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RESUMEN

Antecedentes  y  objetivo:   Los  macr6fagos  son  c6lulas  altamente  pldsticas  que  al

activarse  pueden  polarizar  hacia  dos  perfiles  establecidos,  cl5sico  o  altemativo.  La

activaci6n cldsica, genera macr6fagos proinflamatorios. Estas c6lulas  son eficientes en

defender al organismo contra infecciones y agentes extrafios. La activaci6n altemativa

por el contrario,  genera macr6fagos reparadores, los  cuales participan en los procesos

fisiol6gicos de mantenci6n tisular y en ciertas patologias como des6rdenes vasculares y

cancer. Las plaquetas, por su parte, son fragmentos celulares que participan en procesos

de  inflamaci6n  y  de  reparaci6n  tisular.  Su  activaci6n  libera  diversas  mol6culas  que

favorecen la diferenciaci6n de monocitos a macrofagos no polarizados. Sin embargo, se

desconoce  su  efecto  en  la  polarizaci6n  de  maor6fagos.  Conocer  los  mecarismos  de

interacci6n entre plaquetas y macr6fagos, dos actores fundamentales, por ejemplo, en la

progresi6n del cancer, mos pemitiria modular el hicho tumoral. Es por estas razones que

nuestro  trabajo  se  enfoca en el estudio  del rol de  las plaquetas  en la polarizaci6n de

macr6fagos.

Metodologfa: A partir de donantes sanos de Banco de Sangre, se obtuvo Plasma Rico en

Plaquetas  Q'RP)  o  Suero  Rico  en  Factores  de  Creciniento  (SRFC)  (derivado  de  la

activaci6n del PRP con cloruro de calcio). Se midi6 la concentraof6n de plaquetas en el

PRP y el contenido de  citoquinas presente en el   SRFC. Paralelamente,  se  cultivaron

monocitos   CD14+  purificados  mediante  "rosetas"  en  medio  RPMI/   SFB/  M-CSF

durante siete dias. Luego, las c61ulas fueron cosechadas y caracterizadas morfol6gica y



fenotipicamente  por  microscopia  6ptica  y  citometria  de  flujo,  respectivamente.  Por

ultino,  1os  macr6fagos  generados  fueron  estinulados  durante  24  hrs.  con  SRFC  o

plaquetas  completas   (PRP),   y  se  realiz6  una  caracterizaci6n  fenotipica  mediante

citometria de flujo y se midi6 la produeci6n de citoquinas mediante ELISA.

Resultados: Los macr6fagos generados a partir de monooftos humanos, presentaron una

morfologia tipica y expresaron los marcadores clasicos del linaje monocito-macr6fago

CDllc, CD14 y CD32. La estimulaci6n de estos macr6fagos no polarizados con SRFC,

que contiene rna alta concentraci6n de TGF-P, no gener6 diferencias significativas en la

expresi6n de los marcadores CD206, CD163 y CD86 o en la producci6n de citoquinas

en   comparaci6n  al  control   no   estinulado.   En   contraste,   ante   la   estimulaci6n  de

macrdfagos con PRP ®Iaquetas integras) se encontr6  un aumento en 'la expresi6n del

receptor  de  manosa  CD206  y  en  los  niveles  de  IL-10,  en  relaci6n  al  control  sin

estinulaci6n.   Tanto  CD206   como  IL-10,  son  marcadores  caracteristicos   del  perfil

reparador  o altrmativamente activado.

Conclusi6n:  Las  plaquetas  integras  inducen  la  polarizaci6n  de  macr6fagos  hacia  un

fenotipo   reparador    ®rotumoral).    Nuestra   proyecci6n    es    establecer    si    en    un

mjcroambiente  tumoral   existe  rna  interacci6n   entre  plaquetas   y  macr6fagos   que

promueva el desarrollo y la propagaci6n del tumor.
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ABSTRACT

Background and objective:  Macrophages are highly plastic cells which when activated

can polarize towards two established profiles, classical or alternative. The conventional

polarization   generates  proinflammatory   macrophages.   These   cells   are   efficient   in

defending organism against infectious foreign agents.  The altemative activation on the

contrary,   generates  macrophages   involved  in  repair   and  related  to   physiological

processes of tissue maintenance and diseases such a vascular disorder and cancer.  The

platelets on their behalf are cellular fragments and participate in inflammatory processes

and  tissue  regeneration.   Their  activation  releases   several  molecules   that  promote

differentiation  of blood  monocytes  into  non-polarized  macrophages.  However,  it  is

unclean if platelets play a role in the process of macrophage polarization. Understanding

the  mechanisms  by  which  platelets  and  macrophages  interact,  two  key  players,  for

example, of tumor progression, would allow us to modulate the tumoral niche. It is for

these reasons that our work focuses in the study of the platelets role on non-polarized

macrophages.

Methodology:  From  healthy  donors  of Blood  Bank,  it  was  obtained  Platelet  Rieh

Plasma  (PRP)  and  Rich  Serum  Growth  Factors  (SRFC)  Q'RP  derivated  from  the

activation with calcium chloride).  We measured the platelet concentration in PRP and

the   cytokine   content   in   SRFC.   Simultaneously,   CD14+   monocytes   purified   by

"Rosettes"  were  cultured  in  RPMI /  SFB/ M-CSF  for  seven  days.  Then,  cells  were

harvested  and chamcterized  moxphologically  and phenotypically  by  light  microscopy

xli



and flow cytometry, respectively. Finally, macrophages were stimulated for 24 h. using

SRFC  or whole  platelets  Q'RP),  and  a  phenotypically  characterizated  by  measuring

surface markers and cytokine production by ELISA.

Results:  The human monocyte derivated macrophages presented a typical morphology

and  expressed  the  classic  markers  of macrophage-monocyte,  i.e.  CDllc,  CD14  and

CD32.  Stimulation of these non-polarized macrophages with SRFC, whieh has a high

concentration  of  TGF-P,  did  not  generate  statistically  significant  differences  in  the

expression of CD206,  CD163  and CD86  markers, neither in the  cytokine production,

compared to unstimulated macrophage.  h contrast, upon stinulation of macrophages

with  PRP  (whole  platelets)  we  found  an  increase  in  the  mamose  receptor  CD206

expression and in the IL-10 levels compared to the non-stirmlated control. Both IL-10

and CD206 are characteristic of the repairing or alternative activated phenotype.

Conclusions:   Whole   platelets   induce   macrophage   polarization   towards   a   repair

phenotype  ®rotumoral).   Our  project  is  to  establish  wether  there  is  an  interaction

between  platelets   and  macrophages   in   the   tumor  microenviroment   that  promote

development and spread of the tumor.
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INTRODUCCI0N

Las   plaquetas   son   fragmentos   celulares   que   participan   en   procesos   de

inflamaci6n   y   reparaci6n   tisular.    Estas   contienen   moleculas   que   favorecen   la

diferenciaci6n  de  monocitos  sanguineos  a  macr6fagos  [Ammon  y  col.,   1998].   Sin

embargo, no esfa claro si las plaquetas cumplen un rol en el proceso de activaci6n que

puede  generar macr6fagos  con un perfil  inflamatorio  o reparador.  La polarizaci6n  de

macr6fagos   ocurre   por   estinulos   y   mecanismos   diferentes,   capacitindolos   para

desarrollar  una respuesta  inmune  acorde  a  su  estado  de  activaci6n  [Ammon  y  col.,

1998].  Dado  que,  plaquetas  y  macr6fagos,  participan  en  los  procesos  de  reparaci6n

tisular,  esta  investigaci6n  ayudari'a  a  entender  de  qu6  manera  su  interacci6n  podria

favorecer o revertir un microambiente tolerante que propieie la mantenci6n y progresi6n

de enfemedades como el cancer.

Ontogenia y funci6n del Macr6fago

Los macr6fagos son c6lulas fagociticas del sistema inmune innato que se generan

a partir de monocitos circulantes provenieutes de la m6dula 6sea. La transformaci6n del

monoofto  en   macr6fago   y  su  posterior  activaci6n  incluye   cambios   morfol6gf cos,

fisiol6gicos y funcionales que permiten detectar y responder frente a sefiales que no se

encuentran nomalmente  en tejidos  sanos  [Geissmam,  2000].  La expresi6n  de  ciertos

receptores es crucial para el reconocimiento de estas sefiales. Per ejemplo, el receptor

scavenger y los TLR se unen a DAMPs presentes en c6lulas apopt6ticas y necr6ticas, o



PAMPs,  expresados  en  microorganismos  H3rwig  y  Henson,  2008  ;  Hajishengallis  y

Lambris,2011].

Morfol6gicaniente,  los  monocitos  presentan  un  ndcleo  contomeado  de  gran

propord6n en la c6lula, y numerosos grinulos finos que contienen enzinas lisosomales,

peroxidasa,  esterasas  y  lisozimas.  La  cromatina  es  viscosa  o  con  forma  de  encaje

resaltando la leve inmadurez del leucocito Htodak y col., 2011 ]. Una vez en el tejido, los

monocitos  se  pueden  diferenciar  hacia  macr6fagos  dependiendo  del  microambiente.

Estas ultinas presentan un mayor tamafio, 2 a 4 veces mayor que los monocitos, tienen

nbcleo circular, a menudo con nucl6olos, y un  patr6n de cromatina reticular.  Tambi6n,

los  macr6fagos  presentan  un  citoplasma  abundante  con  gran  cantidad  de  grinulos,

vacuolas y restos de c6Iulas fagocitadas Rodak y col„ 2011] .

Ademas   de  la  morfologia,   los  macr6fagos   son  distinguidos  de   otros   tipos

celulares  por  la  expresi6n  de  diversos  marcadores  de  superficie  de  membrana  como

CD68, EhR1, CDllc, receptores Fc y CD14  [Ammony col., 2000; Khazen y Mbika,

2005].  Siendo  este  riltimo  un  marcador  de  linaje  de  monocitos  que  disminnye  en

macr6fagos.  Sin embargo, ninguno de  estos es  especffico para la poblaci6n estudiada,

por lo que a menudo es necesario generar un panel de marcadores para caracterizar los

macr6fagos utilizados.

En los tejidos, los fagocitos  conocidos como  macr6fagos responden a diversas

sefiales (como productos hicrobianos, productos de dafio celular y diversas citoquinas

provenientes  de  linfocitos  activados)  activandose  y  adquiriendo  distintos  fenotipos



funcionales.  En  respuesta  a  estas  sefiales,   los  macr6fagos   cambian  su  morfologia

retrayendo sus prolongaciones y expresando en su superficie distintos marcadores. Esta

activaci6n puede ser clasiflcada en; activaci6n cfasica, asociada a la inflamaci6n aguda,

y altemativa, relacionada con la reparaci6n tisular.  Esta polarizaci6n esfa determinada

por la activaci6n de distintas vias de transducci6n de sefiales como NF-kB, JNK, ERK,

p38 y CREB. Mentras estinulos proinflamatorios como LPS y citoquinas inflamatorias

polarizan al macr6fago hacia un fenotipo inflamatorio, la presencia de citoquinas anti-

inflamatorias,  polarizan  al  macr6fago  hacia  un  fenotipo  reparador  [Murray  y  Wynn,

2011].

Macr6fagos de tipo inflamatorio

Los macrdfagos de tipo inflamatorio participan en la defensa contra diversas bacterias,

protozoos y virus, y presentan un rol en la inmunidad antifumoral  [MUITay y Wynn,

2011].  La poblaci6n  de  macr6fagos  inflamatorios  se  obtiene  cuando  la  activaci6n  es

inducida  por  IFN-y  o  LPS  prantovahi  y  col.2013].   Se  ha  descrito  que  IFNry  en

conjunto con LPS induce en los macr6fagos el incremento de la capaofdad presentadora

de antigenos y diversos mecahismos que permiten la destrucci6n de pat6genos, como: la

liberaci6n  de  enzimas  lisosomales,  la  producci6n  de  citoquinas  proinflamatorias,  la

producci6n  de  intermediarios  reactivos  de  oxigeno  y  el  aumento  de  6xido  nitrico

producido por la enzima iNOS  prartinez y col., 2009; Davis y col., 2013]. Ademas,1a

estinulaci6n de  macr6fagos  con  LPS  permite  la  secreci6n del  TNF-a, una  citoquina

involucrada en la inflamaci6n y la respuesta inmune anti-tumoral,  cuya producci6n es

potenciada con IFN-y [Maja y Sandford,  1992; Hasan y col., 2012]. Cabe destacar que,



la activaci6n de TLR4 mediante LPS tambi6n perrite regular la respuesta inflanatoria

mediante la producci6n de IL-10, una potente  citoquina anti-inflamatoria [Iyer y col.,

2010].

Los macr6fagos inflamatorios expresan proteinas de superficie de membrana que

permiten su identificaci6n, tales como CD86, CD80 y NIIC-II Re-Giraud y col., 2012].

Otros  marcadores  que  aumentan su expresi6n en estos macr6fagos  son  los  genes  que

codifican para la indolamina-pilTol 2 dioxigenasa e iNOS P\4ackaness,1964].

Macr6fagos de tipo reparador

Los  macr6fagos de tipo reparador se generan a partir de la activaci6n altemativa

de   macr6fagos  y  poseen  funciones  relacionadas   a  la  remodelaci6n,   reparaci6n  y

cicatrizaci6ndetejido[Mantovaniycol.,2013].Dichaactivaci6nocurrepord'iferentes

estinulos originando subpoblaciones de macr6fagos reparadores, M2a, M2b y M2c. Los

macr6fagos M2a se  obtienen  i.#  v;.two  al inducirlos  con la citoquina IL-4  o  IL-13.  Los

macr6fagos  M2b  son  inducidos  j-#  vj.fro  por  complejos  inmunes,  LPS  eEL-Ira.  Por

hltimo, los macr6fagos M2c se obtienen z.# vJfro al estimular con las citoquinas IL-10 o
I

el factor de crecimjento TGF-P [Mantovani y col., 2004] . La expresi6n de marca7dores de

diferenciacj6n  de  macr6fagos  reparadores  perrite  la  identificaci6n  de  cada fubtipo.
I

Mientras  que  la  subpoblaci6n M2a  expresa  combinadanente  los  marcadores I CD206,

CD163 (receptor scavenger) y Arginasa 1  [VIIIalta y col., 2009]; la subpoblaci6ri M2b se

identifica por la presencia de NIIC-II, CD86 y CD163; y la subpoblaci6nM2Jporlos

marcadores  Arginasa 1, CD163, CD206, TLR4 y TLR8 [Gordon y Taylor, 2005].



En  general,  los  macr6fagos  de  tipo  reparador  expresan  marcadores  comunes

como el receptor scavenger CD163, el receptor de rmnosa CD206 y la citoquina IL-10,

que le pemiten participar en la elininaci6n de pardsitos, la remodelaci6n de tejidos y la

inmunosupresi6n  [Hao  y  col.,  2012].  La  citoquina  H,-10  expresada  por  macr6fagos

reparadores, promueve la producci6n de 11,4 por las c6lulas TH2 y la cicatrizaci6n de

heridas, ya que puede activar la arginasa I, lo que contribuye a la producci6n de matriz

extracelular [Corraliza y col.,1995; Mantovani y col., 2009].

Ademds de los marcadores de superficie, los macr6fagos reparadores se pueden

distinguir de los macr6fagos inflamatorios mediante el metabolismo  diferencial  de L-

arginina.  Macr6fagos  inflamatorios  regulan  el  aumento  de  INOS  para  catabolizar  L-

arginina a 6xido nitrjco y citrulina, mientras que los macr6fagos reparadores inducen la

arginasa 1  que metaboliza arginina a omitina y poliaminas, precursores necesarios para

la sintesis de colageno y la proliferaci6n celular [Odegaard y Chawla, 2008].

hteresantemente,  el  macr6fago  de  perfil  reparador  se  ha  visto  asociado  a  la

progresi6n  de  diversos  cinceres.  Esto  se  debe  a  que  promueve  un  microambiente

tolerante para el creciniento del tumor. Secretan citoquinas y proteasas que promueven

la  angiogenesis,  el  creciniento,  mefastasis  e  inmunosupresi6n   [Hao  y  col.,   2012;

Mantovani  y  col.,  2002].  Ademds,  estudios  demuestran  que  en  cancer  de  mania  se

producen   citoquinas   anti-inflamatorias   como   IL-10   y   TGF-B,   que   polarizan   los

macr6fagos de tipo inflamatorio a reparador, evadiendo asi la respuesta inmunol6gica y

favoreciendo la inunosupresi6n en el nicho tumoral [Sica y col., 2008].



Estructura y rot de fas Plaquetas

Las plaquetas son fragmentos citoplasmiticos pequefros de aproxinadamente 2

pin. de diinetro derivados de la frogmentaci6n de c6lulas pl.ecursoras megacariocitos,

las cunles forman parts del tejido hemocitopoy6tico de la m6dula 6sea [Semple y col.,

2011].   Estin  formadas   por  rna  membrana   de   fosfolipidos   que   es   cubierta   con

91icoproteinas  e  integrinas  esenciales  para  los  procesos  de  adhesi6n,  agregaci6n  y

activaci6n plaquetaria. Las glicoproteinas conectadas foman el glucocalix que contiene

multiples proteinas  integrales  proverientes  del  plasma,  entre  ellas  se  encuentran  los

antigenos ABO de la plaqueta y el linfocito humano QELA), los receptores de trombina,

adrenalina,  el  factor  de  von  Willebrand,  ADP  y  PAF  [Fristma,  1988].  En  el  citosol

contienen  tres  tipos  de  grinulos:   1)  grinulos  densos,  que  contienen  agonistas  de

plaquetas  tales  como  serotonina  y  ADP  que  anplifican  la  activaci6n plaquetaria;  2)

grinulos   ng  que   contienen  proteinas  para  potenciar  los  procesos   de  activaci6n  y

coagulacj6n,   prinofpalmente:   el   factor   4   plaquetario,   PDGF,   la   fibronectina,   el

fibrin6geno, los factores de la coagulaci6n y la citoquina TGF-P, donde este ultino se

encarga de estinular el dep6sito de lnatriz extracelular; y 3) grinulos lisosomales, que

contienen glicosidasas y proteasas [Semple y col., 2011].

Las  plaquetas  regular  la  hemostasia,  iniciando  la  formaci6n  de  coagulos  y
I

trombos, y son rna fuente natural de factores de crecimiento [Semple y col., 2dl 1].  Su

mecanismo  de  acci6n  oculre  en  tres  pasos,  el  fen6meno  de  adhesi6n,  activaci6n  y

agregaci6n plaquetaria.  La adhesion plaquetaria comienza sobre la ruptura del vaso  a

trav6s del cofageno expuesto. Luego en la activaci6n, ocurre la fijaci6n del colageno, la



formaci6n   de   trombina   y   de   receptores   de   glicoproteinas   como    GPHbnlla.   El

fibrin6geno y otras proteinas adhesivas se unen a este receptor glicoproteico generando

el tercer paso, el fen6meno de agregaci6n plaquetaria. En este ultino paso se requiere de

actividad metab6lica celular y se liberan sustancias desde los grinulos plaquetarios, en

un proceso facilitado por los fosfolfpidos de membrana [Heemkerk y col., 2013].

Para   promover   su   funci6n,    las   plaquetas   reclutan   leueocitos   y   c6lulas

progenitoras a los sitios de dafio y trombosis. Ademas, almacenan, producen y liberan

factores  proinflamatorios,  anti-inflamatorios  y  angiog6nicos  a  la  circulaci6n,  lo  que

estimula la generaci6n de trombina [Sm)rfh y MCEver, 2009].

Plaquetas y el sistema immune

Ademds de la funci6n primaria de las plaquetas en la hemostasia y trombosis, las

plaquetas   influyen   en   los   procesos   de   inflamaci6n  y  reparaci6n,   manteniendo   la

integridad vascular y la  cjcatrizaci6n  de  heridas.  La regulaci6n  de  estos procesos  se

logra gracias a la expresi6n de receptores inmunol6gicos y de adhesion en las plaquetas,

y  por  la  liberaci6n  de  mediadores  inflamatorios  que  favorecen  el  reclutamiento  de

macr6fagos  y  otros  leucocitos  a  los  sitios  de  dafio  [Smyth  y  col.,  2009].  Al  mismo

tiempo,   las  plaquetas  poseen  un   sistema  canicular   abierto,   que   en  conjunto   con

receptores    de   reconocimiento    especializados,    contribuyen    a    la    endocifosis    de

componentes sericos, de antigenos e incluso de pat6genos, lo que favorece la respuesta

inmune [Li y col., 2012; Von Hundelshausen y  Weber, 2007].



)

Luego de la inflalnaci6n oculre la cicatrizaci6n de tejido, que comienza con un

aumento en el ninero de fibroblastos y macr6fagos reparadores, mientras la cantidad de

neutr6filos  decrece.   Se  temina  la  producci6n  de  mediadores  inflamatorios  y  los

presentes se inactivan o son eliminados por difusi6n y macr6fagos reparadores  [Steed,

1997]. Asi, en el area de dafio pemanecen sustancias que promueven el reclutamiento,

creciniento  y  morfogenesis  de  celulas,  que  conesponden  a  citoquinas,  factores  de

crecimiento  u  otras  sustancias  liberadas  o  presentes  en  la  superficie  de  plaquetas

activadas [Nulden y col., 2008].

Dada la participaci6n de las plaquetas en los procesos de cicatrizaci6n qe tejido,

el uso  terap6utico  de los factores  de  crecimiento  derivados  de las plaquetas esth muy

extendido. Entre sus usos clinicos se encuentran: regeneraci6n de hueso en odontologia

y  cirugia  maxilofacial,  cinigia  cosmetica,  cicatrizaci6n  de  heridas  en ulceras,  cirugia

ortop6dica,   reparaci6n   de   tendones   y   ligamentos,   regeneraci6n   nervio-facial,   etc.

INurden  y  col.,  2008].  Para  ello  se  utilizan  preparados  aut6logos  como  PRP,  un

concentrado  plaquetario,  o  SRFC,  que  corresponde  al  sobrenadante  derivado  de  las

plaquetas  activadas  en  el  PRP  INurden  y  col.,  2008].  Cabe  destacar  que  los  efectos

terapeuticos obtenidos del uso de PRP y SRFC se deben principalmente a log factores de

creciniento, mencionados anteriomente, PDGF y TGF-P, donde este ultimo participa de

la  regeneraci6n  de  tejido  conectivo  y  hueso,  estimula  la  deposici6n  de  n]atriz  de

colageno y tiene propiedades anti-inflamatorias que favorecen sus efectos prarx y col.,

1998].



Por  otro  lado,  se  ban  asociado  las  plaquetas  con  la  progresi6n  tumoral  en

diversos  tipos  de  cancer,  y  el  uso  de  antiplaquetarios  ha  sido  reportado  como  un

trataniento  efectivo  en  algunos  tipos  de  ncoplasias  [Smyth  y  col.,  2009].  Reportes

recientes vinculan la inhibici6n de la activaci6n plaquetaria con una respuesta inmune

antitumoral mds efectiva [Gay y Felding-Habemann, 2011]. Estudios indican que puede

deberse a que ]as plaquetas:  1. Secretan factores que promueven el crecimiento tunol.al

y  la  angiog6nesis.   2.  Potencian  la  adhesi6n  de  las   c6lulas  tumorales  al  endotelio

facilitando  la  extravasaci6n.  3.  Rodean  a  las  c6lulas  tumorales  protegiendolas  de  la

inmunovigilacia [Goubran y col., 2014]. Entre los factores de crecimiento derivados de

las plaquetas que favorecen la progresi6n del cancer se encuentra TGF-P, una citoquina

de    propiedades    irmunosupresoras    que    altera    la    respuesta    de    linfocitos    T

transformindolos en linfocitos T reguladores [Goubran y col., 2014]. Interesantemente,

muchos estudios apuntan a que TGF-P ademas de promover la angiog6nesis, estimula la

liberaci6n de metaloproteinasas en celulas de melanoma humano, lo que favoreceria la

generaof6n de metdstasis. Resultados similares han sido reportados para otros cinceres

como cancer de mama, carcinoma de pr6stata y sarcoma de Kaposi Mantovari y col.,

2009].



Interacci6n plaqueta - macr6fagos

Estudios  muestran que  las  plaquetas  activadas  son  capaces  de participar  en  la

diferenciaci6n de monocitos hacia macr6fagos [Ammon y col., 1998; Passacquale y col.,

2011]. Tambien hay estudios que muestran que los macr6fagos aumentan la fagocitosis

de plaquetas activadas via el receptor scavenger, aumentando la secreof6n de citoquinas

proinflamatorias   inducidas  por  LPS.   Este   efecto  proinflamatorio  puede  prevenirse

artificialmente  tratando  las  plaquetas  con  dexametasona  [Skull  y  col.,  2010].  Otros

estudios muestran que en la formacj6n  de placas  de ateroma en humanos, existe una

relaci6n entre la activaci6n plaquetaria y las   liproproteinas de baja densidad [Aviram y

Brook,  1987],  afectando  el  ingreso  de lipoproteinas  al macr6fago,  lo  que  provoca un

aumento en la secreci6n de citoquinas proiliflamatorias [Persson y col., 2006].   Por otro

lado, tambien se ha visto un efecto de los macr6fagos sobre las plaquetas.  Por ejemplo,

la  producci6n  de  PAF  por  pane  de  los  macr6fagos,  que  origina  la  agregaci6n  /

degranulaci6n plaquetaria, e induce la inflamaci6n y canbios en la permeabiljdad del

epitelio prehica-Huerta y col.,1978] .

Presentaci6n del problema a estudiar

Estos antecedentes muestran que tanto plaquetas como macr6fagos participan en

los procesos de inflamaci6n y reparaci6n de tejido. Y si bien se ha visto rna interacci6n

entre plaquetas y macr6fagos para promover la respuesta inflamatoria, esta ha sido  en

tiempos reducidos (inferiores a  1  hr.) y en presencia de antigenos como LPS  [Skull y

col., 2010]. Por tanto, ann no ha sido establecido el fenotipo, el perfu inmunol6gico y la

10



funci6n de los macr6fagos al ser estimulados con SRFC derivado de plaquetas o de una

interacci6n  directa  con  la  plaqueta.   En  este  proyecto,   pretendemos   definir  si  las

plaquetas son capaces de polarizar a los macr6fagos y establecer el rol  inmunol6gico

potencial que cumple esta interacci6n.

En   diversos   trabajos   se   ha   establecido   separadamente   la   contribuci6n   de

maor6fagos de perfil reparador y de  plaquetas en el desarrollo de diferentes fen6menos

incluidos   los   procesos   tumorales   como   la   angiog6nesis,   el   creciniento   tumoral,

mefastasis, inmunosupresi6n y el remodelamiento tisular. Sin embargo, la comunicaci6n

celular y  los  mecanismos  de  c6mo  estas  celulas pudiesen relacional.se para favorecer

determinados   fen6menos   no   es   bien   conocida.   Este   proyecto   es   una   primera

aproxinaci6n para establecer si existe rna comunicaci6n entre plaquetas y macr6fagos,

que permita comprender de que manera interacthan en el nicho tumoral favoreciendo  un

microambiente tolerante que propicie la mantenci6n y propagaci6n del tumor.

En particular, y dado que tanto plaquetas como macr6fagos estin asociados a la

progresi6n  t`moral,  al  favorecer  la respuesta  de  tipo  anti-inflamatoria  o  reparadora,

creemos  que  las  plaquetas  podrian  inducir  a  los  macr6fago  hacia  un  perfil  de  tipo

reparador.
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Hip6tesis

"Las plaquetas dirigen la polarizaci6n de macr6fagos humanos hacia un perfil fenotipico

reparador o protunoral"

Obj etivo General

Estudiar la participaci6n de las plaquetas en la activaci6n y polarizaci6n de macr6fagos

hacia perfiles reparadores o "protumorales" que favorezcan el desarrollo de tumores.

Obj etivos especificos

1.    Caracterizar  el  concentrado  plaquetario  utilizado  para  la  estimulaoi6n  de

macrdfagos.

2.    Evaluar  fenotipicamente  el  perfil  de  macr6fagos  al  estimular  con  SRFC

derivado de p]aquetas.

3.    Eveluar fenotipicamente el perfil de macr6fagos al estimular con plaquetas

completas.
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MET0I)OLOGIA

1. Preparaci6n de plasma Rico en Plaquetas  (PRP) y Suero Rico  en Factores de

Crecimiento (SRFC).

20 ml  de sangre  obterida de donantes sanos  de Banco de  Sangre fue utilizada

para preparar el PRP. La sangre fue depositada en tubos de 4 ml que contienen 1,5 ml de

ACD   (citrato   de   trisodio   22   gA,   acido   citrico   8   g/1   y   dextrosa   24,5   g/i)   como

antiagregante plaquetario. Los tubos fueron centrifugados a 100 x g durante 5 minutos.

Se  obtuvieron  3  fracciones  en  el  tubo,  las  cuales  correspondian  a  Plasma  Pobre  en

Plaquetas Q'PP), PRP y c6lulas sanguineas. Se recuperaron las fracciones de PPP y PRP

separadamente, y se midi6  1a concentraci6n de pfaquetas mediante un hemocit6metro.

Posteriormente, ambas fracciones fueron activadas con 50 prl de cloruro de calcio al  10

% por cada 1 ml de PRP o PPP. Luego de 10 minutos se fom6 un coagulo (trombo) y se

esper6 por otros 20 minutos para obtener la retracci6n del coagulo. A continuaci6n, se

centrifug6  a 2000  x  g y  se recolect6    el  sobrenadante  del PRP,  que    coITesponde  al

SRFC. El sobrenadante de PPP fue utilizado como control en el analisis de la expresi6n

de citoquinas por ELISA del SRFC.

2. Medici6n de citoquinas en el SRFC.

Se midi6 1a concentraci6n de las citoquinas TGF-a, IL-1P, IL-10 y TNF-a en el

SRFC derivado de plaquetas obterido de donantes sanos, mediante el kit Human ELISA
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Ready-SET-Go (Ebiosciences, CA, USA) para las correspondientes citoquinas. Para la

detecci6n de TGF-f}1,  se uthizaron las  instrucciones  dadas por el manufacturador.  En

breve, se seusibiliz6 la placa de ELISA con un anticuerpo de captura de TGF-Pl durante

12 hrs. a 4°C. Posteriormente, se lavaron las c6lulas de la placa con 0,05 % Tween-20 en

PBS  IX  para elininar el exceso de anticuelpo y se bloquearon los pocillos mediante la

soluci6n diluyente del kit por I hr. a temperatura anbiente. Se lav6 la p]aca y se agreg6

una  diluci6n  1:10  de  SRFC,  durante  2  hrs.  a  temperatura  ambiente.  Se  realiz6  un

siguiente lavado y a continuaci6n se activ6  el TGF-I)1  latente, contenido  en el  SRFC,

mediante la exposici6n a 1  N de deido clorhidrico durante  10 minutes y neutralizados

por  agregaci6n  de  hidr6xido  de  sodio.  Luego,  se  lav6  la  placa  y  se  incub6  con  el

anticuexpo  de  detecci6n para  TGF-Pl  por  1  hora a temperatura ambiente.  Se  lav6  la

placa y se incub6 con una enzima conjugada a avidina, Avidin-Imp, durante 30 minutos

a temperatura ambiente.  Finalmente, se lav6 la placa minuciosamente para eliminar el

exceso de  soluci6n y se agreg6 el sustrato,  que permite el cambio  de  coloraci6n para

observar las concentraciones de TGF-P presentes en los sobrenadautes. La reacci6n se

detuvo con acido sulfurico 2 N al cabo de  10 minutos y se midi6 a 560 nm el cambio

colorim6trico  en el lector de ELISA. El mjsmo protocolo de ELISA se utiliz6 para la

deteccidn  de  IL-10,  IL-1P  y  TNF-a,  con  la  diferencia  de  que  no  requineron  de  la

activaci6n  de  las  citoquinas  ya  que  se  encuentran  en  su  foma  inmunoreactiva  en  el

Suero.
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3. Generaci6n z.« t.7.fro de macr6fagos derivados de monocitos CD14+ humanos.

Los monocitos se obtuvieron de capa leucocitaria (Buffy Coat) provenientes de

donantes sanos de Banco de sangre del Hospital Salvador. Brevemente, se depositaron

10 ml del concentrado en tubos falcon de 50 ml, y se agregaron 500 Hl de un c6ctel de

enriquecimiento  de monocitos hunanos  CD14+ del Kit Rossette  Sep de  STEMCELL,

que realiza una selecci6n por depleci6n negativa. Se incubaron durante 30 minutos a 37°

C. Luego, se agregaron 10 ml de PBS IX suplementado con SFB al 2%, y la mezcla se

deposit6 en un falcon con  10 ml de Ficol. El tubo se centrifug6 durante 20 minutos a

1200  RCF  y  luego  se  recuper6  el  ahino  celular  que  corresponde  a  la  fracci6n  de

monocitos.  Posteriomente  se  lavaron  las  c6lulas  agregando  20  ml  de  PBS  IX,  y  se

cendifugaron durante 5  minutos a 400 x g.  Se desech6 el sobrenadante y el pellet se

resuspendi6 en 5 ml de buffer ACK para eliminar los eritrocitos residuales. Luego de 10

minutos a 370 C de incubaci6n, se centrifug6 durante 5 minutes a 400 x g. El pellet se

resuspendi6 en 20  ml  de PBS  IX y se centrifug6  5  minutos  a 400 x g.  Se repiti6  el

lavado pero se centrifug6 a 200 x g para elininar las plaquetas residuales. El pellet se

resuspendi6 en RPMI  1640 y se evahio la viabilidad y el ntimero de monocitos CD14+

obtenidos mediante Tripan blue, bajo ricroscopio.  Se sembraron 3 millones de c6Iulas

CD14+  en  2   ml   de  RPM   1640   /   10%   SFB     suplementado   con  M-CSF   a  una

concentraci6n de 50 ng/ml.  Transcurridos 3  dias de incubaci6n a 37° C se adicion6 el

medio de cultivo fresco junto con la citoquina M-CSF. Luego de 7 dias de cultivo, las

celulas fueron cosechadas y luego analizadas morfol6gica y fenotipicamente.

15



4. Evaluaci6n morfo16gica de los macr6fagos generados mediante tinci6n celular.

ha   morfologia   de   las   c6lulas   obtenidas   se   evalu6   mediante   rna   tinci6n

hematoxilina-eosina bajo un microscopio de luz. Luego de 7 dias de incubaci6n con M-

CSF,   los   macr6fagos   fueron  cosechados   de   la  placa   mediante   un  rastrillo   y   se

depositaron 200 prl de c6lulas en PBS IX en un eppendorf de 1,5 ml. Las c6lulas fueron

fijadas   sobre  un  portaobjeto   y   se  realiz6   una   tinci6n   hematoxilina-eosina   en   el

Laboratorio clinico del Banco de sangre del Hospital Clinico de la Universidad de Chile.

Se  tomaron  fotografias  de  la  imagen  captada  de  un  microscopio  de  luz  100X  en

inmersi6n. Lo mismo fue realizado para monocitos no estimulados con M-CSF.

5. Evaluaci6n de marcadores de superficie de los macr6fagos generados mediante

citometrin de flujo.

Los  macr6fagos  obtenidos  fueron  caracterizados  fenotipicamente  mediante  un

panel  de  antieuerpos  anti:  CD14  y  CDllc,  conjugados  con  el  fluor6foro  PE  @D,

PharMingen,  San Diego, Ca, USA), y CD32, conjugado con APC (BD). El analisis se

realiz6 usando citometia de flujo.  Para ello  las  c6lulas fueron cosechadas  de la placa

mediante un rastrillo esteril (cell  scrapers),  depositadas en tubos falcon y lavadas  con

PBS  IX suplementado con SFB al 2%. Luego, se traspasaron 200 ul de c6lulas a cada

pocillo en una placa de 96 pocillos fondo V (250 nil celulas por pocillo). Se centrifug6

la placa y  se  resuspendieron  las  celulas  con los  anticuexpos,  para incubar durante  3.0

minutos en oscuridad y a 4° C. Se centrrfugo la placa y se lav6 el exceso de antieuexpo

dos veees con PBS IX suplementado con SFB al 2%.  Las celulas tefiidas fueron fijadas
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en paraformaldehido  al  20/o  durante  12  his.  Finalmente,  se  lav6  el  parafomaldehido

mediante  la  soluci6n  de  lisis  FACS   @D)  y  se  realiz6  la  lectura  en  el  cit6metro

FACsverse @D). Se realizaron controles negativos sin anticuerpo para cada paciente.

6.  Estimulaci6n I.« v7.fro de macr6fagos usando PRP o SRFC.

3 x 105 macr6fagos generados a partir de monocitos humanos fueron estimulados

con  3  x  108  plaquetas  o  el  equivalente  de  SRFC.  Para  comparar  los  macr6fagos

generados por la estimulaci6n con plaquetas,  se  estinularon macr6fagos  con;  1)  LPS

(100  ng/inl) mas  IFNry  (20  ng/ml),  para generar macr6fagos  con perfil  inflamatorio.

Ademas,  se  incubaron  macr6fagos  en presencia  de  Cloruro  de  Calcio  10  mM  como

control intemo de la estinulaci6n con SRFC. Se utilizaron macr6fagos sin estimulo para

comparar  el  efecto  de  log  tratamientos  del  PRP  o   SRFC   en  la  polarizaci6n   del

macr6fago. Para todas las condiciones se usaron placas de 24 pocillos y se incubaron a

370 C durante 24 hrs. Finalizada la incubaci6n, el sobrenadante se recuper6 y almacen6

a -80° C. Se agreg6 PBS  IX suplementado con SFB al 2% y se cosecharon las c61ulas

adheridas a la placa de foma mecinica, mediante un rastrillo esteril, para su analisis por

citometrfa de flujo.

7.   Evaluaci6n   de   marcadores   de   superricie   de   macr6fagos   estimulados   con

plaquetas o SRFC.

Los   macrofagos   estinulados   con    SRFC    o   plaquetas    completas   fueron

fenotipificados   mediante   el   panel   de   andcuelpos   anti:   CD86,   CD206   y   CD163,
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conjugados   a   los  fluor6foros  PE-Cy5   (eBIOSCENCE),   FITC   (BioLegend)   y  PE

(eBIOSC;IENCE),  respectivanente.  El  ahalisis  se  realiz6  usando  citometria  de  flujo,

mediante el protocolo descrito en el punto 6 de la Metodologia.

8.  Evaluaci6n  de ]a  producci6n  de  citoquinas  en  los  macr6fagos  estimulados  con

p]aquetas o SRFC.

A  partir   de   los   sobrenadantes   de   macr6fagos   estimulados   con   plaquetas

completas,  SRFC  derivado  de  plaquetas  activadas,  y  los  controles  apropiados,  se

determin6 la producc£6n de cjtoquina IL-]O  y TNF-q mediante  el kit Human ELISA

Ready-SET-Go   (Ebiosciences,  CA,  USA)  para  las  correspondientes   citoquinas.   EI

protocolo  de  ELISA  corresponde  al  descrito  en  el  punto  3  de  la  Metodologfa  para

citoquinas en su foma inmunoreactiva.

9. An£Iisis de datos.

Todos los experimentos fueron realizados utilizando el analisis estadistico T de

Student de t6rminos pareados con rna cola, para determinar las diferencias significativas

entre tratamientos con n 2 3. Las diferencias se consideraron significativas a un nivel p<

0,05. El analisis estadistico se realiz6 usando el software GraphpAD Prism.

18



RESULTADOS

1. Caracterizaci6n del concentrado plaquetario utilizado para la  estimulaci6n de

macr6fagos.

1.1   Medici6n   de   la   concentraci6n   de   plaquetas   en   preparados   sanguineos

provenientes de donantes sanos.

Se  evalu6  la  concentraci6n  de  plaquetas  en  el  PPP  y  PRP  obterido  en  seis

muestras sanguineas provenientes de 6 donantes sanos mediante un hemocit6metro. EI

contenido de plaquetas en el PPP tiene un promedio de 188 x 103 ± 121 plaquetas / qul,

mientras que el PRP contiene 785 x 103 ± 247 plaquetas / ul,   aproxinadamente cuatro

veces mds concentraci6n que el PPP Q{igura 1), este resultado concuerda con lo descrito

en la literatura prazzocca y col., 2012] y pemite validar el protocolo de obtenci6n de

plaquetas para la estinulaci6n de los macr6fagos. En relaci6n a la pureza del PRP, esta

fue de un 99% de plaquetas y el 1% restante correspondia a eritrocitos y leucocitos. En

experinentos  posteriores  de  estimulaci6n  de  macr6fagos  con  PRP,  el  concentrado

plaquetario fue pasado por un filtro leucocitario que retiene leucocitos y eritrocitos. La

cantidad  de  leucocitos  luego  del  paso  por  el  ffltro  no  super6  los  20  c6lulas  /  prl  de

acuerdo a mediciones realizadas con el hemooft6metro. En el caso del  SRFC, el filtrado

se realiz6  con filtro microbiol6gico  de  0,22  tiM que  descarta los  elementos  celulares

presentes, incluido los restos plaquetarios.
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PPP              PRP
n-6

Figura  1:  Comparaci6n  de  la  concentraci6n  plaquetaria  en  las  dos  fracciones

plaquetarins recolectadas. Se analiz6 por hemocit6metro el contenido de plaquetas en

PRP y PPP de 6 donantes sanos. Se indica el contehido de plaquetas por prl. Las barras

indican promedio ± SEM. *: p < 0,05.
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1.2 Medici6n de la concentraci6n de citoquinas en las fracciones activadas de PRP

(SRFC)  y PPP .

I.as plaquetas  contienen diferentes  moleculas  como  factores  de  crecilniento  y

citoquinas que podrian inducir la polarizaci6n del macr6fago. Entre estas mol6culas, el

TGF-P  e ITIP  se  encuentran presentes  en  alta  concentraci6n  en  las  plaquetas  y  son

liberadas al momento de la agregaci6n plaquetaria [Andia y Maffulli, 2013]. Decidimos

evaluar estas citoquinas para establecer su concentraci6n en el preparado y verificar la

activaci6n funcional de la plaqueta. Ademds, se evalu6 la presencia de IL-10 y TNF-u en

los  preparados  plaquetarios.  Cabe  recordar  que  la  IL-10  y  el  TNF-or  son  producidas

principalmente por macr6fagos reparadores e inflamatorios, respectivamente [Mantovari

y col., 2004]. ha medici6n de estas citoquinas en el PRP activado (o SRFC) se hizo para

descartar la contribuci6n de la plaqueta, a los niveles de citoquinas encontradas en los

sobrenadantes de cultivo de macr6fagos estimulados con preparados plaquetarios que se

hicieron postedomente.

Nuestros resultados mostraron que la concentraci6n de TGF-P en el PRP fue de

13132 ± 3357 pg/ml mientras que los niveles de TGF-P en el PPP alcanzaron 6376 ±

2874 pg/inl (Figura 2), siendo pricticamente el doble en la primera. Por otro lado, no se

encontraron diferencias significativas en la concentraci6n de la citoquina IL-18, mientras

que los niveles de  TNF-u e IL-10 fueron indetectables en el PRP y PPP (Tabla 1).
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PPP               PRP

n-6

Figura  2:  Expresi6n  de  la  citoquina  TGF-P  en  las  fracciones  plaquetarias.  EI

contehido de TGF-f} fue deteminado mediante ELISA en el sobrenadante generado de

p]aquetas  activadas  (SRFC).   Concentrac£6n  de  TGF-P  pg/inl  en  las  fracciones  de

plaquetas  PRP  y  PPP.  El  experimento  se  realiz6  para  un  n  =  6.  Las  barras  indican

promedio ± SEM. *: p < 0,05.
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Cito quina                      PPP [pg/ml]             PRP [pg/ml]                       Observa ci6n

TGF-I

EL-1P

IL-10

TNF-a

6376±2874                13132 ±  3357                      P<0,05

18,9 ± 7,69                  20,9 ± 7,2

Q*

<2*

*Bajo el nivel de detecci6n del Kit

Tabla  1:  Hxpresi6n  de  citoquinas  en  las  fracciones  plaquetarias.  El  contenido  de

estas  citoquinas  fue  determinado  mediante  ELISA  en  el  sobrenadante  generado  de

plaquetas activadas o SRFC. ha tabla muestra la concentraci6n promedio de citoquina en

el PRP y PPP mas la desviaci6n estindar, para un n = 6.
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2. Generaci6n de macr6fagos I.# vifro a partir de monocitos CD14+ humanos.

2.1 Fenotipificacj6n de macr6fagos mediante morfologia.

Para  vcr  el  efecto  que  tenian  las  plaquetas  sobre  los  macr6fagos prinero  fue

necesario   establecer  la   generaci6n   de   macr6fagos.   Ellos   se   obtuvieron   mediante

protoco]os  establecjdos  en la literatura [Matinez y col., 2006].  Se realizd  un anansis

morfol6gico   mediante  rna  tinci6n  hematoxilina-eosina  sobre  monocitos   cultivados

durante siete dias con y sin M-CSF. En la inagen de la Figura 3 se muestra claramente

que los monocitos tratados y no tratados con M-CSF presentan rna morfologia diferente,

tambien, las c6lulas tratadas con M-CSF presentan caracteristieas morfol6gicas sinilares

a macr6fagos tefiidos con hematoxilina-eosina, donde los nticleos son de color violeta y

el cfroplasma de color rosa. El tamafio de los monocitos estimulados con M-CSF es 2 a 4

veces   mas   grande   que  los  monocitos   sin  estimulo.   Ademds,   se   observ6   que  los

monocitos conterian un ndcleo redondo o con forma de rifron, denso y que ocupaba una

gran parts de  la c6lula,  un citoplasma pequefio, redondo  y con presencia de  grinulos

finos.  En  cambio  los  macr6fagos,  presentaron  un  nticleo  redondo,  granular,  memos

denso,  y  un  citoplasma  abundante,    redondo  y  con  una  gran  cantidad  de  grinulos  y

vacuolas, coherentes con la forma de un macr6fago.  Se observaron algunas  c6lulas de

mayor tamafio en la muestra de monocitos, aunque en rna proporci6n mucho menor, y

que corresponden probablemente a monocitos que se diferenciaron hacia macr6fagos sin

un  estimulo  adicional.  Por  ultimo,  no  se  encontraron  linfocitos,  eritrocitos  ni  otros

leucocitos en los cultivos celulares.
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2.2  Fenotipificaci6n  de   macr6fagos   medinnte  Ia   expresi6n   de  marcadores   de

superrlcie.

Debido a que no existen marcadores de superficie especificos de la poblaci6n de

macr6fagos,   generamos  un  panel   de  marcadores   de  superficie  para  caracterizar  a

nuestros  macr6fagos  generados.  Para  ello  se  evalu6  mediante  citometria  de  flujo  la

expresi6n  de  CD14,  un  marcador  de  linaje  de  monocitos,  y  CDllc  y  CD32,  una

mol6cula de adhesi6n y un receptor Fc, respectivamente, que aumentan su expresi6n en

macrofagos [Ammon y col., 2000].

La Figura 4 muestra el resultado de la citometria  de los antigenos CD14, CDllc

y  CD32.  De  acuerdo  a  la  citometria,  no  se  observaron diferencias  en el tamafio  o  la

complejidad   celular   como   las   encontradas   en   el   analisis   morfol6gico   reali2ndo

anteriomente.  Una  explicaci6n  a  este  hecho,  es  que  la  adquisici6n  de  c6lulas  en

citometrfa fue realizada en una escala logaritmica que no pemite evaluar claramente la

morfologia celular dentro del 1inaje monocito-macr6fago. Sin embargo, de acuerdo a los

marcadores  utilizados  si  encontramos  diferencias  entre  los  dos  cultivos  celulares.  Se

seleccion6  la poblaci6n  celular  de  acuerdo  al  tamafio  y  la  complejidad  celular,  para

luego  analizar  ]os  marcadores  de 'diferenciaci6n  de  las  c6lulas  monocito-macr6fago.

Nuestros  resultados  mostraron  que  el  marcador  CD14  disminny6  su expresi6n en las

c6lulas   cultivadas   con  M-CSF   hasta  el   dia  7,   cuando   adquieren  rna  morfologia

equivalente a ha  de  un macr6fago,  lo  que  concuerda a  lo  esperado.  Por otro  lado,  el

marcador CDllc aument6  su expresi6n  en c6lulas tratadas  con M-CSF  (cousiderados

macr6fagos), mientras que para CD32 no se observaron diferencias significativas entre
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los  monocitos tratados y no  tratados  con M-CSF (Tabla 2).  Todas las c6lulas tratadas

con  M-CSF,  expresaron  los  marcadores  analizados,  demostrando  que  la    poblaci6n

generada es rna poblaci6n homog6nea cuyo fenotipo en comparaci6n a los monocitos no

tratados fue CD14[°W CDllchigh CD32+. Este fenotipo corresponderia a un macr6fago no

polarizado, validando el protocolo de generaci6n de macr6fagos a pardr de monocitos

humanos.
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Figura   4:   Expresi6n   de   marcadores   de   superficie   en   monocitos   (MON)   y

macr6fagos (M©) anatizados mediante citometria de flujo. Expresi6n de marcadores

de superficie en monocitos de sangre perifrfuca estimulados durante 7 dias con M-CSF

(M®),  o  sin  estimulo  OvloN).  Las  c6lulas  fueron  marcadas  con  distintos  anticuerpos

conjugados  y  analizados por citometria de flujo.  A) Corresponde  a  la  selecci6n  de  la

poblaci6n donde se encuentran los MON y M¢, mediante la complejidad granular (SSC)

y el  tamafio (FSC)  de  las  c6lulas.  8)  Histogranas  de  la  expresi6n de  CD14,  CD32  y

CDll c obtehidos a partir de la poblaci6n seleccionada en A.



Antigeno                        MON                              M®                         Observaci6n

CI)32

CD||c

CD14

187if,5

1125±145

698±13,5

208±10,1

1659±212

480±41

NS

P < 0,05

P < 0,05

Tabla 2: Comparaci6n de la intensidad media de fluorescencia de marcadores de

superficie en monocitos (MON) y macrdfagos (M®). Los monocitos corresponden a

c61ulas purfficadas  de  muestras  sanguineas  y  analizadas  por  citometria  de  flujo.  Los

maor6fagos  fueron generados a partir de monocitos cultivados durante siete dias con M-

CSF, y luego analizados por citometria de flujo. La tabla muestra la expresi6n media de

los marcadores de superficie: CD32, CDllc y CD14 mas el error estindar, obtenida para

un n -3.
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3. Fenotipiricaci6n mediante marcadores de superficie de macr6fagos estimulados

con SRFC.

Los  macr6fagos  generados  fueron  cultivados  con  SRFC  (equivalente  a  1000

plaquetas  /  ul)  para  evaluar  su  rol  en  la  polarizaci6n  de  macr6fagos.  Luego  de  la

estimulaof 6n por 24 hrs, se evalu6 la expresi6n de la molecula coestimuladora CD86, y

las moleculas CD206 y CD163, asociadas a macr6fagos reparadores. Ya que el SRFC se

obtuvo luego de la activaci6n de plaquetas con cloruro de calcio, se utiliz6 un control

adicionando esfa mol6cula al cultivo de maor6fagos a la misma concentraci6n utilizada

para   activar   las  plaquetas.   Se   gener6   ademas,   un   cultivo   de   macr6fago   de   tipo

inflamatorio  [hthrtinez  y  col.,  2006]  para  establecer  si  los  macr6fagos  tratados  con

SRFC presentaban un perfil similar. En el analisis por citometha de flujo se realiz6 una

doble selecci6n de la poblaci6n, primero mediante tamafio y complejidad y luego dentro

de  la  poblaci6n  se  seleccionaron  las  celulas  CD14+  Q7igura  5).  Nuestros  resultados

mostraron que no hubo diferencias significativas en los marcadores  CD206, CD163  y

CD86, en relaci6n al macr6fago sin estimulo. Esto mos hizo suponer que a pesar del alto

contenido de TGF-P en el SRFC, a 24 horas no es un estinulo suficiente para polarizar

al macr6fago hacia un perfil reparador. Cabe mencionar que los macr6fagos tratados con

cloruro de calcio disminnyeron la expresi6n de los marcadores CD206 y CD163 ¢igura

5).  El perffl  citom6trico  generado  con calcio  se  asemeja mas  a lo  que  oculTe  con  los

marcadores   en  el  macr6fago  proinflamatorio,  aunque  como  lo   demostramos  mas

adelante  no  produce  IL-10  y  TNF-a.  No  tenemos  una respuesta  a  esta  observaci6n,

aunque podria ser interesante en modelo 6seo.
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Figura S:  Evalunci6tL de marcadotes de superrLcie en macr6fagos estimulados con

SRFC. Expresi6n de marcadores en la superficie de mactofagos estimulados durante 24

hrs.  con:  LPS mas  IFN-v,  SRFC derivado de plaquetas, cloruro de calcio  (Ca| o sin

estimulo adicional (-). Las c6lulas fueron marcadas con distintos anticuelpos conjugados

y  analizados  por  citometria  de  flujo.  A)  Representaci6n  del  protocolo  experimental

realizado.   8)   Corresponds   a   la   selecci6n   de   la   poblaci6n   de   macr6fagos   por

granularidad (SSC)  y  tamafio  (FSC)  de  las  c6lulas,  y  luego  mediante  la  expresi6n  de

CD14. C) Expresi6n de CD206, CD163 y CD86 en las diferentes condiciones de M®, a

parfu de la poblaci6n CD14 positiva.  El experimento fue reahizado para un n = 5.  Las

barras indican promedio ± SEM, * = p < 0,05, en comparaci6n al control sin estimulo.
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4. Fenotipificaci6n mediante marcadores de superficie de macr6fagos estimulados

con plaquetas com|)]etas Q'RP).

Ya que el SRFC derivado de plaquetas parece no generar un efecto en el fenotipo

de  los  macr6fagos,  al  memos  en  24  hrs.,  pensamos  que  tal  vez  seria  necesaria  una

interacci6n directa con las plaquetas integras. Para ello se co-incubaron macr6fagos con

plaquetas enteras  durante 24 hrs. y se evaluaron los marcadores  de superficie CD206,

CD86 y CD163. La poblaci6n de macr6fagos CD14+ fue seleccionada igual que en el

experimento anterior, descar[ando la presencia de plaquetas en la ventana citom6trica.

Nuestros  resultados  muestran  que  los  macr6fagos  estimulados  con  plaquetas

completas   aumentaron   significativamente   la   expresi6n   de   CD206,   mientras   que

disminnyeron CD163, comparados a los macr6fagos sin tratamieuto. Se observ6 ademds,

rna   disminuci6n   en   el   marcador   CD86,   asociado   a  un  perfu   inflamatorio.   Esta

disminuci6n  tambien  fue  observada  en  los  macr6fago  tratados  con  LPS  mas  INF-y

¢igun 6).
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Figura  6:  Evaluaci6n  de  marcadores  de  macr6fagos  estimulados  con  pLaquetas

completas. Expresi6n de marcadores en la superficie de macr6fagos estimulados durante

24 hrs.  con:  LPS mas  IFN-y, plaquetas enteras  Q'LT),  o sin estimulo  adicional (-).  Las

celulas   fueron   marcadas   con   distintos   anticuerpos   conjugados   y   anatzados   por

citometria  de  flujo.  Los  macr6fagos  fueron previamente  seleccionados  por  tamafio  y

granulosidad,  y  mediante  la  expresi6n  de  CD14.  A)  Representaci6n  del  protocolo

experimental  realizado.  8)  Expresi6n  de  CD206,  CD163  y  CD86  en  las  diferentes

condiciones  de M®.  El  experimento  fue realizado  para un  n =  5.  Las  barras  indican

promedio ± SEM. * = p < 0,05, en comparaci6n al control sin estimulo.

I.a  incubaci6n  de  macr6fagos  con  plaquetas  aumento  el  marcador  CD206  y

disminuy6  CD86,  lo  que  favoreceria rna polarizaci6n hacia  un  fenotipo reparador de

macr6fagos al cabo de 24 hrs. Para consolidar nuestra idea evaluamos la producci6n de

citoquinas descritas para macr6fagos inflamatorios o reparadores.
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5.  Producci6n  de  citoquinas  en  el  sobrenadante  de  macr6fago  estimulados  con

plaquetas o SRFC.

Para caracterizar mejor el tipo de macr6fagos generado se midi6 la producci6n de

IL-10  y TNF-a en el  sobrenadante  de macrdfagos  estimulados  con  SRFC  o  PRP.  Se

observ6 que s6lo los macr6fagos estimulados con PRP (plaquetas integras) aumentan la

producci6n  de  IL-10  con  respecto  al  macr6fago  sin  tratar  QTigura  7).  Este  aumento

alcanzo  ocho veces  el nivel basal,  mientras  que  el control de macrdfagos tratado  con

LPS  mas  INF-y  aument6  esta  citoquina  en  veinte  6rdenes  de  magnitud.  Como  lo

mencionamos anteriormente, los niveles de IL-10 son menores a 2 pg/ml en el SRFC (y

por  afiadidura  en  el  PRP),  cantidad  despreciable  en  relaci6n  a  los   80-100  pg/ml

producidos por el macr6fago tratado con PRP. Por lo tanto, los niveles de IL-10 se deben

exclusivamente a la producci6n del lnacr6fago. En relaci6n y como era de esperar, los

macr6fagos tratados con LPS mas INF-y aumentan significativanente la producci6n de

TNF-qu mientras que no se observ6 rna variaci6n para la producci6n de esta citoquina

en los macr6fagos estimulados con  SRFC o PRP con respecto al macr6fago sin tratar.

Este  resultado  concuerda  con  el  obtehido  al  medir  la  expresi6n  de  marcadores  de

superficie en macr6fagos.

Finalmente, los macr6fagos estimulados con plaquetas completas durante 24 hrs.

aumentan la expresi6n del receptor de manosa (CD206) y la producci6n de la citoquina

IL-10, generindose un macr6fago con caracteristieas reparadoras.
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Figura  7:  Evaluaci6n  de  la  producci6n  de  citoquims  en  macr6fagos  estimu]ados

con  plaquetas  o  SRFC.  Producci6n de  citoquinas  en macr6fagos  estimulados por 24

hrs. con LPS + IFN-y, plaquetas enteras ¢LT), SRFC (SRFC), clouro de calcio (Ca|

o sin estimulo adicional (-). El sobrenadante de las celulas fue recolectado y almacenado

a  -80°C,  para posteriormente  realizar el ELISA de  IL-10  y  TNF-c[.  A)  Representaci6n

del protceolo experimental realizado. 8) PToducci6n de 11,10 y TNF-ct en los M® bajo

diferentes  condiciones.  Se  realiz6  el  experimento  para  un  n  =  3.  Las  barras  indican

promedio ± SEM. * = p < 0,05, en comparaci6n al control sin estinulo.
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6. Evaluaci6n fenotipica de macr6fagos a] estimular con concentraciones crecientes

de plaquetas.

En el experimento anterior se utiliz6 una relaci6n de  1:1000 entre macrdfagos /

plaquetas.  En  esa  raz6n,  los  marcadores  CD206  y  CD86  varian  su  expresi6n  en  el

macr6fago.  Para  deteminar  si el cambio  fenotipico  observado  anteriormente  es  o no

dosis-dependiente   se   estimul6   a   los   macr6fagos   con   diferentes   concentraciones

plaquetarias, generindose rna relaci6n de 1/125, 1/250, 1/500, 1/1000 entre macr6fago /

plaqueta. No se utilizaron concentraciones mayores de plaquetas, debido a que se foma

una "costra" en el cultivo que hace inposible disgregar las celulas para su analisis por

citometria de flujo. En la evaluaci6n, se observ6 que a medida que aumenta la relaci6n

macr6fago / plaqueta,  aumenta significativamente  y  de  foma lineal  la  expresi6n  de

CD206  1legando a su matima expresi6n en  1000 plaquetas por macr6fago  (Figura  8).

Esto confim6 que los macr6fagos tratados con plaquetas en una relaci6n 1/1000 logra el

efecto maximo en el marcador CD206. Otros trabajos que ham investigado la interacct6n

entre plaquetas y monocitos u otros leucocitos han llegado a la misma relaci6n dosis-

efecto  prhaitre  y  col.,  2010;  Svensson Holm  y  col.,  2008].  Ademas,  se  observa  en la

Figura 8, que en todas las concentraciones plaquetarias probadas se induce la expresi6n

de  CD206,  sin  embargo,  solo  alcanza  significancia estadistica  a partir  de  la relaci6n

1/500.
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En relaci6n al marcador CD86, la curve obtenida muestra que existe un maximo

de expresi6n en las razones 1/250 y 1/500, mientras que no se observa un cambio en la

expresi6n de CD86 en las concentraciones de 1/125 y 1/1000 (Anexo). El resultado de la

expresi6n  de  CD86  en  la  concentraci6n  1/  1000  concuerda  con  nuestro  resultado

anterior. De acuerdo a estos resultados, el maximo  aumento en los  dos marcadores se

logra con una concentraci6n de 500 plaquetas por cada macrofago.
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Figure   8:   Eva]uaci6n   de   CD206   en   macr6fagos   estimulados   con   cantidades

crecientes  de  pfaqueta.   Se  co-incubaron  macr6fagos  con  plaquctas  en  una  dosjs

creciente de plaquetas, durante 24 hrs. Las condiciones corresponden a: macr6fagos m6s

LPS  e  IFN-y  (LPS  +  IFNry),  relaci6n  macr6fago:  plaqueta   1:125;   1:250;   1:500;  y

1 :1000, macr6fagos mds SRFC (SRFC), macrdfagos mds cloruro de calcio (Cart) y sin

estimulo   adicional  (-).   Las  c6lulas  fueron  marcadas  con  anticuexpos  conjugados  y

analizados  por  citometria  de   flujo.   A)   Representact6n  del  protocolo   experimental

realizado. 8) Expresi6n en veces de induccidn de CD206 en las diferentes condiciones

de macr6fagos. El experiniento se realiz6 para un n = 5. Las barras indican promedio ±

SEM. * : p<0,05, en comparaci6n al control sin estinulo.
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7. Evaluaci6n de la repolarizaci6n en macr6fagos proinflamatorios incubados con

sobrenadante de macr6fagos estimulados con plaquetas.

Debido  a  las  propiedades  asociadas  a  los  macr6fagos  laparadores,  quisimos

evaluar si los sobrenadantes derivados de los cultivos macr6fagos tratados con plaquetas

podrian  rapolarizar  macr6fagos  de  perfil  inflamatorio  hacja  un  fenotipo  neutro  o

reparador.  En el resultado  se  observ6  que  existe un  leve  aumento  en  la expresi6n de

CD206    en    los    macr6fagos   proinflamatorios    tratados    con   estos    sobrenadantes,

asimilindose al macr6fago sin estinulo adicional G7igura 9). Este efecto en la expresi6n

del  marcador  CD206  no  se  observ6  al  estimular  macr6fagos proinflamatorios  con  el

sobrenadante  de  macr6fagos  tratados  con  SRFC.   Si  bien  es  necesario  aumeutar  el

ndmero de experimentos para validar el resultado, este perrite evidenciar rna posible

repolarizaci6n de macr6fagos proinflamatorios mediante plaquetas. Por ello tambien se

incluy6 un histograma representativo de los cambios en la expresi6n de CD206 (Anexo

5).
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Figura 9. Eva]uaci6n de marcadores de superficie en macrdfagos proinflamatorios

estimulados   con   e[   sobrenadante  de   macrdfagos   tratados   con   plaquetas.   Las

condieiones corresponden a:  1) nhacrdfagos sin estimulo adicional (Mg). 2) Macr6fagos

estimulados   durante   24   hrs.   con   LPS   mas   IFN-y,   como   control   de   macr6fago

proinflalnatorio  (-).  3)  Los  macrdfagos  proinflamatorios  anteriores  (nuevo  medio)  co-

incubados durante 24  hrs.  adicionales  con el  sobrenadante de macr6fagos  estimulados

con  plaquetas  completas  (PLT)  o  SRFC  (SRFC).  Las  c6lulas  fueron  marcadas  con

anticuerpos  conjugados  y  analizados  por  citometha  de  flujo.  A)  Representaci6n  del

protocolo   expermental   realizado.   8)   Expresi6n   de   CD206   en   los   macrofagos

proinflamatorios estimulados bajo las diferentes condiciones. El experimento se realiz6

para un n = 2, por lo que muestra una tendencia.
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DISCUSI0N

En  esta  Tesis  estudiamos  el  efecto  de  las  plaquetas  en  la  polarizaci6n  de

macr6fagos generados a patir de monocitos humanos. Nuestros re§ultados demuestran

que el tratamiento con las plaquetas integras y no su contenido citoplasmatico, pemite

la polarizaci6n de macr6fagos hacja perfiles reparadores. El fenotipo de los macrdfagos

generados se caracteriza por un aumento en la producci6n de IL-10 y en la expresi6n del

receptor de manosa (CD206), mientras que disminuye los marcadores CD163 y CD86.

Si bien tanto el receptor de manosa CD206  como  el receptor scavenger haptoglobina-

hemoglobina CD163  son considerados marcadores clasicos de macrdfagos reparadores,

un  estudio   demostr6   que   exhiben  patrones   de   inducci6n  mutuamente   excluyentes

Porcheray y col., 2005]. Ellos observaron que la estimulaci6n de maer6fagos con IL4 o

TGF-I)  aumenta  la  expresi6n  de  CD206  y  reprine  CD163,  un  patr6n  de  expresi6n

similar al observado  en nuestros resultados.  Cabe mencionar que  estas  dos  citoquinas

son utilizadas para polarizar macr6fagos hacia perfiles reparadores.

EI Factor de Crecimiento TGF-P podn'a inducir el perfil de macr6fagos obtenido

Las plaquetas poseen un alto contehido de TGF- I), citoquina que es liberada en

forma inactiva durante la activaci6n plaquetaria. En las mediciones realizadas para TGF-

P  en  el  SRFC  derivado  de  PRP  se  encontr6  que  su  concentraci6n  fue  de  13  ng/ml

aproxinadanente,  y  la  concentract6n  de  TGF-B  recombinante  que  se  utiliza  para

polarizar macr6fagos hacia  un  fenotipo  reparador  es  de  10  ng/ml  [Porcheray  y  col.,
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2005]. En nuestros resultados, solo los macr6fagos tratados con plaquetas integras y no

el  SRFC,  fue  capaz  de  polarizar  al macr6fago  hacia un  fenotipo  similar  al  dado  por

TGF-a. Este resultado, es controversial debido a que el SRFC contiene TGF-P que fue

liberado de la activaci6n plaquetaria. Una explicaci6n posible es que en la estinulaci6n

de macrdfagos, el SRFC se diluye en medio RPNI/ loo/o SFB entre tres a cuatro veces,

quedando una cantidad efectiva de 34 ng/ml de TGF-P. Ademds, debemos considerar

que parte de este TGF-f} se encuentra inactivo y no conocemos su tiempo de activaci6n.

EI TGF-P es almacenado en 3 complejos en la plaqueta: el complejo latente de proteina

de  ulii6n a TGF-P  (LTBP),  el  complejo  latente  p6ptido  asociado  (LAP)  y  el  dinero

activo de TGF-P, los cuales se liberan al activarse la plaqueta y solo el 5% se encuentra

en su forma activa [Grainger y col., 1995]. Estos complejos pueden disociarse mediante

proteasas presentes en el suero, liberadas por las plaquetas u otras c6lulas, permitiendo

que el complejo de TGF-P se encuentre activo cuando ocurra la cicatrizaci6n de tejido,

posterior a la inflamaci6n [Nunes y col.,  1997; Blalcytny y col., 2004]. En esta linea, es

posible que al estinular los macr6fagos con el SRFC derivado de plaquetas durante 24

hrs. no se lograra activar rna cantidad biol6gicamente inportante del complejo TGF-a

para generar un efecto en los macr6fagos. Debido a esto, proponemos evahar el efecto

del SRFC a mayores tiempos de estinulacidn, en el que podia observarse un efecto en

la  polarizaci6n  de  los  macrdfagos  dada por  rna  activaci6n  de  TGF-P  presente  en  el

SRFC.

En  el  efecto  observado  en  macr6fagos  estimulados  con plaquetas  integras,  la

liberaci6n de TGF-P  desde su superficie plaquetaria podria generar una concentraci6n
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local  muy  alta  de  la  citoquina  y  una  tasa  de  activaci6n  mas  ripida  debido  a  una

interacci6n c61ula-c61ula.

En particular, cundo las plaquetas se activan expresan P-selectina y pierden la

asimetria de membrana, lo que favorece su fagocitosis por los macr6fagos [Scull y col.,

2010].   Por  su  parte,   los  macr6fagos  pueden  regular  la  respuesta  proinflamatoria

eliminando c6lulas apopt6ticas o restos celulares [Gregory y Devitt, 2004]. Por lo que es

esperable que al ser removidas las plaquetas por los macr6fagos, tambien se favorezca la

regulaci6n   de   la   inflamaci6n,   que   podria   ser   promovida   mediante   mediadores

plaquetarios  como  el  TGF-I).  Cuya activaci6n,  sugerimos,  podia verse  favorecida  al

entrar en contacto de directo con el macr6fago y por ende con las proteasas, como MMP

que  se  produce  en  macr6fagos  no  polarizados  (Anexo  4).  En  cualquier  caso  la

posibilidad de que el TGF-f} liberado por plaquetas integras genere el fenotipo reparador

observado en los macr6fagos no polarizados, es una posibilidad a seguir investigando.

Moleculas p]aquetarias que pueden favorecer la polarizaci6n de macr6fagos

La medici6n de  mds  factores plaquetarios  involucrados  en  la polarizaci6n del

macr6fago see evaluada en experinentos posteriores a esta Tesis.  Sin embargo, y de

foma de considerarlos  como  elementos que participan en este proceso  son discutidos

aqui.

Entre   los factores derivados de p]aquetas descritos, que pueden actuar sobre la

polarizaof6n de macr6fagos humanos estin: 1. Mediadores lipidicos; PAF y tromboxano
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(TXA2), 2. Factores de crecimiento; PDGF y TGF-P, 3. Citoquinas; IL-lp y IIMGB1, y

4. La monoamina neurotransmisora serotonina (5-HT)  [We)rich y Zimmerman, 2004].

Una  publicaci6n  reciente  revel6   que   el  receptor  del  medfador   lipidieo   PAF   en

macr6fagos, induce un fenotipo reparador de alta producci6n de la citoquina IL-10, en

presencia de LPS, al fagocitar grupos lipidicos derivados de celulas muertas [Ferrachi y

col., 2013]. Asi mismo, otro estudio reeiente demostrd que 5-IIT es capaz de promover

el mantenimiento de un fenotipo reparador de macr6fagos y disminuir la liberaci6n de

citoquinas proinflamatorias inducidas por LPS, sin afectar la producci6n de H,-10 [de las

Casas-Engel y col., 2013].  Como  se mencion6  anteriormente, el factor de crecimiento

TGF-I) induce la generaci6n de macr6fagos de tipo reparador que se caracterizan por la

expresi6n del receptor de manosa y la producci6n de citoquina EL-10. De modo similar,

si bien no se ha visto su rol directo en la polarizaci6n, el factor de crecimiento PDGF

induce en los macr6fagos rna mayor quimiotaxis y proliferaci6n de fibroblastos para la

cicatrizaci6n de heridas [Uutela y col., 2004]. For el contrario, se ha visto que TXA2, un

eicosanoide  producido  principalmente  en  las  membranas  de  las  plaquetas,  tiene  una

acci6n  proinflamatoria  que  potencia   la  respuesta  inmunol6giea  en  linfocitos   T   y

macr6fagos,  aunque  los  mecanismos  que  promueven  esta  acci6n  atn  no  son  claros

[Thomas y col., 2003].  Ademds,  se ha visto  que  la proteina HMGB1,  sintetizada por

plaquetas,  celulas   epiteliales  y  macr6fagos,  funciona  como  mediador  inflamatorio,

favoreciendo la polarizaci6n de macrdfagos proinflamatorios frente a la infecci6n [Tjan

y  col.,  2015].  Por ultimo,  la citoquina IL-1P,  sintetizada por plaquetas  en  el  citosol,

promueve el rol inflanatorio de los macr6fagos, aunque no se ha evaluado su rol en la

|]olarizaci6n [Weyrich y Zimmerman, 2004]. Sin embargo, al medir la concentraci6n de
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IL-1P  en  el  SRFC  derivado  de  PRP,  no  se  encontraron  diferencias  significativas  en

comparaci6n a los niveles plasmaticos en el PRP, por lo que suponemos no influiria en

el fenotipo de macr6fago encontrado.

Cambios fenotl'picos en macr6fagos polarizados con P]aquetas

Como  se  mencion6  antes,  al  evaluar  la polarizaci6n  de  macr6fagos  mediante

plaquetas completas, encontramos un aumento significativo en la expresi6n del receptor

de manosa CD206 y una disminuci6n del receptor scavenger CD163. Este fenotipo de

macr6fago tuvo una expresi6n homog6nea, es decir, flo hubo dos poblaciones celulares

diferentes o una heterogeneidad celular.

El receptor de manosa, un receptor de lectina endocitico tipo C, actha como un

PRR   de   residuos   terminates   de   glicanos   presentes   en   la   membrana   de   diversos

microorganismos  pat6genos   [Gazi  y  Martinez-Pomares,   2009]   o   en   las  proteinas

inflamatorias   en   circulaci6n   [Lee   y   col.,   2002],   pemitiendo   su   reconociniento,

fagocitosis y degradaci6n en el lisosoma.  Sin embargo, este receptor no  es  esencial y

tiene  un rot pasivo  en  la  fagocitosis,  ya  que  la  parte  citoplasmatca  del  receptor no

contiene motivos de sefializaci6n [Stahl y Ezekowitz, 1998]. Otro rol clave del receptor

de manosa es su participaci6n en la resoluci6n de la inflamaci6n,  la expresi6n de este

receptor aumenta en la fase final de la inflamaci6n, lo que es consistente con su rol en la

eliminaci6n    de    agentes    inflamatorios,    como    hidrolasas    lisosomales    y    otras

glicoproteinas. Los receptores de manosa reconocen sefiales de glicanos en las proteinas

inflamatorias  en  circulaci6n,  lo  que  pemite  su  internalizaci6n  y  degradaci6n  en  el
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1isosoma  [Lee  y  col.,  2002].  Ademas  de  la remoci6n  de  glicoproteinas  en  el  suero,  el

receptor de  manosa tambien  tiene  un  rol  activo  en la remoci6n  de  la  circulaci6n  de

homonas  de  glicoproteinas  sulfatadas  y  componentes  de  la  matriz  como  colagenos

[Stahl y Ezekowitz, 1998]. En conseouenofa, el principal rol del receptor de manosa es el

de mantener una homeostasis en base a la eliminaci6n eficaz de mol6culas que requieren

una vida media corta en el tejido o circulaof6n, y el que no desencadene rna cascada de

transducci6n  de  sefiales  es  el  escenario  deseable  para  una  chminaci6n  silenciosa  de

mol6culas end6genas prartinez-Pomares, 20 08].

Por otra parte, el rol principal del receptor scavenver CD163, tambien asociado a

macr6fagos de tipo reparador, es limpiar los complejos haptoglobina-hemoglobina de la

sangre o el tejido y protegerlos del dafio oxjdativo despu6s de rna hemolisis @hilippidis

y col., 2004). La estinulaci6n con IL-10 y dexanetasona   provocan un aumento en su

expresi6n,  mientras que IL-4,  GM-CSF,  IFN-y,  TNF-tt,  LPS  y TGF-P  disminuyen  su

expresi6n [Porcheray y col., 2005].  La ausencia de IL-10 y la presencia de  TGF-P en

nuestro estimulo plaquetario pudieron ocasionar la disminuci6n en la expresi6n relativa

de  CD163.  Ademas, si bien la estimulaci6n de macr6fagos  con plaquetas provoca un

aumento en la producci6n de la EL-10, al parecer la concentraci6n secretada no es capaz

de aumentar la expresi6n de CD163 y disminuir la expresi6n de CD206, al memos a las

24 horas post- estimulo.

Como se mencion6 arriba, nuestros macr6fagos aumentan la expresi6n de CD206

y  la  producci6n  de  IL-10.  Esta  citoquina  le  permite  al  macr6fago  participar  en  la
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eliminaci6n de parasites,  en inmunosupresi6n y en la remodelaci6n de tejidos  [Hao y

col., 2012]. Concordando con sus roles en los procesos de regulaci6n de la inflamaci6n,

tanto la expresi6n del receptor de manosa CD206 como la producci6n de citoquina m-

10 son caracteristicas de varias subpoblaciones de macr6fagos reparadores [ELo y col.,

2012].

Esto nos permite concluir que, en base a la expresi6n de marcadores de superficie

y el perfil de citoquinas, Ia estinulaci6n de macrdfagos mediante plaquetas es capaz de

polarizar  ]as  celulas  hacia  un  fenotipo  reparador,  que  pardcipa  en  los  procesos  de

inmunoregulaci6n y remodelaci6n de tejido  al memos a las 24 horas y sin un estinulo

adicional, como LPS que induce la producci6n de H,-10.

No sabemos si en tiempos menores de estimulaci6n con plaquetas completas, los

macr6fagos presentan un fenotipo inflamatorio.  Las plaquetas poseen mol6culas pro y

anti inflamatorios que podrian influir en la polarizaci6n del macr6fago. En referenofa a

lo anterior, un estudio demostr6 que al co-incubar macr6fagos con plaquetas durante 45

minutos aumenta la producci6n de citoquinas proinflamatorias [Scull y col., 2010]. Estos

efectos,   al   parecer   antag6hicos,   pueden   ser   normales   si   consideramos   que   los

componentes plaquetarios pueden actuar temporalmente en el macr6fago. Por tanto, la

plasticidad celular desarrollada por el macr6fago al parecer depende del tiempo y de los

estinulos con que se tope, pudiendo pasar de un estado inflamatorio a otro reparador y

viceversa. Un experimento a desarrollar sera deteminar la cinetica en la expresi6n de

marcadores inflamatorios y reparadores a distintos tiempos de incubaci6n con plaquetas.
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Este hallazgo mos pemitiria comprender de qu6 forma podrian operar rfe vz.iJo plaquetas y

macr6fagos  para participar  en  los  procesos  de  inflamaci6n  y,  posteriomente,  en  la

reparaci6n de tejido dafiado.

Repolarizaci6n de macr6fagos proinflamatorios a fenotipo reparador

ha repo]arizaci6n  supone  el  pasar  de  un  estado  celular  a  otro,  cambiando  la

funci6n o al menos su fenotipo. Por ello, quisimos estudiar la plasticidad de macr6fagos

evalundo la capacidad de macr6fagos proinflamatorios con baja expresi6n de CD206 de

recuperar   la   expresi6n    de    este    marcador.    La   incubaci6n    de    los    macr6fagos

proinflamatorios  con sobrenadante de  cultivo provehiente  de maer6fagos tratados  con

plaquetas  enteras  aunent6  la  expresi6n  de  CD206.  Sabemos  que  el  sobrenadante  de

cultivo carece de TNF-q contiene IL-10, se expresan algunas metaloproteinas (Jinexo) y

probablemente exista TGF-P proveniente de la plaqueta. Por lo que no podemos afirmar

si este aumento en el CD206 es generado por la plaqueta o por el macr6fago. Ademas, si

bien  la  cantidad  de  Hj-10  producida  en  el  sobrenadante  (<  100  pg/ml)  podria  ser

insuficiente  para  estinular  al  macr6fago,  otros  factores  podrfan  haber  contribuido  al

aumento de la expresi6n de CD206. Por otro lado, y en base a resultados anteriores y a la

literatura,   podemos   inferir   que   la   plaqueta  podria   participar   en   el   proceso   de

repolarizaci6n a trav6s de varios factores, incluyendo el TGF-P.

En  una  tesjs  a  desanullar planteamos  que  las  plaquetas  podian  aumentar  la

expresi6n de receptor de manosa CD206 en macr6fagos proinflamatorios, repolarizando

su estado hacia un fenotipo reparador. La bdsqueda de mecanismos  que favorezcan la
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interacci6n   plaqueta-macr6fagos   hacia   un   fenotipo   reparador,   permitirin   disefiar

estrategias   terap6uticas   para   la   reducci6n   de    la   inflamaci6n   en   enfermedades

inflamatorias cr6nicas como la artrosis.

Significancia Biol6gica de la polarizaci6n de macr6fagos a un fenotipo reparador

en cancer

Como se ha mencionado anteriormente, la generaci6n de macrofagos reparadores

promueve  la regeneraci6n tisular,  siendo  muy  inportantes  en  la remoci6n  de  c6lulas

muertas  en  contextos  no  inflamatorios  o  en  la  finalizaci6n  de  la  inflamaci6n.  Sin

embargo,  su presencia puede provocar efectos nocivos  en patologias  como  el  cancer.

Los  macr6fagos  reparadores  adquieren  una  gran  relevancia  en  el  microambiente  de

tumores s6Iidos, constituyendo sobre el 50 % de la nasa tumoral [Solinas y col., 2009].

Altos niveles de macr6fagos reparadores estan coITelacionados  con la proliferaci6n de

las c6lulas tumorales en diversos tumores, como cancer de mamas, cancer de pancreas,

cancer renal,  cancer  de  endometrio  y  ovarios  [Balkwill,  2004;  Tsutsui  y  col.,  2005;

Lewis y Pollard, 2006]. Esto se debe a que promueve un microambiente tolerante para el

creciniento del tumor, asi como la secreci6n de citoquinas y proteasas que promueven la

angfogenesis,  el  creciriento,  mefastasis  e  inmunosupresi6n  prantovin  y  col.,  2002;

Hao y col., 2012]. hteresantemente, se ha visto un aumento de la expresi6n del receptor

de manosa CD206 en los macr6fagos asociados a tumores (TAMs) en todos los modelos

de tumor estudiados,  y  se  utiliza  corfunmente  como  un marcador de  macr6fagos  en

tunores fro vz.vo [Movahedi y col., 2012]. En el contexto de un mieroambiente tunoral,
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donde  se  encuentran muchas  mol6culas  altamente  glicosiladas,  el receptor de manosa

puede   reconocerlas    e   intemahizarlas    [AIIavena   y   col.,   2010].    Estas    mol6culas

glicosiladas pueden interferi en la producci6n de IL-10 inducida por LPS, aumentando

la secreci6n de  esta citoquina inmunoreguladora.  En un microambiente tunoral IL-10

promueve la mantenci6n de un microanbiente supresor inhibiendo la diferenciaci6n de

linfocitos  THl  mientras  favorece  los  Treg  [Allavena  y  col.,  2010].  Por  lo  tanto,  las

mol6culas glicosiladas que se encuentran en el microambiente tumoral al ser reconocidas

por el receptor de manosa refuelzan el fenotipo inmunosupresor, lo que podria ocurrir

con  nuestros  macr6fagos  generados.   La  polarizaci6n  de  macr6fagos  inducida  por

plaquetas genera un fenotipo caracterizado por la alta expresi6n del receptor de manosa

y  la  producci6n  de  EL-10,  equivalente  al  fenotipo  de  los  macr6fagos  asociados  a

tumores.  Seria interesante evaluar si los macr6fagos potenofan su fenotipo supresor al

encontrarse en un microambiente tumoral.

Por otro lado, las plaquetas tanbi6n se ban asociado a la progresi6n de diversos

cinceres, y el uso de andplaquetarios ha sido reportado como un tratamjento efectivo en

algunos tipos de neoplasias [Sngth y col., 2009]. Existen diversos mecanismos por los

cuales ]as plaquetas pueden favorecer el crecinento tumoral y ]a angiogenesjs, pero no

se ha establecido  si una interacci6n  con  los  macr6fagos podia formar parte  de  estos

mecanismos.    Nuestros    resultados    sugieren   que    las   plaquetas    son   capaces    de

interaccionar   con  los  macr6fagos  pelmitiendo   su  polarizaci6n  hacia  un   fenotipo

caracteristico  de  macr6fagos  asociados  a  fumores,  el  cual  propicia  la  mantenci6n  y

propagaci6n del tumor. Posteriores estudios j# vz.vo pemitiral validar esta suposiof 6n e
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iniciar  la  generaci6n  de  blancos  terap6uticos  que  impidan  la  interacci6n  plaqueta-

macr6fago humanos como estrategia para los tratamientos contra el cancer.

Repolarizaci6n de macr6fagos en enfermedades inflamatorias o autoinmunes: Uso

biom5dico de p]aquetas

El control de algunas patolog{as como la aterosclerosis o la artritis por ejemplo,

puede verse favorecidas por la reconversi6n de macr6fagos inflamatorios hacia perfiles

reparadores.  En  el  caso  de  la  aterosclerosis,  la  enfermedad  se  caracteriza  por  la

acumulaci6n  de  macr6fagos  proinflamatorios  en  placas  de  ateroma,  favoreciendo  la

inflamaci6n mediante la secreci6n de mediadores de inflamaci6n y proteasas de matriz

extracelular.  Estos hechos promueven apoptosis y necrosis celular, tras la curl liberan

lipidos y otros factores que foman un nfroleo necr6tico pro-tromb6tico, causante de un

infarto  al miocardio  o  de  accidentes  cerebrovasculares  proore y  col.,  2013].  En  este

senddo,   la   repolarizaci6n   hacia   lnacr6fagos   reparadores   productores   de   IL-10,

fomentaria la reparaci6n de tejido, la formaci6n de colageno y la reducci6n de especies

reactivas de oxigeno que dafian c6lulas end6genas, favoreciendo ademas, la remoci6n de

celulas  muertas  y  debris  mediante  receptores  endoctticos  proore  y  col.,  2013].  Asi

mismo,   en   el  proceso   artritico   existe   dafio   articular   ocasionado   por   macr6fagos

inflamatorios.  La inyecci6n de PRP en zonas  afectadas podria reconverfu macr6fagos

haciaunperfilraparadoryfavorecerlaregeneraci6ndeltejidodahado.
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CONCLUSION

En este  estudio  demostramos  j.#  vjfro  que  macr6fagos  derivados  de  monocitos

humanos  adquieren  un  fenotipo  reparador  al  ser  estimulados  durante  24  hrs  con

plaquetas integras, no activadas. Este fenotipo consiste en un aumento de la expresi6n

del receptor de manosa CD206, ]a disminuci6n de CD163 y CD86 y la producci6n de la

citoquina  anti-inflamatoria  IL-10,  caracteristicas  de  este  perfil  de  macr6fagos.  Nos

queda  pendiente,   definir  con  mayor  precisi6n  la  plasticidad  del   macr6fago   y   su

transici6n entre un estado  inflamatorio y otro reparador.  Este proceso  dininico  entre

plaquetas y macr6fagos podia darse J.# vz.vo, por lo que es necesario tenerlo en cuenta en

los procesos de inflamaci6n y reparaci6n de tejido de rna lesion, y su uso potencial para

el desarrollo de estrategias terapeuticas que pemitan tratar enfemedades relacionadas

con inflamaciones cr6nieas. Por ultimo, estos resultados constituyen rna   investigaci6n

prelininar  de  lo  que  podria  ocurrir  entre  plaquetas  y  macr6fagos  para  favorecer  el

microambiente tumoral, en la mantenci6n y progresi6n del cancer
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ANEX0 1. Concentraci6n plaquetaria en la sangre.

La  concentraci6n  de  plaquetas  fue  medida  en  la  sangre  ademas  de  en  las
fracciones PRP y PPP. Se reatz6 para 6 pacientes Qrigura Anexo 1) y demuestran que la
concentraci6n de plaquetas basales (en la sangre) y en el PPP es la misma, pudiendo
mantener  a  PPP  como  un  control  basal  y  linpio  de  plaquetas  para  ]os  resultados
mostrados en la tesis.

Sangre          PPP            PRP

Figura   Anexo   1:   Comparaci6n   de   la   concentraci6n   plaquetaria   en   las   dos
fracciones  plaquetarias  y  la  sangre.  Se  analiz6  por hemocit6metro  el  contehido  de

pfaquetas  en la  sangre  y  las  fracciones  PRP  y  PPP  de  6  donantes  sanos.  Las  balras
indican el promedio ± SEM. *= p < 0,05, en comparaci6n a el contenido plaquetario en
la sangre.
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ANEXO 2. Efecto del suero en la estimuhaci6n de macr6fagos.

Para descartar que el efecto de las plaquetas sobre los macr6fagos se debiera al
suero  presente  en  el  PRP  y  SRFC,  previo  a  los  resultados  presentados  en  la  tesis
evaluamos el efecto del suero y plaquetas por separado en la expresi6n de marcadores de
superficie.  A  partir  de  los  resultados  presentados  en  las  siguientes  figuras,  se  puede
observar que la expresi6n de CD86 no presento diferencias al estimular macr6fagos con
suero, pero hay una tendencia a disminuir ha expresi6n de CD206. Esto permite descartar

que el efecto del suero presente en el PRP o  SRFC  sea el que aumente el receptor de
manosa  caracteristico  de   macr6fagos  reparadores.   Cabe  destacar  que  al  estimular
macr6fagos  solo  con SRFC  derivado de  plaqueta no hubo  diferencias  en  el  marcador
CD206, por lo que el SRFC pareceria mantener el receptor de manosa pese a al suero.

En estos experimentos preliminares vimos una tendencia a aumentar la expresi6n
de CD86 mediante el SRFC derivado de plaquetas activndas. Pero, como se muestra en
los resultados de la tesis, al aumentar el "n" no vimos diferencias significativas. Ademas,
en estos resultados tambi6n se muestra que al utilizar una concentraci6n menor de SRFC
derivado  de  plaquetas  activadas  (10%),  no  se  generd  un  efecto  en  la  expresi6n  de
marcadores de superficie. Raz6n por la que se estimularon los macr6fagos directamente
con SRFC (100%).

A  modo  de  conclusion,  estos  resultados  preliminares  pemitieron  descartar  el
control  de  suero  y  la  utilizaci6n  de  concentraciones  menores  de  SRFC  derivado  de

plaquetas para estimular a los macr6fagos.

Figura Anexo 2: Selecci6n de poblaci6n de macrdfagos. En A se ve ha selecci6n de la

poblaci6n Pl de macrdfagos por tanafio ¢SC) y granulosidad (SSC). En 8 se ve la
poblaci6n positiva para CD32 Or), un marcador de nuestros macrdfagos generados.
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Figura   Anexo  3:   Dot   plot  de   ]a   Expresi6n   de  marcadores   de   superficie   en
macr6fngos   estimulados   con   loo/o   SRFC,   100%   SRFC   y   100%   suero.   Las
condiciones corresponden a:  I) Macr6fagos sin estimulo adicional (MAC), como control
sin estinulo.  2)  Mcr6fagos estimulados  con LPS  mas  IFNry (MAC+LPS+EN-g).  3)
Macr6fagos estimulados con  10  % de  SRFC  derivados de plaquctas  activadas y  90°/o
RPM   10%  SFB  (MAC+10%SRFC).  4)  Macr6fagos  estimulados  con   100%  SRFC

(MAC+100%SRFC).  5) hhacr6fagos estimulados solo con suero AB obtehido de Banco
de Sangre del Hospital Clinico de la U. de Chile (MAC+100% SUERO), como control

para descarfar el efecto del suero presente en el SRFC.  Los macr6fagos se estinularon
bajo las diferentes condiciones durante 24 hrs. y luego se marcaron con anticuerpos para
ser analizados mediante citometria de flujo. El  anahisi§ mostrado de CD206 y CD86  se
realiz6 partir de la selecci6n de la poblaci6n mostrada en la Figura Anexo 2.
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Figum   Anexo   4:   Eva]uaci6n   de   marcadores   de   superficje   en   macr6fagos
estimulados   con   SRFC  y   suero.   Expresi6n  de   marcadores  en  la   superflcie   de
macr6fagos  estimulados  durante  24  hrs.  con:  LPS  mas  IFN-y,  10  o  100%  de  SRFC
derivado  de  plaquetas,  suero  AB  o  sin  estinulo  adicional  (-).  Las  celulas  fueron
marcadas con distintos anticuexpos conjugados y analizados por citometria de flujo.  Se
muestra  ]a  expresi6n  en  veces  de  inducci6n  de  CD206  y  CD86  en  las  diferentes
condiciones de M®, a partir de la selecci6n de la poblaci6n mostrada en la Figura Anexo
2. El experimento se realiz6 para una muestra.
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ANEXO  3.  Expresi6n  de  CD86  en  macr6fagos  estimulados  con  concentraciones
crecientes de plaquetas.

En los experimentos realizados en la tesis, utiliz6 una relaci6n de  1:1000  entre
macr6fagos  /  plaquetas.  En  esa  raz6n,  1os  marcadores  CD206  y  CD86  varian  su
expresi6n   en   el   maor6fago.   Para   determinar   si   el   cambio   fenotipico   observado
anteriomente  es  o  no  dosis-dependiente  se  estimul6  a  los  macrdfagos  con  diferentes
concentraciones plaquetarias, generindose rna relaci6n de  1/125,  1/250,  1/500,  1/1000
entre macr6fago / plaqueta. A continuaci6n se muestra la expresi6n del marcador CD86.
Si  bien  no  se  observd  rna  curva  dosis  respuesta  como  en  la  expresi6n  de  CD206,
encontramos un mrfumo de expresi6n en las razones 1/250 y 1/500, mientras que no se
observ6 un cambio en la expresi6n de CD86 en las concentraciones de  I/125 y  1/1000.
El resultado de la expresi6n de CD86 en la concentraci6n 1/ 1000 concord6 con nuestro
resultado  anterior.  De  acuerdo  a  estos  resultados,  el  maxino  aumento  en  los  dos
marcadores se logra con rna concentraci6n de 500 plaquetas por cada macr6fago.

-         LPS+IFN|  I:125         I:2S0         1:500        I:loco       SRFC

Rae)  : PIJT

Figura Anexo 5:  Expresi6n  de CD86  en  macr6fagos  estimulados  con  cantidades
crecientes  de  plaqueta.  Se  co-incubaron  macr6fagos  con  plaquetas  en  una  dosis
creciente de plaquetas, durante 24 hrs. Las condiciones corresponden a: macr6fagos mas

ipi3o3,[mFrc-rY6f(at:§±s]FREYt'(rsekc:6):mmaaccrr66fi:aggo°s:mpi:qcu]:farm:.]d2e5;al]c:]2o5:ta]i°y°;s}:
estinulo  adiciorml  (-).   Las  celulas  fueron  marcadas  con  anticuerpos  conjugados  y
analizados por citometria de flujo.  Se muestra la expresi6n en veces  de inducci6n de
CD86 en las diferentes condiof ones de macr6fagos. El expelinento se realiz6 para un n
= 5. Las barras indican promedio ± SEM. * : p<0,05.
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ANEXO 4. Actividad meta)oprotcasa en diferentes pelmes de macr6fagos.

Adelnas de la expresi6n de marcadores y la producci6n de citoquinas, evaluamos
la  actividad  de  MMP9,  una  metaloproteasa  envuelta  en  la  degradaci6n  de  matriz
extracelular, en maer6fagos no polarizedos, proinflamatorios y estimulados  con  SRFC
derivado de plaquetas activadas.  Se observ6 (Figura anexo 6) que todos los macr6fagos

preseutan actividad metaloproteasa. Tambien pareciera haber rna leve disminuci6n de la
actividad en  los  macr6fagos  estimulados  con  SRFC.  Dado  que  este resultado  no  mos

pemitid  efectuar una  diferencia  clara entre  los  perfiles  de  macr6fagos  generados,  no
realizamos este elisayo al utilizar plaquetas completas. Pero no descartamos evaluar la
actividad metaloproteasa de esta y otras proteinas en experinentos posteriores, ya que
cumplen roles claves en diferentes procesos biol6ctcos que podrian estar relacionados al

perfil inmunol6gico del macr6fago.

P'      P2     PI    P2  P'    P2
i4D     Arm    rm     M]  skFcsRFc

rty(92")
con 8elatina                     70 "
Tinci6n de coomassie

Sin gelatina
Tinci6n de coorussie

iiEill
Figure Anexo 6: Actividad MMP9 en diferentes pelffles de macr6fagos. Se evalu6 la
actividad de metaloproteasa de  matriz bajo  diferentes  condiciones:  1 )  Macr6fagos  sin
estimulo adicional (M®).  2)  Macr6fagos estinulados con LPS  mas  IFNry  durante  24
hrs., como control de macr6fagos proinflamatorios Owll). 3) Macrofagos estimulados por
24  hrs.  con  SRFC  derivado  de  plaquetas  activadas  (SRFC).  Luego  se  recuper6  el
sobrenadante,  se  separaron  las  proteinas  mediante  rna  electroforesis  en  un  gel  de

poliacrilamida  (SDS-PAGE)  con  gelatina  0,5%,  como  sustrato  para  la  detecci6n  de
actividad  enzinatica  de  Mrs.  ha  actividad  se  revel6  mediante  una  tinci6n  de
coomassie. Se realiz6 un segundo gel sin gelatina como control de carga de proteina. Se
realiz6 el experimento para 2 pacientes a'l y P2).
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ANEXO 5. Histograma de ]a expresi6n de CD206 en macrdfagos proinflamatorios
incubados con e] sobrenadante de macr6fagos estimulados con p]aquetas.

Con el fin de estudiar rna posible repolarizacidn de macr6fagos proinflamatorios
con  macr6fagos  reparadores  obtenidos  del  tratamiento  con  plaquetas.  Estimulamos
macr6fagos proinflamatorios con el sobrenadante de macr6fagos tratados con plaquetas

y   evaluamos   la   expresi6n   de  CD206.   A  continuaci6n   se   muestra  un  histograma
representativo para la expresi6n de CD206 en las diferentes condiciones de macr6fagos.

L=
1.0

CD206 PE-Cy5-A

Figura  Anero  7:  Histograma  expresi6n  CD206  en  macrdfagos  proinflamatorios
estimulados con el sobrenndante de macrdfagus tratados con plaquetas.

66


