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Resumen

Poblacion de receptores P2X en macréfagos de humano

Los receptores P2X se expresan en distintos tejidos y estan involucrados en
diferentes funciones fisiolégicas. En los macrofagos de humanos, la presencia de
los receptores P2X1, P2X4 y P2X7 ha sido demostrada. Sin embargo, sus
propiedades farmacoldgicas y sus funciones son poco conocidas y controversiales.
Por tal motivo, el objetivo de este estudio es examinar la expresion de las
subunidades P2X1, P2X4, P2X7 y P2X1del una variante de “splicing” del P2X1
encontrada en monocitos, asi como, caracterizar la respuesta de los receptores P2X
nativos en macrofagos derivados de monocitos periféricos humanos (MDM).
Utilizando la técnica de PCR en célula unica se demostro la presencia de ARNm de
la subunidad P2X1, P2X1del, P2X4 y P2X7 en el 40 %, 5 %, 20 % y 90 % de los
macréfagos. De los cuales, el 25 % co-expresaron el ARNm de las subunidades
P2X7 y P2X1; el 5 % P2X7 y P2X4; y el 15 % co-expresaron el ARNm de las
subunidades P2X7, P2X4 y P2X1. Mediante la técnica de patch-clamp en su
configuracion de célula completa, la aplicacién de 0.01 mM ATP provoco corrientes
entrantes de activacion rapida y dos cinéticas de desensibilizacién diferentes. La
primera mostré una desensibilizacién rapida inhibida por 1 uM de PPADS que
asemeja a las propiedades del receptor P2X1. La segunda mostré una corriente de
desensibilizacion lenta, insensible a PPADS, pero potenciada con 3 uM de
ivermectina similar a las propiedades reportadas para el receptor P2X4. La
aplicacién de una concentracion alta de ATP (5 mM) indujo tres tipos de corrientes,
la primera de activacion lenta no-desensibilizante, similar a la reportada para el
receptor P2X7 en el 69 % de los macréfagos de humanos e inhibida por 0.1 uM de
A-804598; el segundo tipo de corriente mostré una activacion y desensibilizacion
rapida, presente en el 15 % de las células; y el tercer tipo fue una corriente de
activacién rapida con una desensibilizacion bifasica observada en el 15 % de los
macréfagos. Tanto la cinética de desensibilizacidén rapida como la bifasica fueron
muy similares a la observada para el receptor P2X1 humano recombinante
expresado en ovocitos de Xenopus laevis. Estos datos demuestran por primera vez
la co-expresion del ARNm y la presencia de receptores funcionales de las
subunidades P2X1, P2X4, y P2X7 en macréfagos de humanos.

PALABRAS CLAVE: macréfagos de humano, P2X1, P2X4, P2X7
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Abstract
Population of P2X receptors on human macrophages

P2X receptors are expressed in different tissues and are involved in different
physiological functions. In human macrophages, the presence of the P2X1, P2X4
and P2X7 receptors has been demonstrated. However, its pharmacological
properties and functions are poorly understood and controversial. For this reason,
the objective of this study is to examine the expression of the P2X1, P2X4, P2X7
and P2X1 subunits of a variant of P2X1 “splicing” found in monocytes, as well as to
characterize the response of native P2X receptors in macrophages derived from
peripheral monocytes. humans (MDM). Using the single cell PCR technique, the
presence of P2X1, P2X1del, P2X4 and P2X7 subunit mMRNA was demonstrated in
40 %, 5 %, 20 % and 90 % of macrophages. Of which, 25 % co-expressed the mRNA
of the P2X7 and P2X1 subunits; 5 % P2X7 and P2X4; and 15 % co-expressed the
MRNA of the P2X7, P2X4 and P2X1 subunits. Using the patch-clamp technique in
its whole cell configuration, the application of 0.01mM ATP elicited fast-activating
inward currents and two different desensitization kinetics. The first showed rapid
desensitization inhibited by 1 yM PPADS that resembles the properties of the P2X1
receptor. The second showed a slow desensitization current, insensitive to PPADS,
but enhanced with 3 uM of ivermectin like the properties reported for the P2X4
receptor. The application of a high concentration of ATP (5 mM) induced three types
of currents, the first one of slow non-desensitizing activation, similar to that reported
for the P2X7 receptor in 69 % of human macrophages and inhibited by 0.1 pM. from
A-804598; the second type of current showed rapid activation and desensitization,
present in 15 % of the cells; and the third type was a fast activating current with
biphasic desensitization observed in 15 % of macrophages. Both the rapid and
biphasic desensitization kinetics were similar to that observed for the recombinant
human P2X1 receptor expressed in Xenopus laevis oocytes. These data
demonstrate for the first time the co-expression of mMRNA and the presence of
functional receptors for the P2X1, P2X4, and P2X7 subunits in human macrophages.

KEY WORDS: human macrophages, P2X1, P2X4, P2X7
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1. INTRODUCCION

El Adenosin-5-trifosfato (ATP) es la principal fuente de energia en las células y
esta presente en altas concentraciones (5 — 10 mM) en el espacio citoplasmatico
(Di Virgilio, 2005). La liberacién de ATP intracelular puede ocurrir en respuesta a
estimulacion mecanica (hinchazén o encogimiento osmoético de las células) o
senales bioquimicas extracelulares (interaccion célula-patégeno, dafio tisular,
muerte celular, etc.) (Corriden, Insel, 2010; ldzko et al., 2014). Varios tipos de
canales de membrana median la liberacion de ATP como son hemicanales de
conexinas y panexinas (Chekeni et al., 2010; Huang et al., 2007; Kang et al., 2008),
canales de maxi-aniones (Bell et al., 2003; H.-T. Liu et al., 2008) y canales anidénicos
regulados por volumen (Hisadome et al., 2002). Ademas de la liberacién a través de
los canales, las células pueden liberar ATP por exocitosis (Geoffrey Burnstock,
2007; Gatof et al., 2004). Al ser una molécula ubicua, el ATP puede ser liberado de
distintas células, por ejemplo: neuronas (Evans et al., 1992), leucocitos de sangre
periférica humana (De Ita et al., 2016), células epiteliales (Homolya et al., 2000),
endoteliales (Bodin, Burnstock, 2001) y de fragmentos citoplasmaticos como
plaquetas (ldzko et al., 2014). Varios tipos de células inmunes, incluidos los
macrofagos, responden al ATP extracelular como una sefal de peligro (Geoffrey

Burnstock, Boeynaems, 2014; Corriden, Insel, 2010; Francesco Di Virgilio, 2005).

El ATP extracelular ejerce una amplia gama de efectos celulares a través de la
activacion de dos clases de receptores localizados en la membrana plasmatica
denominados P2Y y P2X. Los receptores P2Y estan acoplados a proteinas G y en
células de mamiferos se han reportado ocho subtipos de receptores P2Y, dos de
los cuales se activan de manera preferencial por ATP (P2Y2 y P2Y11) (Abbracchio
et al., 2006), mientras que los otros 6 (P2Y1, P2Y4, P2Y6, P2Y12, P2Y13 y P2Y14)
son activados por ADP, UTP, UDP y UDP-glucosa (F. Di Virgilio, Adinolfi, 2017). La
familia de los receptores P2X son canales idnicos que se abren en respuesta a la
unién de ATP extracelular. En mamiferos, incluidos los humanos, se han identificado
7 subunidades (P2X1-P2X7) que estan ampliamente distribuidos en los tejidos tanto

excitables (que producen potencial de accién: neuronas, musculos ) como no



excitables (que producen respuesta a estimulos sin generar potencial de accién) y
estan involucrados en diversas funciones fisiolégicas vy fisiopatoldgicas
(Svennersten et al., 2015; Vulchanova et al., 1996; Worthington et al., 1999).

Los receptores P2X se asocian con una amplia variedad de procesos fisiolégicos
del sistema inmunolégico (Marques-da-Silva et al., 2011). Por ejemplo, se ha
demostrado su participacion en la liberacidon de citocinas proinflamatorias vy
moléculas citotoxicas (Lopez-Castejon et al., 2010; Qu et al., 2007). Algunos
estudios en macréfagos y monocitos humanos han reportado la presencia de los
receptores P2X1 (Hazleton et al., 2012), P2X4 (Stokes, Surprenant, 2009; Yeung et
al., 2004), P2X5 y P2X7 (Gu et al., 2000; Janks et al., 2019; Lammas et al., 1997;
Placido et al., 2006). Recientemente, se ha demostrado la presencia de una variante
de “splicing” del receptor P2X1, la cual pierde 17 aminoacidos en el exén 6
(P2X1del) en la mayoria de los monocitos humanos, y mediante su expresion
heterdloga se mostré que es funcional, aunque con baja sensibilidad al ATP (Lépez-
Lopez et al., 2016). Su cinética fue similar a las descrita para el receptor P2X7
recombinante (L Gudipaty et al., 2001; R Alan North, 2002). Ademas, las corrientes
mediadas por receptores homomeéricos P2X1 o P2X1del aumentaron en amplitud
cuando se activaron con alta concentracion de ATP (Lopez-Lopez et al., 2016), una
propiedad también similar a la del receptor P2X7 (L Gudipaty et al., 2001). En este
contexto, algunos estudios han propuesto que los canales P2X7 contribuyen a las
corrientes inducidas por ATP (latp) en macréfagos de humano (Eschke et al., 2002)
y han sugerido que el receptor P2X7 esta involucrado en la patogénesis de algunas
enfermedades inflamatorias, autoinmunes e infecciosas (Arulkumaran et al., 2011;
Portales-Cervantes et al., 2010; D. F. Virgilio et al., 2017). Sin embargo, se requiere
una concentracion de ATP = 1 mM para activar el receptor P2X7 recombinante (R
Alan North, 2002), y en los estudios mencionados anteriormente, se us6é una
concentracion de ATP 0.1 mM para determinar el efecto de varios antagonistas del
receptor P2X7. Ademas, también asumieron que BzATP es un agonista especifico
del receptor P2X7. Sin embargo, se informd que este agonista es inactivo en P2X7
recombinante, cuando se utiliz6 una solucion de NaCl extracelular (Fonfria et al.,
2008).



Por otro lado, otros estudios farmacoldgicos sugieren que solo el receptor P2X4
contribuye a la respuesta evocada por ATP en macréfagos de humano (J. A.
Layhadi, Fountain, 2019; J. A. Layhadi et al., 2018; J. Layhadi, Fountain, 2017).
Todas estas inconsistencias hacen suponer que los efectos del ATP en macrofagos
no son mediados exclusivamente por receptores P2X7. Por lo tanto, como parte de
nuestro esfuerzo para comprender las propiedades de los receptores P2X en
macrofagos de humano, se examiné la expresion y co-expresién de las subunidades
P2X1, P2X1del, P2X4 y P2X7 mediante la técnica de RT-PCR en célula unica y se
caracterizo la respuesta electrofisiolégica y farmacoldgica de los receptores P2X
usando la técnica de patch-clamp en su configuracién de célula completa. Los datos
obtenidos en este trabajo apoyan la participacion funcional de los receptores P2X1,

P2X4 y P2X7 en las Iate en macréfagos de humano.

2. MARCO TEORICO

2.1. El sistema inmune

El sistema inmunitario es un conjunto complejo de moléculas, células, érganos
y tejidos que se encargan de proteger al organismo. Diariamente existen diversas
situaciones que perturban la homeostasis, desde factores ambientales, exposicion
a toxinas, presencia de microorganismos, proliferacién de células cancerosas, entre
otras. El sistema inmunitario es el encargado de identificar y eliminar estos agentes
causantes de dafio (Delves, Roitt, 2000; Rankin, Artis, 2018). La respuesta inmune

se clasifica en dos tipos: innata y adaptativa.

La respuesta inmune innata representa la primera linea de defensa contra
patdgenos, no es especifica y esta presente desde el nacimiento. Se compone por
la barrera epitelial y una gran variedad de células (células epiteliales, neutrdfilos,
células dendriticas, monocitos, macréfagos y células asesinas naturales o “natural
killer”). Cuando ocurre un dafo en la barrera epitelial, aparte de la entrada de
patdégenos existe un dano de tejido, lo cual conlleva a la activacién del sistema
inmunitario innato, esta forma de inmunidad se inicia por el reconocimiento de

patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs, por sus siglas en inglés,



Pathogen-associated molecular patterns), como los lipopolisacaridos y los
peptidoglucanos (Abdallah et al., 2017; Quaresma, 2019), y patrones moleculares
asociados a dafos (DAMPs, del inglés, Damage-associated molecular pattern) que
son una amplia variedad de moléculas intracelulares como las proteinas de choque
térmico (HSPs; por sus siglas en ingles heat shock protein), histonas, glicano,
fibrinbgeno, ATP, entre muchas otras, que se liberan cuando el tejido sufre un estrés
o dano (Huber-Lang et al., 2018). Estos PAMPs y DAMPs son reconocidos mediante
los receptores de reconocimiento de patogenos (PRRs, , por sus siglas en inglés,
de Pattern Recognition Receptor) los cuales activan la induccion de varias citocinas
proinflamatorias, quimiocinas e interferones. Entre estos receptores podemos
encontrar los receptores tipo Toll (TLRs, por sus siglas en inglés, Toll like receptors),
receptores tipo RIG1 (RLRs, por sus siglas en inglés, RIG-1 like receptors),
Receptores tipo NOD (NLRs, por sus siglas en inglés, NOD like receptors), y los
receptores tipo lectina C (CLRs, por sus siglas en inglés, C-type Lectin Receptors)
y receptores de ADN (lwasaki, Medzhitov, 2015; Kumar et al., 2011). Ademas de los
antes mencionados, los DAMPs pueden ser reconocidos por receptores
purinérgicos (A1, P2Xy P2Y) (Roh, Sohn, 2018).

La respuesta inmune adaptativa por otro lado se activa en fases tardias de un
proceso infeccioso y se caracteriza por ser una respuesta especifica dirigida hacia
el tipo de antigeno detectado en la lesion. La inmunidad adaptativa esta integrada
por los linfocitos T y B. Hay 2 clases de linfocitos T: los linfocitos T CD8+ o
citotoxicos, que reconocen y destruyen las células infectadas por bacterias o virus,
y los linfocitos T CD4+ o cooperadores, que coordinan la respuesta inmunitaria al
estimular otras células inmunes, como macrofagos, linfocitos B y T CD8+ para
combatir la infeccion (Iwasaki, Medzhitov, 2015; Schenten, Medzhitov, 2011). Los
linfocitos B se encargan de la produccion de anticuerpos, cada célula B lleva un
receptor unico para los antigenos denominado receptor de células B (BCR). Los
linfocitos B reconocen antigenos en su forma tridimensional y tras el reconocimiento
del antigeno por el BCR, las células B reactivas proliferan para aumentar su numero
y diferenciarse para secretar su anticuerpo especifico. Las células B también

pueden sufrir una mutacion somatica de los genes de la porcion variable del



anticuerpo expresado para alterar y mejorar la especificidad y afinidad hacia los
antigenos (Abbas, 2015; Nemazee, 2017).

2.2. Macroéfagos

Los macrofagos son células del sistema inmunitario que se encuentran
distribuidas en todos los tejidos donde realizan diferentes funciones como la
eliminacion de bacterias, particulas extrafias de origen no microbiano y células
dafadas, asi como, la presentacion de antigenos, la reparacion del tejido lesionado

y la eliminacién de restos celulares (Akagawa et al., 2006; Djaldetti et al., 2002).

Los macrofagos se originan por la diferenciacion de los monocitos de la sangre
al migrar hacia los tejidos (Gautier et al., 2012; S. Gordon, 1986; Takahashi, 2000)
y de progenitores que residen en tejidos (Hoeffel, Ginhoux, 2015; Jenkins et al.,
2011; Lavin et al., 2015; Schulz et al.,, 2012). En condiciones fisioldgicas, los
macrofagos modulan sus aspectos morfolégicos y funcionales en respuesta a su
microambiente tisular, dando lugar a su especializacion en los tejidos, como los
macrofagos alveolares en los pulmones, las células de Kupffer en el higado, los
macrofagos de la lamina propia en el intestino y la microglia en el cerebro (Eligini et
al., 2015; Gautier et al., 2012; Siamon Gordon, Taylor, 2005). Bajo estimulos
patolégicos, como microbios o dafo tisular, la activacion de los macrofagos se
caracteriza por varios aspectos distintos que dan lugar a fenotipos de macréfagos
con funciones distintas y especificas. Actualmente se acepta ampliamente que los
macrofagos activados por mediadores solubles, como las citocinas INF-y (interferén
gamma) y TNF-a (del inglés, tumor necrosis factor alfa), o por ligandos de los
receptores PRRs (via clasica) se denominan macrofagos M1, mientras que, los
macrofagos activados por otras moléculas como IL-4, IL-10, IL-13 (interleucinas 4,
10 y 13 respectivamente), glucocorticoides, entre otros (via alternativa) relacionados
con las respuestas de inmunoregulacion y remodelacion del tejido, se les denomina
macrofagos M2. Para referirse a cada forma en particular, se propone denominar
como M2a a la activacion inducida por IL-4 e IL-13; M2b a la promovida por la

exposicidn a complejos inmunes y agonistas de los TLRs y M2c a la estimulada por



IL-10 y glucocorticoides (Duque Correa, Rojas Lopez, 2007; Lawrence, Natoli, 2011;
Y. C. Liu et al., 2014; Murray, Wynn, 2011).

El estudio de los macrofagos tisulares es complejo debido a esta
heterogeneidad inducida por el microambiente local y ademas se requiere de
técnicas especiales e invasivas, razon por la cual muchos de los estudios actuales
se llevan a cabo en lineas celulares inmortalizadas o macrofagos diferenciados in
vitro a partir de monocitos. Los monocitos derivados de macréfagos son generados
a partir de la estimulacion con diversas citocinas entre ellas el factor estimulante de
colonias de monocitos y macréfagos (GM-CSF, del inglés, Granulocyte Macrophage
Colony-Stimulating Factor) y factor estimulante de colonias de macrofagos (M-CSF,
del inglés, Macrophage Colony-Stimulating Factor) los cuales dan lugar a
macrofagos M1 y M2, respectivamente (Akagawa et al., 2006; Fleetwood et al.,
2009).

Los macréfagos expresan una gran variedad de glicoproteinas receptoras en la
membrana que le ayudan a realizar sus funciones biolégicas, como interactuar con
otras células, con compuestos de células y tejidos dafados y contra
microorganismos. La activacion de los receptores membranales conlleva
generalmente a cambios superficiales, sefalizacion intracelular y expresiéon de
genes, lo que contribuye a la homeostasis, la defensa del huésped, y la induccién

de la inmunidad innata y adquirida. (Siamon Gordon et al., 2020; Taylor et al., 2005)

2.3. Senalizacién purinérgica en macroéfagos

Las purinas son compuestos organicos que se encuentran en todas las células
y forman parte de diferentes compuestos como nucledtidos, nucledsidos,
componentes de coenzimas, mediadores celulares entre otros. Altas
concentraciones de ATP intracelular a menudo favorecen la apoptosis, mientras que
un nivel bajo a menudo promueve la necrosis, por lo que el proceso de apoptosis
se puede convertir en necrosis si hay un consumo excesivo de ATP intracelular o
inhibicion de la sintesis de ATP (Chen et al., 2018). Por otro lado, su presencia en

el espacio extracelular actta como mensajero que media funciones celulares



bioldgicas, principalmente dentro de los procesos de dafio y reparacion tisular (F. Di
Virgilio, Adinolfi, 2017; Francesco Di Virgilio, 2005).

La adenosina extracelular actua a través de los receptores purinérgicos P1,
mientras que el ATP extracelular es censado por purinoreceptores P2, los cuales se
dividen en 2 grandes familias: la familia de los receptores P2X que son trimeros que
forman canales idnicos. Se han identificado 7 subunidades (P2X1-P2X7) y estan
ampliamente distribuidos en los tejidos tanto excitables como no excitables. Los
receptores P2X estan involucrados en diversas funciones fisiologicas vy
fisiopatoldégicas en mamiferos, incluidos los seres humanos (Svennersten et al.,
2015; Vulchanova et al., 1996; Worthington et al., 1999). La familia de receptores
metabotrépicos P2Y acoplados a proteinas G con 7 motivos transmembranales
(Geoffrey Burnstock, Williams, 2000; Sawynok, 2007; Vitiello et al., 2012). Se han
reportado ocho subtipos en células de mamifero, dos de los cuales se activan de
manera preferencial por ATP (P2Y2 y P2Y11) (Abbracchio et al., 2006) mientras
que el resto (P2Y1, P2Y4, P2Y6, P2Y12, P2Y13 y P2Y14) son activados por ADP,
UTP, UDP y UDP-glucosa (F. Di Virgilio, Adinolfi, 2017).

En condiciones patoldgicas, el ATP es liberado cuando las células
inmunoldgicas se activan o las células del tejido sufren dafios severos y actua como
una sefal de peligro proinflamatoria (Idzko et al., 2014). En los macréfagos, la
activacion de los receptores purinérgicos P2X por efecto del ATP extracelular, causa
un incremento en la concentracién de Ca?* intracelular e induce la liberacién de
proteinas HMGB1 (del inglés, “high mobility group box 1”) e IL-1b (Kawano et al.,
2012). Ademas, la union del ATP a los receptores P2X también desencadena la
activacion del inflamasoma NLRP3 (del inglés, NLR “family pyrin domain containing
3”), el cual esta conformado por multiples proteinas intracelulares entre los cuales
se incluyen la proteina NLRP3, la proteina adaptadora ASC (del inglés, “apoptosis-
associated speck-like protein”) y una procaspasa-1, lo que da como resultado la
maduracién y liberacion de la caspasa-1 ademas de la produccién de IL-1b e IL-18
(Gombault et al., 2012; Jo et al., 2016; Rathinam, Fitzgerald, 2016; SuellenD’arc
Santos Oliveira et al., 2014; Wewers, Sarkar, 2009).



2.4. Receptores P2X

Los receptores P2X son canales catidnicos que se abren en respuesta a la union
de ATP extracelular, se conocen 7 subunidades diferentes denominadas P2X1 al
P2X7. Cada subunidad consta de dos dominios transmembranales denominados
TM1 y TM2 unidos por un “loop” extracelular hidrofilico mientras que las
terminaciones amino y carboxilo se situan en el espacio intracelular, su longitud
varia entre 379 (P2X6) a 595 (P2X7) aminoacidos y son codificados por 7 genes
diferentes (B S Khakh, 2001; R Alan North, 2002). Estas subunidades se ensamblan
en grupos de tres para formar canales homo- o heterotriméricos funcionales,
excepto P2X6 que solamente es funcional en su conformacién heteromérica (R Alan
North, 2002; Torres et al., 1999).

Cada receptor presenta propiedades biofisicas y farmacoldgicas diferentes que
han sido descritas a lo largo de los afios en diferentes especies (Coddou et al., 2011;
R A North, Surprenant, 2000). Como se ha mencionado anteriormente, la union de
ATP al receptor P2X provoca la apertura de un canal. Estos cambios
conformacionales permiten flujo de iones tales como sodio (Na*), calcio (Ca?*) y
potasio (K*) a través de la membrana. Cada receptor presenta caracteristicas
cinéticas y farmacoldgicas distintivas. Por ejemplo, los receptores P2X1y P2X3 son
sensibles a ATP con cinética de desensibilizacion rapida, mientras que los
receptores P2X2 y P2X5 tienen una desensibilizaciéon lenta y el P2X7 no
desensibiliza (R Alan North, 2002; Torres et al., 1999) (Figura 1).

La expresion heterdloga de la combinacion de algunas subunidades resulta en
canales con propiedades fisiologicas y farmacoldgicas distintas a las observadas en
cada canal P2X expresado de manera individual. Por ejemplo, los receptores P2X2
expresados de manera individual no son activados por el analogo de ATP, a,B-
meATP, y desensibilizan muy lento. Por su parte, los receptores P2X3 son activados
por dicho analogo y desensibilizan rapidamente. Al combinar ambas subunidades
se obtienen corrientes activadas por a,3-meATP cuya desensibilizacién es lenta

(Lewis et al., 1995). De tal manera que las propiedades identificadas en los sistemas



heter6logos pueden ser extrapoladas para identificar la posible combinacion de las
subunidades que componen a los receptores P2X en células nativas (Evans et al.,
1995; R Alan North, 2002). Ademas, a la fecha han sido reportadas multiples
variantes de cada subunidad que pueden variar entre especies, la mayoria de estas
isoformas pierden uno o mas exones durante el evento de “splicing” y presentan
también cinéticas diferentes (Housley et al., 1995; Koshimizu, Tsujimoto, 2006;
Lifan-Rico et al., 2012; Nicke et al., 2009; R Alan North, 2002).

P2X, P2X5 P2X4 P2X, P2Xs P2X;
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Figura 1. Cinéticas de los receptores P2X homoméricos inducidas por ATP extracelular.
Registros de corrientes inducidas por 30 uM de ATP en diferentes receptores P2X de rata
expresados en células HEK 293 obtenidos con la técnica de patch-clamp en su configuracién
de célula completa. Arriba, se muestran respuestas de los receptores P2X cuando se aplican 2
segundos de 30 uM de ATP, excepto P2X7 el cual requiriéo de 1 mM de ATP. Abajo, se muestra
la desensibilizacion cuando se aplican 60 segundos de ATP. Se puede apreciar una
desensibilizacion rapida en canales P2X1 y P2X3, una desensibilizacion mas lenta en P2X2 y
P2X4 y, por el contrario, el P2X7 no desensibiliza. Tomada de R Alan North 2002.
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3. ANTECEDENTES
RECEPTORES P2X EN MACROFAGOS

Las células del sistema inmune expresan receptores purinérgicos, los cuales
se han relacionado con sus funciones durante procesos inflamatorios y
homeostaticos (Gabel, 2007; Trautmann, 2009). Mediante técnicas de
inmunofluorescencia, Western blot y RT-PCR se demostré la expresion prominente
de los receptores P2X4 y P2X7 en la linea celular J774 de macrofagos de ratén,
mientras que la expresion de los receptores P2X1, P2X2, P2X3, P2X5 y P2X6 fue

variable y en ocasiones débil o indetectable (Coutinho-Silva et al., 2005)

La presencia de los ARNm de P2X1, P2X3, P2X4, P2X5 y P2X7 también se
ha encontrado en macréfagos alveolares de raton, pero unicamente fueron capaces
de demostrar la contribucion de los receptores P2X4 y P2X7 en la funciéon inmune
pulmonar (Kessler et al., 2011). Por otro lado, en ratas, la expresion molecular y
funcional del receptor P2X4 se ha observado en la linea celular NR8383 de
macrofagos alveolares (Bowler et al., 2003) y células de Kupffer (Xiang et al., 2006).
Mientras que, en macrofagos de humano se identifico la presencia de ARNm de
P2X1, P2X4, P2X5 y P2X7 (J. A. Layhadi et al., 2018; Myrtek et al., 2008). A pesar
de que la mayoria de articulos publicados se enfocan en las funciones del receptor
P2X7, el cual parece estar incrementando durante la diferenciacion de monocito a
macrofago (L Gudipaty et al., 2001) y se asocia con multiples funciones como son,
la liberacién de citocinas a través de la activacion del inflamasoma (Gicquel et al.,
2014), el proceso de fagocitosis y eliminacién de microorganismos intracelulares
mediante apoptosis (Lammas et al., 1997; Lees et al., 2010; Placido et al., 2006). El
receptor P2X4 también se relaciona con la estimulacion fagocitica en macrofagos
alveolares humanos (Stokes, Surprenant, 2009) y recientemente se ha visto
farmacolégicamente la suma de la actividad fagocitica de los receptores P2X4 y

P2X7 en el mismo grupo de células (Zumerle et al., 2019).

Por otra parte, la presencia del receptor P2X1 en macrofagos se ha
relacionado con la facilitacién de la entrada del virus VIH al macrofago (Hazleton et

al., 2012). Recientemente, se demostrd, por primera vez, la existencia de una
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variante de edicion del receptor P2X1 (P2X1del) en la mayoria de los monocitos
humanos (88 %), la cual mostré poca sensibilidad al ATP, ya que solo se activa
cuando se utilizé concentraciones altas de ATP (>1 mM). Ademas, también se
demostré que la version completa (candnica) del receptor P2X1 es capaz de
responder a concentraciones bajas de ATP (>300 nM) mientras que
concentraciones >1 mM generan corrientes con desensibilizacion bifasica que inicia
con una rapida desensibilizacion que no regresa a su corriente inicial si no que
presenta una corriente lenta que va incrementando con el tiempo de exposicion a
este nucledtido, igual a la corriente mediada por P2X1del (Lépez-Lopez et al., 2016).
Estas corrientes son parecidas a las mediadas por el receptor P2X7 (R Alan North,
2002). Al respecto, varios estudios han considerado que los efectos del ATP en
macrofagos y monocitos son mediados por los receptores P2X7 y por lo tanto han
sugerido que estan involucrados en la patogénesis de enfermedades inflamatorias,
autoinmunes e infecciosas (Arulkumaran et al., 2011; Portales-Cervantes et al.,
2010; D. F. Virgilio et al., 2017). Sin embargo, algunos estudios han demostrado
que el uso de antagonistas especificos para los receptores P2X7 no son efectivos
clinicamente (Arulkumaran et al., 2011; Keystone et al., 2012). Todas estas
observaciones apoyan la hipétesis de que los efectos del ATP en macrofagos
pudieran estar mediados por diferentes tipos de receptores P2X o por receptores
heteroméricos formados por combinaciones, y no solo el receptor P2X7, como

muchos autores sugieren.

4. JUSTIFICACION

Los receptores P2X estan involucrados en procesos fisiolégicos vy
fisiopatolégicos del sistema inmunoldgico y su participacion en la respuesta
inflamatoria, nociceptiva y homeostatica los convierte en posibles blancos
terapéuticos para el control de enfermedades inflamatorias, autoinmunes e
infecciosas. Algunos estudios han caracterizado la poblaciéon nativa de receptores
P2X en macréfagos. Sin embargo, sus propiedades farmacolégicas y sus funciones
son poco conocidas y a la fecha son materia de debate cientifico. Por lo que surge

el interés en estudiar la propiedades moleculares, farmacolégicas y funcionales de
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los receptores P2X nativos en macréfagos de humano, los cuales estan

involucrados en procesos inflamatorios y en la reparacion tisular.

5. HIPOTESIS

Los receptores P2X1, P2X4 y P2X7 contribuyen a las corrientes idnicas

activadas por ATP en macréfagos de humano.

6. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar molecular y electrofisiolégicamente la expresién de los receptores

P2X1, P2X1del, P2X4 y P2X7 en macrofagos derivados de monocitos periféricos
humanos.
6.1. Objetivos especificos

a)

Examinar la expresion y co-expresion de los ARNm de las subunidades
P2X1, P2X1del, P2X4 y P2X7 en macréfagos derivados de monocitos
humanos mediante la técnica de PCR de célula unica

Caracterizar la respuesta de activacion y desensibilizacion de los receptores
P2X nativos de los macrofagos de humano con concentraciones bajas y altas
de ATP mediante la técnica de patch-clamp en su configuracion de célula
completa.

Caracterizar la respuesta farmacolégica de los receptores P2X nativos de los
macrofagos de humano con el uso de distintos antagonistas y moduladores.
Comparar las respuestas P2X nativas de macréfagos de humano con las
respuestas mediadas por el receptor P2X1 homomérico humano

recombinantes expresados en ovocitos de Xenopus laevis.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Obtenciéon de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) y
diferenciacion a macréfagos derivados de monocitos (MDM)

Se obtuvieron muestras de sangre periférica por punciéon venosa de personas
voluntarias sanas, de sexo indistinto entre 21 y 35 anos, la cual fue diluida a una
concentracion 1:1 en buffer de fosfatos (PBS) y se realizé la separacién por
gradiente de ficoll siguiendo las instrucciones del proveedor (ficoll-hytopaque de
Sigma, St Louis, MO). Los PBMC (del inglés; “peripheral blood mononuclear cell”)
obtenidos fueron resuspendidos en medio RPMI-1640 (Gibco, Ciudad de México,
Mx) y se colocaron a una densidad de 1 x 108 células por ml en placas de cultivo de
24 pocillos con cubreobjetos de vidrio circulares de 12 mm (Bellco Glass, Inc.)
previamente esterilizados y desengrasados. Dos horas después se retiraron las
células no adheridas mediante un lavado con PBS y se dejaron en medio RPMI-
1640 adicionado con 10 % de suero fetal bovino inactivado (FBS, por sus siglas del
inglés “Fetal Bovine Serum”), 2 mM de glutamina, 100 U/ml de penicilina, 100 U/ml
de estreptomicina, 60 ng/ml del factor estimulante GM-CSF (Gibco, Ciudad de
México, Mx) y se mantuvieron a 37 °C en una atmosfera del 5 % de CO2 por 7 dias
para su diferenciacion a macrofagos. El 50 % del medio fue reemplazado por medio

fresco enriquecido cada 3 dias.

7.2. RT-PCR de célula unica

Los macrofagos fueron seleccionados por sus propiedades de adherencia y
caracteristicas morfolégicas bajo el microscopio. Los macréfagos individuales
fueron cosechados mediante la aplicacién de una ligera succién dentro de una
micropipeta de cristal conteniendo 6 pl de mix RT libre de RNAsas (5x iScript mix
de reaccion 1.2 pl, iScript transcriptasa reversa 0.5 ul, H20 libre de nucleasas 4.3
pl). Posteriormente, el contenido de la pipeta fue depositado en un tubo de PCR con
12 ul de mix de reaccion (5x iScript mix de reaccién 2.8 pl, iScript transcriptasa
reversa, 0.1 % Tritdbn X-100 1 yl, y 8.2 yl agua libre de nucleasas). La reaccion se
incubo a 25 °C por 5 minutos, 46 °C por 20 minutos y 1 minuto a 95 °C y almacenada
a -20 °C hasta su uso. Como control negativo se recolecté fluido de la vecindad de

las células. La expresién de ARNm de Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
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(GAPDH) fue utilizado como control de carga de ARNm para cada célula. La
reaccion de PCR contenia: 1.5 mM de MgClz, 0.2 mM de dNTP, 0.2 mM de primers
(tabla 1 en anexo A), 0.5 U de Taq DNA polimerasa (Life Technologies, Texas,
USA), y 1x de buffer de PCR ajustado con agua libre de nucleasas (DEPC; del inglés
Diethyl pyrocarbonate) a un volumen final de 25 pl. Para la primera reaccion se
emplearon 5 pl de cDNA muestra y para las reacciones anidadas se us6 1 ul de la
PCR anterior en todos los casos. Todas las PCR fueron realizadas en un
termociclador T100 (Biorad). En todos los casos se usaron condiciones estandar;
una desnaturalizacion inicial de 3 minutos a 94 °C, seguidos por 35 ciclos de
desnaturalizacion 95 °C por 30 segundos, alineamiento 30 segundos, extension a
72 °C, seguido de una extension final de 5 minutos a 72 °C, unicamente se modifico
la temperatura de alineamiento y el tiempo de extensién en cada una de las
reacciones (tabla 1, anexo A). Los productos de PCR fueron analizados por
electroforesis en gel de agarosa al 2 % y tefiido con bromuro de etidio (0.0005
mg/ml). El tamafo de cada amplicén fue obtenido por el analisis de los oligos con la
herramienta primer-blast del NCBI tomando los resultados de las secuencias
correspondientes a cada gen como el tamafio esperado y fueron secuenciados para
confirmar su identidad con el secuenciador AB 3130 (Applied Biosystems) en el
Laboratorio Nacional de biotecnologia agricola, médica y ambiental (LANBAMA) del
IPICYT (San Luis Potosi, SLP., México).

7.3. Registros electrofisiolégicos por la técnica de patch-clamp

Las Iatp se registraron usando la técnica de patch-clamp en la configuracion
de célula completa con el amplificador Axopatch 200B digitalizado por el convertidor
AD Digidata 1322A, guardado y analizado con el programa pClamp 9.2 (Axon
Instruments, California, USA). Los MDM se colocaron en la camara de registro con
una perfusion constante de aproximadamente 2ml/min con solucion externa. La
solucion externa contenia (en mM): NaCl, 160; glucosa, 11; HEPES, 4.8; CsCl, 3;
CaCl2:2H20, 1; con un pH entre 7.3-7.4 ajustado con NaOH. La resistencia de las
pipetas fue entre 2-5 MQ y se fabricaron 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, Scientific Instrument Lab, Tokyo, Japan),

14



respectivamente. La solucion interna contenia (en mM): CsCl, 140; NaCl, 5.5;
EGTA, 10; HEPES, 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 fijéo a -40 mV. Cambios rapidos en la solucién
externa fueron realizados utilizando un dispositivo de ocho tubos, estos tubos
estaban conectados a jeringas que contenian las soluciones control (solucién
externa) y experimental (solucion externa mas el farmaco o farmacos
experimentales). El tubo que contenia la solucién control fue colocado abierto en
frente de la célula por registrar y una aplicacion externa de la solucidén experimental
fue realizada por el cambio rapido del tubo control por el tubo que contenia la
solucion experimental, el cual ya drenaba la solucion que contenia. Los tubos se
movieron usando un micromanipulador (WR-88; Narishigue Scientific Instrument
Lab, Tokyo Japan). Las substancias experimentales fueron removidas por el
regreso a la solucion control. La solucidn externa fue liberada por gravedad y el nivel
de la jeringa se ajustd continuamente para minimizar los cambios en la velocidad de

flujo. Todos los experimentos fueron realizados a temperatura ambiente (~23 °C).

7.4. Expresion heteréloga del receptor P2X1 humano en Oocitos de
Xenopus Laevis
Para aislar la subunidad P2X1 se realizé una PCR usando Platinum Pfx Taq
DNA Polimerasa (Life Technologies, Texas, USA), como se describié previamente
(Lépez-Lopez et al., 2016). Los productos de PCR se clonaron en el vector pGEM-
T Easy (Promega, Wisconsin, USA) y se subclonaron en el vector pPCDNAS3. Esta
construccion se uso para transformar bacterias de Escherichia coli TOP 10 calcio
competentes por choque térmico, se seleccionaron las colonias y se realizé la
extraccion del plasmido por lisis alcalina, el DNA fue linealizado con la enzima Xba
I (BiolabsTM) a 37 °C durante toda la noche, se purifico y se cuantificé en NanoDrop
TM 2000. Para la sintesis de ARNm in vitro se empleé el kit mMessage mMachine
T7 (Life Technologies, Texas, USA) siguiendo las indicaciones del proveedor. El
ARNmM obtenido se resuspendié en 2 ul de agua libre de RNAsas y almacené a -70
°C hasta su inyeccion en los ovocitos. Los ovocitos se obtuvieron de ranas de la
especie Xenopus laevis, las cuales fueron anestesiadas con 10 mM Tricaina (3-

aminobenzoico etil éster metasulfonato) y los ovocitos fueron removidos por
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diseccion. Unicamente, se seleccionaron ovocitos en etapa IV o V, los cuales fueron
desfoliculados manualmente, y colocados en solucién de Barth (88 mM NacCl, 0.33
mM Ca (NOs) 2, 1 mM KCI, 0.41 mM CaClz, 0.82 mM MgSOs4, 2.4 mM NaHCOsy 10
mM HEPES y se ajusto el pH 7.2-7.4 con 5 M NaOH). Los ovocitos fueron
inyectados con un microinyector Nanoliter 2000 (Word Precision Instrument) a una
concentracion de 400 ng/ul aproximadamente e incubados a 14 °C por 12-24 h antes
de los experimentos electrofisioldgicos. Los registros se hicieron con la técnica de
fijacion de voltaje de 2 electrodos (TEVC). Usando un amplificador Axoclamp 2B
(Axon instruments) conectado a un convertidor AD MiniDigi 1A y almacenados con
el programa AXOSCOPE 9 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). Los ovocitos
fueron puestos en la hendidura de la camara de registro y con la ayuda de los
micromanipuladores (WR-88, Narishigue Scientific Instrument Lab, Tokyo Japén),
se pinzd entre 2 micropipetas de vidrio con una resistencia entre 0.3 y 0.8 Q,
estiradas y pulidas con el pulidor Flaming/Brown P-87 y llenadas con solucion
interna (2 M KCI, 10 Mm EGTA, pH 7.8). La camara de registro conté con perfusion
constante de aproximadamente 3 ml/min con solucién externa (88 mM NaCl, 2 mM
KCIl, 1 mM CaClz, 1 mM MgCl2 y 5 mM HEPES pH 7.4). Las corrientes fueron
registradas con un potencial de membrana de -60 mV. La aplicacién de ATP se hizo
con un dispositivo de 8 tubos (1.6 mm de diametro), entre cada estimulacién se hizo
un lavado de 5 min con solucion externa. Todos los experimentos se realizaron a
temperatura ambiente (~23 °C). Los tubos se movieron manualmente con un

manipulador Narishigue (MMN-3).

7.5. Soluciones y reactivos

El medio RPMI-1640, FBS, and GM-CSF fueron adquiridos en Gibco
(Carlsbad, CA). ElI ATP, A-804598 (antagonista competitivo y selectivo de los
receptores P2X7), ivermectina (modulador alostérico positivo de los receptores
P2X4), PPADS (Piridoxalfosfato-6-azofenil-2',4'-acido disulfénico) y suramina
(ambos son antagonistas no selectivos de los receptores P2X, dimetilsulféxido
(DMSO), L-glutamina, penicilina, estreptomicina y otras sales se compraron de
Sigma-Aldrich (Toluca, MX). La solucién stock de ATP (100 mM) se prepard en

solucién externa el mismo dia de su uso. El stock de cada farmaco (0.01-1 M) fue
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hecha usando agua destilada y desionizada excepto para la ivermectina y el A-
804598, las cuales se prepararon en DMSO (concentracion final: 0.05%). En estos
casos el experimento control se llevd acabo usando la misma concentracion de
DMSO sin los farmacos. Para su aplicacion, todos los farmacos fueron diluidos en
solucién externa a la concentracion requerida. Los antagonistas e ivermectina
fueron aplicados 3 minutos antes de que se aplicara ATP junto con el antagonista,

a menos que otra cosa se mencione.

7.6. Analisis de datos

En todos los experimentos los valores son presentados como el promedio + el
error estandar de la media (SEM). El nimero de experimentos se designa como “n”.
Células de al menos 5 voluntarios diferentes fueron usados para cada experimento.
La curva concentracion respuesta fueron ajustadas a una funcién logistica en el
programa Prisma 7.0 (Graphpad, La Jolla, CA, USA). Las Corrientes obtenidas
fueron normalizadas considerando la amplitud de la respuesta a 0.1 mM de ATP
como el 100% en cada célula. Los datos se analizaron con la prueba de t de Student
pareada para obtener la diferencia entre los grupos de datos de las células

probadas. Los datos se consideraron significativamente diferentes cuando p < 0.05.

8. RESULTADOS
8.1. EI ARNm de las subunidades P2X1, P2X1del, P2X4 y P2X7 se expresan

en los macréfagos de humano

Se llevé a cabo la técnica de RT-PCR de célula unica usando oligonucleétidos
especificos (tabla 1) para determinar si las subunidades P2X1, P2X1del, P2X4 y
P2X7 se co-expresan en un mismo macréfago. La identidad de los productos de
PCR se confirmé por secuenciacion. El 91 % de los macréfagos positivos a GAPDH
expresaron P2X (20 de 22 células de 5 voluntarios saludables) de estos el 5 %
expreso la variante de “splicing” P2X1del (1 de 20 células), 40 % P2X1 (8 de 20
células), 20 % P2X4 (4 de 20 células) y 90 % el P2X7 (18 de 20 células) (figura 2 A
y B). Ademas, de todos los macrofagos que expresaron P2X, el 25 % co-expresaron
P2X7 y P2X1, el 5 % co-expresaron el ARNm de las subunidades P2X7 y P2X4 y el
15 % co-expresé P2X7, P2X4 y P2X1 en la misma célula (figura 2 Ay C).
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Figura. 2. Expresion de los receptores P2X1, P2X4 y P2X7 en macrofagos de humano. A)
Gel representativo de los productos de PCR de 8 macrofagos individuales. Gel de agarosa al 2
% tefiido con bromuro de etidio de los RT-PCR en célula Unica. Productos de PCR de 197 pb,
402 pb, 543 pb, 375 pb y 118 pb correspondientes a los ARNm de las subunidades P2X1del,
P2X1, P2X4, P2X7 y GAPDH, respectivamente. L; escalera de ADN, M1-M8; macréfagos del 1
al 8, N; control negativo (no se amplificaron transcripciones del fluido del bafio). El macréfago 1
(M1) co-expresd ARNm de P2X4 y P2X7, los macrofagos 2y 5 (M2 y M5) co-expresaron ARNm
de P2X1 y P2X7, el macrofago 3 (M3) expres6 ARNm de P2X1del, los macréfagos 6y 7 (M6 y
M7) expresaron ARNm de P2X7 y el macréfago 8 (M8) co-expres6 ARNm de P2X1, P2X4 y
P2X7. B) Porcentaje de macréfagos que expresan los transcritos de P2X1del, P2X1, P2X4 y
P2X7 en 20 células GAPDH positivas probadas. C) Porcentaje de macréfagos que co-expresan
los transcritos de las subunidades P2X1 / P2X7, P2X4 | P2X7 y P2X1 /| P2X4 | P2X7.
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8.2. Una concentracion baja de ATP indujo dos tipos diferentes de
corrientes en macrofagos de humano
Para determinar el efecto inmediato de una concentracion baja de ATP en los
receptores P2X nativos, se llevaron a cabo experimentos de patch-clamp en su
configuracion de célula completa en macréfagos de humano cultivados. La
aplicacion breve (5 s) de ATP 0.01 mM provocé una corriente entrante rapida en
aproximadamente el 42 % de los macrofagos registrados (76 de 181). El pico de
corriente se alcanzé en menos de un segundo y la amplitud media de este pico fue
de 281.7 + 54.1 pA. En presencia de ATP, identificamos dos velocidades de
desensibilizacion diferentes en las respuestas celulares. La primera fue una
respuesta de desensibilizacion rapida (Figura 3A) que fue ajustada por la suma de
dos funciones exponenciales, un componente rapido inicial (11 = 0.23 + 0.40 s)
seguido de un componente prolongado (12 = 2.30 + 0.53 s; n = 19; Figura 2B),
observado en aproximadamente el 68 % de los macréfagos de humano analizados
(19 de 28). La segunda respuesta de desensibilizacion inducida por la aplicacion
constante de ATP 0.01 mM fue lenta (Figura 3C), y se ajustd a una sola exponencial
(t = 6.63 + 2.32 s; Figura 2D). Esta respuesta se observo en las células restantes
analizadas (~32 %) (9 de 28). Para determinar si la aplicacién repetida de ATP
conduce a una desensibilizacion dependiente del tiempo, se afiadid una
concentracion baja de ATP (0.01 mM) varias veces después de un intervalo de 5
min libre de ATP. En las células de desensibilizacion rapida, después de 5 min, la
corriente observada fue ~ 50 % de su valor a la primera aplicacion (primera latp =
321.9 £ 74.4 pA frente a la segunda latp = 165.3 + 45.1 pA, n = 19, Figura 3E). En
la cuarta aplicacion consecutiva de ATP, es decir después de 15 min, la corriente
se desensibilizé casi por completo, dejando solo ~ 25 % de la corriente residual
(88.2 £ 32.2 pA) en 19 de 28 macrofagos de humano (Figura 3E). Contrario a lo
descrito anteriormente, en las células que mostraron una desensibilizacién lenta, las
aplicaciones repetidas de ATP 0.01 mM por 5 s condujeron a un incremento
progresivo de la corriente sostenida en un 143 % en 15 min (primer latp = 241.5 +
77 pA vs cuarto Iatp = 345 + 100 pA; n = 9; Figura 3F).
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Figura 3. Respuestas P2X activadas por baja concentracion de ATP en macréfagos de
humano. A) Trazo representativo de una corriente entrante de desensibilizacion rapida inducida
por ATP 0.01 mM de un macréfago humano. Note la pérdida completa de corriente aun en la
presencia de ATP. B) La respuesta de desensibilizacion rapida se ajustd a la suma de dos
funciones exponenciales (n = 19 células). C) Trazo representativo de una corriente
desensibilizante lenta inducida por ATP 0.01 mM de un macréfago humano. D) La respuesta de
desensibilizaciéon lenta se ajustoé bien a una funcién exponencial (n = 9 células). E) Corriente
entrante de desensibilizacion rapida (como en A) después de aplicaciones repetidas de ATP
(0.01 mM) administradas al mismo macréfago con intervalos de 5 minutos. La segunda
respuesta al agonista se atenué significativamente en comparacion con la primera. F) Corrientes
de desensibilizacion lenta (como en B) activadas por la aplicacion de 5 s de ATP 0.01 mM con
intervalos de 5 minutos de otro macréfago humano. Las aplicaciones repetidas de ATP 0.01 mM
conducen al aumento progresivo de la corriente sostenida. El tiempo de aplicacion de ATP se
indica mediante barras negras arriba de los registros. Los graficos de barras representan el
promedio de t, y las lineas en la parte superior representan el S.E.M.
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8.3. Concentraciones altas de ATP inducen tres respuestas diferentes en
los macrofagos de humano
La estimulacion de los macrofagos de humano con una alta concentracion de
ATP (5 mM) mostraron respuestas con diferentes cinéticas de desensibilizacion. El
69 % de los macréfagos estudiados (31 de 45; Figura 4B) mostraron una respuesta
lenta, caracterizada por una activacion relativamente lenta que no desensibiliza
(Figura 4A, trazo izquierdo), mientras que, el 15 % de los macréfagos (7 de 45;
Figura 4B) mostraron una corriente transitoria rapida con activacion vy
desensibilizacion rapida (Figura 4A, trazo intermedio), y el 15 % restante (7 de 45;
Figura 4B) presentaron una corriente bifasica, que consistié en una activacion y
desensibilizacién rapida seguida por una corriente no desensibilizante que se va
incrementando en presencia de ATP (Figura 4A, trazo derecho). Aplicaciones
multiples de ATP 5 mM durante 5 segundos a intervalos de 5 minutos mostraron la
perdida gradual del componente rapido, pero no del componente no
desensibilizante, el cual permanece e incrementa durante el tiempo de aplicaciéon
de ATP (Figura 4 C).
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Figura 4: Respuestas obtenidas al aplicar una alta concentracion de ATP en macrofagos
de humano. A) Corrientes generadas por la aplicaciéon de 5 mM de ATP en tres macrofagos
diferentes con cinéticas distintas: la primera con una cinética de activacion lenta y no
desensibilizante (trazo izquierdo; n= 31) la segunda con una cinética de activacion y
desensibilizacion rapida (trazo intermedio; n = 7) y la tercera con un cinética de desensibilizacién
bifasica (trazo derecho; n = 7) con activacion y desensibilizacion rapida que no regresa por
completo a la corriente basal y presenta una fase no desensibilizante. B) Porcentaje de
macrofagos que mostraron las distintas cinéticas de las respuestas generadas por la aplicacion
de 5mM de ATP. C) Registro representativo de un macrofago con una cinética bifasica expuesto
a multiples aplicaciones de ATP 5 mM con intervalos de lavado de 5 min. Se puede ver la perdida
de la fase rapida y un incremento en la fase no desensibilizante.



8.4. Efectos del PPADS sobre las Iatr en macréfagos de humano

Para estudiar el efecto de PPADS, se usaron células cuya desensibilizacion
a la segunda aplicacion de 0.01 mM de ATP fue menor al 20 %. Se aplicoé el PPADS
4 min antes de aplicar ATP. PPADS (1 uM) inhibié las corrientes de
desensibilizacion rapida inducidas por ATP 0.01 mM en macréfagos de humano. (n
= 4; Figura 5 A). Esta inhibicion fue de ~ 35 % del valor del control (latp = 362.6
91.3 pA contra Iatp + praps = 235.1 £ 82.3 pA, n =4; p =0.017; Figura 5 C). El efecto
de PPADS persistid por mas de 20 minutos, razén por la cual tras cada exposicion
a PPADS el cubreobjetos fue cambiado, incluso con experimentos fallidos. Los
macréfagos que mostraron cinéticas de desensibilizacidn lenta con concentraciones
bajas de ATP fueron insensibles a la concentracion de PPADS utilizada (n = 4;
Figura 6B).
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Figura 5: PPADS inhibe las corrientes de desensibilizaciéon rapida inducidas por ATP 0.01
mM en macréfagos de humano. A) Corriente representativa de una respuesta rapida inducida
por ATP (0.01 mM) antes, durante y 5 min después de la aplicacion de PPADS (1 mM) en el
mismo macréfago. Después de 4 min de incubacion, el PPADS inhibio las late. B) Corriente
representativa de una respuesta de desensibilizacion lenta inducida por ATP (0.01 mM) antes,
durante y 5 min después de la aplicacion de PPADS (1 mM) en otro macréfago. PPADS no tiene
efecto sobre las corrientes de desensibilizacion lenta. PPADS se aplico 4 min antes de aplicar
el ATP. Las barras horizontales arriba de los registros indican la duracion de la aplicacion del
agonista y antagonista. C) Comparacion del promedio de la IATP 0.01 mM en ausencia (barra
blanca) y en presencia (barra gris) de PPADS. Las lineas arriba de las columnas representan el
S.E.M. El efecto inhibitorio del PPADS fue estadisticamente significativo de su valor control (n
=4; * p < 0.05; prueba t-Student pareada).

8.5. Efecto de la ivermectina sobre los receptores P2X nativos en

macroéfagos de humano
Para investigar la contribucidn del receptor P2X4 en los macréfagos de

humano, se uso ivermectina como un modulador alostérico positivo selectivo al
receptor P2X4. La pre-incubacion de los macréfagos durante 3 min con ivermectina

(3 uM) potencié significativamente las Iatp (0.01 mM) en el 57 % de los macrofagos
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registrados (4 de 7; Figura 6A), siendo la corriente 1.5 veces mas grande que las
corrientes control (sin ivermectina) (Iatp = 344.4 + 175.4 pA vs |aTP + ivermectina = 529.8
+148.7 pA,;n =7; p = 0.03; Figura 6B).
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Figura 6: La ivermectina potencio las corrientes de desensibilizacion lenta inducidas por
ATP 0.01 mM en macrofagos de humano. A) Corriente representativa de desensibilizaciéon
lenta inducida por ATP 0.01 mM, antes, durante y 5 min después de la aplicacién de ivermectina
(3 mM). La ivermectina fue aplicada 3 min antes de aplicar el ATP. Las barras horizontales arriba
de los registros indican la duracién de la aplicacion del agonista y el modulador. B) La grafica
de barras representa el promedio de las Iate en ausencia (barra blanca) y presencia (barra gris)
de ivermectina las lineas verticales representan el S.E.M. El efecto potenciador de la ivermectina
sobre las late fue estadisticamente significativo en comparacion con los valores control (sin
ivermectina) (n = 7; *p < 0.05; prueba t-Student pareada).
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8.6. Efecto del antagonista A-804598 sobre los receptores P2X nativos de
macréfagos de humano
Para evaluar la participacion funcional del receptor P2X7 en macréfagos se
aplicé una concentracion alta de ATP (5 mM) y un antagonista selectivo de los
receptores P2X7, denominado A-804598. La pre-aplicacion de A-804598 (0.1 pM)
durante un minuto inhibié significativamente las latp (Figura 7A), con una
disminucién en el promedio de la corriente de ~ 62 %. (Iatp = 263.8 + 104 pA vs latp
+A-804598 = 101.4 £ 66 pA, n =7; p =< 0.05; Figura 7C) en el 67 % de los macrofagos
de humano registrados (4 de 6). Mientras, que el 33 % de los macrofagos que
exhibieron cinéticas rapidas o bifasicas en presencia de ATP 5 mM no fueron

afectadas por el antagonista A-804598. (Figura 7B)
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Figura 7: El antagonista A-804598 inhibié las corrientes no desensibilizantes inducidas
por 5 mM de ATP, sin afectar las corrientes bifasicas en macréfagos de humano. A)
Registros representativos de un macrofago que mostré una corriente de activacion lenta y no
desensibilizante inducida por la aplicacion de ATP 5 mM, antes, durante y 5 min después de la
aplicacion de A-804598 (0.1 mM). El A-804598 inhibié la corriente en macréfagos de humano.
El A-804598 fue aplicado un minuto antes de la aplicacion de ATP. B) EI A-804598 (0.1 uM) no
tuvo efecto sobre las corrientes bifasicas inducidas por ATP 5 mM. Las barras horizontales en
la parte superior de los registros indican la duracién de la aplicacion de los farmacos. C) La
grafica de barras representa el promedio de la Iatp en ausencia (barra blanca) y presencia (barra
gris) del antagonista A-804598 sobre las corrientes no desensibilizantes. El efecto inhibitorio del
A-804598 fue estadisticamente significativo (n =6; * p < 0.05; prueba t-Student pareada).
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8.7. Comparacion de la respuesta de ATP en macréfagos de humano con

la respuesta P2X1 de humano recombinante
Debido a que las respuestas P2X en macrofagos de humano exhibieron
propiedades similares a las reportadas para el receptor P2X1 homomérico de
monocitos de humano (Lopez-Lépez et al., 2016) y a los resultados de RT-PCR de
célula unica, las respuestas P2X nativas de MDM de humano fueron comparadas
con la respuesta del P2X1 de humano homomeérico recombinante expresado en
ovocitos de Xenopus laevis. El receptor P2X1 de humano recombinante exhibié una
cinética de respuesta de ATP (0.01 y 5 mM) similar a la respuesta P2X rapida y
bifasica observadas en MDM de humano (Figura 8A). Ademas, las curvas
concentracion-respuesta de ATP (0.003 - 1 mM) en macréfagos de humano vy
ovocitos exhibieron valores ECso de ATP muy similares (2.7 £ 0.5 mM; n = 5-12y
2.5 £ 2.0 mM; n = 5-17 para el receptor hP2X1 recombinante y los macréfagos de

humano, respectivamente; Figura 8B y C).
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Figura 8. Las propiedades de las corrientes mediadas por el receptor P2X1 homomérico
de humano expresado en ovocitos de Xenopus laevis se asemejan a las observadas para
los receptores P2X nativos en macrofagos de humano. A) Registros representativos de las
IaTP registradas en ovocitos expresando el receptor P2X1 homomérico de humano. Note que a
una concentracion baja de ATP (0.01 mM; trazo izquierdo) la corriente muestra una cinética de
desensibilizacion rapida, que vuelve a la basal incluso en presencia de ATP. A mayor
concentracion de ATP (5 mM; trazo derecho), la amplitud de la corriente del receptor P2X1
homomérico continu6é aumentando después de un componente inicial de desensibilizacion
rapida durante la aplicacion sostenida de ATP (~ 1 min). El potencial de membrana de los
ovocitos se fijo a -60 mV. El tiempo de aplicacion de ATP se indica mediante barras horizontales
negras arriba de los registros. B) Curva concentracion-respuesta de ATP (0.0001-0.1 mM) del
receptor P2X1 de humano homomérico expresado en ovocitos de Xenopus laevis (EC50 = 2.7
1+ 0.5 mM; n = 5-12 ovocitos). C) Curva concentracion-respuesta de ATP (0.0003 - 1 mM) de los
receptores P2X nativos en macrofagos de humano (EC50 = 2.5 + 2.0 mM; n = 5-17). En ambos
graficos, los simbolos representan las medias y las lineas verticales son S.E.M. de la corriente
relativa (%). Las respuestas se normalizaron con respecto a las observadas con ATP 0.1 mM
en cada ovocito o macrofago. Las curvas sigmoidales son el mejor ajuste obtenido con una
funcion logistica de tres parametros.
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8.8. Efectos de la suramina sobre las larr 0.001 mM en macréfagos y
ovocitos expresando el receptor P2X1 de humano
Diferentes concentraciones de suramina se aplicaron para caracterizar la respuesta
de los receptores P2X nativos en macrofagos de humano y los receptores P2X1 de
humano expresados en ovocito de Xenopus laevis. La suramina se aplicd por 3 min
antes de la aplicacion de ATP. En el presente estudio, se encontré que el efecto de
la suramina sobre las latp 0.01 mM es diferente a concentraciones bajas y altas. De
este modo, la suramina a una concentracion de 0.1 uM inhibio las latp en todos los
macrofagos de humano registrados (n = 6; Figura 9A). Sin embargo, a
concentraciones mas altas de suramina (30 uM) se observé un efecto potenciador
sobre las latp en el 82 % de los macréfagos registrados (n= 6; Figura 9B), mientras
que, en el 18 % restante la suramina produjo un efecto inhibitorio sobre las latp. En
contraste, los ovocitos con expresidon heterologa de los receptores P2X1 de humano
exhibieron una potenciacion de las Iatr 0.01 mM con la aplicacién de suramina 0.1
MM (n = 6; Figura 9C), mientras que, a concentraciones mas altas de suramina (30
MM) se observo un efecto inhibitorio sobre las Iatp en todos los ovocitos registrados
(n = 8; Figura 9D).
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Figura 9. La suramina provoca potenciacion e inhibicion de las latp (0.01 mM) en
macroéfagos de humano y ovocitos expresando el receptor P2X1 de humano homomérico.
A) Suramina 0.1 pyM tiene un efecto inhibitorio sobre Iatp de los receptores P2X nativos de
macréfagos de humano (n = 6). Mientras que suramina 30 uM. B) potencio las Iate en el 82%
de los macrofagos registrados (n = 6). C) Contrario al efecto observado de la suramina sobre
los receptores P2X nativos en macrofagos de humano. C) la suramina 0.1 uM potencio las late
en todos los ovocitos con expresion heterdloga del receptor P2X1 homomérico de humano (n =
6). D) suramina 30 uM inhibid las Iatp en todos los ovocitos registrados (n = 8). Las barras
horizontales sobre los registros representan la duracion de la aplicacion de ATP (barra negra) y
suramina (barra blanca).

8.9. Efectos de la suramina sobre las Iatr 5 mM en macréfagos y ovocitos
expresando el receptor P2X1 de humano.

Para evaluar el efecto de la suramina sobre las corrientes inducidas por 5 mM
de ATP, se utilizé una concentracion de suramina de 100 uM. La corriente control
se registrd utilizando una concentracién de ATP 5 mM y posteriormente se co-aplico
la misma concentracion de ATP con suramina 100 yM, esta ultima se aplico 3 min
antes de la aplicacién de ATP. Después el macrofago u ovocito registrado se lavé
durante 5 min con solucion externa y luego se registré nuevamente con ATP 5 mM.
La suramina 100 pM inhibid las Iatr 5 mM en todos los macréfagos (n = 9) y ovocitos

que expresaron el receptor P2X1 recombinante (n = 3; Figura 10 Ay B).
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Figura 10. La suramina inhibe las latr 5 mM en macréfagos de humano y ovocitos
expresando el receptor P2X1 de humano homoméricos. A) Suramina 100 uM tiene un efecto
inhibitorio sobre Iate de los receptores P2X nativos de macréfagos de humano (n = 9). B) la
suramina 100 uM también inhibe las latp en todos los ovocitos que expresaron el receptor P2X1
de humano (n = 3). Las barras horizontales sobre los registros representan la duracién de la
aplicacion de ATP (barra negra) y suramina (barra blanca).

9. DISCUSION

Este estudio proporciona evidencia funcional de la expresion de los receptores
P2X1, P2X4 y P2X7 en macrofagos de humano derivados de monocitos. Ademas,
se describe por primera vez la co-expresion de estos receptores en el mismo
macrofago, lo que podria tener importantes implicaciones para comprender la
farmacologia de los receptores P2X, dado el potencial de interacciones fisicas entre
ellos y la formacion de heteromeros (Guo et al., 2007; Nicke et al., 2005; Schneider
et al., 2017).

Es interesante observar que la diferenciacion in vitro de los monocitos
periféricos a macrofagos resultdé en una regulacion negativa de la expresion de los
transcritos de las subunidades P2X1 y P2X1del, ya que el presente estudio muestra

que el ARNm de las subunidades P2X1 y P2X1del estan presentes en el 40 % y 5
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% de los macréfagos diferenciados, respectivamente, un porcentaje menor con
respecto al reportado para los monocitos en un trabajo previo (Lopez-Lépez et al.,
2016), donde el 85 % de los monocitos periféricos humanos analizados expresaron
ambas subunidades P2X1 y P2X1del. Hasta la fecha, no se tiene un estudio
comparativo del nivel de expresién de las subunidades P2X entre monocitos y
macrofagos diferenciados. Sin embargo, resultados similares a los nuestros han
sido reportados en una linea celular de monocitos humana llamada THP-1
diferenciada a macrofagos (J. Layhadi, Fountain, 2017). Ademas, se ha demostrado
que la expresion de las subunidades P2X esta finamente regulada durante el
proceso de diferenciacion de monocito a macréfago (Siamon Gordon, Taylor, 2005),
asi como en subpoblaciones de monocitos con diferentes etapas de maduracién
(Lalitha Gudipaty et al., 2001). Por lo tanto, la diferencia en la expresion de la
subunidad P2X1 entre monocitos y macrofagos podria estar relacionada al proceso

de diferenciacién y podria influir en la heterogeneidad de la expresion observada.

En este estudio también se muestra que el ARNm de las subunidades P2X4
y P2X7 esta presente en el 20 % y 90 % de los macréfagos de humano,
respectivamente. Estos valores estan de acuerdo con un estudio previo en
macrofagos de humano, donde utilizando PCR en tiempo real se reportan niveles
de expresion de ARNm de la subunidad P2X7 mayores que los de la subunidad
P2X4 (Janks et al., 2019). Sin embargo, en macrofagos diferenciados de la linea
celular THP-1, se reporta una mayor expresion del ARNm de la subunidad P2X4
que la de la subunidad P2X7 (J. A. Layhadi, Fountain, 2019; J. Layhadi, Fountain,
2017). Ninguno de los estudios anteriores ofrece informacion sobre el porcentaje de
macrofagos que expresan las subunidades P2X4 y P2X7, datos que nosotros

pudimos determinar con el RT-PCR en célula unica.

Las cinéticas de desensibilizacién de las latp y la sensibilidad a los agonistas
se utilizan a menudo como herramientas para discriminar entre los subtipos de
receptores P2X. Bajo este contexto, en este estudio se identificaron dos tipos de
corrientes inducidas con 0.01 mM de ATP en macréfagos de humano. El primer tipo

de corriente mostrd una cinética de desensibilizacion rapida y con una pérdida de la
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corriente significativa tras aplicaciones repetidas de ATP en el 68 % de los
macrofagos. Ademas, esta respuesta fue significativamente inhibida por la
aplicacion de PPADS. Estas propiedades corresponden a las reportadas
previamente para el receptor P2X1 homomérico, que se caracteriza por una alta
afinidad al ATP, una cinética de activacion y desensibilizacidon rapida, y una alta
sensibilidad al bloqueo por el PPADS (Evans et al., 1995; R A North, Surprenant,
2000). Ademas, en el presente estudio, la expresion heterdéloga del receptor P2X1
homomérico humano en ovocitos de Xenopus laevis mostraron corrientes de
activacion y desensibilizacion rapidas comparables con las observadas en los
macrofagos. Todas estas observaciones, y el hecho de que el ARNm de la
subunidad P2X1 se encuentra en el 40% de los macrofagos de humano, apoyan la
participacion del receptor P2X1 en las corrientes inducidas por bajas

concentraciones de ATP.

El segundo tipo de corriente observada tras la aplicacion de ATP 0.01 mM se
presentd en el 32 % de los macrofagos registrados y mostré una farmacologia
distinta y una cinética de desensibilizacion lenta en comparacioén con la respuesta
similar al receptor P2X1. Esta segunda respuesta fue insensible al PPADS y fue
potenciada por el modulador alostérico ivermectina, dos propiedades distintivas del
receptor P2X4 (Baljit S. Khakh et al., 1999; R Alan North, 2002). Resultados
similares con ivermectina fueron encontrados en macrofagos alveolares humanos
(Kessler et al., 2011). Ademas, la aplicacion repetitiva de ATP en células que
mostraron una corriente desensibilizante lenta resulté en un incremento sucesivo de
la corriente tras cada aplicacién de ATP y que alcanzé un incremento maximo hasta
la cuarta aplicacién del agonista. Se ha descrito una propiedad similar, conocida
como "facilitacion”, para el receptor P2X7 (Chessell et al., 1997; Roger et al., 2008),
pero no para el receptor P2X4 (Fountain, North, 2006). Sin embargo, se requieren
concentraciones superiores a 1 mM de ATP para activar el receptor P2X7 (R Alan
North, 2002). La co-expresion de los transcritos de P2X1, P2X4, y P2X7 encontrada
en este estudio aumenta la posibilidad de la formacion de receptores heteroméricos
que pudiera estar alterando las propiedades del receptor P2X4. Por lo tanto, se

plantea la hipétesis de que una eventual formacion de receptores heteroméricos
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P2X7/P2X4 podria explicar la respuesta de "facilitacion" observada. En apoyo a esta
hipétesis, existe evidencia de que la subunidad P2X4 puede ensamblarse
heteroméricamente con la subunidad P2X7 (Guo et al., 2007; Schneider et al., 2017)
y P2X1 (Nicke et al., 2005). Sin embargo, se requieren mas estudios para investigar
la presencia de estos supuestos canales heteroméricos. Estas observaciones y el
hecho de que los receptores P2X4 se expresan en el 20 % de los macréfagos de
humano, apoyan la participacidon del receptor P2X4 en las corrientes de

desensibilizacion lenta inducidas por la baja concentracion de ATP.

El presente estudio también demostrd que la aplicacion de ATP (5 mM) indujo
tres respuestas P2X diferentes en macréfagos de humano: una corriente de
activacién lenta que no desensibiliza, otra de activacidén y desensibilizacion rapida,
y una bifasica que es una combinacion de una corriente rapida y no desensibilizante.
Las corrientes desensibilizantes rapidas y bifasicas fueron similares a la respuesta
del receptor homomérico P2X1 heterdlogo expresado en ovocitos y fueron
insensibles al antagonista selectivo de P2X7, A-804598. Ademas, se observaron
respuestas rapidas y bifasicas en el 15 % y el 15 % de los macréfagos de humano,
respectivamente. La suma de ambos corresponde al 30 % de los macréfagos,
porcentaje muy cercano a la expresion del ARNm de P2X1 observada con RT-PCR
de célula unica. En un estudio previo, realizado con macréfagos de humano, se
reportd una corriente bifasica muy similar a la presentada en este trabajo, y que fue
inhibida significativamente por PPADS, KN-62 y BBG (del inglés, Brilliant Blue G)
que son considerados como antagonistas de los receptores P2X7 (Eschke et al.,
2002), razon por la cual los autores concluyeron que el receptor P2X7 es el
responsable de las corrientes observadas en macréfagos. Sin embargo, estos
autores utilizaron ATP 0.1 mM para activar y caracterizar las propiedades
farmacolégicas de los supuestos receptores P2X7, y utilizaron concentraciones
micromolares de BBG. Actualmente, se sabe que se requieren concentraciones
mayores de 1 mM de ATP para activar los receptores P2X7 (Fonfria et al., 2008; R
Alan North, 2002), y que concentraciones micromolares de BBG pueden inhibir otros
receptores P2X (Valdez-Morales et al., 2011). Por lo tanto, nuestros resultados

sugieren que el receptor P2X1 participa en la corriente rapida y bifasica inducida por
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la alta concentracion de ATP en los macréfagos de humano. No descartamos la
posibilidad de que la corriente bifasica observada en macréfagos con alta
concentracion de ATP pueda deberse también a receptores heteroméricos
P2X1/P2X7, puesto que encontramos la co-expresion de estos en el 25 % de los
macrofagos. Sin embargo, hasta la fecha, no hay informes de que los receptores

P2X1y P2X7 se ensamblen como heteroméricos.

Por otro lado, nuestros resultados indican que las corriente de activacion
lenta y no desensibilizante activada por una alta concentracion de ATP (5 mM) en
el 69 % de los macréfagos de humano estd mediada por la activacién de los
receptores P2X7, ya que la baja sensibilidad a ATP y la cinética no desensibilizante
son caracteristicas distintivas del receptor P2X7 (Jiang et al., 2005; R Alan North,
2002). Recientemente se ha demostrado la presencia de una variante de “splicing”
de la subunidad P2X1 (P2X1del) en la mayoria de los monocitos humanos, cuyas
corrientes solo se activaban con altas concentraciones de ATP (> 1 mM) y muestran
una corriente no desensibilizante (Lépez-Lopez et al., 2016), similar a la descrita
para el receptor P2X7 homomérico (Lalitha Gudipaty et al., 2001). Sin embargo, en
el presente trabajo solo fuimos capaces de detectar esta variante en el 5% de los
macrofagos, un porcentaje considerablemente mas bajo que la expresiéon de la
subunidad P2X7 (90 %). Ademas, el antagonista selectivo de P2X7, A-804598
(Donnelly-Roberts et al., 2009) inhibio la corriente no desensibilizante inducida por
ATP 5 mM en macréfagos de humano. Por lo tanto, nuestros datos
electrofisiologicos, junto con los datos de RT-PCR de célula unica, indican
fuertemente que el receptor P2X7 participa en la corriente no desensibilizante

inducida por una alta concentracion de ATP.

Nuestros resultados sobre el efecto de suramina sobre las |atp en macréfagos
de humano revelaron que la suramina principalmente inhibe las Iatp 0.01 mM a
concentraciones micromolares bajas (0.1 mM) pero aparece un efecto potenciador
a concentraciones mas altas de suramina (30 uM). Sin embargo, a concentraciones
altas de suramina (100 uM) y ATP (5 mM), predomina el efecto inhibidor. El efecto

inhibitorio y potenciador de la suramina, como el que se muestra en este estudio,
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también se ha observado en los receptores P2X nativos de neuronas mientéricas
de cobayo (Guerrero-Alba et al., 2010). En dicho estudio, se sugiere que la suramina
actua sobre dos diferentes sitios de union en los receptores P2X. Nuestros
resultados de suramina sobre el receptor P2X1 homomeérico humano expresado en
ovocitos apoyan esta hipdtesis, puesto que encontramos que la suramina tiene un
efecto potenciador a concentraciones bajas (0.01 uM) de suramina y un efecto
inhibitorio a concentraciones mas altas (30 y 100 uM) sobre los receptores P2X1
homomeérico, lo que indica la presencia de dos sitios de unidn para la suramina con

diferentes afinidades.

Es poco probable que los efectos de la suramina sobre los receptores P2X
nativos en los macréfagos de humano se deba exclusivamente al receptor P2X1,
debido a que el efecto inhibitorio se observé en macréfagos a concentraciones
micromolares bajas de suramina, mientras que en ovocitos expresando el receptor
P2X1 homomérico apareciéo a concentraciones micromolares altas. Lo mismo se
encontrd para el efecto potenciador de la suramina, ya que este efecto se observd
a concentraciones micromolares altas en macrofagos, mientras que el mismo efecto
se vio sobre los receptores P2X1 a concentraciones bajas. Ademas, el efecto
predominante observado en cada macréfago depende de la concentracion de ATP
y suramina. Esto origina que el efecto de suramina sobre los receptores P2X nativos
en los macréfagos de humano sea complejo, y esto probablemente esté relacionado
con la co-expresion de las distintas subunidades P2X y a las diferencias en la

estequiometria entre las diferentes subunidades.

Los macrofagos son una poblacion celular muy heterogénea que responde a
senales micro ambientales para producir diferentes fenotipos funcionales (Siamon
Gordon, Taylor, 2005). Son un componente fundamental del sistema inmunolégico
innato y desempefian un papel crucial en la defensa y homeostasis del huésped a
través del reconocimiento y eliminacion de bacterias, la eliminacién de células
dafadas, la liberacion de mediadores proinflamatorios y antimicrobianos (Hirayama
et al., 2018). El desequilibrio en los fenotipos funcionales de los macréfagos ha sido

implicado en la patogénesis de varias enfermedades, tales como: cancer,
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enfermedad de Alzheimer, sindrome metabdlico, asma y alergias, aterosclerosis,
fibrosis y enfermedades autoinmunes (Shapouri-Moghaddam et al., 2018). En estas
afecciones inflamatorias, existen varias fuentes de ATP, como son: células dafiadas
0 necroticas y/o células intactas después de la estimulacion de la liberacion
vesicular o mediante canales formadores de poros (Dosch et al., 2018). La
expresion heterogénea de los receptores P2X1, P2X4 y P2X7 con diferentes
afinidades al ATP permitiria un ajuste fino de la respuesta de los macréfagos en
funcién de la concentracion de ATP censada. En consecuencia, las concentraciones
de ATP micromolares podrian activar selectivamente los receptores P2X1 y P2X4,
lo que daria como resultado distintas cinéticas de desensibilizacion y, por lo tanto,
diferentes concentraciones de entrada de calcio, capaces de desencadenar
diversas vias de transduccion intracelular. Mientras tanto, a niveles milimolares de
ATP podria conducir a la activacion del receptor P2X7, conocido por estar
involucrado en numerosas vias intracelulares proinflamatorias (Adinolfi et al., 2018).
En apoyo a esta hipdtesis de interaccion de ajuste fino, otros grupos de
investigacion han demostrado funciones especificas para los subtipos de receptor
P2X. Por ejemplo, se establecié que el receptor P2X1, pero no el receptor P2X7, es
necesario para la entrada del VIH en los macrofagos (Hazleton et al., 2012). Se
observé que el receptor P2X4, pero no el receptor P2X7, contribuye a la secrecion
de CXCLS5, una quimiocina proinflamatoria que regula la respuesta inmune innata
(J. A. Layhadi et al., 2018). Asimismo, la secrecion de IL-1R inducida por ATP en
macrofagos fue suprimida en ratones con deficiencia del receptor P2X7 (Geoffrey
Burnstock, Boeynaems, 2014). Por otro lado, en varios trastornos inflamatorios
cronicos y autoinmunes se han caracterizado fluctuaciones en la expresion de los
receptores P2X1, P2X4 y P2X7 (G. Burnstock, Kennedy, 2011). Por lo tanto, los
receptores P2X desempefian funciones importantes en la sefializacién de los
macrofagos, por lo que pueden representar objetivos terapéuticos prometedores en

estas enfermedades.

10.CONCLUSION
Este estudio demuestra por primera vez la co-expresion de ARNm de P2X1,

P2X4 y P2X7 y confirma la presencia funcional de los receptores P2X1, P2X4 y
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P2X7 en macrofagos derivados de monocitos de humano. Se requieren mas
estudios para investigar la importancia fisiologica y el papel de la co-expresion de
los receptores P2X1, P2X4 y P2X7 con sus distintas afinidades por el ATP en los

macrofagos de humano.
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ANEXOS

Anexo A: Tabla 1. Secuencias de los oligonucleétidos utilizados en los

experimentos de RT-PCR de célula unica.

Gen y numero Nombre
de accesion clave del SENTIDO: 5’ > 3’ ™ pb
primer
Ext Fow TGGTGAAGGTCGGTGTGAAC 60.18
786
GAPDH Ext Rev CCTGCTTCACCACCTTCTTG 58.76
NM _001357943.2
Int Fow CCATCACCATCTTCCAGGAG 57.37
118
Int Rev AAATGAGCCCCAGCCTTCTC 60.03
Ext Fow CCCCCAGAAGCTCTACCAT 58.06 1330
Ext Rev TGCACCCAGTCAGGAGTT 58.01
1° Ani Fow CGGGTGGGTGTTTCTCTATG 57.98
627
P2X1 1° Ani Rev CCAACCACTCCACCCTTCTC 59.96
NM_002558.4
2° Ani Fow CTCATCAGCAGTGTCTCTGT 56.97
402
2° Ani Rev GCTGATGCTGTTCTTGATGA 56.13
del Fow GACATCCCGCGCATCAGC 61.64 197
del Rev CCAACCACTCCACCCTTCTC 59.96
Ext Fow AAGCTTCAGACCGACTAGGGGACT 64.73 1384
Ext Rev CTCGAGTGGAGTGGAGACTCAATCAG 64.19
P2X4 1° Ani Fow TTCCTGTTCGAGTACGA 51.66
NM_002560.3 872
1° Ani Rev CTGTAGTACTTGGCAAAC 50.30
2° Ani Fow CGTTACGACCAAGGTCAAGGG 60.94 543
2° Ani Rev TGGAAACTGTGTCCTGCGTTC 61.08
Ext Fow AAGCTTGCCCTGTCAGGAAGAGT 64.0 1165
Ext Rev ATATGGGAGCGACAGCAGTTA 58.96
P2X7 1° Ani Fow AAGAGGAGATCGTGGAGAATGGA 60.63
NM_002562.6 886
1° Ani Rev ATATGGGAGCGACAGCAGTTA 58.96
2° Ani Fow GCCACAACTACACCACGAGA 59.97
375
2° Ani Rev CGGTGCCAAAAACCAGGATG 60.04
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