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RESUMEN

Las heridas cutaneas son procesos complejos que comprometen la integridad del tejido y
pueden clasificarse como agudas o crénicas, dependiendo de la duracién del proceso
inflamatorio. Este proceso esta regulado principalmente por las poblaciones de
macrofagos M1 (proinflamatorios) y M2 (antiinflamatorios). El bloqueo de los canales de
panexina 1 (Panx1) podria desempenfiar un papel relevante en la modulacién de la
actividad de los macréfagos, aunque las investigaciones al respecto son limitadas y su
potencial terapéutico alin se desconoce.

En este estudio se evalud el efecto del bloqueo con Probenecid (PBN) en Panx1,
presentes en macrofagos derivados de medula 6sea de ratdbn mediante los niveles de
expresion de marcadores de superficie celular y citoquinas caracteristicas de cada
poblacién. Para este propésito, los macréfagos MO fueron tratados con PBN, midiéndose
la expresion de CD80 y CD206 para identificar los fenotipos. Posteriormente a los
macréfagos MO, se les indujo hacia los fenotipos M1 y M2 con citoquinas especificas, a
las cuales se les aplicé PBN. La cuantificaciéon de la expresion génica en ambos procesos
se llevé a cabo con gPCR

Los resultados obtenidos revelaron diferencias significativas entre los marcadores
utilizados. CD206 mostré un nivel estadisticamente superior con respecto a la situaciéon
control al polarizar los macréfagos MO, al contrario de CD80, sugiriendo una tendencia
hacia la polarizacion antiinflamatoria, sugiriendo que Panx1 podria modular funciones
inflamatorias y favorecer cierto nivel de resolucion en algunas heridas.

En cambio, al medir mediadores en macrofagos ya polarizados, se observa que TNF-a
aumento su expresion significativamente en macréfagos M1 con respecto al control,
mientras que VEGF también se incrementd con significancia estadistica en macréfagos
M2 tras el bloqueo con respecto a la situacion control.

Con base en estos hallazgos, se concluye que, Panx1 podria estar implicada en estos
complejos procesos, aungque también podria depender del entorno inflamatorio en el que
esté presente, asi como de los métodos utilizados para la medicion de la expresion
génica o el bloqueo de Panx1.



ABSTRACT

Skin wounds are complex processes that compromise tissue integrity and can be
classified as acute or chronic, depending on the duration of the inflammatory process.
This process is mainly regulated by populations of M1 (proinflammatory) and M2 (anti-
inflammatory) macrophages. Blocking pannexin 1 (Panx1) channels could play an
important role in modulating macrophage activity, although research in this area is limited
and its therapeutic potential is still unknown.

This study evaluated the effect of Probenecid (PBN) blockade on Panx1, present in
macrophages derived from mouse bone marrow, by measuring the expression levels of
cell surface markers and cytokines characteristic of each population. For this purpose,
MO macrophages were treated with PBN, and the expression of CD80 and CD206 was
measured to identify the phenotypes. Subsequently, MO macrophages were induced
toward M1 and M2 phenotypes with specific cytokines, to which PBN was applied. Gene
expression quantification in both processes was performed with gPCR.

The results obtained revealed significant differences between the markers used. CD206
showed a statistically higher level compared to the control situation when polarizing MO
macrophages, unlike CD80, suggesting a tendency toward anti-inflammatory
polarization, suggesting that Panx1 could modulate inflammatory functions and promote
a certain level of resolution in some wounds.

However, when measuring mediators in already polarized macrophages, it was observed
that TNF-a significantly increased its expression in M1 macrophages compared to the
control, while VEGF also increased statistically significantly in M2 macrophages after
blockade compared to the control situation.

Based on these findings, it is concluded that Panx1 could be involved in these complex

processes, although it could also depend on the inflammatory environment in which it is
present, as well as the methods used to measure gene expression or block Panx1.

Palabras clave: piel, herida crénica, macréfagos, panexina 1, polarizacion

Keywords: skin, chronic wound, macrophage, pannexin 1, polarization



Abreviaturas

ATP Adenosin trifosfato

CSF-1 Factor estimulante de colonias 1

DAMPs Patrones moleculares asociados al dafio
GM-CSF Factor estimulante de granulocitos y macréfagos
HMGB1 Proteina de caja de grupo de alta movilidad 1
IL-1 Interleuquina-1

IL-1la Interleuquina-1a

IL-18 Interleuquina-1p

IL-6 Interleuquina-6

IL-10 Interleuquina-10

IL-12 Interleuquina-12

IL-23 Interleuquina-23

LPS Lipopolisacéarido

MO Macréfagos MO

M1 Macréfagos M1

M2 Macréfagos M2

MEC Matriz extracelular

MMPs Metaloproteinasas

NF-kB Factor nuclear kappa B

gPCR Reaccién en Cadena de Polimerasa Cuantitativa



TLR

TNF-a

Panx1

PBN

ROS

SAA

VEGF

Toll-Like Receptor

Factor de Necrosis Tumoral alfa
Panexina 1

Probenecid

Especies reactivas de oxigeno
Amiloide Serico A Purificado

Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular
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1 Introduccioén

1.1 Anatomia de la piel

La piel es el 6rgano mas externo y extenso de los mamiferos, por lo que cumple una
funcibn de barrera, ya que protege contra la pérdida o absorcion de agua,
microorganismos, traumas mecanicos, quimicos y radiacién UV. (O’Connell et al., 2015)
En cuanto a su anatomia la piel se compone de tres capas: epidermis, dermis e
hipodermis.

La epidermis es la capa mas externa de la piel, compuesta por un epitelio estratificado
cuyas células principales son los queratinocitos. Sus capas, de la mas profunda a la
superficial, incluyen el estrato basal, espinoso, granuloso, lucido y corneo. Cada capa
tiene una estructura y funcion especificas: el estrato basal contiene células madre y
melanocitos, mientras que el estrato corneo estd compuesto por queratinocitos que
protegen la piel. (Ravara et al., 2018).

La dermis, contiene las capas papilar y reticular, formadas por tejido conectivo que
proporciona soporte estructural y alberga glandulas sudoriparas, foliculos pilosos, vasos
sanguineos, neuronas sensoriales y fibras de colageno. El principal tipo celular
residente de la dermis es el fibroblasto, responsable de producir y mantener la matriz
extracelular (MEC), que es una red compuesta por proteinas como colageno que
contribuyen a la elasticidad y resistencia de la piel, ademas, los fibroblastos permiten
regenerar el ciclo de los foliculos pilosos y contribuir al proceso de cicatrizacién de
heridas, produciendo colageno y otras moléculas de la MEC necesarias para reparar el
tejido dafiado. Afadir a estas funciones, su interaccién con macrofagos, para coordinar
la inflamacion y regeneracion del tejido. (Sennett et al., 2012).

Por dltimo, la hipodermis es la capa mas profunda de la piel y esta compuesta por

I6bulos de tejido adiposo, neuronas sensoriales, vasos sanguineos y algunos apéndices
cutaneos (Moore et al., 2017).

1.2 Heridas de piel

Ya que la piel estd expuesta, es propensa a dafio, debido a esto la piel tiene un eficiente
mecanismo de reparacién. Este proceso de regeneracion cutanea implica 4 fases
secuenciales:



1.2.1 Coagulacion: Una vez ocurrido el evento lesivo, la exposicion al colageno inicia
las cascadas de coagulacion intrinseca y extrinseca, seguido de la matriz de
fibrina. El codgulo sanguineo no solo bloquea microorganismos, sino que
también actia como una base para las células que reparan la herida y
almacena factores de crecimiento. (Martin, 1997).

1.2.2 Inflamacién: Poco después de una lesion, los neutréfilos (en minutos),
monocitos Yy linfocitos llegan al &rea para defender al organismo contra
infecciones y eliminar restos celulares. Posteriormente los macréfagos
fagocitan a la fibrina y liberan factores proinflamatorios como las interleuquinas
1,6, (IL-1, IL-6) y el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a) (Martin, 1997,
Velnar et al., 2009).

1.2.3 Proliferacion: La formacioén de tejido nuevo empieza desde los dos a diez dias
después de la lesion. Si la lesién llegd a nivel de dermis, los fibroblastos
secretan colageno Il para formar un tejido conectivo poco diferenciado llamado
tejido granular, el cual es altamente vascularizado. En esta fase los
gueratinocitos migran hacia la parte central de la lesién mediante los modelos
de deslizamiento y rodamiento, en donde se modifican sus uniones de anclaje,
gue permiten que se desprendan y migren hacia la parte central de la lesién
(Usui et al., 2005).

1.2.4 Maduracion: La fase de maduracion inicia aproximadamente tres semanas
después de un evento lesivo y dura mas de un afo, aqui, todos aquellos
procesos anteriores, son silenciados y los macréfagos, células endoteliales
aisladas y los miofibroblastos entran en apoptosis, dejando la regién rica en
colageno | y otras proteinas de la matriz extracelular. (Enoch et al., 2008).

1.3 Heridas cronicas

Las heridas cronicas presentan un proceso de reparacion alterado, en el que el resultado
esperable desde el punto de vista anatdmico y funcional, no se alcanza en un tiempo
adecuado, normalmente de 3 meses (Nunan et al., 2014) y no progresan a través de las
fases ordenadas de cicatrizacion, sino que se detienen en una fase inflamatoria, que se
vuelve perpetua pese al tratamiento adecuado, hay varios factores que puede retrasar
la cicatrizacion de heridas: enfermedades crénicas, insuficiencia vascular, diabetes,
malnutricién, envejecimiento, presion arterial, infecciones, edema. (Fonder et al., 2008).

El dafo tisular encierra a la herida en un estado inflamatorio prolongado y exacerbado,
caracterizado por una abundante infiltracién de neutréfilos, con sus especies reactivas
de oxigeno (ROS) asociadas y enzimas destructivas que terminan haciendo este ciclo
perpetuo (Diegelmann et al., 2004). Ademas, hay marcadores del estado crénico como



el exudado, que mediante sus componentes causan degradacion de la MEC, en los
cuales las metaloproteinasas (MMPs) son considerados los elementos dominantes
(sobre todo la de tipo 9), estableciendo una relacion entre niveles elevados de bacterias
y MMP9 (Mofazzal et al.,, 2018). Otro posible marcador es la senescencia de
macroéfagos, al entrar en esta fase, sus funciones se ven comprometidas, esto puede
causar la alteracion de la regulacion génica fisioldgica y en las funciones propias de esta
célula, como la reduccién de su capacidad de fagocitosis y cambios en la autofagia.
(Chelvarajan et al., 2016).

Al ser la etiologia de estas heridas bastante diversa, se dificultan los esfuerzos de los
investigadores por encontrar un foco terapéutico que sirva para tratarlas. Los
mecanismos celulares y moleculares de la curacion de estas heridas son complejos y
sus alteraciones no son muy conocidas. A esto, hay que afiadir la amplia gama de
comorbilidades, que plantea mayores obstaculos para identificar objetivos terapéuticos
y disefiar un ensayo clinico.

1.4 Macréfagos

Los macréfagos son pequefias poblaciones de leucocitos que median el proceso de
cicatrizacion cutanea modulando la respuesta inflamatoria y facilitando la reparacion
tisular. Estos se definen por su ubicacion, fenotipo, morfologia y perfil de expresion
génica (Sica et al., 2015).

Sus funciones estan relacionadas a su estado de activacion o fenotipo, que, a su vez,
depende de los estimulos ambientales locales (Spiller et al., 2016), concretamente se
utiliza el término activacion y polarizacibn de macréfagos, en que las citoquinas y
agonistas de Toll-Like receptors (TLRs) producen patrones diferentes de expresion de
genes y proteinas. Tienen la capacidad de cambiar sus estados de activacion en
respuesta al factor estimulante de colonias 1 (CSF-1) y factor estimulante de
granulocitos y macréfagos (GM-CSF), por las citoquinas, productos microbianos,
glucocorticoides y potenciales moléculas que puedan ser reconocidos por ellos. (Murray
et al., 2014).

En primera instancia, los monocitos circulantes son reclutados rapidamente al reconocer
los estimulos liberados por las células del endotelio activados posterior al dafio (MCP-
1, ICAM-1 y VCAM-1). Al adherirse al endotelio, genera la extravasacion, en que pasan
desde la circulacion al tejido subendotelial, donde se podran diferenciar a macrofagos
M1 o M2. (Humeres et al., 2016).

Los macréfagos M1 son proinflamatorios, expresan marcadores tales como CD86,
CD80 vy liberan citoquinas como Interleuquina-1a (IL-1a), Interleuquina-1B (IL-1B), IL-6,
Interleuquina-12 (IL-12), Interleuquina-23 (IL-23), TNF-a (Yao et al., 2019) (Figura 1).
Inicialmente esta poblacion se infiltra hacia la herida tras la lesion para limpiarla de



bacterias, restos extrafios y células muertas, posicionandose cerca de los vasos
sanguineos en formacion, ayudando en su estabilizacion y fusion (Fantin et al., 2010).
Con esto se crea un ambiente inflamatorio necesario para combatir infecciones y
preparar el tejido para su reparacion.

Cuando se inicia la fase final de remodelacion, los macréfagos liberan MMPs, esto con
el fin de descomponer la MEC provisional y luego sufren apoptosis para permitir la
maduracion de la piel y que regrese a su forma original no lesionada (Vanella y Wynn,
2017). En heridas croénicas, los macréfagos M1 persisten sin transformarse en fenotipos
antiinflamatorios. (Hesketh et al., 2017).

Al disminuir los niveles de DAMPS, se cambia el ambiente inmunoldgico hacia otro perfil
de citoquinas, tales como Interleuquina-4 (IL-4), Interleuquina-10 (IL-10) e Interleuquina-
13 (IL-13), que dirigen la diferenciacién hacia macréfagos M2, de tipo antiinflamatorio,
(Arnold et al., 2014; Sanchez et al., 2017). A su vez, este fenotipo se divide en 4
categorias (Figura 2):

e M2a: Contribuyen a la angiogénesis, la proliferacion, la migracion y la
diferenciacion de fibroblastos (Lurier et al., 2017).

e M2b: Modulan funciones proinflamatorias y antiinflamatorias mediante
citoguinas, este subgrupo representa un estado intermedio entre los fenotipos
M1y M2 (Edwards et al., 2006).

e M2c: Fuerte actividad antiinflamatoria, ademas contribuyen a la angiogénesis,
producen MMP 9 atrayendo células madre derivadas de vasos sanguineos a los
sitios lesionados, fagocitan restos de heridas y depositan componentes en la
MEC (Spiller et al., 2014; Lurier et al., 2017). Mediante la expresién de TGF-f3
permite regular la proliferacion (generalmente de fibroblastos y MEC), migracién
y diferenciacion, procesos muy importantes en la cicatrizacion de heridas (Goren
et al., 2009).

e M2d: Potente actividad reparatoria de tejido, el cual libera factores reparatorios
tal como IL-10 y el Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF) (Nikovics
et al., 2020; Cao et al., 2015).

En el transcurso de aproximadamente 7 dias, en una cicatrizacién normal, hay un 80%
de macrofagos M2, con esto, el proceso de liberacién de mediadores permite la entrada
a la fase de cicatrizacion, mediante la proliferacion aumentada de fibroblastos que
formaran colageno para cerrar la herida. (Shook et al., 2016).
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1.5 Canal de Panexina 1

Las panexinas, son una familia de proteinas de membrana, dentro de la cual se ha
identificado a panexina 1, panexina 2 (Panx2) y panexina 3 (Panx3) (Figura 3), son
capaces de formar canales cuya principal funcion es la liberacion de ATP (Bond S., Naus
C., 2014).
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Figura 3: Familia de proteinas panexinas. Se aprecia, de izquierda a derecha, las
proteinas Panx1 en gris, Panx2 en verde y Panx3 en celeste. Se sefalan los extremos
N terminal y C terminal, que se encuentran de cara al espacio intracelular. Adaptado
desde Bond S., Naus C., 2014.

En cuanto a su expresion Panxl, se puede encontrar en la mayoria de tejidos: cerebro,
piel, ovarios, placenta, timo, préstata, pulmones, higado, intestino delgado, pancreas,
bazo, colon, endotelio sanguineo Yy eritrocitos. En el sistema nervioso central: cerebelo,
corteza, cristalino, retina, células piramidales, interneuronas de la neocorteza y el
hipocampo, amigdala, sustancia negra, bulbo olfatorio, neuronas y células gliales
(Pefiuela S., et al.,, 2013). Cabe destacar que principalmente se ha observado en
corazén, musculo esquelético y testiculos (Bond S., Naus C., 2014).

Dentro del proceso de inflamacion Panx1 participa en diversos roles: en la activacion
del inflamasoma NLRP3, que desencadena la liberacién de citoquinas proinflamatorias,
principalmente en células de la piel y misculo esquelético (IL-1, IL-6 y TNF-a) y también
regula la expresién de proteinas proapoptéticas (Bax y Bcl2) (Huang et al., 2020). A
través de los receptores purinérgicos P2X, el ATP liberado por Panx1 actia como una
sefal inflamatoria; en la quimiotaxis, proceso fundamental para la migraciéon de los
glébulos blancos (macréfagos, neutrdéfilos y linfocitos) hacia los tejidos inflamados, lo
gue desencadena el inicio de la respuesta inmune (Adamson S., Leitinger N., 2014); en
la muerte celular neuronal, por medio de la activacién irreversible del canal (Orellana J.,
et al., 2011; Bennett M., et al., 2012); en la inmunidad adaptativa, por la liberacién de
ATP, constituyendo un circuito de retroalimentacion en las células T (Schenk U., et al.,
2008).



Ademas, los canales de Panxl, participan en la resolucion de la inflamacion, proceso
gue es mediado por los productos de degradacion del ATP hacia adenosina por las
ectonucleotidasas (Adamson S., Leitinger N., 2014).

1.6 Panexinas y macréfagos

Los canales Panxl desempefian un papel clave en la regulacién de la actividad
inflamatoria de los macrofagos. Su expresion y actividad aumentan en respuesta a
estimulos inflamatorios, como el lipopolisacarido bacteriano (LPS) y el amiloide sérico A
purificado (SAA) (Chen et al., 2019). En un modelo de aneurisma, los canales Panx1
liberan ATP, que activa los receptores P2X7 en los macréfagos, desencadenando la
liberacién de IL-1B y de la proteina de caja de grupo de alta movilidad 1 (HMGB1)
(Filiberto et al., 2022). Esta respuesta inflamatoria puede inhibirse mediante el uso de
blogueadores de los canales Panx1, como Probenecid (PBN) o apirasa (Filiberto et al.,
2022).

Ademas, se ha demostrado que la activacion de los canales Panxl estimula el
inflamasoma caspasa-1/IL-13 a través de los receptores P2X7 (Pelegrin et al., 2006).
También pueden activar el inflamasoma NLRP3 mediante el aumento de calcio
intracelular, lo que induce permeabilizacion lisosomal (Santos et al., 2022). Estudios in
vitro en macrofagos alveolares y peritoneales de rata han evidenciado que el bloqueo
de los canales Panx1 reduce la formacién de macréfagos multinucleados en presencia
de la citoquina inflamatoria GM-CSF (Lemaire et al., 2011).

Estos hallazgos resaltan el papel de los canales Panx1 en la mediacion de la liberacién
de citocinas proinflamatorias por los macréfagos. Asimismo, el tratamiento con
inhibidores de Panxl ha demostrado disminuir la infiltracién de macr6fagos en aortas
inflamadas, sugiriendo un rol significativo de estos canales en la migracion de
macrofagos (Filiberto et al., 2022).

Por otro lado, los canales Panxl estan involucrados en la regulacion de la muerte celular
de los macréfagos. Su bloqueo aumenta la viabilidad celular e inhibe la actividad de las
caspasas 1 y 2 en respuesta a estimulos citotoxicos, como los triglicéridos (Jung et al.,
2020). Estos resultados subrayan que la actividad de Panxl es fundamental en la
regulacion de la actividad de los macréfagos.

De acuerdo con lo expuesto se presenta la siguiente pregunta: ¢Qué funcion tiene los
canales de panexina 1 en la polarizacion de los macréfagos?

1.7 Hipdtesis:

El bloqueo de los canales de Panx1 en macréfagos altera la polarizacion de macrofagos
incrementando el fenotipo M2.



2 Objetivos

2.1 Objetivo General

e Estudiar el rol de los canales de panexina 1 en la polarizacion de macréfagos de
murino.

2.2 Objetivos especificos

e |dentificar el grado de polarizacion de los macréfagos hacia fenotipo M1 y M2,
tratados con un bloqueador del canal de Panx1.

e Evaluar los niveles de expresion de citoquinas y Factores de Crecimiento
producidos por macréfagos M1 y M2 tratados con un bloqueador de canales de
Panx1.



3 Metodologia

El disefio experimental se esquematiza en la figura 4, el proceso contemplé la extraccion
de médula 6sea desde un raton para la obtencion de los macréfagos. Los macréfagos
fueron tratados con factores que permitieron la polarizacion a M1 y M2 mas
blogueadores de canales de Panx1 (PBN y Moll). Ademas, los macréfagos M1y M2,
también fueron tratados con los bloqueadores de canales de Panxl. El efecto de los
niveles de polarizacion de macréfagos tratados con los bloqueadores de canales de
Panx1, fue identificado mediante la expresion semicuantitativa de mRNA por gRt-PCR,
de CD80 expresado principalmente en M1, y CD206 expresado en M2. También, se
evaluaron por gRT-PCR, los niveles de mRNA de IL-6 y TNF-a en macrofagos M1, e IL-
10 y VEGF en M2, tratados con los bloqueadores de canales de Panxl. Para finalizar
se realizé el analisis estadistico mediante el programa GraphPad Prism.
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Figura 4. Mapa conceptual acerca de la metodologia del proyecto. Elaboracién propia
utilizando el programa BioRender (2025).



4  Materiales y métodos

4.1 Obtencién de macrofagos desde médula ésea

Los ratones macho C57BL/6J de 6 semanas fueron utilizados para la obtencion de
macréfagos. Se les sacrific6 mediante dislocacion cervical, el fallecimiento fue
confirmado mediante presién en las patas posteriores y comprobando la ausencia de
reflejos. De acuerdo al protocolo establecido (Sun et al., 2003). Se extrajo el fémur y la
tibia para la obtencion de la médula 6sea, la cual fue cultivada en DMEM/F12 (Cytiva) y
suplementada con 20% de suero bovino fetal (SBF) (Cytiva) méas el Factor estimulante
de colonias de macréfagos (M-CSF) (Preprotech). Después de 48 horas las células no
adherentes fueron removidas, obteniendo solo los macréfagos pegados en el frasco de
cultivo.

4.2 Polarizacién de macréfagos a fenotipos M1y M2

Segun el estudio de Ju et al., 2020, la polarizacién a macréfagos M1 fue inducida con 1
ug/mL de LPS (Invitrogen) y 20 ng/mL de IFNy (Peprotech). En tanto, el fenotipo M2 fue
estimulado mediante 2 ng/mL de IL-4 y 2 ng/mL de IL-13 (Peprotech).

4.3 Bloqueo de los canales de Panxl

Para efectuar el bloqueo de los canales de Panxl, se utilizaron 200 uM de PBN
(Invitrogen) (Silverman et al., 2008). El tratamiento con el bloqueador fue realizado a las
24y 72 horas.

4.4 PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR)

Los niveles de transcriptos fueron cuantificados mediante gRT-PCR, para esto se
obtuvo RNA a partir de los cultivos de macréfagos tratados con los bloqueadores de
canales de Panxl1 durante 24 y 72 horas, utilizando el kit de extraccién de RNA E.Z.N.A
total RNA (Omega Bio-Tek). Posteriormente se obtendra el cDNA utilizando el kit M-
MLV Reverse Transcriptase (Bioneer). Finalmente se cuantificd la expresién de los
genes a estudiar, mediante qRT-PCR, utilizando el kit SYBR Green Supermix (BIO-
RAD) y el termociclador QuantStudio3 Real-Time PCR (Applied Biosystems).

Para caracterizar, el fenotipo de los macréfagos tratados con los bloqueadores de
canales de Panxl, se utilizaron los marcadores CD80 en el caso del fenotipo M1, para
la poblacion de macréfagos tipo M2 se usaron los marcadores CD206 (Zhou et al., 2017)
(Tabla 1).



5a3) (Desde 5’ a 3’)

Gen Partidores forward murinos (Desde | Partidores reverse murinos

GAPDH GCCAAGGTCATCCATGACAAC GCCTCTCTTGCTCAGTGTCC

IL-6 GATCTCAAAGACAACCAACATGTG | CTCCAGCTGGAAGACTCCTCCCAG

TNF-a CATAGCTACCTGGAGTACATGA CATTCATATTGTCAGTTCTTCG

IL-10 GGCGCTGTCATCGATTTCTCCCC | TGCTTCCCAAGGAAGAACCCCTCC

VEGF AGCAGAAGTCCCATGAAGTGA ATGTCCACCAGGGTCTCAAT
CD80 | TCAAGTGGCATAGATGTGGAAGAA TGGCTCTGCAGGATTTTCATG
CD206 TGGCAATTCAGGAGAGGCAG AGTGGTTGGAGAAACAGGCA

Tabla 1. Partidores para estudiar los niveles de expresion de citoquinas y factores de
crecimiento de los macréfagos M1 y M2 tratados con los bloqueadores, evaluando la
expresion de IL-6 y TNF-a, para M1 e IL-10 y VEGF para M2 (Sudo et al., 2008; Vargas,
2011; Ben Addi et al., 2008; Kai et al., 2006; Nakawaki et al., 2019).

4.5 Andlisis Estadistico

Los datos fueron presentados como promedios con su error estandar respectivo. Los
graficos y andlisis estadisticos se realizaron mediante el programa GraphPad Prism
(version 6, GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). Se evalud la distribucién
normal de las muestras para determinar si se usard un test paramétrico 0 no
paramétrico.

El tamafio de la muestra se calculé empleando la férmula: n=2x(SD) 2 x (Za/2+ZpB) 2
/d2. Donde: n: nimero de individuos, SD: desviacidon estandar, Za/2: nivel de
significancia, ZB: potencia estadistica y d: la diferencia entre la media de los grupos de
control y tratamiento. Se establecidé un nivel de significancia del 10% (Za/2 = 1,64 para
pruebas bilaterales) y una potencia estadistica del 80% (ZB = 0,84 para pruebas
unilaterales).

A partir de los datos preliminares obtenidos sobre los niveles de expresién de VEGF
mediante gRT-PCR, se estim6 que seria necesario un minimo de 7 ratones para la
obtencion de cultivos celulares.



5 Resultados

5.1 El blogueo del canal de Panxl con Probenecid causa un aumento en la
polarizacién a macréfagos tipo M2.

Para evaluar el efecto de bloqueo de los canales de Panxl en la polarizacion de
macrofagos, se evaluaron la expresion de marcadores de macréfagos M1 (CD80) y M2
(CD206).

Para realizar este estudio se utiliz6 un n=2 con duplicado, extrayendo médula 6sea con
macréfagos MO, que fueron expuestos a M-CSF y PBN, luego de incubar por 72 horas,
se analiz6 mediante PCR, el andlisis estadistico se llevd a cabo con ANOVA (p < 0,05)
y t-student. En la figura 5A se aprecia que la expresion de CD80 esta aumentada en los
macrofagos M1 y disminuida en la poblacion MO y M2, lo que coincide con su perfil
inflamatorio. Tras el bloqueo con PBN se ve un ligero descenso en su expresion
comparada con la condicion control en el fenotipo M1, aunque no significativa, en el
resto de fenotipos se mantuvo estable. En la figura 5B, se observa que CD206 esta
expresado de manera significativa en M2 con respecto a M1 y no demasiado comparado
con MO. Al aplicar PBN, causa un aumento significativo de la expresion de este
marcador en la poblacién M2 y MO en comparacion con la condicién sin tratar, en la
poblacion M1 los niveles son estables.

El analisis sugiere que el bloqueo de Panx1 no afecta significativamente la activacion
proinflamatoria, pero podria favorecer una polarizacion hacia el fenotipo M2, apuntando
a un posible rol inmunomodulador de Panx1, mas notable en la promocion de funciones
reparativas.
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5.2 El blogueo de Panxl no disminuye la expresion de los mediadores inflamatorios

Con la finalidad de evaluar el efecto del bloqueo de los canales de Panx1 en los
niveles de expresion de transcritos proinflamatorios y antiinflamatorios en macréfagos

M1y M2, los transcritos proinflamatorios (TNF-a e IL-6) y antiinflamatorios (VEGF)

fueron cuantificados.

En la figura 6A, se observa claramente que el nivel de expresién TNF-a es muy superior
en la poblacién M1 con respecto a MO y M2, lo que evidencia su perfil proinflamatorio.
Tras bloguear con PBN se observa un aumento estadisticamente significativo de este
mediador en relacién al control para el fenotipo M1, potenciando la respuesta
proinflamatoria, en tanto, este aumento, aunque significativo, fue mas discreto en M2,
en MO los niveles no sufrieron variables, en la figura 6B, se muestra la expresion de la
citoguina IL-6, la cual es elevada en M1 con diferencia significativa con respecto a MO y
M2, En la condicién tratada se observa un aumento no significativo de su expresion en
M1, mientras que en el resto de fenotipos los niveles fueron estables.

En la figura 7, la expresion de VEGF se encuentra aumentada significativamente en M1
en comparacién a MOy M2, al tratar con PBN se ve un aumento marcado en macréfagos



M2 y MO con respecto al grupo control, en M1 se observa un descenso, pero no
significativo. IL-10 no pudo ser medido debido a errores en la fase preanalitica.

La inhibicién con Probenecid indujo un aumento significativo de TNF-a, lo que podria

sugerir una respuesta contexto dependiente. Finalmente, el incremento de VEGF en
macréfagos tipo M2 podria implicar a Panx1 en un rol angiogénico.
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Figura 6. Andlisis de la expresion de los mediadores proinflamatorios en macréfagos
MO, M1y M2, en condiciones control (linea azul) y presencia de bloqueo del canal Panx1
con PBN (linea verde). Ns: no significativo, *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p <
0,0001 (ANOVA seguido de Tukey). Se muestran los mediadores TNF-a (A) e IL-6 (B).
Elaborado con GraphPad (2025).
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(linea verde). Ns: no significativo, *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001
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6 Discusion

Los resultados obtenidos mediante PCR revelaron que al inhibir los canales de Panx1
en macrofagos MO e inducir la polarizacion, se registré una disminucién del fenotipo M1
proinflamatorio (disminucién de la expresion de CD80) y un aumento de la poblacién M2
antiinflamatoria (aumento en la expresion de CD206). Esta tendencia podria
interpretarse como una modulacion parcial de la activacion proinflamatoria, pero
insuficiente para ser considerada un cambio fenotipico significativo en el caso de la
poblaciéon M1, contrastando con la poblacion M2, que sugiere una inclinacion hacia una
polarizacién antiinflamatoria, coincidiendo con el perfil clasico. Algunos estudios (Cui et
al., 2018; Lopez-Castejon et al., 2011). Permiten hipotetizar que ciertos eventos en
macrofagos MO con un microambiente inflamatorio adecuado, podrian favorecer a una
polarizacién al fenotipo M2 por sobre M1, la evidencia directa experimental sobre el
bloqueo de Panx1 en macréfagos MO es muy limitada y poco concluyente.

Por otra parte, el incremento significativo de TNF-a en macréfagos M1 tras el bloqueo
con PBN (Figura 6A) indica un efecto inesperado: la inhibicion de Panxl potencia la
produccion de citoquinas proinflamatorias, o que sugiere que este canal podria ejercer
un papel negativo regulador de inflamacién en ciertos contextos.



En la figura 7, se observé un aumento de VEGF en macrofagos M2 tras el bloqueo, lo
gue apoya la hipétesis de una reprogramacion hacia un perfil proangiogénico y
reparativo.

Estos datos sugieren que la inhibicién de Panx1l no atenda la expresion de citoquinas
proinflamatorias clasicas en macrofagos, y en algunos casos podria incluso potenciarla,
concordando con evidencia reciente (Huang et al., 2020; Zheng et al., 2022). La cual
indica que el efecto de Panx1 sobre la inflamacion es altamente dependiente del fenotipo
celular y del entorno fisiopatoldgico. Mas que suprimir la inflamacion, Panx1 podria
modular el tono inflamatorio, causando respuestas adaptativas que no se reflejan en
cambios estadisticos significativos de expresion génica. Ademas, diversos estudios
(Chen et al., 2019; Chen et al 2023; Wang et al., 2017) sugieren que el bloqueo parcial
de Panxl1 en presencia de estimulos podria potenciar los mediadores liberados segun
el fenotipo.

Los efectos del bloqueo de Panx1 sobre la polarizacion de macréfagos podrian requerir
condiciones mas complejas o estimulos combinados para manifestarse plenamente.



7 Conclusiones

El bloqueo de los macréfagos MO con PBN mostr6 mayor tendencia de polarizacion
hacia el fenotipo M2 por sobre M1

La inhibicién de Panx1 mediante PBN produjo cambios significativos en la expresion de
las citoquinas proinflamatorias IL-6 y TNF-alfa.

VEGF mostr6é un aumento en la condicion tratada para el fenotipo M2, sugiriendo que el
blogueo de Panx1 puede llegar a alterar la expresion de forma significativa.

Los datos sugieren que Panxl podria actuar como un modulador del microambiente
inflamatorio mas que como responsable de la polarizacion génica de macréfagos.
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