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RESUMEN 
 

La estirpe celular monocito/macrófago es claves en el inicio y desarrollo de las 
enfermedades de naturaleza inflamatoria. Estas patologías se caracterizan por una 
infiltración exacerbada de macrófagos en diferentes tejidos, promoviendo una 
inflamación sistémica, que va desde formas leves a reacciones graves (como el síndrome 
de tormenta de citoquinas en la COVID-19) que incluso pueden comprometer la vida de 
los pacientes. En este proyecto, utilizando una línea celular de monocitos/macrófagos 
de origen murino, la J774.2, hemos identificado subpoblaciones en cultivo que 
presentan diferencias fenotípicas tanto en su tamaño, como en su estado de 
activación/polarización o en sus niveles de autofagia. En este trabajo describimos por 
primera vez la inducción de apoptosis de macrófagos mediada por agonistas α2 
adrenérgicos, mecanismo que puede explicar datos previos de nuestro laboratorio, que 
describían que los agonistas de los receptores α2-adrenérgicos reducen la presencia de 
células mieloides (monocitos y neutrófilos) en el foco inflamatorio. La combinación de 
los resultados presentados en este trabajo con futuros experimentos utilizando modelos 
de inflamación in vivo pueden apoyar la traslación a la clínica de la actividad a2-
adrenérgica como diana terapéutica para el manejo de procesos patológicos que tengan 
en común la infiltración descontrolada de macrófagos. 
 

Palabras clave: Macrófagos, Tormenta de citoquinas, Receptor α2-adrenérgicos 

 

ABSTRACT 

The monocyte/macrophage cell lineage play a key role in the initiation and 
development of diseases of inflammatory nature. These pathologies are characterized 
by an exacerbated infiltration of macrophages in different tissues, promoting systemic 
inflammation, ranging from mild forms to severe reactions (such as cytokine storm 
syndrome in COVID-19) that even can compromise the life of patients. In this project, 
using a murine monocyte/macrophage cell line, J774.2, we have identified cell 
subpopulations in culture that show phenotypic differences in size, 
activation/polarization status and autophagy levels. In this work we describe for the first 
time the induction of macrophage apoptosis mediated by α2-adrenergic agonists, a 
mechanism that may explain previous data from our laboratory describing that α2-
adrenergic receptor agonists reduce the presence of myeloid cells (monocytes and 
neutrophils) in the inflammatory focus. The combination of results presented in this 
work with future experiments using in vivo inflammation models may support the 
translation to the clinic of a2-adrenergic activity as a therapeutic target for the 
management of pathological processes that have in common the uncontrolled 
infiltration of macrophages. 
 
Keywords: Macrophages, Cytokine Storm, α2-adrenergic receptor 
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1. INTRODUCCIÓN  
 
1.1. El Sistema inmune 
 

El sistema inmune distingue lo propio de lo ajeno identificando y eliminando las 
moléculas, microorganismos y las células ajenas. El sistema inmune también puede 
reconocer y destruir células anormales derivadas de los tejidos del huésped; células 
dañadas o tumorales. Cualquier molécula capaz de ser reconocida por el sistema inmune 
adaptativo se denomina antígeno (Ag).  
 

La primera línea de defensa del organismo son las barreras físicas (piel, córnea, 
mucosas), que estas a su vez también tienen funciones inmunitarias activas. La rotura 
de las barreras anatómicas puede desencadenar dos tipos de respuesta inmunitaria: La 
respuesta innata y la respuesta adaptativa (adquirida). La defensa inmunitaria 
satisfactoria requiere la activación, regulación y resolución de la respuesta inmunitaria. 
 
1.2. Inmunidad innata 

 
La inmunidad innata o natural, es eficaz sin la exposición previa a un antígeno (es 

decir, memoria inmunológica). Así, puede responder de inmediato (minutos/horas) a un 
invasor, generando una respuesta inespecífica (reconoce patrones) y estereotípica (la 
respuesta es similar frente a la mayoría de patógenos. Además, no genera memoria (la 
resistencia del huésped no mejora por la infección repetida).  
 

Sus componentes incluyen: Células fagocíticas (p. ej., neutrófilos, monocitos-
macrófagos), células linfoides innatas (p. ej., NK), leucocitos polimorfonucleares, 
Proteína C reactiva, citoquinas, fiebre e inflamación.  
 
Las células fagocitarias (neutrófilos en la sangre y los tejidos, monocitos en la sangre, 
macrófagos en los tejidos) ingieren y destruyen los antígenos invasores. 

 
1.3. Inmunidad adquirida 

 
La inmunidad adquirida (adaptativa) requiere la exposición previa a un antígeno 

y, por ende, lleva tiempo desarrollarla después de un encuentro inicial con un invasor 
nuevo (días/semanas). Se trata de una respuesta extremadamente específica, puesto 
que reconoce antígenos y muy especializada, ya que la respuesta varía según el tipo de 
microorganismo. Es una respuesta que, además, genera memoria, lo que permite que, 
ante una segunda exposición al antígeno, la respuesta sea rápida.  
 

Sus componentes incluyen: linfocitos B y T, inmunidad mediada por células 
(deriva de ciertas respuestas de células T) e inmunidad humoral (deriva de las respuestas 
de linfocitos B).  
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1.4. Monocitos/Macrófagos 
 

Los monocitos circulantes en sangre son precursores de los macrófagos tisulares. 
Los monocitos migran a los tejidos, donde en unas 8 h evolucionan a macrófagos por la 
influencia del factor estimulante de colonias de macrófagos (M-CSF), secretado por 
varios tipos celulares (p. ej., células endoteliales, fibroblastos) (1). En las zonas de 
infección, los linfocitos T activados secretan mediadores inflamatorios denominados 
citoquinas (p. ej., interferón-gamma [IFN-gamma]) que inducen la producción del factor 
inhibidor de la migración de los macrófagos, lo cual evita que los macrófagos abandonen 
la zona (1). 
 

Los macrófagos juegan un rol clave en la vía inflamatoria. Se activan por la acción 
de citoquinas (p. ej., IFN-gamma, interleucina (IL)-4, IL-13) y por diversos componentes 
microbianos (p. ej., lipopolisacárido (LPS)). Los macrófagos activados eliminan 
microorganismos patógenos y secretan citoquinas (p. ej., factor de necrosis tumoral alfa 
[TNF-α], IL-10). En base a diferentes perfiles de expresión génica y liberación de 
citoquinas, se han identificado los subtipos de macrófagos M1y M2, denominación que 
hace alusión a su estado de activación pro-inflamatoria o anti-inflamatoria, 
respectivamente. 
 
1.5. Activación y polarización de macrófagos 
 

El fenotipo de los macrófagos está altamente regulado por diferentes factores 
como moléculas señalizadoras (citoquinas, quimioquinas u hormonas), factores 
genéticos y epigenéticos, o el propio metabolismo del microbioma intestinal (2). 
 

En este sentido, los macrófagos se dividen en dos grandes subtipos dependiendo 
de su activación/polarización: los “clásicamente activados” o M1, implicados en el inicio 
y mantenimiento de la inflamación, por tanto, considerados proinflamatorios y, por otro 
lado, los “alternativamente activados” o M2, que poseen propiedades antiinflamatorias 
y están implicados en homeostasis tisular (3).  
 

La activación clásica de los macrófagos se produce después de una lesión o 
infección por agentes como productos microbianos o citoquinas proinflamatorias, 
incluidos los lipopolisacáridos bacterianos (LPS), el interferón-γ (IFN-γ) o el factor de 
necrosis tumoral α (TNF-α) (4) 
 

Los M1 están caracterizados por la producción de elevados niveles de citoquinas 
proinflamatorias, la producción de especies reactivas de oxígeno y la promoción de 
respuestas Th1 (Linfocito T helper 1). En cambio, los M2 promueven las respuestas anti-
inflamatorias Th2 (Linfocito T helper 2), la regeneración tisular, así como la 
angiogénesis.  
 

Un equilibrio óptimo entre los macrófagos M1 y M2 es muy importante para la 
regulación inmune, ya que se esperaría que cualquier desequilibrio en los dos estados 
provocará la desregulación de la vía inmune.  
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1.6. Autofagia y polarización de macrófagos 
 

La autofagia es un proceso celular catabólico que implica la formación de 
autofagosomas que encierran una carga citoplásmica, incluidas proteínas de larga 
duración, agregados de proteínas y organelas defectuosas, y entregan esta carga a su 
vez a los lisosomas para su degradación (5). 

 
La polarización de los macrófagos es mediada por rutas metabólicas 

intracelulares donde la diana para rapamicina en mamíferos (mTOR) juega un papel 
crucial (6). mTOR es el interruptor del metabolismo celular. Su activación promueve el 
anabolismo celular, es decir, la proliferación y la síntesis proteica (importantísima en 
macrófagos cuando se polarizan a un estado proinflamatorio; M1). Por el contrario, la 
inhibición de mTOR lleva a la activación de autofagia, que actúa como inmunosupresora. 
(7).  

Una autofagia defectuosa promueve la polarización de los macrófagos a un 
estado pro-inflamatorio por dos vías: inducción de activación a M1 e inhibición de la 
polarización a M2. Por lo tanto, la modulación de la autofagia parece clave en la 
polarización de los macrófagos hacia M1 o M2, inhibiendo o activando, respectivamente 
(8).  

 
 

 
 
 

Figura 1: Polarización de macrófagos. Stahl et al., 2018. (20). El modelo de la 
polarización de macrófagos comienza con una célula M0 (monocitos/poblaciones de 
tejidos). La transición de M0 a M1 puede ser estimulada por lipopolisacárido (LPS) o 
interferón-gamma, dando como resultado una célula que tiene propiedades 
proinflamatorias. La transición de M0 a M2 puede ser estimulada por la IL-4, dando 
como resultado una célula que tiene propiedades antiinflamatorias. Ambos fenotipos 
(M1 y M2) son dinámicos y existen en un espectro, donde los macrófagos reclutados 
tienden a ser más similares a M1, y los macrófagos residentes en tejidos tienden a ser 
más "similares a M2" durante la homeostasis. 
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1.7. COVID-19 y macrófagos 
 

En el alveolo pulmonar hay dos tipos de macrófagos: los residentes y los 
migrados. Los macrófagos alveolares residentes que se localizan en la interfaz aire-
tejido, muestran mayoritariamente un fenotipo M2 (9). El segundo tipo, el macrófago 
alveolar migrado lo constituyen monocitos circulantes en sangre periférica reclutados 
en el lumen alveolar en respuesta a un estímulo como el daño pulmonar o a un síndrome 
de distrés respiratorio agudo (SDRA), como ocurre en la infección por SARS- Cov-2 (10). 
En el alveolo, este segundo tipo de macrófago adquiere un fenotipo M1, pro-
inflamatorio, caracterizado por la liberación de citoquinas. En la patogenia de la 
inflamación pulmonar en la COVID-19, los macrófagos activados por el SARS-CoV-2 
juegan un papel importante fagocitando detritus celulares y células muertas y liberando 
citoquinas proinflamatorias como IL-6, factor de necrosis tumoral (TNF)-α o IL-1β (9). En 
este sentido se ha sugerido que la depleción de macrófagos puede ser una buena 
estrategia para controlar la inflamación en la etapa tardía del síndrome de distrés 
respiratorio agudo (11). 
 
1.8. Síndrome de tormenta de citoquinas 

 
El síndrome de tormenta de citoquinas (STC), es un término general que abarca 

varios trastornos de desregulación inmunitaria caracterizados por síntomas 
constitucionales, inflamación sistémica y disfunción multiorgánica que puede conducir 
a insuficiencia multiorgánica (12). Es por tanto, un síndrome inflamatorio sistémico 
potencialmente mortal que involucra niveles elevados de citoquinas circulantes e 
hiperactivación del sistema inmune que pueden desencadenarse por diversas causas 
como patógenos (SARS-CoV-2), cánceres o trastornos autoinmunes (12).  
 

Aunque los impulsores iniciales pueden diferir, las manifestaciones clínicas en 
etapa tardía del STC convergen y, a menudo, se superponen. Los pacientes pueden 
presentar fiebre, fatiga, anorexia, cefalea, exantema, diarrea, artralgia, mialgia y 
hallazgos neuropsiquiátricos. Estos síntomas pueden deberse directamente al daño 
tisular inducido por citoquinas, cambios fisiológicos de fase aguda o pueden ser el 
resultado de respuestas mediadas por células inmunitarias. Los casos pueden progresar 
rápidamente a coagulación intravascular diseminada (CID) con oclusión vascular y 
hemorragias por consumo de los factores de la coagulación, disnea, hipoxemia, 
hipotensión, desequilibrio hemostático y muerte (13). Muchos pacientes tienen 
síntomas respiratorios, que incluyen tos y taquipnea, que pueden progresar a SDRA y 
pueden requerir ventilación mecánica (14). La combinación de hiperinflamación, 
coagulopatía y recuentos plaquetarios bajos coloca a los pacientes con STC en alto riesgo 
de hemorragia espontánea.  
  

Aunque la STC es fácil de identificar, la línea entre una respuesta normal y 
desregulada a una infección grave es borrosa, especialmente considerando que ciertas 
citoquinas pueden ser útiles para controlar una infección y ser dañinas al huésped. La 
interdependencia de estos mediadores inflamatorios complica aún más la distinción 
entre una respuesta normal y una desregulada. 
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1.9. Receptores α2-adrenérgicos 

 
Existen fármacos que directamente inhiben el complejo mTOR e inducen 

autofagia, como es el caso de la rapamicina (15), o que la inhiben, como la 
hidroxicloroquina, que evita la fusión de los autofagosomas con los lisosomas (16). 

Ambos tipos de fármacos tienen una actividad sistémica, actuando en dianas que se 
expresan en todos los tipos celulares.  
 

Sin embargo, podemos modularla de forma específica empleando como dianas 
algunos receptores de membrana acoplados a proteína G, que solo se expresan en 
algunos tipos celulares, como ocurre con ciertos receptores adrenérgicos.  
 

Los receptores adrenérgicos, se expresan en la superficie de una amplia variedad 
de tipos celulares y son los responsables de mediar los efectos biológicos de las 
catecolaminas endógenas, adrenalina y noradrenalina. Hasta la fecha, nueve subtipos 
de estos receptores transmembrana unidos a proteínas G han sido clonados: α1A, α1B, 
α1D, α2A, α2B, α2C, β1, β2 y β3 (17). Las funciones fisiológicas de muchos de estos 
receptores están aún en estudio, y a pesar de que la selectividad de los fármacos 
disponibles por los diferentes subtipos no ha sido bien establecida, una elevada variedad 
de agonistas α y β se han empleado en el tratamiento de diferentes enfermedades y 
situaciones patológicas en humanos: como descongestionantes (α1), antihipertensivos 
(α2), para el manejo del shock cardiogénico (β1) o para el control del asma y EPOC (β2). 
Sin embargo, la implicación de los receptores α2-adrenérgicos en la respuesta 
inflamatoria y, en concreto su expresión en los macrófagos, está poco estudiada. 

 
2. HIPÓTESIS 
 
 

Los agonistas α2-adrenérgicos inducen apoptosis de macrófagos activados in vitro. 
 

 
3. OBJETIVOS 

 
-  Estudiar la activación de macrófagos in vitro por LPS.  
 
- Investigar si los agonistas α2-adrenérgicos son efectivos en el control de la población 
de macrófagos activados y su mecanismo de acción.  
 
- Comprobar si los agonistas α2-adrenérgicos reducen la liberación de citoquinas 
proinflamatorias in vitro. 
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4. MATERIAL Y MÉTODOS  
 

4.1. Cultivos celulares y tratamientos  

En este estudio se ha empleado la línea celular J774.2 de monocitos/macrófagos, 
que proviene del subclonaje de la línea celular J774, procedente de un sarcoma de 
células reticulares de la cepa de ratón BALB/c (ATCC), que aislaron por primera vez 
Ralph, Prichard y Cohn (ref). Se cultivaron en medio RPMI 1640 suplementado con L-
glutamina, 10% de FBS y 1% de penicilina/estreptomicina (medio completo). Las células 
fueron cultivadas en placas de cultivo (Thermo Fisher Scientific) durante no más de 20 
pases. Se sembraron 2 x 105 células por placa (Thermo Fisher Scientific). A continuación, 
tras lavar con solución de Hank´s, se añadió medio completo y se procedió a los distintos 
tratamientos: Lipopolisacárido (LPS) [1 ng/ml] o Clorhidrato de Guanfacina [100 µM] 
durante 24 horas (Sigma-Aldrich). 

 
4.2.         Citometría de flujo  

Los macrófagos J774.2 crecidos en adherencia fueron utilizados en este estudio. 
Tras levantar las células con solución Tripsina-EDTA (GIBCO), ambas fueron lavadas a 1.500 
rpm 4 ºC durante 5 minutos y resuspendidas en 100 μl de FACS buffer (buffer salino PBS + 
1% de suero fetal bovino, FBS).  

A continuación, añadimos anticuerpo conjugado con ficoeritrina (PE) (Miltenyi 
Biotec; CCR2) o con fluoresceína-5-isotiocianato (FITC) (Miltenyi Biotec; p-BTK). El 
anticuerpo anti Adra2a (Santa Cruz Biotechnology) al no ser conjugado con fluoróforo, fue 
incubado con un secundario Alexa Fluor 488 anti-cabra (Invitrogen), tras ser lavadas las 
células con FACS buffer. Incubamos en frío durante 30 minutos y luego añadimos 200 μl 
de FACS buffer y centrifugamos 5 minutos a 1.500 rpm, 4 ºC. La expresión en superficie de 
las proteínas fue medida por citometría de flujo. El nivel de fluorescencia de los 
anticuerpos isotipo fue usada como control. Al menos 1 x 104 macrófagos de cada muestra 
fueron analizados usando un equipo Accuri C6 (BD Biosciences), y los datos fueron 
analizados con el programa BD Accuri C6.  

Para evaluar la apoptosis/necrosis de las células J774.2 empleamos el kit Annexin 
V-FITC (Sigma-Aldrich). El kit utiliza anexina V conjugada FITC para marcar los lugares de 
fosfatidilserina en la superficie de la membrana y, además, incluye yoduro de propidio (PI) 
para marcar el ADN celular en las células necróticas donde la membrana celular se ha visto 
totalmente comprometida. Esta combinación permite la diferenciación entre células 
apoptóticas tempranas, células necróticas y células viables. Para los experimentos se 
siguieron las instrucciones que recomienda el fabricante. 

Para evaluar autofagia por citometría de flujo utilizamos el kit Autophagy Assay 
(Sigma-Aldrich), que utiliza un marcador de autofagosomas fluorescente. Para realizar 
el ensayo se siguieron las instrucciones que recomienda el fabricante. 
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Para la cuantificación de citoquinas en sobrenadante de las células se utilizó el 
“Cytometric Bead Array”, una aplicación para citometría de flujo de BD que permite 
cuantificar simultáneamente múltiples citoquinas.    

4.3. Inmunotransferencia (“western-blot”) 

La expresión de las diferentes proteínas se estudió mediante análisis por western-
blot de extractos totales obtenidos a partir del lisado de células de macrófagos J774.2. 
Los extractos totales de proteína se obtuvieron usando el buffer de extracción proteica 
M-PER (Thermo Fisher Scientific) suplementado con un cóctel de inhibidor de proteasas 
(Sigma-Aldrich). La concentración de proteínas fue cuantificada usando el método del 
ácido bicinconínico y suero de albúmina bovina como estándar. Las muestras de proteínas 
para el análisis por western-blot en condiciones desnaturalizantes se diluyeron al doble 
del volumen de la muestra, en una solución tampón de carga Laemmli (62.5 mM Tris-Hcl, 
20% de glicerol, 20% de dodecil sulfato sódico [SDS], 1.7% de β-mercaptoetanol y 0.05% 
de azul de bromofenol, pH 6.8) y se desnaturalizaron durante 5 minutos a 95°C. Se 
cargaron 30 microgramos de proteína en cada pocillo. Posteriormente, se separaron 
mediante electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida a concentraciones variables 
dependiendo del peso molecular de la proteína a analizar y se transfirieron a una 
membrana de PVDF (Bio-Rad). Las membranas se bloquearon durante 1 hora a 
temperatura ambiente con leche desnatada al 5% en TBS-T (250 mM NaCl, 50 mM Tris, 
pH 7.4, y 0.1% Tween 20) y se incubaron toda la noche a 4°C en solución bloqueante con 
el anticuerpo correspondiente (LC3B 1: 1000, Sigma; p62/SQSTM1 1: 1000, R&D Systems). 
Tras varios lavados en TBS-T, las membranas fueron incubadas durante 1 hora con una 
IgG que reconoce el correspondiente anticuerpo primario conjugado con peroxidasa de 
rábano (Jackson-ImmunoResearch; 1: 5000). Las bandas inmunorreactivas se visualizaron 
por amplificación quimioluminiscente (Immun-Star, Bio-Rad) usando un sistema de 
documentación de geles Chemi-Doc (Bio-Rad). Probamos diferentes cantidades de 
proteína, diluciones del anticuerpo y tiempos de exposición antes de establecer el rango 
de trabajo de cada anticuerpo. Después cada membrana de PVDF fue sometida a 
tratamiento de desenmascaramiento (62.5 mM Tris, pH 6.8, 2% SDS, 100 mM β-
mercaptoetanol; 1 hora a temperatura ambiente) y procesada para el control de carga, 
alpha-tubulina (Sigma; 1: 5000).  

  
4.4.         Análisis estadístico 
 

Se realizó ANOVA de una vía con test de Dunnett o t-student (Graphpad Prism, 
version 6, USA) considerando estadísticamente significativo un valor de p< 0.05 (*). Los 
resultados son representados como la media ± la desviación estándar de la media (SEM). 
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5. RESULTADOS 
 
  
La guanfacina induce la depleción de macrófagos activados in vitro por LPS  
 

La línea celular murina de monocitos/macrófagos J774.2 presenta basalmente 
dos tipos de células: unas más redondeadas y pequeñas (flecha negra), y otras células 
de mayor tamaño y alargadas (flecha roja) (Fig. 2A). La activación con LPS de estas 
células induce un aumento de tamaño y una depleción que viene asociada a la mayor 
activación (Fig. 2B). La combinación de GF y LPS consigue reducir en una la cantidad de 
macrófagos en cultivo como podemos observar por microscopía de contraste de fases 
(Fig. 2A) y por citometría de flujo (GF+LPS, -55,65%, p<.0001; Fig. 2B).  Nuestros 
resultados indican que no sólo hay cambios en el número de células, sino en el tamaño 
y morfología de las mismas. En presencia de GF, las células alargadas de mayor tamaño 
desaparecen (Fig 2A).  
  
            Otros autores han relacionado el tamaño de los macrófagos con una mayor 
activación pro-inflamatoria (21), por ello centramos nuestros estudios en las 
poblaciones de células grandes. Experimentos por citometría de flujo, estudiando el 
tamaño medio de las células grandes (FSC-A) indican que la GF reduce el tamaño medio 
de la población tanto en ausencia como en combinación con LPS (-19,83% y -21,83%, 
respectivamente; p <0.01; Fig. 2C), mientras que LPS aumenta el tamaño medio de las 
células, como también se aprecia por microscopía de contraste de fase (+4,7%, p<0.01; 
Fig. 2C). Estos resultados sugieren que la GF es eficaz en el control de población de 
macrófagos activados in vitro. 
  
La apoptosis de macrófagos está asociada a una mayor activación  
 

Para estudiar la depleción de macrófagos observada en el apartado anterior 
decidimos estudiar el estado de apoptosis/necrosis mediante el empleo de un kit que 
marca células apoptóticas (anexina V) y necróticas (ioduro de propidio) (Annexin V FITC 
Apoptosis Detection kit, Sigma). Nuestros datos preliminares indican que la combinación 
de LPS + GF induce un aumento de las células que se encuentran en apoptosis/necrosis 
(Fig. 2D). Además, estudiamos el posible mecanismo implicado en esta apoptosis, 
estudiando si la ruta autofagia-lisosoma se encontraba alterada. Nuestros resultados 
indican que la GF induce una inhibición de la autofagia, como podemos observar 
mediante citometría de flujo (Autophagy assay kit, Sigma) y por western-blot, donde 
encontramos que la GF promueve la acumulación de p62, proteína que se ha descrito 
como inductora de apoptosis en macrófagos (22), y LC3-II, marcadores de autofagia (Fig. 
2E).   
  

 Para confirmar la mayor activación pro-inflamatoria de las células utilizamos 
diferentes marcadores. Datos previos de nuestro laboratorio, indican que la expresión 
del receptor α2A adrenérgico, diana de la GF, no es detectable en condiciones basales. 
Sin embargo, nuestros resultados sugieren que la combinación de LPS+GF aumentan su 
expresión en un 235,8% (Fig. 2F; p<0.01).  
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La proteína quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1 / CCL2, usados de forma 
indistinta) es una de las quimioquinas clave que regulan la migración y la infiltración de 
monocitos / macrófagos. Se ha demostrado que tanto CCL2 como su receptor CCR2 son 
inducidos e implicados en diversas enfermedades y necesario para la migración de los 
monocitos al foco inflamatorio (18). En este experimento también aumentó su 
expresión en un 179,5% (Fig. 2F; p<0.01).  
  

Por último, la expresión de la proteína tirosina quinasa Bruton fosforilada (p-btk), 
que desencadena una cascada de eventos de señalización que culminan en la generación 
de flujos y movilización de calcio, reordenamientos citoesqueléticos y regulación en la 
síntesis de citoquinas pro-inflamatorias (19), también aumentó su expresión en un 
168,3% (Fig. 2F; p<0.05).  
  
La guanfacina reduce la liberación de citoquinas pro-inflamatorias en J744.2 activadas 
 

A pesar de la mayor activación de las células con LPS en combinación con GF, la 
GF causa una elevada depleción de estos macrófagos, lo que nos hacía pensar que podía 
tener un efecto en la liberación de citoquinas y podría tener un potencial efecto 
terapéutico en la tormenta de citoquinas. Nuestros datos preliminares indican que en 
condiciones basales sólo detectamos CCL2 (MCP-1). Pero cuando activamos las células 
con LPS detectamos además TNF-a e IL-6 (citoquinas pro-inflamatorias). La depleción 
celular inducida por la GF sobre las células activadas consigue reducir los niveles de TNF-
a e IL-6 en un 41,35% y en un 53,25%, respectivamente (Fig. 2G; p<0.05). Además, GF 
consigue reducir CCL2 con respecto al control (Fig. 2G; -44,77%, p<0.001).  
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Figura 2: Análisis de resultados. 2A- Microscopía de contraste de fases donde se observa 
la morfología de los macrófagos en población control, GF, LPS, y GF+LPS. 2B- Citometría 
de flujo de 1 A, donde se cuantifica la reducción de macrófagos en GF + LPS. 2C- 
Citometría de flujo de tamaño medio de las células grandes. 2D- Citometría de flujo de 
células que cuantifica células que se encuentran en apoptosis/necrosis. 2E- Citometría 
de flujo y Western Blot donde se observa que GF promueve la inhibición de la autofagia 
con aumento de p62 (inductor de apoptosis). 2F- Citometría de flujo donde se observa 
que la combinación de GF + LPS aumenta el receptor α2A adrenérgico, CCR2 y p-btk. 2G- 
Citometría de flujo donde se observa una reducción de CCL2 y citoquinas 
proinflamatorias (TNFα e IL-6) tras LPS + GF.  
 

FIGURA 2 
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6. DISCUSIÓN 
 
 En el presente estudio hemos empleado la línea celular de 
monocitos/macrófagos para estudiar el papel del subtipo de receptor adrenérgico α2A 
en el control de la inflamación mediante la modulación de las poblaciones de 
macrófagos. Nuestros resultados indican que la guanfacina induce la depleción de 
macrófagos activados previamente por LPS, promoviendo la disminución de la 
concentración de citoquinas pro-inflamatorias en el medio.  
 

En la patogenia de la inflamación pulmonar en la COVID-19, los macrófagos 
activados por el SARS-CoV-2 juegan un papel importante fagocitando detritus celulares 
y células muertas y liberando citoquinas proinflamatorias como IL-6, factor de necrosis 
tumoral (TNF)-a o IL-1b (23,24). En este sentido se ha sugerido que la depleción de 
macrófagos puede ser una buena estrategia para controlar la inflamación en la etapa 
tardía del síndrome de distrés respiratorio agudo. Existe evidencia de que la reducción 
de macrófagos alveolares disminuye el edema y el daño pulmonar en ratas (25,26), 
reduciendo la letalidad al limitar el síndrome de tormenta de citoquinas en dos modelos 
animales (27,28). El problema es que las estrategias disponibles para conseguir una 
depleción de macrófagos son limitadas. Nuestros resultados indican que el propio LPS 
induce apoptosis en macrófagos, como ya ha sido descrito previamente (29) (ver Fig. 
1A). Sin embargo, el LPS causa neuro inflamación y daño cognitivo (30), además de otros 
efectos secundarios graves (31). Otra estrategia para conseguir la depleción de 
macrófagos es mediante inyecciones intraperitoneales de liposomas que contienen 
clodronato (CLD). El problema es que también esta estrategia tiene efectos secundarios 
que impiden su consideración como opción terapéutica (32). Nuestros datos indican que 
la guanfacina, un fármaco aprobado para su uso en el Trastorno por Déficit de Atención 
e Hiperactividad (33), podría ser eficaz en el control de poblaciones de macrófagos en el 
foco inflamatorio en inflamatorias de diferente naturaleza.  
 
 La cloroquina (CQ) es un inhibidor de autofagia que reduce la producción y 
liberación de IL-6 y TNF-a, posibles mediadores de las complicaciones relacionadas con 
las enfermedades víricas (34,35). La CQ es un compuesto ampliamente utilizado para el 
estudio del bloqueo de la autofagia, ya que se introduce en los lisosomas y aumenta su 
pH, evitando su acción catabólica. Nuestros resultados sugieren que la GF induce, del 
mismo modo que la CQ, la inhibición de esta ruta (ver Fig. 2E). Cuando esto ocurre 
encontramos el aumento de p62, un substrato de la autofagia que en presencia de CQ 
no puede ser degradado acumulándose. Algunos autores han encontrado que la 
apoptosis de macrófagos puede ser inducida por esta acumulación de p62 (36), 
pudiendo explicar los efectos beneficiosos de bloquear con GF la autofagia en 
macrófagos de pacientes con COVID-19, lo que favorecería su depleción, pero que hasta 
donde hemos comprobado este punto aún no ha sido investigado. Nuestros resultados 
podrían explicar los buenos resultados que se han obtenido con otros fármacos de la 
misma naturaleza, como la dexmetomidina, un agonista α2 adrenérgico, en el 
tratamiento de la COVID19. 
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La COVID-19 está asociada con un aumento de la liberación de citoquinas pro-
inflamatorias que causan el síndrome de tormenta de citoquinas. Entre las más 
relevantes encontramos IL-6 (37), TNF-a (38) y CCL-2 (39). En macrófagos, los receptores 
tipo Toll reconocen la hebra monocatenaria de ARN de los virus como el SARS-CoV-2 e 
inician la señalización vía activación de NF-kB dependiente de BTK, disparando la síntesis 
de diferentes citoquinas y quimioquinas proinflamatorias (40,41). Nuestros resultados 
indican que la GF induce una disminución de las citoquinas IL-6, TNF-a y la quimioquina 
CCL-2 en el medio. Sin embargo, encontramos un aumento de p-BTK y otros marcadores 
de activación en las células tratadas con GF + LPS. Interpretamos que la depleción de 
macrófagos causada por la GF tiene como consecuencia la disminución de la 
concentración de citoquinas. Por otro lado, la presencia de un aumento de p-BTK podría 
indicar un aumento del aclaramiento de células apoptóticas por parte de los macrófagos 
remanentes (42,43,44). Además, nuestros resultados indican una reducción del tamaño 
de los macrófagos cuando tratamos con GF, lo que supone un indicador de severidad 
para la COVID-19, donde monocitos circulantes de mayor tamaño suponen un indicador 
de peor pronóstico (45). 
 

Aún de forma preliminar nuestros resultados parecen indicar que la guanfacina 
actúa específicamente en macrófagos activados a través del receptor a2a adrenérgico, 
induciendo la fosforilación de btk e inhibiendo autofagia. La acumulación de p62 podría 
inducir la apoptosis de los macrófagos, evitándose la tormenta de citoquinas (Fig. 3). 
Estos resultados preliminares permitirán, tras realizar pruebas en modelos animales de 
inflamación, añadir racionalidad mecanística al uso de agonistas α 2A adrenérgicos 
como posible herramienta terapéutica frente a la COVID-19 y otras enfermedades 
inflamatorias que tengan como característica la infiltración exacerbada de macrófagos.  
 

 
Figura 3: Resumen de funcionamiento donde la unión de GF a su receptor α2A en 
presencia de LPS promueve una reacción en cascada con activación de p-BTK que inhibe 
a la autofagia con consecuente acumulación de p62 y este a su vez inhibe la apoptosis 
con reducción de citoquinas proinflamatorias (TNF-α, IL-6 y CCL2 (reclutamiento de 
monocitos/macrófagos). En este contexto, el aumento de p-BTK podría indicar un 
aumento del tamaño celular.  
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7. CONCLUSIONES  
 
  
- La guanfacina induce in vitro la depleción de macrófagos activados por LPS. 
 
- La apoptosis de macrófagos está asociada a una mayor activación, caracterizada por la 
expresión de CCR2, α2A y p-BTK. 
 
- El tratamiento con guanfacina reduce la liberación de citoquinas pro-inflamatorias de 
macrófagos activados in vitro. 
 
 
8. ¿QUÉ HAS APRENDIDO? 
 

Durante mi estancia en el laboratorio he aprendido las técnicas básicas que se 
emplean en este trabajo: los principios de la citometría de flujo, el western-blot y las 
técnicas básicas del cultivo celular. El trabajo de laboratorio exige minuciosidad, y eso 
creo que lo he llegado a interiorizar. 

  
También he sido consciente de la posible utilidad clínica que puede llegar a tener 

este proyecto, no solo en la COVID-19, si no en un sinfín de patologías que tienen de 
nexo común la activación desmesurada y descontrolada de la inflamación, que tienen 
consecuencias graves para los pacientes.  
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