos por TLR-2 y HLA-DR presente una
alternativa cuyo analisis excluyente de otras células mononucleares como linfocitos NK
y B presentan interferencia en la evaluacion de las moléculas de sefalizacion

intracelular.

TLR-2 como marcador de identificacion, dificulta el andlisis en ensayos de
fagocitosis

La funcién fagocitica “in vitro” usando E.coli — GFP revela que la subpoblacién de
monocitos clasicos mantienen funciones fagociticas efectivas mas que los no-clasicos. .
Sin embargo, los resultados presentados en la figura 27 muestran el patron de eventos
CD14/HLA-DR modificada. Por otro lado la estrategia E2 presenta los eventos HLA-
DR+ TLR-2+ modificados, lo cual dificulta la identificacion de estas células.

Dado que las dos estrategias presentan el mismo grado de dificultad con las dos
moléculas que principalmente sirven en la identificacion de monocitos se procedié al
analisis en la identificacién de los monocitos y aunque TLR-2 presenta una desventaja
como marcador, su expresion relativa permite por un diagrama de puntos TLR-2 versus
CD16 la identificaciéon de las subpoblaciones, de tal forma que las dos estrategias son

comparables (Tabla 7.0) encontrando buena correlacion en las tres subpoblaciones.
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Figura 24. Comparaciéon de la E1 y E2 para el seguimiento de las subpoblaciones de monocitos en la expresion de
moléculas intracelulares. Analisis de CMSP estimuladas con LPS (10ng/mL) mediante la E1 y E2 para la evaluacién en la
expresion de citocinas (a y b) a las 0, 6 y 24 horas, asi como de fosfoproteinas (c y d) a los 0, 15 y 30 minutos, cabe
destacar que 4 horas antes de la evaluacion de citocinas se adiciono un inhibidor del transporte de proteinas. Para cada
muestra se realizé el inmunomarcaje con los anticuerpos anti-HLA-DR, anti-TLR2, anti-CD14 y anti-CD16 y como citocinas
anti-TNF-a, anti-TGF-$ y anti-IL-10 o fosfoproteinas anti-p38 y anti-p65. La tincién de superficie se emple6 como referencia
en la identificacion de las subpoblaciones y solo incluyo el inmunomarcaje de superficie.
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Figura 25. Comparacion en la expresion de citocinas
intracelulares por E1 y E2. Cultivos de CMSP con
inmunomarcaje al tiempo Ohrs bajo el protocolo de
permeabilizacion y fijacién celular con los anticuerpos
que la estrategia E1 y E2 definen en sus algoritmos de
andlisis y cuya comparacién se muestra en la poblacion
de monocitos totales a las 6 y 24 hrs de un cultivo
estimulado con LPS (10ng/mL) en presencia de
inhibidores de transporte proteico para la expresién de
TNF-a (-a y -b), TGF-B (-d y -e) e IL-10 (-g y -h).
Diagramas de puntos de una muestra representativa de
6 muestras analizadas por cuadrantes para seguir la
expresion de las citocinas involucradas.

Tabla 5.0 Correlacion entre citocinas para las estrategias de analisis

Correlacion de Spearman con intervalo de confianza al 95%, a = 0.05; *=P<0.05, **=P<0.01, ***=P<0.001
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Figura 26. Comparacion en la expresion de fosfoproteinas por ambas estrategias. Cultivos de CMSP con LPS
(10ng/mL) como inductor de la respuesta inmune para la estimulacién de monocitos con evaluaciones de la expresion
relativa de p38 (-a 'y -b) y p65 (-c y -d) al tiempo inicial y a los 15 y 30 minutos de adicionar el estimulo. El protocolo de
inmunomarcaje conllevo la permeabilizacion vy fijacion celular para la deteccion de fosfoproteinas con los anticuerpos
que la estrategia E1 y E2 definen en sus algoritmos de analisis Diagramas de puntos de una muestra representativa
cuyo analisis por cuadrantes permite evaluar la expresion de las citocinas involucradas.

Tabla 6.0 Correlacién entre fosfoproteinas para las estrategias de analisis

Marcador Expresiéon del Marcador
Subpoblacién P Coef. Correlacion
o 0 6 24 0 6 24
Q. Clasicos >0.05 >0.05 <0.05 0,086 0,029 0,943

Intermedios | >0.05 >0.05 >0.05 0,771 0,143 0,771
No Clasicos | <0.001 >0.05 >0.05 1 0,257 0,714

Clasicos >0.05 >0.05 >0.05 0,2 -0,543 0,2
Intermedios | >0.05 >0.05 >0.05 -0,6 0,257 0,143
No Clasicos @ >0.05 >0.05 >0.05 0,464 0,464 0,725

Correlacion de Spearman con intervalo de confianza al 95%, a = 0.05; *=P<0.05, **=P<0.01, ***=P<0.001

p65
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Figura 27. Comparacion de algoritmos de andlisis en ensayos de fagocitosis. 10®° CMSP fueron expuestas a
10uL de una suspension de E. coli GFP+ durante 15 min a 37°C. Después de la incubacion, las células fueron
inmunomarcadas con anticuerpos anti-HLADR, anti-CD14, ati-CD16 y anti-TLR2, analizadas por citometria de flujo.

Los datos generados se analizaron con las estrategias E1 (a-c) y E2 (d-f).

Tabla 7.0 Correlacion de las estrategias de andlisis en procesos de fagocitosis

Ensayo de fagocitosis

Subpoblacién P Coef. Correlacién
Clasicos >0.05 0.5
Intermedios | >0.05 1.0
No Clasicos | >0.05 1.0

Correlacion de Spearman con intervalo de confianza al 95%, a = 0.05; *=P<0.05, *=P<0.01, ***=P<0.001
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E2 permite caracterizar las subpoblaciones de monocitos en mujeres con
preeclampsia

En la tabla 8.0 se muestran los datos demogréficos y obstétricos de 10 mujeres durante
el tercer trimestre del embarazo, de las cuales, 5 fueron mujeres embarazadas
normotensas (Presién sistdlica 124 +/- 12.6 mmHg), cuyos datos fueron usados como
referencia, y 5 cursaban con preeclampsia (presion sistdlica 163.8 +/- 12.6 mmHg). En
los grupos de estudio, observamos que las mujeres que cursaban con preeclampsia
tenian IMC mayores al grupo control (24.4 +/- 2.5 vs 28.9 +/- 6.4 Kg/m?, P=0.008), lo

cual se reflejé en que el 60% del grupo de estudio curso con obesidad.

Tabla 8.0 Datos demograficos y obstétricos de las pacientes incorporadas al estudio

Datos demograficos y Control (n=5) Preeclampsia (n=5) P
obstétricos

Edad (afios) 31.1+/-6.7 32.4+/-6.9 >0.05
SDG 34.1+/-13.5 33.6+/-4.6 >0.05
IMC (Kg/m?) 24.4 +/-2.5 28.9 +/- 6.4 0.008
Presion sistélica (mmHg) 124+/-12.6 163.8+/-12.6 0.014
Comorbilidades

Obesidad 0% 60% >0.05
DM-Il y DMG 0% 0% >0.05

Datos promedio +/- SD analizados mediante la prueba U-Mann-Whitney. *p<0.05, **p<0.01

Tabla 9.0 Subpoblaciones de monocitos analizadas por las estrategias E1y E2

El
Monocitos (%) Control Preeclampsia P (value)
Clasicos 80.6 +/-3.4 78.9+/-4.3 ns
Intermedios 3.2+/-0.5 45+/-0.9 ns
No Clasicos 7.0+/-11 7.4+/-1.6 ns
E2
Monocitos (%) Control Preeclampsia P (value)
Cléasicos 83.2+/-2.8 86.9+/-0.9 ns
Intermedios 2.5+/-0.2 4.5 +/-0.2 *x
No Clasicos 6.0 +/- 0.7 12.2 +/-0.2 *x

Datos promedio +/- SD analizados mediante la prueba U-Mann-Whitney. *p<0.05, **p<0.01
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Aplicando la estrategia de analisis E1 no encontramos diferencias en la distribucién de
las tres subpoblaciones de monocitos descritos con el algoritmo convencional, no
obstante, usando E2 se observé que el porcentaje de monocitos intermedios y no

clasicos es mayor en mujeres con preeclampsia (Tabla 9.0).

La expresion de CD16, HLA-DR y TLR-2 es mayor en monocitos intermedios y no
clasicos de mujeres con preeclampsia

Sumado a la distribucién porcentual de las subpoblaciones de monocitos, evaluamos la
expresion de las moléculas utilizadas para identificarlos. Encontramos que la expresion
de CD16 de las mujeres con preeclampsia es mayor en monocitos intermedios (83.4 +/-
6.0 vs 163.4 +/- 21.5, P=0.0159) y no clasicos (398.8 +/- 15.1 vs 524.7 +/- 77.26,
P=0.0395) (Figura 28-a). Por su parte, la expresion de CD14 fue igual en ambos
grupos, mientras que la expresion de HLA-DR en monocitos no clasicos es mayor en
mujeres con preeclampsia (499.3 +/- 149.3 vs 1175 +/- 142.2, P=0.0159) (Figura 28-c).
TLR-2 también es mayor en monocitos intermedios (189.1 +/- 9.99 vs 256.5 +/- 21.04,
P=0.0317) y no clasicos (151.5 +/- 8.02 vs 202.3 +/- 11.7, P=0.0317) del grupo de
preeclampsia (Figura 28-d).

Los monocitos de mujeres con preeclampsia tienen mayor expresion de TREM-1y
CD11b

La expresion de TREM-1 de las mujeres con preeclampsia es mayor en las tres
subpoblaciones de monocitos: clasicos (133.5 +/- 8.4 vs 221.5 +/- 24.3, P=0.079),
intermedios (169.8 +/- 11.1 vs 283.6 +/- 47.0, P=0.0317) y no clasicos (77.1 +/- 6.3 vs
132.1 +/- 22.0, P=0.0317) (Figura 29-a). Por su parte, la expresion de CD11b en los
monocitos clasicos es mayor en mujeres con preeclampsia (22.3 +/- 1.4 vs 61.7 +/-
11.50, P=0.0079) al igual que los monocitos intermedios (90.5 +/- 10.6 vs 142.4 +/-
22.6) y no clasicos (34.6 +/- 20.08 vs 78.04 +/- 16.0) (Figura 29-b).
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Figura 28.0 Expresion de CD14, CD16 DR, y TLR-2 en las subpoblaciones de monocitos en mujeres con y
sin preeclampsia. Evaluacion de la expresion de CD16 (a), CD14 (b), HLA-DR (c) y TLR-2 (d) como marcadores
de identificacion de monocitos en mujeres embarazadas sana (control- blanco) y en mujeres con PE
(preeclampsia-negro), ambas durante el tercer trimestre del embarazo. Las muestra obtenidas por venopuncion
fueron inmunomarcadas con los anticuerpos anti-CD45, anti-CD16, anti-CD14, anti-HLA-DR y anti-TLR2 con la
posterior lisis de eritrocitos y analizadas por citometria de flujo bajo la estrategia E2 para la identificacién de
subpoblaciones de monocitos, aplicando una prueba estadistica de U-Mann-Whitney con valores significativos:
*p<0.05, **p<0.01 entre ambas muestras.
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Figura 29.0 Expresién de moléculas asociadas a activacién de monocitos en mujeres con preeclampsia.
Evaluacion de la expresion de TREM- (a) y CD11-b (b) en monocitos de mujeres embarazadas sanas (control-
blanco) y en mujeres con PE (Preeclampsia-negro). Células de muestras de sangre periférica fueron
inmunomarcadas con los anticuerpos anti-CD45, anti-CD16, anti-CD14, anti-HLA-DR y anti-TLR2 y analizadas por
citometria de flujo con la estrategia E2. Prueba estadistica de U-Mann-Whitney con valores significativos: *p<0.05,

**p<0.01.
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Discusion

Los monocitos humanos de sangre periférica son una poblacion celular heterogénea
con diferencias fenotipicas y funcionales con implicaciones en los diferentes papeles
inmunorreguladores en estados fisioldgicos y patolégicos. Técnicas asociadas a evaluar
pardmetros como tamafio y complejidad permitieron reportar inicialmente dos
subpoblaciones definidas por su actividad celular inflamatoria o fagocitica®?. La
tecnologia que la citometria de flujo trajo consigo logré identificar las subpoblaciones
de monocitos con base en la expresion diferencial en superficie celular de CD14 y
CD16'%? que requiere de una cuidadosa seleccion de combinaciones Unicas de
marcadores individuales que se basan en el grado de especificidad para la
identificacion de un linaje celular de interés, alguna etapa de maduracién o bien un
fenotipo aberrante, con una estrategia de analisis que permita identificar una poblacion
celular en particular en una muestra heterogénea como lo representa la sangre. Es
indispensable que se seleccionen clonas de anticuerpos conjugados a fluorocromos
apropiados para analizarlos simultaneamente. En consecuencia, esta combinacioén de
elementos es esencial para el disefio de un panel que permita establecer el mejor
algoritmo para determinar la poblacion de interés en una muestra problema.

Ejemplos de algoritmos de andlisis para el inmunofenotipo de monocitos por citometria
de flujo basan la identificacién en la expresiéon de moléculas como LRP-1 cuya principal
desventaja es ser un receptor endocitico y que en ensayos funcionales no podria ser
utilizado para la identificacion de las subpoblaciones de monocitos®® 87, aunado a ello
la participacion en diversos procesos como sefializacion intracelular, proliferacion,
migracion y diferenciacion de diversos tipos celulares, incluyendo macrofagos, células
musculares (VSMC) y neuronas no permite denominar como marcador exclusivo de
monocitos en ambientes heterogéneos!®® 34 135 Por otro lado se han observado la
participacion de moléculas como LRP-1 en movilidad y adhesion de células
cancerigenas?,

Existen algoritmos de analisis que se basan en el seguimiento de exclusion celular,
analizando eventos negativos que no se ajusten a la expresion de parametros

establecidos para cada poblacion celular, aunque se pueden seleccionar eventos que
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no corresponden a los monocitos. Este tipo de analisis tiene la principal desventaja de
hacer uso de mayor cantidad de anticuerpos para identificar cada poblacién celular en
sangre periférica lo cual esta bien para protocolos que solo hagan la identificacién por
expresion en superficie celular pero no para protocolos que deseen evaluar expresion
de moléculas intracelulares ya que dependen de los detectores habilitados en el
citometro de flujo para extender el nUmero de parametros a evaluar.

Con las observaciones anteriores se propuso incluir a TLR-2 en un algoritmo de analisis
a partir de un banco de anticuerpos monoclonales conjugados con diferentes
fluorocromos que permita el disefié de un panel multiparamétrico de marcadores para la
identificacion y caracterizacion de monocitos de sangre periférica con las moléculas de
superficie CD45, CD16, HLA-DR, TLR-2 y CD14 (Tabla 2.0) en tinciones de superficie y
ensayos funcionales.

La expresion relativa de TLR-2 en monocitos es mayor que en otras poblaciones
celulares, identificandolas a través del diagrama de puntos SSC-a versus TLR-2 (Figura
17.0), lo cual concuerda con la funcién celular que presenta este receptor en la
respuesta inmune innata como iniciador de la misma a pesar que TLR-2 junto con TLR-
4 y TLR-5 estan distribuidos en muchas poblaciones celulares pero de manera
caracteristica en células mielomonociticas'®. El resultado anterior respalda la hipétesis
de emplear a TRL-2 como marcador en sangre periférica donde la separacion de
subpoblaciones linfoides es esencial para la identificacion de subpoblaciones de
monocitos ya que en comparacion con TLR-4 o CD86°' que en reportes previos
evallan una expresion diferencial, la expresion relativa de TLR-2 en las tres
subpoblaciones es homogénea.

Considerando el resultado previo se disefid una estrategia de analisis (E2) que presenta
ventajas importante sobre el algoritmo convencional (E1): mientras E1 se limita a
estudiar la region que por complejidad caracteriza a los monocitos, 1) E2 abarca toda la
region de mononucleares, ya sea de un diagrama de puntos tamafio vs complejidad o
bien CD45 vs complejidad considerando que la heterogeneidad de esta poblacion
celular las hace similares a los linfocitos, especificamente para los intermedios y no
clasicos. La expresion diferencial de TLR-2 en monocitos sobre otras células

mononucleares permite 2) tener una region que identifica facilmente a los monocitos
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como TLR-2+HLADR+. Ante la pérdida o escision de membrana de CD14 ocasionada
por la exposicion de monocitos a LPS% en cultivos “in vitro”, 3) las subpoblaciones de
monocitos clasicos y no clasicos de definen mejor en un diagrama de puntos TLR-2 vs
CD16. A las caracteristicas descritas se suma de forma implicita la posibilidad de
realizar ensayos funcionales sin cambiar de molécula de identificacion por la necesidad
de evaluar moléculas intracelulares en un panel multiparamétrico.

Las ventajas mencionadas permiten excluir y limitar alteraciones que presentan las
células de sangre que lleguen a confundirse con monocitos por presentar un tamafio y
heterogeneidad similar, fendbmeno que las estrategias por exclusion celular no
contemplan, como es el caso de los eosindfilos, que puedan ser recogidos en la puerta
de los monocitos no clasicos CD16+, bajo condiciones de inflamacién, ya que IFN-y
puede inducir la expresion de CD16 en eosindfilos®®” o bien en los estadios de alergias
hay una exacerbada expresién de CD16 en estas células3®. Otra dificultad que evita E2
es el uso de moléculas intracelulares para la identificacion de monocitos como LRP-1,
molécula que se veria modificada en tinciones intracelulares o ensayos “in vitro” por su
alta expresion durante el desarrollo de enfermedades cardiovasculares®’ ya que juega
un papel primordial en diferentes eventos celulares como adhesion y motilidad de
células cancerosas!®.

La comparacion que la estrategia E2 permitid establecer con base en la exclusion de
otras células de lo monocitos al identificarlas como células HLA-DR*TLR-2*, fue
reflejada no solo en el algoritmo de andlisis si no en el fenotipo de células que acorde
con la nomenclatura establecida®® 13° Clasicos (CD14*CD16°), Intermedios
(CD14*CD16*) y No Clasicos (CD14°CD16*) se identificaron alternativamente con el
fenotipo: Clasicos “HLA-DR*TLR-2*CD16, Intermedios HLA-DR*TLR-2*CD16*” y No
Clasicos “HLA-DR*TLR-2*CD16**. Dicho fenotipo correlaciona con reportes previos,
donde los monocitos clasicos constituyen de un 80 a 90% de los monocitos en

circulacion y el 10% restante distribuido para los monocitos CD16* (Tabla 3.0).

Adicionalmente, la correlacion que existe entre las dos estrategias para la poblacion de
monocitos no clasicos evaluada por el factor de correlacion de Spearman (rs), pone en

evidencia la veracidad de E2, la cual analiza los mismos eventos celulares pero con la
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restriccibn en la seleccion de la poblacion de monocitos en controles clinicamente
sanos, lo cual indicaria que una mayor o menor expresion en esta poblacion celular se
debe a la patologia en cuestidon y no por la confusion con otras células como reportes
previos han observado®® (Figura 19). Por otro lado la correlaciéon de los marcadores
celulares por las dos estrategias (Figura 20, Tabla 4) respalda el hecho de observar que
la similitud para CD14 (monocitos Clasicos, rs=1), CD16 (monocitos no clasicos, rs=0.9)
concuerde con la poblaciébn que diferencialmente expresan estos marcadores. De
hecho los resultados obtenidos para HLA-DR muestran de forma contundente que no
debe ser utilizado como el anico marcador de identificacién dado que la expresion no es
lo suficientemente homogénea en todas las subpoblaciones, lo cual puede ser atribuido
a la funcién que desempefia cada subtipo celular, dado que HLA-DR patrticipa en la
presentacion antigénica a células T9%,

La regulacion en la expresion de las moléculas de identificacion depende del estimulo
gue active el inmunofenotipo de las celular al ser expuestas a un producto bacteriano
como el LPS. En contraste, TLR2 junto con HLA-DR mostraron un regulaciéon
homogénea en cultivos celulares bajo LPS como inductor de la respuesta inflamatoria
(Figura 22).

Un hecho indiscutible es el creciente numero de discrepancias respecto a la regulacion
de marcadores en superficie celular en evaluaciones “in vitro” o “in vivo” sobre los
monocitos, ya que la principal razon para las diferencias encontradas en los reportes
esta fundamentada en el uso de las técnicas de purificacion para cultivos in vitro, la cual
genera un ambiente de estrés celular induciendo su activacion y la regulacion de
moléculas en superficie, por lo cual se prefieren evaluaciones con sangre total para
mejorar y homogeneizar los resultados!!? 140, Respecto a este polémico tema, varios
estudios han demostrado los beneficios de una técnica frente a la otra'*!. En este
estudio, para evaluar el algoritmo de analisis propuesto y observar las diferencias entre
las dos estrategias planteadas, se trabajé con la separacion por técnica de gradiente
celular de CMSP en cultivos “in vitro”, considerando que dicho procedimiento puede
conducir a artefactos experimentales que confundan el analisis en la funcién de los
monocitos!®?, para lo cual se contemplaron los cuidados pertinentes durante el

procedimiento, considerando que una de las razones por las que existe confusion no
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solo debe a la técnica utilizada si no de igual o mayor forma al algoritmo de analisis que
se plantee en la identificacién de los monocitos.

La estimulacion con LPS bacteriano en los cultivos genera vias de sefalizacion
iniciadas con el reconocimiento del PAMP por el complejo CD14/TLR-4/MD-2, el cual
propicia un ambiente inflamatorio'#?. Esta condicion genera una regulacién de las
moléculas de identificacion a lo largo del tiempo y a la exposicion al estimulo,
modificando las subpoblaciones de monaocitos (figura 21) con un impacto principalmente
en la identificacion por el patron de marcadores establecidos. La afectacion principal
sobre los monocitos clasicos e intermedios genera que después del reconocimiento del
LPS, el complejo mencionado produzca sefiales intracelulares a través de TIRAP y
MyD88 generando la internalizacién rapida del complejo TLR4/LPS para producir la
cascada siguiente de sefiales a través de TRAM y TRIF'#2, CD14 en esta cascada de
sefializacion es clave para la endocitosis de TLR-4 inducida por LPS y generar una
segunda sefializacion. Por su parte, no se ha reportado un mecanismo por el cual CD16
se escinda de membrana pero de acuerdo a las observaciones la interaccion con LPS
genera la pérdida del marcador de forma dependiente al tiempo de interaccion, lo cual
también se refleja en la disminucion de la subpoblacion de monocitos no clasicos
(Figura 22). Con estas observaciones, la expresion constante de TLR-2 proviene de los
reportes que detallan una regulacién negativa en su regulacién por la degradacion
proteolitica llevada a partir de la union de TRIAD3A, miembro de la familia de ligasas
TRIAD3 cuyo dominio se une a TLR-9 y TLR-4 promoviendo la ubiquitinacion y
eliminacion de TLR-9 y TLR-4 pero no de TLR-2%43, La sobreexpresion de TRIAD3A se
favorece por la activacion de NF-kB en repuestas a LPS y CpG DNA en cuyo caso TLR-
2 no se ve afectada ensayos “in vitro” (figura 23).

La citometria de flujo a través del uso de anticuerpos conjugados con fluorocromos
especificos permite el analisis cuantitativo multiparamétrico de células individuales. El
uso extra de anticuerpos conjugados con fluorocromos para las formas fosforiladas de
moléculas cuya participacion es importante en las casadas de sefalizacion y citocinas
intracelulares permite el analisis de redes de sefalizacion en poblaciones celulares
complejas como son las CMSP#4 145 El monitoreo de estas vias de sefializacién

intracelular tiene actualmente un impacto dentro del tratamiento de un padecimiento,
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con grupos de investigacion que muestran su importancia en el monitoreo4s,
pronostico'4’, asi como en la prediccién y seguimiento de un tratamiento terapéutico#2.
Dada la importancia actual de estos protocolos, es indispensable conocer el
comportamiento de un algoritmo de analisis en esas condiciones, para lo cual se monté
un panel de anticuerpos que incluyen los marcadores HLA-DR, TLR-2, CD14, CD16 y
los anticuerpos anti-TNF-a, anti-TGF-B e anti-IL-10, las fosfoproteinas anti-p38 y anti-
NFk-B, ya que se considera que son moléculas cuya activacion involucra numerosas
respuestas inmunes.

Existe un efecto marcado en la regulacion de las moléculas de superficie como
anteriormente se discutié, pero de igual forma existe un efecto en la regulacion de los
marcadores de identificacion modificada por el uso de soluciones permeabilizadoras
(figura 24 y 25), estos resultados no habian sido explorados ni reportados, sin embargo
la disminucion en la expresion de los marcadores de identificacion pudiese deberse a
una modificacién a los epitopes que reconocen los anticuerpos monoclonales al realizar
primero la permeabilizacion y posteriormente la tincion de las células, sin embargo al
trabajar con la tincion celular en primera instancia y los procedimientos de
permeabilizacion posteriormente, la modificacion estaria en el paratopo (region variable)
lo que impediria una adecuada reaccion antigeno-anticuerpo. También este efecto
podria estar relacionado al desacoplamiento del fluorocromo del anticuerpo, sin
embargo se necesitarian mas estudios para relacionar el efecto observado ya que
algunos reportes han evaluado la dificultad de identificar a las poblaciones celulares
bajo efecto del metanol como un agente permeabilizador de la membrana celular y el p-
formaldehido como agente fijador4® 150, Dichos estudios han sugerido un arreglo en el
procedimiento que se debe emplear para disminuir el efecto en la resolucién de las
células capturadas, por ejemplo, podria existir un desacoplamiento de los anticuerpos
monoclonales y su fluorocromo de deteccion por la agresion frente al metanol lo cual
obligaria a permeabilizar/fijar primero a las células y posteriormente realizar el
inmunomarcaje de superficie e intracelular. Sin embargo esta técnica esta limitada a los
anticuerpos que no estan acoplados en tdndem a fluorocromos, ya que se ha

observado que el metanol destruye el arreglo de fluorocromos?®®, probablemente por
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reaccionar de manera covalente con regiones de paratopos que eventualmente
interaccionan mas fuerte y en forma estable que con el epitope.

Bajo estas observaciones realizadas, las estrategias planteadas (E1/E2) no mostraron
una variacion en la respuesta intracelular estudiada en términos de poner a prueba
dicho panel de anticuerpos dirigidos a la identificacién de los monocitos. En la figura 26
se muestran los andlisis estadisticos (Prueba U-Mann-Whitney. *p<0.05, **p<0.01) que
no muestra diferencia significativa alguna entre cada subpoblacion estudiada para cada
estrategia planteada, aunque se observa la cantidad de eventos analizados que
demuestran lo heterogéneo de una seleccion por la estrategia E1 (fendémeno
establecido por las células que se analizan como monocitos pero ciertamente son
desconocidas generalizandose como eventos HLADR*CD14'°%) versus la seleccion
restringida que ofrece E2.

El perfil de citocinas observado en las subpoblaciones de los monocitos humanos
define la funcion general que desarrollan. La inflamacién es un fenédmeno complejo que
implica varios receptores, mediadores y vias de sefializacion'®?. La expresion de TNF-q,
IL-18, IL-6, etc, ha sido asociada al grupo “inflamatorio”, caracterizada por procesos de
fagocitosis, expresién de peroxidasa y altos niveles de IL-10 y bajos TNF-a en
respuesta a LPS*® en monocitos clasicos. Con los experimentos mostrados en cinéticas
de 24 horas se demuestra que los monocitos clasicos estan especializados en
fagocitosis (figura 30) pero producen poca IL-10 a tiempos largos (figura 27). Los
monocitos intermedios en este andlisis demostraron ser productores intermedios de
TNF-a, TGF-B e IL-10 y los monocitos no clasicos fueron los productores primarios de
las tres citosinas aunque pobres en capacidad fagocitica. Estos resultados no
convergen con las caracteristicas que inicialmente se les brinda a los monocitos
clasicos como ‘“inflamatorios” y a los monocitos CD16* como “patrulleros™*, sin
embargo hay que considerar que la mayoria de los resultados reportados basan sus
analisis con base en técnicas diferentes de analisis “in vitro” o “in vivo”. Un observacion
interesante fue el aumento en la produccion de IL-10 detectado por ambas estrategias
para los monocitos intermedios, resultado que difiere de anteriores donde

caracterizaban a los monocitos clasicos como los principales productores de IL-10%* 114,
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Evidentemente E2 permite una identificacion de las subpoblaciones de monocitos
evitando la interferencia de otras células mononucleares. El modelo fue aplicado a una
enfermedad inflamatoria (preeclampsia). Se ha reportado cambios en la respuesta
inmune innata durante el embarazo, entre los cuales incluye el incremento del nimero
de monocitos y granulocitos en circulacion periférica'®3. Respecto a los datos obtenidos,
con una estrategia E1 no hay una diferencia significativa en el incremento de las
subpoblaciones celulares de monocitos, caso contrario sucede al analizar las mismas
muestras con una estrategia E2, donde el incremento es diferencial para los monocitos
CD14*CD16" (Tabla 6). Sin embargo, el analisis de la expresion de los marcadores de
identificacion y caracterizacidbn en mujeres embarazadas sanas versus aquellas que
fueron diagnosticadas con preeclampsia severa muestra que existe no solo un
incremento en los subtipos, si no de igual forma se lleva a cabo una regulacion de los
marcadores (figura 33), lo que concuerda con los reportes que hablan sobre un cambio
funcional y un fenotipo activado en esta enfermedad inflamatoria. Dichos resultados
muestran un incremento en las moléculas CD11b, CD14, TREM-1 y HLA-DR, lo cual
concuerda con el fenotipo activado que presentan las células durante una condicion
inflamatoria y propiamente en la preeclampsia donde los monocitos activados
demuestran un fenotipo activado por el incremento en la expresion de marcadores de
activacion como CD11b, ICAM-1, CD14 y TLR-4%%4 Con esta informacién es curioso
observar que mientras se habia reportado la disminucion de la subpoblacion clasica
siguiendo un algoritmo de analisis E1, con el algoritmo propuesto no se detecta ningun
cambio en la subpoblacién, lo cual también esta limitado por el nimero de muestras
analizadas en estos ensayos y la variabilidad que existe en torno al periodo de
gestacién en que se tomaron las muestras de sangre y con ello el grado de severidad
de la preeclampsia, pues dependiendo del microambiente celular en un tipo de
preeclampsia la regulacion y activacion celular varia. De igual forma seria interesante
contrastar el algoritmo de analisis que siguen para la identificacion celular y los
marcadores celulares que estan asociados pues de ello depende de que células parten
para el andlisis hablando en términos de asegurar la homogeneidad de los eventos
capturados como CD45* y de la evaluacion con base a FSC-A vs FSC-H para evitar

incluir fenotipos aberrantes por la agregacion de celular. Con los resultados
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presentados aqui sefialan que los monocitos intermedios estan asociados a la PE, lo
cual concuerda con otros resultados consistentes!!® que reportan el incremento en esta
subpoblacién, por ejemplo un incremento de monocitos CD14*CD16" también esta
ligado a otras enfermedades inflamatorias como sepsis, asma, artritis reumatoide,
aterosclerosis y las infecciones por HIV-142,

El marcador CD16 corresponde a un receptor conocido como FcyRlIllIb, el incremento
en la expresion sobre la membrana de lo monocitos es un fenomeno ligado a la
disminucién de estrégenos en mujeres embarazadas!®®, dicho proceso esta regulado
como parte de los procesos que llevan a cabo la homeostasis entre el tejido
semialogenico y la respuesta celular de la madre. Se ha informado que durante el
embarazo la concentracion de estrégenos en mujeres aumenta considerablemente y
disminuye de forma gradual en el pos-parto!®®. Una de las consecuencias de la
preeclampsia es la baja concentracién de estrégenos en circulacion influyendo de
manera significativa al aumento en la expresion de CD16 en la superficie de monocitos
y con ello la activacion celular de las subpoblaciones intermedios y no clasicos. CD11b
es expresado en diferentes leucocitos (células natural killers, granulocitos, macréfagos
y monocitos) es un mediador de la inflamacién ya que participa en la adhesién celular y
reclutamiento leucocitario y de manera directa en la activacion celular, quimiotaxis,
citotoxicidad y fagocitosis de células del sistema inmune innato. Se han reportado datos
que indican que la regulacion de la inmunidad adaptativa por células T y el
mantenimiento de la tolerancia de células T son llevados a cabo mediante la expresion
en superficie de CD11b'®’. Por otro lado los resultados observados para la regulacién
de CD11b como intermediario en las interacciones celulares durante la migracién hacia
sitios inflamatorios a través de sefiales que involucran un equilibrio dinamico en tres
estados de afinidad diferentes hacen pensar que las vias de sefializacion que incluyen
la regulacion cruzada de las regiones ITAM de la integrina o por TLR a través de las
moléculas Src-DAPI12 y la cadena gamma del receptor FC ocasionan que CD11b
regule negativamente la expresion y respuestas por TLR, especificamente TLR-41%8
como se ha reportado pero no las respuestas por TLR-2, como se observa en el
incremento de ambas moléculas durante el desarrollo de la preeclampsia como

padecimiento inflamatorio y de forma homologa los resultados son similares a los
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observados en sepsis bacteriana donde se ha reportado el incremento en la expresiéon
de CDl1llb y TLR-2 sobre neutréfilos y monocitos como parte de la respuesta
inflamatorial®®. CD11b tiene la capacidad de reconocer DAMPS los cuales sumados al
dafio endotelial que promueve la liberacion de perdxido de hidrogeno y un incremento
en el ion superdéxido®® promueven que exista mayor adhesién celular a tejido dafio lo
cual podria explicar que durante las alteraciones de la preeclampsia al tono vascular
exista mayor expresion de CD11b sobre la superficie de los monocitos patrulleros como
respuesta al desequilibrio homeostatico del tejido vascular.

Otra molécula que incrementa su expresion durante la preeclampsia es TREM-1, el cual
potencializa las respuesta inflamatorias desencadenadas por células mieloides. De
manera especifica induce la expresion de IL-8 y TNF-a'®l, Ensayos de micro arreglos
han reportado un incremento de TREM-1 en placentas preeclampticas lo cual estaria
relacionado con la expresién en monocitos para su diferenciacion en células dendriticas
como previamente se habia reportado!®?, indicando un papel en la diferenciacion y
proliferacion, sin embargo los efectos del dafio vascular que induzcan la secrecion de
IL-8 y TNF-a promueven la fusién trofoblastica con lo cual la mayor expresién de

TREM-1 seria para controlar el dafio en el sinsitiotrofoblasto.

Finalmente los resultados obtenidos en este trabajo confirman que la expresion de TLR-
2 sobre la superficie de los monocitos es estable y menos modificable en comparacion
con otros receptores TLR, con lo cual se puede emplear TLR-2 como marcador de
identificacion de subpoblaciones de monocitos. Por otro lado la regulacion de
moléculas activacién celular en monocitos promueve funciones para el mantenimiento
de la homeostasis sin embargo queda a futuros estudios involucrar las vias de
sefalizacion que avalen las hipétesis planteados a los resultados observados durante la

patogenia de la preeclampsia.
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Conclusiones

La estrategia E2 que incluye dentro del algoritmo de analisis la molécula TLR-2 puede
ser utilizada para la identificacion y caracterizacion de subpoblaciones de monocitos
humanos incluso mejor que la estrategia convencional por citometria de flujo con lo cual
la estrategia puede ser utilizada en ensayos de tinciones de superficie, ensayos

funcionales y trasladarse a la caracterizacion celular en enfermedades inflamatorias.

Perspectivas

En este trabajo se realizé la descripcion de un inmunofenotipo para las subpoblaciones
de monocitos que nos permite identificar esta poblacion celular facilmente en un
microambiente heterogéneo como lo representa la sangre periférica a través de una
estrategia de analisis para andlisis por citometria de flujo. Sin embargo restaria evaluar
los fendmenos observados durante el trabajo experimental que pueden llevar a
contribuir de manera favorable la aceptacion de TLR-2 como marcador de identificacion
y caracterizacion en monocitos humanos, por ello las perspectivas de este trabajo se
resumen en los siguientes puntos:

e Evaluar la expresiéon de TLR-2 en monocitos durante otros padecimientos
inflamatorios donde la participacion de las subpoblaciones de monocitos ha
guedado en duda por la falta de una estrategia de analisis que permita evaluar
cambios en los porcentajes de estas células.

e I|dentificacion de los perfiles de expresibn de TLR-2 durante procesos
hematopoyéticos para la diferenciacion e identificacion de monocitos.

e Evaluar los mecanismos de sefalizacion intracelular que generan la escision de
CD16 sobre la superficie de monocitos intermedios y no clasicos por la activacion

celular.
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e Estandarizar las condiciones ideales para efectuar tinciones intracelulares cuyos
procedimientos no afecten la estabilidad de los anticuerpos acoplados a
fluorocromos y ocasionen la perdida en la expresion de las moléculas ya que
estas técnicas de evaluacion celular representan un sistema alternativo para el
analisis bioquimico de redes de sefalizacion en poblaciones complejas de
células del sistema inmune.

e Completar la caracterizacion de los monocitos en sangre periférica de mujeres
con preeclampsia asi como la participacion que tiene la movilizacion de
reservorios a circulacion y las moléculas solubles que estan implicadas en la

quimiotaxis de esta poblacién celular.
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