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Control del cambio metabdlico de las células inmunitarias durante
la diferenciacion

Introduccion

Los monocitos y macréfagos desempenan un papel esencial en el sistema inmunitario natural del organismo. Los monocitos se producen en la
médula 6sea y se desplazan por el organismo a través de la sangre, diferencidandose en macréfagos e infiltrandose en los tejidos. Los macrofagos
activados se vuelven dependientes de la via glucolitica para la produccion de energia, incluso en presencia de oxigeno; este perfil metabolico,
denominado efecto Warburg, es una caracteristica bien conocida de las células cancerosas.' El efecto Warburg se ha estudiado ampliamente en
las células inmunitarias, pero se ha informado de que cumple diferentes funciones en las células cancerosas y en las inmunitarias. En las células
cancerosas, el efecto Warburg favorece la supervivencia y la proliferacion, mientras que en las células inmunitarias es un signo de envejecimiento
y muerte celular.** En los monocitos y otras células inmunitarias en las que puede observarse el efecto Warburg, el perfil metabdlico difiere
para cada estado de actividad inmunitaria. Por ejemplo, los monocitos y los macréfagos M2 muestran un aumento de la oxidacion de acidos
grasos y de la fosforilacién oxidativa, mientras que los macréfagos MO y M1 muestran un aumento de la glucdlisis. Ademas, se sabe que el
microambiente y el perfil metabdlico de los macréfagos MO intervienen en el control de la polarizacion de los macréfagos M1y M2.5 Esto
significa que investigar el perfil metabdlico de las células inmunitarias puede permitir hacer inferencias sobre su estado de diferenciacion.®’

En este estudio, se realizd un seguimiento cronolégico de los cambios metabolicos en las células THP-1, una linea celular de monocitos,
cuando se diferenciaron en macréfagos MO como resultado de la exposicion a PMA.

Materiales y métodos

Células THP-1 (JCRBO112.1, obtenidas del Banco de células de la coleccion japonesa de recursos bioldgicos de investigacion: JCRB), una linea
celular de leucemia monocitica aguda. El cultivo se realizé en medio RPMI 1640 con adicién de 10 % de FBS durante 96 horas, durante las
cuales se midieron continuamente las concentraciones de glucosa y lactato en el medio de cultivo utilizando un analizador metabdlico de células
vivas. La medicion continua comenzé inmediatamente después de la siembra de las células, y se anadié PMA (forbol 12-miristato 13-acetato)

a una concentracion final de 10 ng/mL (0,001 % DMSO) 48 h después de la siembra. En el grupo de control, se anadié Unicamente vehiculo
(0,001 % DMSO). Se recogio el medio de cultivo para medir las concentraciones de glucosa y lactato cuando se anadié el reactivo y al final del
cultivo. Ademads, se examind la morfologia celular con un microscopio de contraste de fases y se midio el nivel de expresion de CD11b en la
superficie celular mediante citometria de flujo.

Resultados

En primer lugar, se comprob¢ la precisién de los valores medidos por el analizador metabolico de células vivas comparando los valores del
analizador para las concentraciones de glucosa y lactato en el medio de cultivo en el momento de la adicién del reactivo y al final del cultivo
con los valores del método colorimétrico. La desviacion méxima fue del 14 %, por lo que se concluyé que los valores medidos con el analizador
metabélico de células vivas eran suficientemente precisos (Fig. A). A continuacion, se calcularon la tasa de consumo de glucosa vy la tasa de
produccion de lactato a partir de los cambios continuos en las concentraciones de glucosa y lactato (Fig. B). La comparacion de estos valores
mostré que la tasa de consumo de glucosa y la tasa de produccién de lactato aumentaron inmediatamente después de la adicién de PMA.

El nimero de células al final del cultivo fue mayor en el grupo de control, lo que sugiere que el consumo de glucosa por célula y la produccion
de lactato aumentaron como resultado de la adicion de PMA (Fig. C). Ademads, las imagenes microscopicas confirmaron que los monocitos,
que son células no adherentes, se transformaron en células adherentes como resultado de la adicion de PMA (Fig. D). El nivel de expresion de
CD11b, un marcador de macréfagos, en la superficie de las células se midié mediante citometria de flujo, y los resultados mostraron que el
nivel de expresion de CD11b aumentaba como consecuencia de la adicion de PMA (Fig. E). Estos resultados confirman que los monocitos se
diferenciaron en macrofagos debido a la adicion de PMA.
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Debate

Comparando las tasas metabdlicas analizadas mediante un analizador metabdlico de células vivas y el nimero de células, fue posible
demostrar que los monocitos, que tienen una mayor oxidacion de acidos grasos y fosforilacion oxidativa, muestran una via glucolitica mejorada
a medida que se diferencian en macréfagos. Sin embargo, a las 60 h de cultivo, 12 h después de la adicién de PMA, la tasa metabolica de los
macréfagos empezo a descender. Se produce la supresion de la glucdlisis y la reduccion de la funcién de las células inmunitarias en respuesta
a la concentracion de lactato del entorno celular, y se ha notificado que esta es una de las razones de la falta de respuesta inmunitaria en el
microentorno tumoral.® Ademas, se ha notificado que los macréfagos M1 cultivados en un medio con 5-20 mM de lactato tienden a reducir la
captacion de glucosa.? En el presente experimento, la concentracion de lactato habfa alcanzado aproximadamente 8 mM en el momento en que
la tasa metabolica comenzo a disminuir, lo que sugiere que la supresion de la glucdlisis debida al aumento de la concentracion de lactato en el
medio se reflejo en la reduccién de la tasa metabdlica.

Conclusion

Utilizando un analizador metabdlico de células vivas, se realizd la medicion cronoldgica del cambio metabdlico durante el proceso de
diferenciacion de monocitos en macrofagos. El perfil metabdlico de las células inmunitarias esta intimamente relacionado con su estado de
diferenciacion, y la observacion del perfil metabdlico de las células inmunitarias en diferentes estados de diferenciacién, como en el presente
experimento, contribuira a la evaluacion de la diferenciacion de las células inmunitarias. El analizador metabélico de células vivas mide las
concentraciones de glucosa y lactato mientras se cultivan las células, lo que permite observar cronolégicamente el cambio metabdlico durante el
proceso de diferenciacion celular. El uso de esta técnica en estudios en los que se hace que las células inmunitarias se diferencien en una amplia
variedad de fenotipos puede aportar nuevos conocimientos en la investigacién metabdlica.
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