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RESUMEN

Antecedentes y ebjetivo: Los macrofagos son células altamente pldsticas que al
activarse pueden polarizar hacia dos perfiles establecidos, cldsico o alternativo. La
activacién clésica, genera macrofagos proinflamatorios. Estas células son eficientes en
defender al organismo contra infecciones y agentes exfrafios. La activacion alternativa
por el contrario, genera macréfagos reparadores, los cuales participan en los procesos
fisiolégicos de mantencion tisular y en ciertas patologias como desérdenes vasculares y
cancer. Las plaquetas, por su parte, son fragmentos celulares que participan en procesos
de inflamacién y de reparacion tisular, Su activacidén libera diversas moléculas que
favorecen la diferenciacion de monocitos a macréfagos no polarizados. Sin embargo, se
desconoce su efecto en la polarizacién de macréfagos. Conocer los mecanismos de
interaccion entre plaquetas y macréfagos, dos actores fundamentales, por ejemplo, en la
progresion del cancer, nos permitiria modular el nicho tumoral. Es por estas razones que
nuestro trabajo se enfoca en el estudio del rol de las plaquetas en la polarizacién de

macrofagos.

Metodelegia: A partir de donantes sanos de Banco de Sangre, se obtuvo Plasma Rico en
Plaquetas (PRP) o Suero Rico en Factores de Crecimiento (SRFC) (derivado de la
activacion del PRP con cloruro de calcio). Se midi6 la concentracién de plaquetas en el
PRP y el contenido de cifoquinas presente en el SRFC. Paralelamente, se cultivaron
monocitos CD14+ purificados mediante “rosetas” en medio RPMI/ SFB/ M-CSF

durante siete dias. Luego, las células fueron cosechadas y caracterizadas morfolgica y




fenotipicamente por microscopia Optica y citometria de flujo, respectivamente. Por
ultimo, los macréfagos generados fueron estimulados durante 24 hrs, con SRFC o
plaquetas completas (PRP), y se realiz0 una caracterizacion fenotipica mediante

citometrfa de flujo y se midié la produccion de citoquinas mediante ELISA.

Resultados: Los macrofagos generados a partir de monocitos humanos, presentaron una
morfologia tipica y expresaron los marcadores clasicos del linaje monocito-macréfago
CDlie, CD14 y CD32. La estimulacién de estos macrofagos no polarizados con SRFC,
que contiene una alta concentracion de TGF-B, no generé diferencias significativas en la
expresion de los marcadores CD206, CD163 y CD86 o en la produccién de citoquinas
en comparacion al control no estimulado. En contraste, ante la estimulacion de
macrofagos con PRP (plaquetas integras) se encontrdé un aumento en la expresion del
receptor de manosa CD206 y en los niveles de IL-10, en relacién al confrol sin
estimulacion. Tanto CD206 como IL-10, son marcadores caracteristicos del perfil

reparador o alternativamente activado.

Conclusién: Las plaquetas integras inducen la polarizacién de macrofagos hacia un
fenotipo reparador (protumoral). Nuestra proyeccién es establecer si en un
microambiente tumoral existe una interaccion entre plaquetas y macréfagos que

promueva el desarrollo y la propagacién 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 infections foreign agents, The alternative activation on the
contrary, generates macrophages involved in repair and related to physiological
processes of tissne 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
unclear 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 Rich
Plasma (PRP) and Rich Serum Growth Factors (SRFC) (PRP 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 characterized morphologically and phenotypically by light microscopy

xii




and flow cytometry, respectively, Finally, macrophages were stimulated for 24 h. using
SRFC or whole platelets (PRP), 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. CD11e, CD14 and
CD32. Stimulation of these non-polarized macrophages with SRFC, which has a high
concentration of TGF-B, did not generate statistically significant differences in the
expression of CD206, CD163 and CD86 markers, neither in the cytokine production,
compared to unstimulated macrophage. In coafrast, upon stimulation of macrophages
with PRP (whole platelets) we found an increase in the mannose receptor CD206
expression and in the IL-10 levels compared to the non-stimulated 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 (protumoral). Cur 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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INTRODUCCION

Las plaquetas son fragmentos celulares que participan en procesos de
inflamacion y reparacién tisular. Estas contienen moléculas que favorecen Ia
diferenciacion de monocitos sanguineos a macréfagos [Ammon y col., 1998]. Sin
embargo, no esta claro si las plaquetas cumplen un rol en el proceso de activacion que
puede generar macréfagos con un perfil inflamatorio o reparador, La polarizacién de
macrofagos ocurre por estimulos y mecanismos diferentes, capacitindolos para
desarrollar una respuesta inmune acorde a su estado de activacién [Ammon y col,,
1998]. Dado que, plaquetas y macréfagos, participan en los procesos de reparacion
tisular, esta investigacion ayudaria a entender de qué manera su interaccién podria
favorecer o revertir un microambiente tolerante que propicie la mantencion y progresion

de enfermedades como el cancer.
Ontogenia y funcién del Macréfage

Los macrofagos son células fagociticas del sisterna inmune innato que se generan
a partir de monocitos circulantes provenientes de la médula dsea. La transformacion del
monocito en macréfago y su posterior activacion incluye cambios morfologicos,
fisiologicos y funcionales que permiten detectar y responder frente a sefiales que no se
encuentran normalmente en tejidos sanos [Geissmann, 2000]. La expresion de ciertos
receptores es crucial para el reconocimiento de estas sefiales. Por ejemplo, ¢l receptor

scavenger y los TLR se unen 2 DAMPs presentes en células apoptoticas y necréticas, o




PAMPs, expresados en microorganismos [Erwig y Henson, 2008 ; Hajishengallis y

Lambris,2011].

Morfolégicamente, los monocitos presentan un nicleo contorneado de gran
proporcion en la célula, y numerosos granulos finos que contienen enzimas lisosomales,
peroxidasa, esterasas y lisozimas. La cromatina es viscosa o con forma de encaje
resaltando la leve inmadurez del leucocito [Rodak y col., 2011]. Una vez en el tejido, los
monocitos se pueden diferenciar hacia macrofagos dependiendo del microambiente.
Estas altimas presentan un mayor tamafio, 2 a 4 veces mayor que los monocitos, tienen
niicleo circular, a menudo con nucléolos, y un patrén de cromatina reticular. También,
los macroéfagos presentan un citoplasma abundante con gran cantidad de granulos,

vacuolas y restos de células fagocitadas [Rodak y col., 2011].

Ademés de la morfologia, los macréfagos son distinguidos de ofros tipos
celulares por la expresion de diversos marcadores de superficie de membrana como
CD68, EMRI1, CDllg, receptores Fc y CD14 [Ammony col., 2000; Khazen y Mbika,
2005]. Siendo este tltimo un marcador de linaje de monocitos que disminuye en
macréfagos. Sin embargo, ninguno de estos es especifico para la poblacién estudiada,
por lo que a2 menudo es necesario generar un panel de marcadores para caracterizar los

macr6fagos utilizados.

En los tejidos, los fagocitos conocidos como macréfagos responden a diversas
seffales (como productos microbianos, productos de dafio celular y diversas citoquinas

provenientes de linfocitos activados) activindose y adquiriendo distintos fenotipos



funcionales. En respuesta a estas sefiales, los macrofagos cambian su morfologia
retrayendo sus prolongaciones y expresando en su superficie distintos marcadores. Esta
activacion puede ser clasificada en; activacion clsica, asociada a Ia inflamacion aguda,
y alternativa, relacionada con la reparacion tisular. Esta polarizacion estd determinada
por la activacion de distintas vias de transduccién de sefiales como NF-xB, JNK, ERK,
p38 y CREB. Mientras estimulos proinflamatorios como LPS y citoquinas inflamatorias
polarizan al macréfago hacia un fenotipo inflamatorio, la presencia de citoquinas anti-
inflamatorias, polarizan al macréfago hacia un fenotipo reparador [Murray v Wyan,

2011}
Macréfagos de tipo inflamatorio

Los macréfagos de tipo inflamatorio participan en la defensa contra diversas bacterias,
protozoos y virus, y presentan un rol en la inmunidad antitumoral [Murray v Wynn,
2011]. La poblacion de macréfagos inflamatorios se obtiene cuando la activacién es
inducida por IFN-y o LPS [Mantovani y col,2013). Se ha descrito que IFN-y en
conjunto con LPS induce en los macréfagos el incremento de Ia capacidad presentadora
de antigenos y diversos mecanismos que permiten la destruccién de patdgenos, como; la
liberacion de enzimas lisosomales, Ia produccion de citoquinas proinflamatorias, la
produccién de intermediarios reactivos de oxigeno y el aumento de éxido nitrico
producido por la enzima iNOS [Martinez y col., 2009; Davis y col., 2013]. Ademds, la
estimulacion de macréfagos con LPS permite Ia secrecion del TNF-o, una citoquina
involucrada en Ia inflamacion y Ia respuesta inmune anti-tumoral, cuya produccién es

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




i

la activacion de TLR4 mediante LPS también permite regular la respuesta inflamatoria
mediante Ia produccién de IL-10, una potente citoquina anti-inflamatoria [Iyer y col.,

2010].

Los macréfagos inflamatorios expresan proteinas de superficie de membrana que
permiten su identificacion, tales corno CD86, CD80 y MHC-II [Re-Giraud y col., 2012].
Otros marcadores que aumentan su expresion en estos macrofagos son los genes que

codifican para la indolamina-pirrol 2 dioxigenasa e iINOS [Mackaness, 1964].

i

Macroéfagos de tipo reparador ;
Los macréfagos de tipo reparador se generan a partir de Ia activacion alternativa
de macrofagos y poseen funciones relacionadas a la remodelacion, repafacién v
cicatrizacion de tejido [Mantovani y col., 2013]. Dicha activacion ocurre por d:iferentes
estimulos originando subpoblaciones de macréfagos reparadores, M2a, M2b y M2c. Los
macrofagos M2a se obtienen in vitro al inducirlos con la citoquina I1.-4 o IL-13. Los
macrofagos M2b son inducidos in vitro por complejos inmunes, LPS ell-lra. Por
ultimo, los macréfagos M2c se obtienen in vitro al estimular con las citoquinas. IL-10 o

l
el factor de crecimiento TGF-$ [Mantovani y col., 2004], La expresion de marcadores de

diferenciacion de macrofagos reparadores permite la identificacion de cada %subtipo.
Mientras que la subpoblacién M2a expresa combinadamente los marcadoresj!CDZOG,
CD163 (receptor scavenger) y Arginasa 1 [Villalta y col., 2009]; Ia subpoblacic')n: M2b se
identifica por la presencia de MHC-II, CD86 y CD163; y la subpoblacién MZO! por los

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




En general, los macrofagos de tipo reparador expresan marcadores comunes
como el receptor scavenger CD163, el receptor de manosa CD206 y la citoquina IL-10,
que le permiten participar en la eliminacion de parésitos, la remodelacion de tejidos y Ia
inmunosupresiéon [Hao y col., 2012]. La citoquina IL-10 expresada por macrofagos
reparadores, promueve la produccion de IL-4 por las células T2 v la cicatrizacion de
hhen'das, ya que puede activar la arginasa 1, lo que contribuye a la produccién de matriz

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

Ademas de los marcadores de superficie, los macréfagos reparadores se pueden
distinguir de los macrofagos inflamatorios mediante el metabolismo diferencial de L-
arginina. Macréfagos inflamatorios regulan el aumento de iNOS para catabolizar L-
arginina a oxido nitrico y citrulina, mientras que los macrofagos reparadores inducen la
arginasa 1 que metaboliza arginina a ornitina y poliaminas, precursores necesarios para

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

Interesantemente, el macréfago de perfil reparador se ha visto asociado a la
progresion de diversos canceres. Esto se debe a que promueve un microambiente
tolerante para el crecimiento del tumor. Secretan citoquinas y proteasas que promueven
la angiogénesis, el crecimiento, metdstasis ¢ inmunosupresion [Hao y col, 2012;
Mantovani y col., 2002]. Ademis, estudios demuestran que en cdncer de mama se
producen citoquinas anti-inflamatorias como IL-10 y TGF-B, que polarizan los
macréfagos de tipo inflamatorio a reparador, evadiendo asf la respuesta inmunoldgica y

favoreciendo la imunosupresi6n en el nicho tumoral [Sica y col., 2008].




Estructura y rol de las Plaquetas

Las plaquetas son fragmentos citoplasmaticos pequefios de aproximadamente 2
um. de didmetro derivados de la fragmentacion de células precursoras megacariocitos,
las cuales forman parte del tejido hemocitopoyético de la médula 6sea [Semple y col.,
2011]. Estan formadas por una membrana de fosfolipidos que es cubierta con
glicoproteinas e integrinas esenciales para los procesos de adhesién, agregacién y
activacién plaquetaria. Las glicoproteinas conectadas forman el glucocalix que contiene
mdltiples proteinas integrales provenientes del plasma, entre ellas se encuentran los
antigenos ABO de la plaqueta y el linfocito humano (HLA), los receptores de trombina,
adrenalina, el factor de von Willebrand, ADP y PAF [Fristma, 1988]. En el citosol
conticnen tres tipos de granulos: 1) granulos densos, que contienen agonistas de
plaquetas tales como serotonina y ADP que amplifican la activacién plaquetaria; 2)
granulos «, que contienen proteinas para potenciar los procesos de activacion y
coagulacion, principalmente: el factor 4 plaquetario, PDGF, la fibronectina, el
fibrinégeno, los factores de la coagulacion y la citoquina TGF-B, donde este tltimo se
encarga de estimular el depdsito de matriz extracelular; y 3) granulos lisosomales, que

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

Las plaquetas regulan la hemostasia, iniciando la formacién de codgulos y

i
trombos, y son una fuente natural de factores de crecimiento [Semple y col., 2011]. Su
mecanismo de accién ocurre en fres pasos, el fenémeno de adhesién, activacion y

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

través del colageno expuesto. Luego en la activacion, ocurre la fijacion del coldgeno, la




formacion de trombina y de receptores de glicoproteinas como GPIv/IIla. El
fibrinégeno y otras proteinas adhesivas se unen a este receptor glicoproteico generando
el tercer paso, el fenémeno de agregacion plaquetaria. En este wltimo paso se requiere de
actividad metabdlica celular y se liberan sustancias desde los granulos plaquetarios, en

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

Para promover su funcién, las plaquetas reclutan leucocitos y células
progenitoras a los sitios de dailo y trombosis. Ademads, almacenan, producen y liberan
factores proinflamatorios, anti-inflamatorios y angiogénicos a la circulacién, lo que

estimula la generacion de trombina [Smyth y McEver, 2009].
Plaquetas y el sistema inmune

Ademads de la funcién primaria de las plaquetas en la hemostasia y trombosis, las
plaguetas influyen en los procesos de inflamacion y reparacion, manteniendo la
integridad vascular y la cicatrizacion de heridas. La regulacion de estos procesos se
logra gracias a la expresion de receptores inmunolégicos y de adhesion en las plaquetas,
y por la liberacion de mediadores inflamatorios que favorecen el reclutamiento de
macrofagos y otros leucocitos a los sitios de dafio [Smyth y col., 2009]. Al mismo
tiempo, las plaquetas poseen un sistema canicular abierto, que en comjunto con
receptores de reconocimiento especializados, confribuyen a la endocit(:)sis de

componentes séricos, de antigenos e incluso de patogenos, lo que favorece la respuesta

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




Luego de la inflamacion ocutre la cicatrizacion de tejido, que comienza con un
aumento en el mimero de fibroblastos y macréfagos reparadores, mientras la cantidad de
neutrofilos decrece. Se termina la produccion de mediadores inflamatorios y los
presentes se inactivan o son eliminados por difusion y macréfagos reparadores [Steed,
1997]. Asi, en el area de dafio permanecen sustancias que promueven el reclutamiento,
crecimiento y morfogénesis de células, que corresponden a citoquinas, factores de
crecimiento u otras sustancias liberadas o presentes en la superficie de plaquetas

activadas [Nurden y col., 2008].

Dada la participacion de las plaquetas en los procesos de cicatrizacién de tejido,
el uso terapéutico de los factores de crecimiento derivados de las plaquetas estd muy
extendido. Entre sus usos clinicos se encuentran: regeneracion de hueso en odontologia
y cirugia maxilofacial, cirugia cosmética, cicatrizaciéon de heridas en ilceras, cirugia
ortopédica, reparaciéon de tendones y ligamentos, regenmeracién nervio-facial, etc.
[Nurden y col., 2008]. Para ello se¢ utilizan preparados autologos como PRP, un
concentrado plaquetario, o SRFC, que corresponde al sobrenadante derivado de las
plaquetas activadas en el PRP [Nurden y col., 2008]. Cabe destacar que los efectos
terapéuticos obtenidos del uso de PRP y SRFC se deben principalmente a los factores de
crecimiento, mencionados anteriormente, PDGF y TGF-B, donde este tiltimo par!:icipa de
la regeneracién de tejido conectivo y hueso, estimula la deposicion de mfam'z de

coligeno y tiene propiedades anti-inflamatorias que favorecen sus efectos [Marx y col.,

1998].




Por otro lado, se han asociado las plaquetas con la progresién tumoral en
diversos tipos de cancer, y el uso de antiplaquetarios ha sido reportado como un
tratamiento efectivo en algunos tipos de neoplasias [Smyth y col.,, 2009]. Reportes
recientes vincunlan la inhibicién de la activacién plaquetaria con una respuesta inmune
antitumoral mas efectiva [Gay y Felding-Habermann, 2011]. Estudios indican que puede
deberse a que las plaquetas: 1. Secretan factores que promueven el crecimiento tumoral
-y la angiogénesis. 2. Potencian la adhesién de las células tumorales al endotelio
facilitando la extravasacion. 3. Rodean a las células tumorales protegiéndolas de la
inmunovigilacia [Goubran y col., 2014]. Entre los factores de crecimiento derivados de
las plaquetas que favorecen la progresién del céncer se encuentra TGF-B, una citoquina
de propiedades inmunosupresoras que altera la respuesta de linfocitos T
transformandolos en linfocitos T reguladores [Goubran y col., 2014]. Interesantemente,
muchos estudios apuntan a que TGF-B ademds de promover la angiogénesis, estimula la
liberacion de metaloproteinasas en células de melanoma humano, lo que favoreceria la
generacion de metstasis. Resultados similares han sido reportados para otros cdnceres
como cancer de mama, carcinoma de prostata y sarcoma de Kaposi [Mantovani y col.,

2009].




Interaccion plagueta - macrofagos

Estudios muestran que las plaquetas activadas son capaces de participar en la
diferenciacién de monocitos hacia macrofagos [Ammon y col., 1998; Passacquale y col.,
2011]. También hay estudios que muestran que los macréfagos aumentan Ia fagocitosis
de plaquetas activadas via el receptor scavenger, aumentando la secrecion 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 formacién de placas de ateroma en humanos, existe una
relacién entre la activacion plaquetaria y las liproproteinas de baja densidad [Aviram y
Brook, 1987], afectando el ingreso de lipoproteinas al macréfago, lo que provoca un
aumento en la secrecion de citoquinas proinflamatorias [Persson y col., 2006]. Por otro
lado, también se ha visto un efecto de los macréfagos sobre las plaquetas. Por ejemplo,
la produccion de PAF por parte de los macrofagos, que origina la agregacion /
degranulacion plaquetaria, ¢ induce la inflamacién y cambios en la permeabilidad del

epitelio [Menica-Huerta y col., 1978].

Presentacion del problema a estudiar

Estos antecedentes muestran que tanto plaquetas como macréfagos participan en
los procesos de inflamacion y reparacion de tejido. Y si bien se ha visto una interaccién
enfre plaquetas y macréfagos 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, aiin no ha sido establecido el fenotipo, el perfil inmunoldgico y la
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funcion de los macréfagos al ser estimulados con SRFC derivado de plaguetas o de una
interaccién directa con la plaqueta. En este proyecto, pretendemos definir si las
plaquetas son capaces de polarizar a los macréfagos y establecer el rol inmunologico

potencial que cumple esta interaccion.

En diversos trabajos se ha establecido separadamente la contribucién de
macrofagos de perfil reparador y de plaquetas en el desarrollo de diferentes fenémenos
incluidos los procesos tumorales como la angiogénesis, el crecimiento tumoral,
metastasis, inmunosupresion y el remodelamiento tisular. Sin embargo, la comunicacién
celular y los mecanismos de cémo estas células pudiesen relacionarse para favorecer
determinados fenémenos no es bien conmocida. Este proyecto es una primera
aproximacion para establecer si existe una comunicacién entre plaquetas y macréfagos,
que permita comprender de qué manera interactiian en el nicho tumoral favoreciendo un

microambiente tolerante que propicie la mantencién y propagacion del tumor,

En particular, y dado que tanto plaquetas como macréfagos estan asociados a la
progresién tumoral, al favorecer la respuesta de tipo anti-inflamatoria o reparadora,
creemos que las plaquetas podtian inducir a los macréfago hacia un perfil de tipo

reparador,
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Hipdtesis

“Las plaquetas dirigen la polarizacién de macréfagos humanos hacia un perfil fenotipico

reparador o protumoral”

Objetive General

Estudiar Ia participacion de las plaquetas en la activacion y polarizacién de macréfagos

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

Objetivos especificos

1. Caracterizar el concentrado plaquetario utilizado para la estimulacién de

macrofagos.

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

derivado de plaquetas.

3. Evaluar fenotipicamente el perfil de macrofagos al estimular con plaquetas

completas.
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METODOLOGIA

1. Preparacién de Plasma Rice en Plaguetas (PRP) y Suero Rico en Factores de

Crecimiento (SRFC).

20 mi de sangre obtenida de donantes sanos de Banco de Sangre fue utilizada
para preparar ¢t PRP. La sangre fue depositada en fubos de 4 ml que contienen 1,5 ml de
ACD (citrato de trisodio 22 g/l, 4cido citrico 8 g/l y dextrosa 24,5 g/l) 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 (PPP), PRP y c€lulas sanguineas. Se recuperaron las fracciones de PPP y PRP
separadamente, y se midi6 la concentracion de plaquetas mediante un hemocitémetro.
Posteriormente, ambas fracciones fueron activadas con 50 pl de cloruro de calcio al 10
% por cada 1 ml de PRP o PPP. Luego de 10 minutos se formé un codgulo (trombo) y se
esper6 por ofros 20 minutos para obtener la retraccion del codgulo. A continuacién, se
centrifugé a 2000 x g y se recolecté el sobrenadante del PRP, que cormresponde al
SRFC. EI sobrenadante de PPP fue utilizado como control en el analisis de Ia expresién

de citoquinas por ELISA del SRFC.

2. Medicién de citoquinas en el SRFC,

Se midi6 la concentracién de las citoquinas TGF-8, IL-1p, IL-10 y TNF-u en el

SRFC derivado de plaquetas obtenido de donantes sanos, mediante el kit Human ELISA
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Ready-SET-Go (Ebiosciences, CA, USA) para las correspondientes citoquinas. Para la
deteccion de TGF-B1, se utilizaron las instrucciones dadas por el manufacturador. En
breve, se sensibilizd la placa de ELISA con un anticuerpo de captura de TGF-$1 durante
12 hrs. a 4°C. Posteriormente, se lavaron las células de la placa con 0,05 % Tween-20 en
PBS 1X para eliminar el exceso de anticuerpo y se bloquearon los pocillos mediante la
solucién dituyente del kit por 1 hr. a temperatura ambiente, Se lavé la placa y se agregé
una dilucién 1:10 de SRFC, durante 2 hrs. a temperatura ambiente. Se realizdé un
siguiente lavado y a continuacion se activé el TGF-B1 latente, contenido en el SRFC,
mediante Ia exposicién a 1 N de 4cido clorhidrico durante 10 minutos y neutralizados
por agregacion de hidréxido de sodio. Luego, se lavd la placa y se incubd con el
anticuerpo de deteccién para TGF-B1 por 1 hora a temperatura ambiente, Se lavo la
placa y se incubd con una enzima conjugada a avidina, Avidin-HRP, durante 30 minutos
a temperatura ambiente. Finalmente, se lavo la placa minuciosamente para eliminar el
exceso de solucion y se agregd el sustrato, que permite el cambio de coloracién para
observar las concentraciones de TGF-P presentes en los sobrepadantes. La reaccion se
detuvo con 4cido sulfirico 2 N al cabo de 10 minutos v se midié a 560 nm el cambio
colorimétrico en el lector de ELISA. El mismo protocolo de ELISA se utilizd para la
deteccion de IL-10, IL-1B y TNF-o, con la diferencia de que no requirieron de Ia
activacion de las citoquinas ya que se encuentran en su forma inmunoreactiva en el

Suero.
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3. Generacién in vitro de macréfagos 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 ul de un céctel de
enriquecimiento de monocitos humanos CD14™ del Kit Rossette Sep de STEMCELL,
que realiza una seleccion por deplecién negativa. Se incubaron durante 30 minutos a 37°
C. Luego, se agregaron 10 ml de PBS 1X suplementado con SFB al 2%, y la mezcla se
depositd en un falcon con 10 ml de Ficol. El tubo se centrifugé durante 20 minutos a
1200 RCF y luego se recuperé el anillo celular que corresponde a la fraccion de
monocitos. Posteriormente se lavaron las células agregando 20 ml de PBS 1X, y se
centrifugaron durante 5 minutos 2 400 x g. Se deseché el sobrenadante y el pellet se
resuspendio6 en 5 ml de buffer ACK para eliminar los eritrocitos residuales. Luego de 10
minutos a 37° C de incubacién, se centrifugd durante 5 minutos a 400 x g. El pellet se
resuspendio en 20 ml de PBS 1X y se centrifugé 5 minutos a 400 x g. Se repitié el
lavado pero se centrifug6 a 200 x g para eliminar las plaquetas residuales. El pellet se
resuspendié en RPMI 1640 y se evalio la viabilidad y el nimero de monocitos CD14*
obtenidos mediante Tripan blue, bajo microscopio. Se sembraron 3 miliones de células
CD14" en 2 ml de RPMI 1640 / 10% SFB suplementado con M-CSF a una
concentracién de 50 ng/ml. Transcurridos 3 dias de incubacion a 37° C se adiciond el
medio de cultivo fresco junto con la citoquina M-CSF. Luego de 7 dias de cultivo, las

c€lulas fueron cosechadas y luego analizadas morfologica y fenotipicamente.
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4. Evaluacién morfolégica de los macréfagos generados mediante tincién celular.,

La morfologia de las células obtenidas se evalué mediante una tincién
hematoxilina-eosina bajo un microscopio de tuz. Luego de 7 dias de incubacién con M-
CSF, los macrofagos fueron cosechados de la placa mediante un rastrillo y se
depositaron 200 pl de células en PBS 1X en un eppendorf de 1,5 ml. Las céhulas fueron
fijadas sobre un portaobjeto y se realiz6 una tincién 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. Evaluacién de marcadores de superficie de los macréfagos generados mediante

citometria de flujo.

Los macrofagos obtenidos fueron caracterizados fenotipicamente mediante un
panel de anticuerpos anti: CD14 y CDlle, conjugados con el fluordforo PE (BD,
PharMingen, San Diego, Ca, USA), y CD32, conjugado con APC (BD). El analisis se
realizd usando citometria de flujo. Para ello las células fueron cosechadas de la placa
mediante un rastrillo estéril (cell scrapers), depositadas en tubos falcon y lavadas con
PBS 1X suplementado con SFB al 2%. Luego, se traspasaron 200 pl de células a cada
pocillo en una placa de 96 pocillos fondo V (250 mil células por pocillo). Se centrifugd
la placa y se resuspendieron las células con los anticuerpos, para incubar durante 30

minutos en oscuridad y a 4° C. Se centrifugo Ia placa y se lavé el exceso de anticuerpo

dos veces con PBS 1X suplementado con SFB al 2%. Las células tefiidas fueron fijadas




en paraformaldehido al 2% durante 12 hrs. Finalmente, se lavé el paraformaldehido
mediante la solucién de lisis FACS (BD) y se realizé la lectura en el citémetro

FACSVerse (BD). Se realizaron controles negativos sin anticuerpo para cada paciente.
6. Estimulacién in vifre de macréfagos usando PRP o SRFC.

3 x 10° macr6fagos generados a partir de monocitos humanos fueron estimulados
con 3 x 10°® plaquetas o el equivalente de SRFC. Para comparar los macréfagos
generados por la estimulacién con plaquetas, se estimularon macréfagos con; 1) LPS
(100 ng/ml) mas IFN-y (20 ng/ml), para generar macrofagos con perfil inflamatorio.
Ademas, se incubaron macrdfagos en presencia de Cloruro de Calcio 10 mM como
control interno de la estimulacion con SRFC. Se utilizaron macréfagos sin estimulo para
comparar el efecto de los tratamientos del PRP o SRFC en la polarizacién del
macrofago. Para todas las condiciones se usaron placas de 24 pocillos y se incubaron a
37° C durante 24 hrs. Finalizada la incubacién, el sobrenadante se recuperd y almacend
a ~-80° C. Se agregd PBS 1X suplementado con SFB al 2% y se cosecharon las células
adheridas a Ia placa de forma mecanica, mediante un rastrillo estéril, para su analisis por

citometriz de flujo.

7. Evaluaciéon de marcadores de superficie de macréfagos estimulados con

plaquetas o SRFC.

Los macrofagos estimulados con SRFC o plaquetas completas fueron

fenotipificados mediante el panel de anticuerpos anti: CD86, CD206 y CD163,
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conjugados a los fluoréforos PE-Cy5 (eBIOSCIENCE), FITC (BioLegend) y PE
(eBIOSCIENCE), respectivamente. El andlisis se realizé usando citometria de flujo,

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

8. Evaluacién de Ia produccién de citoquinas en los macréfages estimulados con

plaquetas o SRFC,

A partir de los sobrenadantes de macréfagos estimulados con plaguetas
completas, SRFC derivado de plaquetas activadas, y los controles apropiados, se
determiné la produccién de citoquina IL-10 v TNF-o, mediante el kit Human ELISA
Ready-SET-Go (Ebiosciences, CA, USA) para las correspondientes citoquinas. El
protocolo de ELISA corresponde al descrito en el punto 3 de la Metodologia para

citoquinas en su forma inmunoreactiva.

9. Anilisis de datos.

Todos los experimentos fueron realizados utilizando el analisis estadistico T de
Student de términos pareados con una cola, para determinar las diferencias significativas
entre tratamientos con n > 3. Las diferencias se consideraron significativas a un nivel p<

0,05. El analisis estadistico se realizé usando el software GraphPAD Prism.
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RESULTADOS

1. Caracterizacion del concentrade plaquetario utilizado para la estimulacién de

macréfagos.

1.1 Medicién de la concentracién de plaquetas en preparades sanguineos

provenientes de donantes sanos.

Se evaludé la concentracion de plaquetas en el PPP y PRP obtenido en seis
muestras sanguineas provenientes de 6 donantes sanos mediante un hemocitometro, El
contenido de plaquetas en el PPP tiene un promedio de 188 x 10* = 121 plaquetas / pl,
mientras que el PRP contiene 785 x 10° + 247 plaquetas / jil, aproximadamente cuatro
veces mas conceniracion que el PPP (Figura 1), este resultado concuerda con lo descrito
en la literatura [Mazzocca y col., 2012] y permite validar el protocolo de obtencién de
plaquetas para la estimulacion de los macrofagos. En relacion a la pureza del PRP, esta
fue de un 99% de plaquetas y el 1% restante correspondia a eritrocitos y leucocitos. En
experimentos posteriores de estimulacion de macréfagos 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 filiro no superd los 20 células / pl de
acuerdo a mediciones realizadas con el hemocitémetro. En el caso del SRFC, el filtrado

se realizo con filtro microbiologico de 0,22 pM que descarta los elementos celulares

presentes, incluido los restos plaquetarios.
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Figura 1: Comparacién de la concentracién plaquetaria en las dos fracciones
plaquetarias recolectadas. Se analizd por hemocitémetro el contenido de plaquetas en
PRP y PPP de 6 donantes sanos. Se indica el contenido de plaquetas por pl. Las barras

indican promedio = SEM. *: p <0,05.
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1.2 Medicion de la concentracién de citoquinas en las fracciones activadas de PRP

(SRFC) y PPP.

Las plaquetas contienen diferentes moléculas como factores de crecimiento vy
citoquinas que podrian inducir la polarizacion del macrofago. Entre estas moléculas, el
TGF-p e IL-1P se encuentran presentes en alta concentracién en las plaquetas y son
liberadas al momento de Ia agregacién plaquetaria [Andia y Maffulli, 2013]. Decidimos
evaluar estas citoquinas para establecer su concentracién en el preparado y verificar la
activaci6n funcional de la plaqueta. Ademas, se evalu6 la presencia de I1.-10 y TNF-o en
los preparados plaquetarios. Cabe recordar que la 1L-10 y el TNF-a son producidas
principalmente por macrofagos reparadores e inflamatorios, respectivamente [Mantovani
y col., 2004]. La medicion de estas citoquinas en el PRP activado (0 SRFC) se hizo para
descartar Ia contribucion de la plaqueta, a los niveles de citoquinas encontradas en los
sobrenadantes de cultivo de macrofagos estimulados con preparados plaquetarios que se

hicieron posteriormente,

Nuestros resultados mostraron que la concentracién de TGF-P en el PRP fue de
13132 + 3357 pg/ml mientras que los niveles de TGF-B en el PPP alcanzaron 6376 +
2874 pg/ml (Figura 2), siendo practicamente el doble en la primera. Por otro lado, no se
encontraron diferencias significativas en la concentracion de la citoquina T1.-1B, mientras

que los niveles de TNF-a € IL-10 fueron indetectables en el PRP y PPP (Tabla 1).
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Figura 2: Expresién de Ia citoquina TGF-B en las fracciones plaquetarias. El
contenido de TGF-p fue determinado mediante ELISA en el sobrenadante generado de
plaquetas activadas (SRFC). Concentracion de TGF-B pg/ml en las fracciones de
plaquetas PRP y PPP. El experimento se realizé para un n = 6. Las barras indican

promedio = SEM. *: p < 0,05.
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Citequina PPP [pg/ml] PRP [pg/ml] Observacion
TGF-p 6376 2874 13132 + 3357 P <0,05
I-1B 18,9 £7,69 209+72 NS

IL-10 <2 * <2 % NS

TNF-o. <2 * <2 ¥ NS

*Bajo el nivel de deteccion del Kit

Tabla 1: Expresién de cifoquinas en las fracciones plaquetarias, El contenido de

estas citoquinas fue determinado mediante ELISA en el sobrenadante generado de

plaquetas activadas o SRFC. La tabla muestra Ia concentracién promedio de citoquina en

¢l PRP y PPP mas la desviacion estandar, para unn = 6.
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2. Generacién de macréfagos in vifro a partir de monocitos CD14+ humanes.

2.1 Fenotipificacién de macréfagos mediante morfologia.

Para ver el efecto que tenian las plaquetas sobre los macréfagos primero fue
necesario establecer la generacion de macréfagos. Ellos se obtuvieron mediante
protocolos establecidos en la literatura [Martinez y col., 2006]. Se realizd un andalisis
morfoldgico mediante una tincién hematoxilina-eosina sobre monocitos cultivados
durante siete dfas con y sin M-CSF. En la imagen de la Figura 3 se muestra claramente
que los monocitos tratados y no tratados con M-CSF presentan una morfologia diferente,
también, las células tratadas con M-CSF presentan caracteristicas morfol6gicas similares
a macréfagos tefiidos con hematoxilina-eosina, donde los micleos son de color violeta y
¢l citoplasma de color rosa. El tamafio de los monocitos estimulados con M-CSF es 2 a 4
veces mas grande que los monocitos sin estimulo. Ademss, se observé que los
monocitos contenian un niicleo redondo o con forma de rifién, denso y que ocupaba una
gran parte de la célula, un citoplasma pequefio, redondo y con presencia de granulos
finos. En cambio los macrofagos, presentaron un niicleo redondo, granular, menos
denso, y un citoplasma abundante, redondo y con una gran cantidad de granulos y
vacuolas, coherentes con la forma de un macréfago. Se observaron algunas células de
mayor tamafio en la muestra de monocitos, aunque en una proporcién mucho menor, y
que corresponden probablemente a monocitos que se diferenciaron hacia macréfagos sin
un estimulo adicional. Por tltimo, no se encontraron linfocitos, eritrocitos ni otros

leucocitos en los cultivos celulares.
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Figura 3: Morfologia de los monocitos y macréfagos generados in vitro.
Visualizacion microscopica de monocitos de sangre periférica (A) y macrofagos
obtenidos in vitro (B). Tincion hematoxilina-eosina, microscopia de luz inmersion 100X.

"1 va" = unidad arbitraria.
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2.2 Fenotipificacion de macréfagos mediante Ia expresion de marcadores de

superficie.

Debido a que no existen marcadores de superficie especificos de Ia poblacién de
macréfagos, generamos un panel de marcadores de superficie para caracterizar a
nuestros macrofagos generados. Para ello se evalud mediante citometria de flujo la
expresién de CD14, un marcador de linaje de monocitos, y CD1lc y CD32, una
molécula de adhesién y un receptor Fe, respectivamente, que aumentan su expresion en

macréfagos [Ammon y col., 2000].

La Figura 4 muestra el resultado de la citometria de los antigenos CD14, CDl1¢
y CD32. De acuerdo a la citometria, no se observaron diferencias en el tamafio o la
complejidad celular como las encontradas en el analisis morfologico realizado
anteriormente. Una explicacién a este hecho, es que la adquisicion de células en
citometria fue realizada en una escala logaritmica que no permite evaluar claramente Ia
morfologia celular dentro del linaje monocito-macréfago. Sin embargo, de acuerdo a los
marcadores utilizados si encontramos diferencias entre los dos cultivos celulares. Se
seleccioné la poblacién celular de acnerdo al tamafio y la complejidad celular, para
luego analizar los marcadores de diferenciacién de las células monocito-macréfago.
Nuestros resultados mostraron que el marcador CD14 disminuyé su expresién en las
células cultivadas con M-CSF hasta el dia 7, cuando adquieren una morfologia
equivalente a la de un macréfago, lo que concuerda a lo esperado. Por ofro lado, el
marcador CD11lc aumenté su expresion en células tratadas con M-CSF (considerados

macréfagos), 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 células tratadas
con M-CSF, expresaron los marcadores analizados, demostrando que Ia poblacién
generada es una poblacién homogénea cuyo fenotipo en comparacion a los monocitos no
tratados fue CD14"°" CD11¢M# CD32+. Este fenotipo corresponderia a un macréfago no
polarizado, validando el protocolo de generacion de macréfagos a partir de monocitos

humanos.
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Figura 4: Expresion de marcadores de superficie en monocitos (MON) vy
macréfagos (MO) analizados mediante citometria de flujo. Expresion de marcadores
de superficie en monocitos de sangre periférica estimulados durante 7 dias con M-CSF
(M@), o sin estimulo (MON). Las células fueron marcadas con distintos anticuerpos
conjugados y analizados por citometria de flujo. A) Corresponde a la seleccion de la
poblacion donde se encuentran los MON y M@, mediante la complejidad granular (SSC)
y el tamafio (FSC) de las células. B) Histogramas de la expresion de CD14, CD32 y

CDl11c obtenidos a partir de la poblacion seleccionada en A.
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Antigeno MON M@ Observacién

CD32 187+3,5 208+10,1 NS
CDl11c¢ 1125+145 16594212 P < 0,05
CDh14 698+13,5 480+41 P <0,05

Tabla 2: Comparacién de la intensidad media de fluorescencia de marcadores de
s;lperficie en monocitos (MON) y macréfagos (M@). Los monocitos corresponden a
células purificadas de muestras sanguineas y analizadas por citometria de flujo. Los
macrofagos fueron generados a partir de monocitos cultivados durante siete dias con M-
CSF, y luego analizados por citomeiria de flujo. La tabla muestra la expresién media de
los marcadores de superficie: CD32, CD11c y CD14 mas el error estindar, obtenida para

unn=3,
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3. Fenotipificacién mediante marcadores de superficie de macréfagos estimulados

con SRFC.

Los macréfagos generados fueron cultivados con SRFC (equivalente a 1000
plaquetas / pl) para evaluar su rol en la polarizacién de macrofagos. Luego de la
estimulacion por 24 hrs, se evalud la expresién de la molécula coestimuladora CD86, y
Ias moléculas CD206 y CD163, asociadas a macrofagos reparadores. Ya que el SRFC se
obtuvo Inego de la activacion de plaquetas con cloruro de calcio, se utilizé un control
adicionando esti moiécula al cuitivo de macréfagos a la misma concentracion utilizada
para activar las plaquetas. Se generd ademas, un cultivo de macrdfago de tipo
inflamatorio [Martinez y col,, 2006] para establecer si los macrofagos tratados con
SRFC presentaban un perfil similar. En el anélisis por citometria de flujo se realizé una
doble seleccion de la poblacion, primero mediante tamafio y complejidad y luego dentro
de la poblacion se seleccionaron las células CD14+ (Figura 5). Nuestros resultados
mostraron que no hubo diferencias significativas en los marcadores CD206, CD163 y
CD86, en relacion al macréfago sin estimulo. Esto nos hizo suponer que a pesar del alto
contenido de TGF-B en el SRFC, a 24 horas no es un estimulo suficiente para polarizar
al macréfago hacia un perfil reparador. Cabe mencionar que los macrofagos tratados con
cloruro de calcio disminuyeron la expresién de los marcadores CD206 y CD163 (Figura
5). El perfil citométrico generado con calcio se asemeja mas a lo que ocurre con los
marcadores en el macréfago proinflamatorio, aunque como lo demostramos mas
adelante no produce IL-10 y TNF-o. No tenemos una respuesta a esta observacion,

aunque podria ser interesante en modelo dseo.
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Figura 5: Evaluaciéon de marcadores de superficie en macréfagos estimulados con
SRFC. Expresion de marcadores en la superficie de macrofagos estimulados durante 24
hrs. con: LPS mas IFN-y, SRFC derivado de plaquetas, cloruro de calcio (Ca'™") o sin
estimulo adicional (-). Las células fueron marcadas con distintos anticuerpos conjugados
y analizados por citometria de flujo. A) Representacion del protocolo experimental
realizado. B) Corresponde a la seleccion de la poblacion de macrofagos por
granularidad (SSC) y tamafio (FSC) de las células, y luego mediante la expresion de
CD14. C) Expresién de CD206, CD163 y CD86 en las diferentes condiciones de M@, a
partir de la poblacion CD14 positiva. El experimento fue realizado para un n = 5. Las

barras indican promedio + SEM. * = p < 0,05, en comparacion al control sin estimulo.
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4. Fenotipificacion mediante marcadores de superficie de macréfagos estimulados

con plaquetas completas (PRP).

Ya que el SRFC derivado de plaquetas parece no generar un efecto en el fenotipo
de los macréfagos, al menos en 24 hrs., pensamos que tal vez seria necesaria una
interaccién directa con las plaquetas integras. Para ello se co-incubaron macréfagos con
plaquetas enteras durante 24 hrs. y se evaluaron los marcadores de superficie CD206,
CD86 y CD163. La poblacién de macréfagos CD14+ fue seleccionada igual que en el

experimento anterior, descartando la presencia de plaquetas en la ventana citométrica.

Nuestros resultados muestran que los macréfagos estimulados con plaquetas
completas aumentaron significativamente la expresion de CD206, mientras que
disminuyeron CD163, comparados a los macr6fagos sin tratamiento. Se observd ademas,
una disminuciéon en el marcador CD86, asociado a un perfil inflamatorio. Esta

disminucién también fue observada en los macréfago tratados con LPS mas INF-y

(Figura 6).
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Figura 6: Evaluacion de marcadores de macréfagos estimulados con plaquetas
completas. Expresion de marcadores en la superficie de macréfagos estimulados durante
24 hrs. con: LPS mas IFN-y, plaquetas enteras (PLT), o sin estimulo adicional (-). Las
células fueron marcadas con distintos anticuerpos conjugados y analizados por
citometria de flujo. Los macrofagos fueron previamente seleccionados por tamafio y
granulosidad, y mediante la expresion de CD14. A) Representacion del protocolo
experimental realizado. B) Expresion 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 comparacion al control sin estimulo.

La incubacion de macrofagos con plaquetas aumentd el marcador CD206 y
disminuy6 CD86, lo que favoreceria una polarizacion hacia un fenotipo reparador de
macrofagos al cabo de 24 hrs. Para consolidar nuestra idea evaluamos la produccion de

citoquinas descritas para macrofagos inflamatorios o reparadores.
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5. Produccién de citoquinas en el sobrenadante de macréfago estimulados con

plaquetas o SRFC,

Para caracterizar mejor el tipo de macrofagos generado se midié la produccion de
IL-10 y TNF-a en el sobrenadante de macréfagos estimulados con SRFC o PRP. Se
observd que s6lo los macréfagos estimulados con PRP (plaquetas integras) anmentan la
produccion de IL-10 con respecto al macrofago sin tratar (Figura 7). Este aumento
alcanzo ocho veces el nivel basal, mientras que el control de macréfagos tratado con
LPS mas INF-y aumenté esta cifoquina en veinte Ordenes 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 relacion a los 80-100 pg/mli
producidos por el macrdfago tratado con PRP. Por lo tanto, los niveles de IL-10 se deben
exclusivamente a la produccidn del macréfago. En relacién y como era de esperar, los
macrofagos tratados con LPS mas INF-y aumentan significativamente 1a produccioén de
TNF-a, mientras que no se observo una variacion para la produccion de esta citoquina
en los macrofagos estimulados con SRFC o PRP con respecto al macrofago sin tratar.
Este resultado concuerda con el obtenido al medir la expresion de marcadores de

superficie en macrofagos.

Finalmente, los macréfagos estimulados con plaquetas completas durante 24 hrs.
aumentan la expresion del receptor de manosa (CD206) y la produccion de la citoquina

IL-10, generandose un macréfago con caracteristicas reparadoras.
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Figura 7: Evaluacién de la produccién de citoquinas en macréfagos estimulados
con plaquetas o SRFC. Produccion de citoquinas en macréfagos estimulados por 24
hrs. con LPS + IFN-y, plaquetas enteras (PLT), SRFC (SRFC), cloruro de calcio (Ca™)
o sin estimulo adicional (-). El sobrenadante de las células fue recolectado y almacenado
a -80°C, para posteriormente realizar el ELISA de IL-10 y TNF-a. A) Representacion
del protocolo experimental realizado. B) Produccion de IL-10 y TNF-a en los M@ bajo
diferentes condiciones. Se realiz6 el experimento para un n = 3. Las barras indican

promedio + SEM. * = p < 0,05, en comparacion al control sin estimulo.
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6. Evaluacién fenotipica de macrdfagos al estimular con concentraciones crecientes

de plaguetas.

En el experimento anterior se utilizé una relacion de 1:1000 entre macréfagos /
plaquetas. En esa razén, los marcadores CD206 y CD86 varian su expresién en el
macrofago. Para determinar si el cambio fenotipico observado anteriormente es o no
dosis-dependiente se estimulé a los macréfagos con diferentes concentraciones
plaquetarias, generdndose una relacién de 1/125, 1/250, 1/500, 1/1000 entre macrofago /
plaqueta. No se utilizaron concentraciones mayores de plaguetas, debido a que se forma
una “costra” en el cultivo que hace imposible disgregar las células para su anélisis por
citometria de flujo. En Ia evaluacién, se observd que a medida que aumenta la relacion
macrofago / plaqueta, aumenta significativamente y de forma lineal la expresién de
CD206 llegando a su méxima expresion en 1000 plaquetas por macréfago (Figura 8).
Esto confirmé que los macrofagos tratados con plaquetas en una relacion 1/1000 logra el
efecto méximo en el marcador CD206. Otros trabajos que han investigado la interaccion
enfre plaquetas y monocitos u otros leucocitos han llegado a la misma relacién dosis-
efecto [Maitre 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 expresion
de CD206, sin embargo, solo alcanza significancia estadistica a partir de la relacién

1/500.
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En relacion al marcador CD86, Ia curva obtenida muestra que existe un mdximo
de expresion en las razones 1/250 y 1/500, mientras que no se observa un cambio en la
expresion de CD86 en las concentraciones de 1/125 y 1/1000 (Anexo). El resultado de la
expresion de CD86 en la concentracion 1/ 1000 concuerda con nuestro resultado
anterior. De acuerdo a estos resultados, el mixiro aumento en los dos marcadores se

logra con una concentracién de 500 plaguetas por cada macréfago.
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Figura 8: Evaluacién de CD206 en macréfagos estimulados con cantidades \
crecientes de plaqueta. Se co-incubaron macrofagos con plaquetas en una dosis ‘
creciente de plaquetas, durante 24 hrs. Las condiciones corresponden a: macréfagos mas

LPS e IFN-y (LPS + IFN-y), relacion macrofago: plaqueta 1:125; 1:250; 1:500; y

1:1000, macréfagos mas SRFC (SRFC), macrofagos mas cloruro de calcio (Ca*™) y sin

estimulo adicional (-). Las células fueron marcadas con anticuerpos conjugados y

analizados por citometria de flujo. A) Representacion del protocolo experimental
realizado. B) Expresion en veces de induccion de CD206 en las diferentes condiciones
de macrofagos. El experimento se realizo para un n = 5. Las barras indican promedio +

| SEM. *: p<0,05, en comparacion al control sin estimulo.
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7. Evaluacion de la repolarizacion en macréfagos proinflamatorios incubades con

sobrenadante de macréfagos estimulados con plaguetas.

Debido a las propiedades asociadas a los macrdfagos reparadores, quisimos
evaluar si los sobrenadantes derivados de los cultivos macrofagos tratados con plaquetas
podrian repolarizar macréfagos de perfil inflamatorio hacia uon fenotipo neutro o
reparador. En el resultado se observd que existe un leve aumento en la expresion de
CD206 en los macréfagos proinflamatorios tratados con estos sobrenadantes,
asimildndose al macréfago sin estimulo adicional (Figura 9). Este efecto en la expresién
del marcador CD206 no se observo al estimular macréfagos proinflamatorios con el
sobrenadante de macréfagos tratados con SRFC. Si bien es necesario aumentar el
nimero de experimentos para validar el resultado, este permite evidenciar una posible
repolarizacién de macrdfagos proinflamatorios mediante plaquetas. Por ello también se
incluy6 un histograma representativo de los cambios en la expresién de CD206 (Anexo

5).
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Figura 9. Evaluacion de marcadores de superficie en macréfagos proinflamatorios
estimulados con el sobrenadante de macroéfagos tratados con plaquetas. Las
condiciones corresponden a: 1) Macrofagos sin estimulo adicional (M@). 2) Macrofagos
estimulados durante 24 hrs. con LPS mas IFN-y, como control de macréfago
proinflamatorio (-). 3) Los macrofagos proinflamatorios anteriores (nuevo medio) co-
incubados durante 24 hrs. adicionales con el sobrenadante de macrofagos estimulados
con plaquetas completas (PLT) o SRFC (SRFC). Las células fueron marcadas con
anticuerpos conjugados y analizados por citometria de flujo. A) Representaciéon del
protocolo experimental realizado. B) Expresion de CD206 en los macrofagos
proinflamatorios estimulados bajo las diferentes condiciones. El experimento se realizo

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

En esta Tesis estudiamos el efecto de las plaquetas en la polarizacién de
macrofagos generados a partir de monocitos humanos. Nuestros resultados demuestran
que el tratamiento con las plaquetas integras y no su contenido citoplasmatico, permite
la polarizacién de macréfagos hacia perfiles reparadores. El fenotipo de los macrofagos
generados se caracteriza por un aumento en la produccién de IL-10 y en la expresion 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 clisicos de macréfagos reparadores,
un estudio demostré que exhiben patrones de induccién mutuamente excluyentes
[Porcheray y col., 2005]. Ellos observaron que la estimulacién de macréfagos con IL4 o
TGF-f aumenta Ia expresion de CD206 y reprime CD163, un patrén de expresién
similar al observado en nuestros resultados. Cabe mencionar que estas dos citoquinas

son utilizadas para polarizar macr6fagos hacia perfiles reparadores.

El Factor de Crecimiento TGF-§§ podria inducir el perfil de macrofagos obtenido

Las plaquetas poseen un alto contenido de TGF- B, citoquina que es liberada en
forma inactiva durante la activacion plaquetaria. En las mediciones realizadas para TGF-
P en el SRFC derivado de PRP se enconiré que su concentracién fue de 13 ng/ml

aproximadamente, y la concentracién de TGF-§ recombinante que se utiliza para

polarizar macréfagos hacia un fenotipo reparador es de 10 ng/ml [Porcheray y col.,




2005]. En nuestros resultados, solo los macréfagos tratados con plaquetas integras y no
el SRFC, fue capaz de polarizar al macréfago hacia un fenotipo similar al dado por
TGF-B. Este resultado, es confroversial debido a que el SRFC contiene TGF-B que fue
liberado de la activacion plaquetaria. Una explicacion posible es que en la estimulaci6n
de macréfagos, el SRFC se diluye en medio RPMI/ 10% SFB entre tres a cuatro veces,
quedando una cantidad efectiva de 3-4 ng/ml de TGF-B. Ademas, debemos considerar
que parte de este TGF-B se encuentra inactivo y no conocemos su tiempo de activacion.
El TGF-B es almacenado en 3 complejos en la plaqueta: el complejo latente de proteina
de uni6n a TGF-B (LTBP), el complejo latente péptido asociado (LAP) y el dimero
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 células, permitiendo
que el complejo de TGF-P se encuentre activo cuando ocurra la cicatrizacion de tejido,
posterior a la inflamacién {Nunes y col., 1997; Blakytny y col., 2004]. En esta linea, es
posible que al estimular los macréfagos con el SRFC derivado de plaquetas durante 24
hrs. no se lograra activar una cantidad biologicamente importante del complejo TGF-B
para generar un efecto en los macréfagos. Debido a esto, proponemos evaluar el efecto
del SRFC a mayores tiempos de estimulacion, en el que podria observarse un efecto en
Ia polarizacién de los macrofagos dada por una activacion de TGF-B presente en el

SRFC.

En el efecto observado en macrofagos estimulados con plaquetas integras, Ia

liberacion de TGF-8 desde su superficie plaquetaria podria generar una concentracién
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local muy alta de la citoquira y una tasa de activacién mas rapida debido a una

interaccion célula-célula.

En particular, cuando las plaquetas se activan expresan P-selectina y pierden la
asimetria de membrana, lo que favorece su fagocitosis por los macréfagos [Scull y col.,
2010]. Por su parte, los macréfagos pueden regular la respuesta proinflamatoria
eliminando células apoptéticas o restos celulares [Gregory y Devitt, 2004]. Por lo que es
esperable que al ser removidas las plaquetas por los macrofagos, también se favorezca ia
regulacion de la inflamacién, que podria ser promovida mediante mediadores
plaquetarios como el TGF-B. Cuya activacién, sugerimos, podria verse favorecida al
entrar en contacto de directo con el macréfago y por ende con las proteasas, como MMP
que se produce en macrofagos no polarizados {Anexo 4). En cualquier caso la
posibilidad de que el TGF-B liberado por plaquetas integras genere el fenotipo reparador

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

Moléculas plaquetarias que pueden favorecer la polarizacion de macréfagos

La medicion de més factores plaquetarios involucrados en la polarizacion del
macréfago serd evaluada en experimentos posteriores a esta Tesis. Sin embargo, y de
forma de considerarlos como elementos que participan en este proceso son discutidos

aqui.

Entre los factores derivados de plaquetas descritos, que pueden actuar sobre la

polarizacién de macréfagos humanos estan: 1. Mediadores lipidicos; PAF y tromboxano
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(TXA,), 2. Factores de crecimiento; PDGF y TGF-B, 3. Citoquinas; IL-1p y HMGBI, y
4. La monoamina neurotransmisora serotonina (5-HT) [Weyrich y Zimmerman, 2004].
Una publicacion reciente reveld que el receptor del mediador lipidico PAF en
macréfagos, induce un fenotipo reparador de alta produccion de la citoquina IL-10, en
presencia de LPS, al fagocitar grupos lipidicos derivados de células muertas [Ferracini y
col., 2013]. Asi mismo, otro estudio reciente demostré que 5-HT es capaz de promover
el mantenimiento de un fenotipo reparador de macréfagos y disminuir la liberacién de
citoquinas proinflamatorias inducidas por LPS, sin afectar la produccién de IL-10 [de las
Casas-Engel y col., 2013]. Como se menciond anteriormente, el factor de crecimiento
TGF-B induce la generacién de macréfagos de tipo reparador que se caracterizan por la
expresion del receptor de manosa y la produ;cién de citoquina I1.-10. De modo similar,
si bien no se ha visto su rol directo en la polarizacion, el factor de crecimiento PDGF
induce en los macr6fagos una mayor quimiotaxis y proliferacién de fibroblastos para la
cicatrizacion de heridas [Uutela y col., 2004]. Por el contrario, se ha visto que TXA;, un
eicosanoide producido principalmente en las membranas de las plaquetas, tiene una
accién proinflamatoria que potencia la respuesta inmunoldgica en linfocitos T y
macrdfagos, aunque los mecanismos que promueven esta accién ain no son claros
[Thomas y col.,, 2003]. Ademds, se ha visto que la proteina HMGB], sintetizada por
plaquetas, células epiteliales y macrofagos, funciona como mediador inflamatorio,
favoreciendo la polarizacién de macréfagos proinflamatorios frente a la infeccion [Tian
y col., 2015]. Por titimo, la citoguina IL-1p, sintetizada por plaquetas en el citosol,
promueve el rol inflamatorio de los macrofagos, aunque no se ha evaluado su rol en la

polarizacion {Weyrich y Zimmerman, 2004]. Sin embargo, al medir la concentracién de




IL-1B en el SRFC derivado de PRP, no se encontraron diferencias significativas en
comparacion a los niveles plasmaticos en el PRP, por lo que suponemos no inflniria en

el fenotipo de macréfago encontrado.

Cambios fenotipicos en macrofagos polarizades con Plaquetas

Como se menciond antes, al evaluar la polarizacion de macrdfagos mediante
plaquetas completas, encontramos un aumento significativo en Ia expresion del receptor
de manosa CD206 y una disminucién del receptor scavenger CD163. Este fenotipo de
macréfago tuvo una expresion homogénea, es decir, no hubo dos poblaciones celulares

diferentes o una heterogeneidad celular.

El receptor de manosa, un receptor de lectina endocitico tipo C, actia como un
PRR de residuos terminales de glicanos presentes en la membrana de diversos
microorganismos patdgenos [Gazi y Martinez-Pomares, 2009] o en las proteinas
mflamatorias en circulacién [Lee y col, 2002], permitiendo su reconocimiento,
fagocitosis y degradacion en el lisosoma. Sin embargo, este receptor no es esencial y
tiene un rol pasivo en la fagocitosis, ya que la parte citoplasmatica del receptor no
contiene motivos de sefializacion [Stahl y Ezekowitz, 1998]. Otro 1ol clave del receptor
de manosa es su participacién en la resolucién de la inflamaci6n, la expresion de este
receptor aumenta en la fase final de la inflamaci6n, lo que es consistente con su rol en la
eliminacién de agentes inflamatorios, como hidrolasas lisosomales y otras
glicoproteinas. Los receptores de manosa reconocen sefiales de glicanos en las proteinas

inflamatorias en circulacién, lo que permite su internalizacién y degradacion en el
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lisosoma [Lee y col.,, 2002]. Ademas de Ia remocién de glicoproteinas en el suero, el
receptor de manosa también tiene un rol activo en la remocién de la circulacion de
hormonas de glicoproteinas sulfatadas y componentes de la matriz como coldgenos
[Stahl y Ezekowitz, 1998]. En consecuencia, el principal rol del receptor de manosa es el
de mantener una homeostasis en base a la eliminacion eficaz de moléculas que requieren
una vida media corta en el tejido o circulacion, y el que no desencadene una cascada de
transduccion de sefiales es el escenario deseable para una eliminacion silenciosa de

moléculas enddgenas [Martinez-Pomares, 2008].

Por ofra parte, el rol principal del receptor scavenver CD163, también asociado a
macrofagos de tipo reparador, es limpiar los complejos haptoglobina-hemoglobina de Ia
sangre o el tejido y protegerlos del dafio oxidativo después de una hemolisis (Philippidis
y col,, 2004). La estimulacién con IL-10 y dexametasona provocan un aumento en su
expresién, mientras que IL-4, GM-CSF, IFN~y, TNF-a, LPS y TGF-f disminuyen su
expresion [Porcheray y col., 2005]. La ausencia de 1L-10 y la presencia de TGF- en
nuestro estimulo plaquetario pudieron ocasionar la disminucién en la expresién relativa
de CD163. Ademas, si bien la estimulacion de macréfagos con plaquetas provoca un
aumento en la produccion de la IL-10, al parecer la concentracion secretada no es capaz
de aumentar la expresién de CD163 y disminuir la expresién de CD206, al menos a las

24 horas post- estimulo.

Como se menciond arriba, nuestros macréfagos aumentan la expresién de CD206

y la produccién de IL-10. Esta citoquina le permite al macréfago participar en la
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eliminacién de parasitos, en inmunosupresion y en la remodelacién de tejidos [Hao y
col., 2012]. Concordando con sus roles en los procesos de regulacién de la inflamacion,
tanto la expresion del receptor de manosa CD206 como la produceién de citoquina IL-
10 son caracteristicas de varias subpoblaciones de macréfagos reparadores [Hao y col,,

2012].

Esto nos permite concluir que, en base a la expresion de marcadores de superficie
y el perfil de citoquinas, la estimulacién de macréfagos mediante plaquetas es capaz de
polarizar las células hacia un fenotipo reparador, que participa en los procesos de
inmunoregulacién y remodelacién de tejido al menos a las 24 horas y sin un estimulo

adicional, como LPS que induce la produccion de IL-10.

No sabemos si en tiempos menores de estimulacién con plaquetas completas, los
macréfagos presentan un fenotipo inflamatorio. Las plaquetas poseen moléculas pro y
antl inflamatorios que podrian influir en la polarizacién del macrofago. En referencia a
lo anterior, un estudio demostré que al co-incubar macréfagos con plaquetas durante 45
minutos aumenta la produccion de citoquinas proinflamatorias [Scull y col., 2010]. Estos
efectos, al parecer antagbnicos, pueden ser normales si consideramos que los
componentes plaquetarios pueden actuar temporalmente en el macréfago. Por tanto, la
plasticidad celular desarrollada por el macréfago al parecer depende del tiempo y de los
estimulos con que se tope, pudiendo pasar de un estado inflamatorio a otro reparador y

viceversa. Un experimento a desarrollar serd determinar la cinética en la expresion de

marcadores inflamatorios y reparadores a distintos tiempos de incubacion con plaquetas.




Este hallazgo nos permitiria comprender de qué forma podrian operar in vivo plaquetas y
macréfagos para participar en los procesos de inflamacién y, posteriormente, en la

reparacion de tejido dafiado.

Repolarizacién de macréfagos proinflamatorios a fenotipo reparador

La repolarizacién supone el pasar de un estado celular a otro, cambiando la
funcion o al menos su fenotipo. Por ello, quisimos estudiar la plasticidad de macrofagos
evaluando la capacidad de macr6fagos proinflamatorios con baja expresion de CD206 de
recuperar la expresion de este marcador. La incubacién de Ios macréfagos
proinflamatorios con sobrenadante de cultivo proveniente de macrofagos tratados con
plaquetas enteras aument6 la expresion de CD206. Sabemos que el sobrenadante de
cultivo carece de TNF-a, contiene IL-10, se expresan algunas metaloproteinas (Anexo) y
probablemente exista TGF- proveniente de la plaqueta. Por lo que no podemos afirmar
si este anmento en el CD206 es generado por la plaqueta o por el macréfago. Ademds, si
bien la cantidad de IL-10 producida en el sobrenadante (< 100 pg/ml) podria ser
msuficiente para estimular al macréfago, otros factores podrian haber contribuido al
aumento de la expresion de CD206. Por otro lado, y en base a resultados anteriores vala
literatura, podemos inferir que la plaqueta podria participar en el proceso de

repolarizacion a través de varios factores, incluyendo el TGF-§.

En una tesis a desarrollar planteamos que las plaguetas podrian aumentar la
expresion de receptor de manosa CD206 en macréfagos proinflamatorios, repolarizando

su estado hacia un fenotipo reparador. La bisqueda de mecanismos que favorezcan la
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inferaccidon plaqueta-macrofagos hacia un fenotipo reparador, permitirdn disefiar
estrategias terapéuticas para la reduccién de la inflamacion en enfermedades

inflamatorias eronicas como la artrosis.

Significancia Biolégica de la polarizacién de macréfagos a un fenotipo reparador

en cancer

Como se ha mencionado anteriormente, la generacion de macréfagos reparadores
promueve la regeneracion tisular, siendo muy importantes en la remocién de células
muertas en contextos no inflamatorios o en la finalizacion de la inflamacion. Sin
embargo, su presencia puede provocar efectos nocivos en patologias como el céncer.
Los macréfagos reparadores adquieren una gran relevancia en el microambiente de
tumores solidos, constituyendo sobre el 50 % de la masa tumoral [Solinas y col., 2009).
Altos niveles de macrofagos reparadores estin correlacionados con la proliferacién de
las células tumorales en diversos tumores, como cancer de mamas, cncer de pancreas,
cancer renal, céncer de endometrio y ovarios [Balkwill, 2004; Tsutsni y col., 2005;
Lewis y Pollard, 2006]. Esto se debe a que promueve un microambiente tolerante para el
crecimiento del tumor, asf como la secrecidn de citoquinas y proteasas que promueven la
angiogénesis, el crecimiento, metastasis ¢ inmunosupresién [Mantovani y col., 2002;
Hao y col., 2012]. Interesantemente, se ha visto un aumento de la expresion del receptor
de manosa CD206 en los macréfagos asociados a tumores (TAMS) en todos los modelos
de tumor estudiados, y se utiliza cominmente como un marcador de macrofagos en

tumores in vivo [Movahedi y col., 2012]. En el contexto de un microambiente tumoral,
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donde se encuentran muchas moléculas altamente glicosiladas, €l receptor de manosa
puede reconocerlas ¢ internalizarlas [Allavena y col, 2010]. Estas moléculas
glicosiladas pueden interferir en la produccién de IL-10 inducida por LPS, aumentando
la secrecion de esta citoquina inmunoreguladora, En un microambiente tumoral IL-~10
promueve la mantencién de un microambiente supresor inhibiendo la diferenciacién de
linfocitos Tyl mientras favorece los Ty [Allavena y col., 2010]. Por lo tanto, las
moléculas glicosiladas que se encuentran en el microambiente tumoral al ser reconocidas
por el receptor de manosa refuerzan el fenotipo inmunosupresor, lo que podria ocurrir
con nuesiros macrofagos generados. La polarizacion de macrdfagos inducida por
plaquetas genera un fenotipo caracterizado por la alta expresién del receptor de manosa
y la produccion de IL-10, equivalente al fenotipo de los macréfagos asociados a
tumores. Seria interesante evaluar si los macrofagos potencian su fenotipo supresor al

encontrarse en un microambiente tumoral,

Por otro lado, las plaquetas también se han asociado a Ia progresién de diversos
canceres, y el uso de antiplaquetarios ha sido reportado como un tratamiento efectivo en
algunos tipos de neoplasias [Smyth y col., 2009]. Existen diversos mecanismos por los
cuales las plaquetas pueden favorecer el crecimiento tumoral y la angiogénesis, pero no
se ha establecido si una interaccién con los macréfagos podria formar parte de estos
mecanismos. Nuestros resultados sugieren que las plaguetas son capaces de
interaccionar con los macréfagos permitiendo su polarizacién haciza un fenotipo
caracteristico de macréfagos asociados a tumores, el cual propicia la mantencién y

propagacion del tumor. Posteriores estudios # vive permitiran validar esta suposicién e
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iniciar la generacién de blancos terapéuticos que impidan la interaccién plaqueta-

macrofago humanos como estrategia para los tratamientos contra el ¢incer.

Repolarizacién de macréfagos en enfermedades inflamatorias o autoinmunes: Uso

biomédico de plaquetas

El control de algunas patologias como la aterosclerosis o la artritis por ejemplo,
puede verse favorecidas por la reconversién de macréfagos inflamatorios hacia perfiles
reparadores. En el caso de la aterosclerosis, la enfermedad se caracteriza por la
acumulacién de macrofagos proinflamatorios en placas de ateroma, favoreciendo la
inflamacién mediante la secrecién de mediadores de inflamacién y proteasas de matriz
extracelular. Estos hechos promueven apoptosis y necrosis celular, tras ia cual liberan
lipidos y otros factores que forman un niicleo necrético pro-trombético, causante de un
infarto al miocardio o de accidentes cerebrovasculares [Moore y col., 2013]. En este
sentido, Ia repolarizacién hacia macrofagos reparadores productores de IL-10,
fomentaria Ia reparacién de tejido, la formacién de colageno y la reduccién de especies
reactivas de oxigeno que dafian células endégenas, favoreciendo ademas, la remocién de
células muertas y debris mediante receptores endociticos [Moore y col., 2013]. Asi
mismo, en el proceso artritico existe dafio articular ocasionado por macréfagos
inflamatorios. La inyeccion de PRP en zonas afectadas podria reconvertir macrofagos

hacia un perfil reparador y favorecer la regeneracion del tejido dafiado.

51




CONCLUSION

En este estudio demostramos in vitro que macr6fagos derivados de monocitos
humanos adquieren wn fenotipo reparador al ser estimulados durante 24 hrs con
plaquetas integras, no activadas. Este fenotipo consiste en un aumento de la expresion
del receptor de manosa CD206, Ia disminucién de CD163 y CD86 y la produccién de Ia
citoquina anti-inflamatoria IL-10, caracteristicas de este perfil de macrofagos. Nos
queda pendiente, definir con mayor precision la plasticidad del macréfago y su
transicién entre un estado inflamatorio y otro reparador. Este proceso dinimico entre
plaquetas y macréfagos podria darse in vivo, por lo que es necesario tenerlo en cuenta en
los procesos de inflamacion y reparacién de tejido de una lesién, y su uso potencial para
el desarrollo de estrategias terapéuticas que permitan tratar enfermedades relacionadas
con inflamaciones cronicas. Por tltimo, estos resultados constituyen una investigacion
preliminar de lo que podria ocurrir entre plaquetas y macrofagos para favorecer el

microambiente tumoral, en la mantencién y progresion del cancer
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ANEXO 1. Concentracién plaquetaria en la sangre.

La concentracién de plaquetas fue medida en la sangre ademas de en las
fracciones PRP y PPP. Se realiz6 para 6 pacientes (Figura Anexo 1) y demuestran que la
concentracién de plaquetas basales (en la sangre) y en el PPP es Ia misma, pudiendo
mantener 2 PPP como un control basal y limpio de plaquetas para los resultados
mostrados en Ia tesis.
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Figura Anexo 1: Comparacién de la concentracién plaquetaria en las dos
fracciones plaquetarias y la sangre. Se analizé por hemocitometro el confenido de
plaquetas en Ia sangre y las fracciones PRP y PPP de 6 donantes sanos. Las barras
indican el promedio = SEM. *=p < 0,05, en comparacién a el contenido plaquetario en
la sangre,
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ANEXO 2. Efecto del suero en la estimulacion de macréfagos.

Para descartar que el efecto de las plaquetas sobre los macrofagos 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 expresion de marcadores de
superficie. A partir de los resultados presentados en las siguientes figuras, se puede
observar que la expresion de CD86 no present6 diferencias al estimular macréfagos con
suero, pero hay una tendencia a disminuir la expresion 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 macrofagos reparadores. Cabe destacar que al estimular
macrdofagos 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 expresion
de CD86 mediante el SRFC derivado de plaquetas activadas. Pero, como se muestra en
los resultados de la tesis, al aumentar el "n" no vimos diferencias significativas. Ademas,
en estos resultados también se muestra que al utilizar una concentracion menor de SRFC
derivado de plaquetas activadas (10%), no se generd un efecto en la expresion de
marcadores de superficie. Razon por la que se estimularon los macrofagos directamente
con SRFC (100%).

A modo de conclusion, estos resultados preliminares permitieron descartar el
control de suero y la utilizacién de concentraciones menores de SRFC derivado de
plaquetas para estimular a los macrofagos.
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Figura Anexo 2: Seleccion de poblacion de macréfagos. En A se ve la seleccion de la
poblacion P1 de macréfagos por tamafio (FSC) y granulosidad (SSC). En B se ve la
poblacion positiva para CD32 (P2), un marcador de nuestros macrofagos generados.
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Figura Anexo 3: Dot plot de la Expresion de marcadores de superficie en
macréfagos estimulados con 10% SRFC, 100% SRFC y 100% suero. Las
condiciones corresponden a: 1) Macrofagos sin estimulo adicional (MAC), como control
sin estimulo. 2) Macréfagos estimulados con LPS mas IFN-y (MAC+LPS+IFN-g). 3)
Macrofagos estimulados con 10 % de SRFC derivados de plaquetas activadas y 90%
RPMI 10% SFB (MAC+10%SRFC). 4) Macrofagos estimulados con 100% SRFC
(MAC+100%SRFC). 5) Macrofagos estimulados solo con suero AB obtenido de Banco
de Sangre del Hospital Clinico de la U. de Chile (MAC+100% SUERO), como control
para descartar el efecto del suero presente en el SRFC. Los macréfagos se estimularon
bajo las diferentes condiciones durante 24 hrs. y luego se marcaron con anticuerpos para
ser analizados mediante citometria de flujo. El analisis mostrado de CD206 y CD86 se
realizé partir de la seleccion de la poblacion mostrada en la Figura Anexo 2.
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Figura Arexo 4: Evaluacion de marcadores de superficie em macréfagos
estimulados con SRFC y suero. Expresion de marcadores en la superficie de
macréfagos estimulados durante 24 hrs. con: LPS mas IFN-y, 10 o 100% de SREFC
derivado de plaquetas, suero AB o sin estimulo adicional (-). Las células fueron
marcadas con distintos anticuerpos conjugados y analizados por citometrfa de flujo. Se
muestra la expresion en veces de induccion de CD206 y CD86 en las diferentes
condiciones de M@, a partir de la seleccion de la poblacion mostrada en la Figura Anexo
2. El experimento se realizo para una muestra.
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ANEXO 3. Expresién de CD86 en macriéfagos estimulados con concentraciones
crecientes de plaquetas.

En los experimentos realizados en la tesis, utilizé una relacién de 1:1000 entre
macréfagos / plaquetas. En esa razén, los marcadores CD206 y CD86 varian su
expresion en el macrofago. Para determinar si el cambio fenotipico observado
anteriormente es o no dosis-dependiente se estimuld a los macrofagos con diferentes
concenfraciones plaquetarias, generandose una relacion de 1/125, 1/250, 1/500, 1/1000
entre macrofago / plaqueta. A continuacion se muestra la expresién del marcador CDS6.
Si bien no se observé una curva dosis respuesta como en la expresién de CD206,
encontramos un maximo de expresion en las razones 1/250 y 1/500, mientras que no se
observo un cambio en la expresién de CD86 en las concentraciones de 1/125 y 1/1000.
El resultado de Ia expresién de CD86 en la concentracién 1/ 1000 concordé con nuestro
resultado anterior. De acuerdo a estos resultados, el méiximo aumento en los dos
marcadores se logra con una concentracién de 500 plaquetas por cada macréfago,
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Figura Anexo 5: Expresion de CD86 en macrofagos estimulados con cantidades
crecientes de plaqueta. Se co-incubaron macréfagos con plaquetas en una dosis
creciente de plaquetas, durante 24 hrs. Las condiciones corresponden a: macréfagos mas
LPS e IFN-y (LPS + IFN-y), relacién macrofago: plagueta 1:125; 1:250; 1:500; y
1:1000, macréfagos mas SRFC (SRFC), macréfagos més cloruro de calcio (Ca*™) y sin
estimulo adicional (-). Las células fueron marcadas con anticuerpos conjugados y
analizados por citometria de flujo. Se muestra Ia expresion en veces de induccién de
CD86 en las diferentes condiciones de macréfagos. El experimento se realizé para un n
= 3. Las barras indican promedio + SEM. *: p<0,05.
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ANEXO 4. Actividad metaloproteasa en diferentes perfiles de macréfagos.

Ademas de la expresion de marcadores y la produccién de citoquinas, evaluamos
la actividad de MMP9, una metaloproteasa envuelta en la degradacion de matriz
extracelular, en macrofagos no polarizados, proinflamatorios y estimulados con SRFC
derivado de plaquetas activadas. Se observo (Figura anexo 6) que todos los macrofagos
presentan actividad metaloproteasa. También pareciera haber una leve disminucién de la
actividad en los macrofagos estimulados con SRFC. Dado que este resultado no nos
permitié efectuar una diferencia clara entre los perfiles de macrofagos generados, no
realizamos este ensayo al utilizar plaquetas completas. Pero no descartamos evaluar la
actividad metaloproteasa de esta y otras proteinas en experimentos posteriores, ya que
cumplen roles claves en diferentes procesos bioldgicos que podrian estar relacionados al
perfil inmunoloégico del macrofago.
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Con gelatina .
Tincion de coomassie
b e
Sin gelatina
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Figura Anexo 6: Actividad MMP?9 en diferentes perfiles de macréfagos. Se evalu6 la
actividad de metaloproteasa de matriz bajo diferentes condiciones: 1) Macrofagos sin
estimulo adicional (M@). 2) Macrofagos estimulados con LPS mas IFN-y durante 24
hrs., como control de macrofagos proinflamatorios (M1). 3) Macréfagos estimulados por
24 hrs. con SRFC derivado de plaquetas activadas (SRFC). Luego se recuperd el
sobrenadante, se separaron las proteinas mediante una electroforesis en un gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) con gelatina 0,5%, como sustrato para la deteccién de
actividad enzimatica de MMP9. La actividad se reveld mediante una tincion de

coomassie. Se realizo un segundo gel sin gelatina como control de carga de proteina. Se
realizo el experimento para 2 pacientes (P1 y P2).
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ANEXO 5. Histograma de la expresion de CD206 en macréfagos proinflamatorios
incubados con el sobrenadante de macréfagos estimulados con plaquetas.

Con el fin de estudiar una posible repolarizacion de macréfagos proinflamatorios
con macrofagos reparadores obtenidos del tratamiento con plaquetas. Estimulamos
macrofagos proinflamatorios con el sobrenadante de macrofagos tratados con plaquetas
y evaluamos la expresion de CD206. A continuacién se muestra un histograma
representativo para la expresion de CD206 en las diferentes condiciones de macrofagos.
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Figura Anexo 7: Histograma expresion CD206 en macréfagos proinflamatorios
estimulados con el sobrenadante de macréfagos tratados con plaquetas.
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