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Abreviaturas

A Angstrom
ADP Difosfato de adenosina.
APO Cristales de la proteina que no contengan ningun ligando en el sitio activo,

llamados cristales apo.

ATP Trifosfato de adenosina.

CCL22 Quimioquina (C-C motif) ligando 22.

CD11b Cadena a de la Integrina 2.

CD11lc Cadena X de la integrina alfa.

CD14 Antigeno CD (cluster de diferenciacion) propio del sistema inmune de
mamiferos.

ECso Concentraciéon que produce el 50% del efecto maximo del agonista.

EGTA Acido tetraacético de etilenglicol.

GM-CSF Factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos.

HEPES Acido 4-(2 hidroxietil)- 1-piperacinil-etanosulfonico.

HLA-DR El antigeno leucocitario humano DR.

HMGB1 Proteinas de alta movilidad del grupo de caja 1.

laTp Corriente(s) inducidas por ATP.

IL-10 Interleucina 10.

M-CSF Factor estimulante de colonias de macréfagos.

M1 Macréfagos activados clasicamente.

M2 Macrofagos activados alternativamente.

MRNA Acido ribonucleico mensajero.

mV Milivoltios.



PBS Buffer de fosfatos salino.
RPMI Medio Roswell Park Memorial Institute, medio celular usado para cultivos

celulares. Existe una gran variedad de medios RPMI, siendo el mas usado

el RPMI 1640.
SFB Suero fetal bovino.
T TAU constante de tiempo
T™M1 Transmembrana 1.
T™M2 Transmembrana 2.
TNF Factor de necrosis tumoral.
VEGF Factor de crecimiento endotelial vascular.



Glosario

Antigeno: sustancia que desencadena la formacion de anticuerpos y puede
causar una respuesta inmunitaria. Todas las sustancias que pueden ser

reconocidas por el sistema inmune adaptativo, bien sean propias o ajenas.

Apoptosis: tipo de muerte celular que usan los organismos multicelulares para
eliminar células dafiadas o no necesarias de una forma perfectamente controlada

que minimiza el dafio de las células vecinas.

Citoquinas: también denominadas citocinas son proteinas que regulan las

interacciones de las células del sistema inmune entre si y otros tipos celulares.

Conexinas: también llamadas proteinas de enlace gap, son una familia de
proteinas estructurales transmembranales que se unen para formar enlaces gap

en los vertebrados.

Fenotipo: es cualquier caracteristica o rasgo observable de un organismo, como

su morfologia, desarrollo, propiedades bioquimicas, fisiologia y comportamiento.

Heterbdlogo: procedente de una especie distinta de la especie de referencia.

Necrosis: es la degeneracion de un tejido por la muerte de sus células. Esta
mortalidad es producida por la accion de un agente nocivo que genera una lesion

irreparable.

Panexinas: se encuentran en todos los animales que forman tejidos, son

proteinas que forman enlaces gap en invertebrados.
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Resumen

Caracterizacion electrofisioldgica de los receptores P2X en macréofagos
humanos

Los receptores P2X se encuentran en una amplia variedad de tejidos donde han
sido involucrados en diversos procesos fisiologicos. Datos experimentales indican
gue los macrofagos humanos expresan los receptores P2X1, P2X4 y P2X7, sin
embargo, no existen estudios que caracterizen sus propiedades electrofisiol6gicas
en estas ceélulas. Por lo tanto, en este estudio caracterizamos las corrientes
mediadas por los receptores P2X en macréfagos humanos con morfologia tipo M1
y M2, utilizando la técnica de Patch Clamp utilizando la configuracién de célula
completa. Monocitos de voluntarios saludables fueron cultivados por 15 dias para
generar macréfagos, cuyas corrientes inducidas por ATP fueron registradas. La
amplitud de las corrientes incremento dependiente de la concentracion de ATP
(0.3 a 100 pM). La concentracion del ATP requerida para inducir el 50% de la
corriente maxima (ECso) fue de 3.1 uM en la poblacion general de macréfagos.
Las corrientes registradas a concentraciones de ATP menores de 100 uM,
disminuyen rapidamente aun en presencia del agonista. Dicha desensibilizacion,
es bien descrita por una funcion exponencial. A concentraciones mayores del ATP
(3-5 mM) una segunda fase fue notada donde la amplitud de las corrientes se
incrementa durante la exposicién continua del ATP. Estos resultados junto con
observaciones recientes en monocitos sugieren que los receptores P2X1 estan
involucrados en estas corrientes en macréfagos.

PALABRAS CLAVE: Macréfagos, receptores P2X, Macrofagos fenotipo M1,

Macrofagos fenotipo M2, ATP.
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Abstract

Electrophysiological characterization of P2X receptors in human

macrophages

P2X receptors are found in a wide variety of tissues were they appear to be
involved in a variety of physiological processes. Experimental data indicates that
human macrophages express P2X1, P2X4 and P2X7 receptors, however, there
are not electrophysiological studies that characterize their properties in these cells.
Therefore, the aim here was to study the currents mediated by P2X receptors in
human macrophages with morphology type M1 and M2, using the whole cell
configuration of the Patch Clamp techniques. Human monocytes of healthy
voluntaries were cultivated for 15 days to generate macrophages, which were
stimulated with ATP and their membrane currents recorded. The amplitude of
these currents was increased dependently of ATP concentrations (0.3 to 100 puM).
The ATP concentration to induced half of the maximal responses (ECso) was 3.1
UM in a general macrophage population. Currents recorded in response to lower
concentrations than 100 uM, decreased rapidly, despite, the continuous presence
of the agonist. This desensitization was well fitted to an exponential function. With
higher ATP concentrations (3-5 mM), a second phase was noticed when the
amplitude of these currents increased during the continuous presence of ATP.
These results, together with recent observations in monocites, suggest P2X1

receptores are involved in mediating these currents in macrophages.

KEYWORDS: Macrophage, P2X receptors, Macrophage phenotype M1,

Macrophage phenotype M2, ATP.
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INTRODUCCION

Los macrofagos fueron descritos por primera vez en 1882 por I'litch Metchnikoff
(25), se distribuyen en todo el organismo donde tienen una gran diversidad
funcional y anatémica. Estan principalmente involucrados en la eliminacién de
bacterias, particulas extrafias de origen no microbiano y células dafiadas, ademas
de la presentacion de antigenos y la reparacion del tejido lesionado, (1, 11). Los
macréfagos provienen de la diferenciacion de los monocitos presentes en la
circulacién (17, 18) y de progenitores residentes en el tejido (21, 24, 48). La
diferenciacion de monocitos y activacién de macréfagos en respuesta a citosinas y
productos microbianos dan origen a células por “activacion clasica” o “activacion
alternativa”, mejor conocidas como macrofagos tipo M1 o M2, que alude a la
nomenclatura de los linfocitos T Thl / Th2 (35, 37, 38). Estos 2 tipos de
macréfagos son distintos, no so6lo en la morfologia, sino también en la expresion
de receptores, antigenos de superficie y citosinas que producen. Los monocitos
humanos diferenciados en presencia de GM-CSF por 7 dias M1, presentan una
forma redondeada y los monocitos que se diferencian en presencia de M-CSF por
7 dias M2, muestran macrofagos con una forma alargada y con prolongaciones (1,

16, 47).

La Adenosina trifosfato (ATP) aparte de ser una molécula que proporciona
energia a los organismos vivos para llevar a cabo las reacciones bioquimicas
vitales, es liberado al medio extracelular donde tiene diferentes funciones en
células animales y vegetales (9, 27). En las células animales, el ATP extracelular

actita como mensajero para Vvarios procesos fisioldgicos, como la



neurotransmision (39), agregacion plaquetaria (49), la contraccibn muscular (5), y
el crecimiento celular, diferenciacion y funcion de las células inmunes (55). EI ATP
es liberado, durante diferentes procesos como en la necrosis (liberacién
descontrolada), lesion mecénica, apoptosis o la activacion de células inflamatorias
(4, 8, 14, 23). El efecto del ATP como mensajero extracelular en diversos tipos
celulares, asi como en los macréfagos, causa un incremento en la concentracion
de Ca2+ intracelular e induce la liberacion de HMGB1 y la produccion de IL-1b

debido a la activacion de los receptores purinérgicos (26, 52).

Los receptores purinérgicos P2 se dividen en 2 grandes familias: la familia de
receptores metabotrépicos P2Y acoplados a proteinas G con 7 motivos
transmembranales y la familia de los receptores ionotropicos P2X que son
canales idnicos que se abren en respuesta a la union de ATP extracelular (6, 56).
Existen 7 subunidades de la familia P2X: P2X1-P2X7. Cada subunidad tiene dos
dominios transmembranales (TM1 y TM2) unidos por un loop extracelular
hidrofilico de tal manera que las terminaciones amino y carboxilo quedan en el
espacio intracelular, su longitud va desde 379 (P2X6) a 595 (P2X7) aminoacidos y
son codificadas por 7 genes diferentes (28, 42). Un receptor funcional esta
compuesto por 3 subunidades iguales (Homoméricos) o diferentes
(heteroméricos). Todos los receptores P2X excepto la subunidad P2X6, forman
canales homomeéricos y las subunidades P2X7 no forman canales heteroméricos
(54). Los receptores P2X7 tienen caracteristicas cinéticas y farmacoldgicas
distintivas. (42, 54). Los P2X se asocian con una amplia variedad de procesos

fisiolégicos (3, 42). Durante el proceso inflamatorio los receptores P2X participan



en la presentacion de antigenos por las células dendriticas, fagocitosis (36), la
liberaciobn de citosinas pro inflamatorias y moléculas citotéxicas (33, 45), el
receptor P2X7 se ha asociado con la apoptosis de células hematopoyéticas como
los macrofagos y células dendriticas (10, 31) y el P2X1 es requerido por las

plaguetas humanas para formar agregados en respuesta a ADP (43).

En humanos, Wang y colaboradores identificaron la expresion de mARN de los
receptores P2X1, P2X4 y P2X7 en monocitos y células progenitoras CD34+
humanas (57). Del mismo modo, datos no publicados de nuestro laboratorio
indican la presencia de los receptores P2X1, P2X4 y P2X7 en monocitos humanos
(34) y en otros trabajos se demuestra la presencia de los receptores P2X1 (20),
P2X4 (51, 58) y P2X7 (19, 31, 44) en macréfagos humanos. A la fecha, no existe
ningun estudio donde se analice la diferencia en la expresion de receptores P2XR
en macréfagos tipo M1y M2. Por lo cual, el objetivo de este trabajo es caracterizar
electrofisiolégicamente los receptores P2X en macrofagos con morfologia tipo M1
y M2 derivados de monocitos humanos usando la técnica de Patch Clamp en su

configuracion célula completa para medir la actividad de estos canales.

Actualmente han sido reportadas multiples variantes de cada subunidad, la
mayoria de estas isoformas pierden uno o mas exones durante el evento de
splicing que pueden variar entre especies y presentan cinéticas diferentes (22, 30,
32, 41, 42), en nuestro grupo de trabajo recientemente se identificé una variante
de splicing del receptor P2X1 llamada P2X1del en los monocitos humanos (34), la
cual muestra propiedades farmacoldgicas y electrofisiol6gicas diferentes a las del

receptor P2X1 candnico y que no ha sido descrita en macrofagos.



MATERIALES Y METODOS

Obtencién de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) y su
diferenciacién a macrofagos in vitro

Se obtuvieron de cuatro a seis mililitros de sangre periférica de personas
voluntarias sanas, de sexo indistinto entre 21 y 30 afios de edad. Que fueron
diluidos en PBS a una concentracion de uno a uno. Se colocaron 0.8 ml de ficoll
(histopaque®-1077 Sigma-Aldrich) por cada mililitro de sangre total y se procedi6
a centrifugar por 20 minutos a 2500 RPM para formar el gradiente de ficoll, se
separo la capa de células mononucleares (PBMC), la cual fue lavada una vez con
PBS y se centrifugo 5 minutos a 1500 rpm. Los PBMC obtenidos fueron
resuspendidos en medio RPMI-1640 adicionado con 10% de suero fetal bovino
inactivado por calor, 2mM de glutamina, 100 U/ml de penicilina y 100 U/ml de
estreptomicina y se coloc6 en placas de cultivo de 24 pocillos con cubreobjetos de
vidrio circulares previamente esterilizados y desengrasados y son cultivados por
12 horas a 37°c en una atmosfera del 5% de CO:2 para su adherencia al vidrio.
Después de este tiempo las células no adherentes fueron removidas por pipeteo
suave sobre la superficie del cubreobjetos y se retiré el 50% del medio existente,
reemplazandolo por medio fresco enriquecido, este procedimiento se repitié6 cada

2 o 3 dias durante 15 dias.



Registros de Patch Clamp

Los experimentos fueron realizados en presencia de Cs+ el cual bloguea los
canales de potasio para disminuir su interferencia en los experimentos, las
corrientes generadas tras la aplicacion del agonista ATP fueron registradas

usando la técnica de Patch Clamp en la configuracion de célula completa.

Cultivos de 15 dias fueron registrados con el amplificador Axopatch 200B.
Las pipetas fueron fabricadas usando capilares de vidrio con filamento 1B200F-6
(World Precision Instruments, Inc.) y el estirador y pulidor de pipetas PP-830 y MF-
83 (Narishigue) respectivamente. La camara de registro conté con perfusion
constante de solucién externa de aproximadamente 2mL/min. La solucién externa
utilizada se compone (en mM): NaCl, 160; glucosa, 11; HEPES, 4.8; CsCl, 3;
CaClz2e2H20, 1; con un pH entre 7.3-7.4 ajustado con NaOH, mientras la solucion
dentro de la pipeta (en mM): CsCl, 140; NaCl, 5.5; EGTA, 10; HEPES, 5; MgClz,
4.5; Na-ATP, 4.5; GTP-Na 0.1 y se ajusta el pH a 7.3- 7.4 con CsOH. El potencial
de membrana se fij6 a -40 mV y con el fin de observar respuestas pequefias se
us6é una amplificacion x5. ElI cambio de las corrientes fueron registradas en el
programa AxoScope 9 (Axén Instruments). La aplicacion de concentraciones de
ATP (0.3-5000 pM) se realizé con un sistema de fast flow de 8 tubos. Todos los

experimentos fueron realizados a temperatura ambiente (~23°c).



RESULTADOS

Los cultivos de macro6fagos humanos presentan fenotipos diferentes

Con la finalidad de confirmar que los monocitos humanos obtenidos se diferencian
de manera espontanea in vitro a macréfagos, se realizaron cultivos de células
mononucleares donde los monocitos fueron seleccionados por adherencia al vidrio
realizando un lavado a las 24 horas para eliminar las células no adherentes. Las
células adheridas fueron incubadas por un periodo de 15 dias durante los cuales
se realiz6 un cambio del 50% de medio cada dos o tres dias. Usando este método
observamos que los macrofagos derivados de monocitos humanos incrementan su
tamafo arriba de tres veces en comparacioén a un cultivo de monocitos. Ademas,
estas células presentan dos morfologias diferentes; células alargadas que tienen
dos o0 mas prolongaciones y células redondas de mayor tamafo (Figura 1). En
varios estudios de diferenciacion con factores de crecimiento (M-CSF y GM-CSF)
se asocia la forma de las células a su polarizacién inmunolégica tipo M1y M2 (1).
Por lo cual decidimos clasificar las células en base a sus diferencias morfolégicas
en células con fenotipo M1y M2. Bajo el microscopio las células de los cultivos de
15 dias son refringentes, muestran una membrana consistente, se encuentran
fuertemente adheridas al vidrio y presentan una poblacion heterogénea de células
alargadas y redondas que se diferencia facilmente, ademas, fueron tefiidos con

azul de tripano y se determiné una viabilidad de 285%.

Una vez que se comprobo que las células de los cultivos se encuentran en

buenas condiciones y que se pueden discriminar por su morfologia. Se decidio



proceder el estudio y evaluarlas por técnicas electrofisiolégicas para observar la

respuesta de los macrofagos a diferentes concentraciones de ATP.

A) B)

Figura 1. Fenotipo de los macréfagos humanos en cultivos de 15 dias.

Cultivos de 15 dias de voluntarios sanos, donde se observan macrofagos con dos morfologias
diferentes; células alargadas de dos o0 més prolongaciones y células redondas de gran tamafio, no
se observan dafios visibles en la membrana. A) y B) Fotografias tomadas con objetivo 16X. C) y D)
Ampliacién de las regiones marcadas en el recuadro blanco de las figuras A y B respectivamente,
donde se sefialan con flechas rojas células alargadas y en azul células redondas. Imagenes

capturadas con el microscopio Nikon Eclipse modelo ITS-FN1.



Los macréfagos derivados de monocitos expresan receptores de alta
sensibilidad

Para caracterizar la poblacion de los receptores P2X en la membrana de los
macréfagos derivados de monocitos humanos, se analizaron las propiedades
electrofisiolégicas de las respuestas mediadas por ATP con la técnica de Patch
Clamp en su configuracion de célula completa. EI ATP fue aplicado durante
aproximadamente 5 segundos con intervalos de lavado de 5 minutos, iniciando
con concentraciones bajas y aumentando gradualmente dentro de un rango de 0.3
MM a 100 pM, fijando el potencial de membrana a -40 mV (Figura 2). Este método
permitié observar corrientes transitorias que disminuian rapidamente a pesar de la
presencia continua del agonista, lo cual indica de la presencia de receptores P2X
que responden a bajas concentraciones de ATP en los macr6fagos humanos. La
rapida desensibilizacion se observa con concentraciones hasta de 1 mM de ATP
(ver Fig. 4). Las cinéticas de los receptores P2X al ATP tienen comportamientos
diferentes que son propias de cada una de sus subunidades (42). Y en relacion a
la presencia antes descrita de los receptores P2X en los macréfagos y monocitos
humanos, nosotros encontramos cinéticas muy rapidas que se observan en
concentraciones bajas de ATP y que se han descrito para el receptor P2X1.
Ademas de cinéticas que tienen un pico maximo y una desensibilizacion mas lenta

gue ha sido descrita en nuestro laboratorio para el heteromero P2X1-P2X1del.
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Figura 2. Corrientes de célula completa muestran diferentes cinéticas en respuesta a ATP.

Representacion grafica de corrientes producidas por la aplicacién de 3 uM de ATP en diferentes
células, en las tres se observa un pico de respuesta, seguida de una fase de desensibilizacion aun

en presencia del agonista.

Las corrientes incrementaron de amplitud al elevar la concentracion del
ATP, observandose una respuesta maxima a 10-30 pM. La Figura 3, muestra la
curva concentracion-respuesta obtenida con varias concentraciones de ATP.
Estos datos se ajustan bien a un modelo logistico y la concentracién a la cual se
obtuvo el 50% de la respuesta maxima (ECso) fue calculada en 3.1 pM. Se han
descrito curvas similares para el receptor P2X1 en expresion heterdloga (46). Esta
sensibilidad al ATP y la rapida desensibilizacion de las corrientes son similares a
las observadas para los receptores P2X1. La desensibilizacién de las corrientes
inducidas por el ATP a bajas concentraciones (10 puM) tienen una cinética que se
ajusta bien a una funcién exponencial, con constante de tiempo (1) de 1.7+0.4

segundos (n-13).
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Figura 3. Curva concentracién-respuesta de ATP en macr6fagos humanos.

Se muestra grafica de curva concentracion-respuesta de las corrientes entrantes ante la aplicacion
de ATP (latp) contra la concentracion de ATP. Se observa una respuesta maxima a una
concentracion de 10-30 uM, lo cual indica la presencia de receptores P2X de alta sensibilidad. Los
datos obtenidos se ajustaron muy bien a una curva sigmoidea (modelo logistico), esta curva tiene
una ECso de 3.1 uM de ATP. Cada simbolo representa el promedio de corrientes relativas de 4-16

células.
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Corrientes con diferente cinética son observadas con altas concentraciones

Cuando estas células fueron estimuladas con 1 mM de ATP se observaron
corrientes (Fig. 4A) con cinéticas similares a las registradas con menores
concentraciones (Fig. 2). Sin embargo, en otras células se registraron corrientes
con una fase de desensibilizacion rapida pero solo parcial, ya que después la
corriente tiende a incrementar su amplitud de manera lenta (Fig. 4B). Esta
conducta es mas evidente a concentraciones de 3 y 5 mM de ATP. Este tipo de
fenomeno ha sido descrito, en monocitos, para canales homomeéricos tipo P2X1

(L6pez-Lopez et al. resultados no publicados).

A) B)

————

T

‘ f

!
|
[
I

200 pA | - 200 pA

5s 5s

Figura 4. Corrientes de célula completa inducidas por 1 mM de ATP

Corrientes en respuesta a 1 mM de ATP (aplicado como lo indica la barra superior), donde
claramente se observan dos tipos de respuestas, una que desensibiliza casi hasta desaparecer y la
segunda con solo una desensibilizacion parcial la cual es seguida por un ligero incremento de la

corriente.
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Andlisis de larespuesta al ATP en los macr6fagos humanos con fenotipo M1
y M2

Posteriormente, se clasificaron las células por su fenotipo para analizar si existen
diferencias en las poblaciones de receptores de alta sensibilidad en ambos tipos
de células. Como poblacién 1 (fenotipo 1, M1), se incluyeron a las células grandes
y redondas y como poblacién 2 (fenotipo 2, M2) a las células alargadas con dos o
mas prolongaciones para la poblacion 2 como se describen en la Fig. 1-C y D. En
la poblacion de células redondas se realizaron aplicaciones de ATP siguiendo el
protocolo anterior entre un rango de concentraciones de 0.3 a 100 yM y se
midieron las corrientes entrantes (latp). Las corrientes generadas se caracterizan
por una desensibilizacion rapida y se obtuvo una curva concentracion-respuesta
para las células redondeadas con una ECso de 2.9 pM de ATP (Fig. 5). En la
poblacion de M2 se obtuvieron registros solamente a 10 uM de. El promedio de la
amplitud de las corrientes registradas en estas células son significativamente
menores que el promedio observado en las M1, cuando se utilizé la misma

concentracion.
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Figura 5. Corriente inducida en funcién del logaritmo de la concentracion de ATP en

macréfagos humanos por morfologia en células redondas y alargadas.

La curva concentracién-respuesta de macrofagos redondos (M1) tiene una respuesta maxima a 10
MM (n=5-10 células). El circulo representa el promedio de la corriente de tres células alargadas
(M2) en respuesta a 10 uM de ATP. Este promedio es significativamente diferente (P > 0.05) al de
las células M1.

El célculo aproximado del area de la superficie de células de los dos fenotipos
revelé que no existe diferencia entre células alargadas y redondas. Esto sugiere
gue la densidad de canales por unidad de area es menor en el fenotipo M2 que en
el M1. Sin embargo, se requiere realizar mediciones precisas de la superficie

celular para corroborar esta tendencia.
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DISCUSION

La evidencia presentada muestra la activacion de receptores purinérgicos, P2X,
con alta sensibilidad al ATP, a partir de los 0.3 pM de ATP. Las corrientes
inducidas por el ATP tienen cinéticas similares a las mediadas por el receptor
P2X1. Las cuales, se activan y desensibilizan rapidamente y donde la corriente
entrante forma un pico y desensibiliza rapidamente aun en presencia del agonista.
Sin embargo, también se observan cinéticas diferentes a bajas concentraciones
que pueden deberse a la formacion de canales heteroméricos con otras
subunidades P2X, asi como con la variante de splicing reportada en monocitos
(34). Ademaés, también se observaron corrientes que se activan con
concentraciones altas de ATP, caracterizadas por dos fases durante la aplicacion
constante del agonista, una desensibilizacion rapida seguida de un incremento en
la corriente. Asimismo, es importante mencionar que este es el primer estudio que
investiga las diferencias en la expresion de receptores P2X en los dos fenotipos de

macréfagos descritos.

Aungue actualmente los macréfagos humanos son generados in vitro a
partir de los monocitos de sangre periférica, los protocolos adn no estan
plenamente definidos. La diferenciacion de monocitos y activacion de macrofagos
en respuesta a citosinas y productos microbianos dan origen a dos tipos celulares
por “activacion clasica” M1 o “activacion alternativa” M2, (35, 37, 38). En modelos
in vitro, los monocitos en presencia de GM-CSF dan origen a los macréfagos tipo
M1 que tienen una forma redondeada y los monocitos que se diferencian en

presencia de M-CSF dan origen a los de tipo M2 con una forma alargada y con
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prolongaciones (1, 16, 47), que también son diferentes en la expresion de
receptores, antigenos de superficie y citosinas que producen. Sin embargo, la
generacion de macrofagos tipo M1y M2 no se limita a la estimulacion con factores
de crecimiento. Por ejemplo, macréfagos con fenotipo M2 se producen en
respuesta a adenosina (7, 15). Esto nos lleva a pensar que en modelos in vivo
existen muchos otros factores que solos o en conjunto inducen la diferenciaciéon
preferencial de uno o ambos tipos de macrofagos en el mismo microambiente, por
lo que modelos menos regulados son importantes para analizar las interacciones
entre ambos tipos celulares. Nosotros generamos cultivos sin la adicion de ningdn
estimulo que presentan células con ambos fenotipos, los dias de cultivo fueron
determinados por observacion donde a partir de los 7 y hasta los 14 dias fueron
observadas en campo claro, siendo este ultimo donde se distinguen mejor los dos
fenotipos de macréfagos. Observaciones similares fueron hechas por Eligini y
colaboradores que obtuvieron macréfagos M1 y M2, mediante cultivo de
monocitos sin la adicibn de factores de crecimiento, los cuales muestran
poblaciones heterogéneas, por lo que consideran “a este modelo in vitro idéneo

para centrarse en la heterogeneidad de los macréfagos” (12, 13).

La alta sensibilidad al ATP de los receptores P2X en conjunto con la rapida
cinética de la desensibilizacion de sus respuestas sugiere que los macrofagos
humanos expresan receptores funcionales del tipo P2X1 (46). En otros estudios,
se probd la participacién de los receptores P2X1 y P2X7 en la infeccién por VIH
por ensayos con antagonistas especificos (20), y la participacion del receptor

P2X7 en la eliminacion de Mycobacterium tuberculosis (31, 44) y del receptor
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P2X4 en macréfagos alveolares (51). Ademas, se ha identificado la expresion de
MARN de los receptores P2X1, P2X4 y P2X7 en monocitos por RT-PRC de célula
Gnica donde se detectd una expresion del receptor P2X1 en el 90% de los
monocitos humanos, la expresion de una variante de splicing del receptor P2X1
(P2X1del) en mas del 85% de las células y un bajo porcentaje de expresion del
P2X7R (Lopez-Lépez et al, resultados no publicados). Por lo cual, la probabilidad

de que las corrientes registradas aqui sean mediadas por receptores P2X1 es alta.

Se pueden observar diferentes cinéticas que podrian deberse a la
formacion de canales heteroméricos entre los receptores P2X1 candnicos con
otras subunidades, incluyendo con la variante de splicing reportada en monocitos.
Estudios de nuestro laboratorio de canales especificos, expresados
heter6logamente, muestran tres tipos de corrientes con diferente cinética y
sensibilidad al ATP. Asi, los canales homoméricos tipo P2X1 son altamente
sensibles a este agonista y desensibilizan rapidamente (Fig. 6A). Los canales
homomeéricos tipo P2X1del, son activados a concentraciones altas de ATP y
tienen una lenta activacion (Fig. 6B). Las corrientes observadas cuando se
coexpresan las dos subunidades parecerian ser heteroméricos ya que, muestran
una sensibilidad tres veces menor y una desensibilizacion tres veces mas lenta
gue los receptores homomeéricos P2X1 (Fig. 6C). Esto concuerda con lo descrito
para otros canales heteroméricos de subunidades diferentes, las cuales tienden a
compartir propiedades de los receptores homoméricos (2, 34, 40, 53). En el
presente estudio, la sensibilidad al ATP y la desensibilizacion de las corrientes son

compatibles con la existencia de receptores heteroméricos de las subunidades
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P2X1 y P2Xldel, como las que se muestran en la Figura 6C, sobre todo a
concentraciones bajas de ATP. Sin embargo, no podemos descartar que otros
tipos de receptores participen, sobre todo a concentraciones altas (p.e. P2X7),
cuyas corrientes también incrementan durante la presencia continua del ATP,

similares a las mediadas por los receptores P2X7 (29, 50).

A)
Receptor homérico P2X1. 100 uM

B)
Receptor homomérico P2X1del. 5 mM

)
Receptor heteromérico 1. Receptor heteromérico 2. —

Figura 6. Estequiometria de canales formados por dos isoformas del receptor P2X1 y las
corrientes registradas durante la expresion heterdloga de estos (corrientes registradas por
Lépez-Lbpez et al, resultados no publicados).
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Por ultimo, se reporta que la densidad de receptores P2X1 podria ser mas
baja en los macréfagos tipo M2 que en los M1. Aunque mas datos son requeridos
para confirmar esta tendencia. En este contexto, otros estudios realizados en
macréfagos alveolares reportan que la expresion de los receptores P2X4 depende
del estado de activacion (51). La regulacion de la expresion de los receptores P2X
podria participar en la regulacién fina de las funciones de los diferentes tipos de

macrofagos.

CONCLUSIONES

En conclusion nuestro estudio demostré por técnicas electrofisiologicas la
presencia de receptores de alta sensibilidad y rapida desensibilizacion en
macrofagos derivados de monocitos humanos (probablemente P2X1). Se
observaron respuestas con cinéticas diferentes que podrian indicar la participacion
de otros tipos de canales P2X, por ejemplo los P2X1del, los P2X4 o los P2X7, asi
como posibles heterbmeros de estos. También encontrados en monocitos vy
macrofagos. Por ultimo, se reporta que la densidad de receptores P2X1 podria ser
mas baja en los macréfagos tipo M2 que en los M1. Se requieren estudios

adicionales con otras tecnicas para comprobar la precencia de los receptores P2X.
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