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RESUMEN 

Los monocitos son células clave en el inicio y el desarrollo de enfermedades de naturaleza 

inflamatoria. Estas patologías se caracterizan por una infiltración exacerbada de los 

monocitos en diferentes tejidos, promoviendo una inflamación sistémica que abarca 

desde situaciones agudas graves, como en la tormenta citoquínica del COVID-19, hasta 

crónicas de bajo grado, como ocurre en la obesidad. Utilizando una línea celular de 

monocitos/macrófagos 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 2 

adrenérgicos, mecanismo que puede explicar datos previos de nuestro laboratorio, que 

demostraron que los agonistas de los receptores 2 adrenérgicos reducen la presencia de 

leucocitos en el foco inflamatorio. Este trabajo sienta las bases de la eficacia de los 

agonistas 2 adrenérgicos como fármacos anti-inflamatorios, lo que permite plantear su 

traslación a la clínica en el tratamiento de enfermedades inflamatorias de diferente 

naturaleza, pero con un factor común, la infiltración descontrolada de macrófagos. 

 

Palabras clave: monocitos, macrófagos, autofagia, anti-inflamatorio, receptores 2 

adrenérgicos. 
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ABSTRACT 

Monocytes are key cells in the onset and development of inflammatory diseases. These 

pathologies are characterized by an exacerbated infiltration of monocytes in different 

tissues, promoting systemic inflammation that ranges from severe acute situations, such 

as the COVID-19 cytokine storm, to chronic low-grade events such as in obesity. Using 

a J774.2 monocyte/macrophage cell line, we have identified cultured subpopulations that 

present phenotypic differences in both size, activation / polarization status, and autophagy 

levels. In this work, we describe for the first time the induction of macrophage apoptosis 

mediated by 2 adrenergic agonists, a mechanism that may explain previous data from 

our laboratory, which showed that 2 adrenergic agonists reduce the presence of 

leukocytes in the inflammatory focus. This work lays the foundations for the efficacy of 

2 adrenergic agonists as anti-inflammatory drugs, for their transfer to the clinic in the 

treatment of diseases of different nature, but with a common factor, uncontrolled 

macrophage infiltration. 

 

Key words: monocytes, macrophages, autophagy, anti-inflammatory, 2 adrenergic 

receptors. 
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INTRODUCCIÓN 

Los monocitos/macrófagos  

Los monocitos/macrófagos son las primeras células del sistema inmune que emergen 

durante el desarrollo embrionario. Los monocitos embrionarios se infiltran en los órganos 

en desarrollo, donde se diferencian en macrófagos residentes de tejidos (TRM) (1). 

Algunos TRMs provienen de células madre hematopoyéticas de la médula ósea del adulto 

y otros, en cambio, son derivados de precursores hematopoyéticos embrionarios 

tempranos (2). En la mayoría de los tejidos, incluidos el cerebro y el hígado, los TRMs 

son renovados in situ durante la vida adulta, con poca o ninguna contribución de los 

monocitos circulantes (2, 3), salvo en el intestino, donde hay una reposición constante 

por monocitos del torrente sanguíneo (4).  

Aunque los macrófagos son bien conocidos por sus funciones inmunes, hay evidencias 

suficientes que revelan su importancia en la regulación del microambiente 

hematopoyético, en influenciar el metabolismo, mediar en la reparación tisular y 

supervisar la maduración del tejido embrionario (1). Para realizar estas funciones los 

monocitos deben 1) activarse/polarizarse y 2) migrar/infiltrarse en el tejido diana o foco 

inflamatorio. 

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. 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 y, por tanto, considerados pro-inflamatorios; y por otro 

lado, los “alternativamente activados” o M2, que poseen propiedades anti-inflamatorias 

y están implicados en homeostasis tisular (5). La polarización a M1/M2 se refiere a 

fenotipos extremos que pueden ser simulados in vitro con la adición de varios estímulos 

como pueden ser el lipopolisacárido (LPS) o el interferón gamma (IFN-) para M1, o la 

interleuquina (IL)-4 para M2. Sin embargo, el escenario in vivo es más complejo y el 

espectro de polarización incluye diferentes subclases: M2a, M2b o M2c (6, 7) (ver 
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ilustración 1). Los M1 están caracterizados por la producción de elevados niveles de 

citoquinas pro-inflamatorias, la alta 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.  

Papel de la autofagia en la polarización de los macrófagos 

La autofagia es un proceso catabólico que implica a los lisosomas, cuyo papel principal 

es la degradación de constituyentes celulares que no son esenciales o que se encuentran 

dañados, principalmente proteínas deletéreas y organelas defectuosas (8, 9). Este proceso 

lo llevan a cabo todas las células del organismo, ya sea de forma basal, o debido a 

condiciones de estrés celular, por ejemplo, debido a la limitación de nutrientes. 

Se distinguen tres tipos de autofagia: macroautofagia, autofagia mediada por chaperonas, 

y microautofagia. La macroautofagia (a partir de ahora nos referiremos a ella como 

autofagia) es el tipo mejor estudiado. Este proceso se inicia con la formación de fagóforos, 

que son fragmentos de membrana cuyo origen no está del todo claro. Hamasaki y 

colaboradores sugieren que, al menos en mamíferos, su origen podría estar en las 

mitocondrias o en el retículo endoplásmico (10); otros autores indican que su origen 

podría estar en la membrana plasmática o en el aparato de Golgi (11, 12). A continuación, 

este fagóforo se expande a través de la adquisición de lípidos que al final se cierran hasta 

completar el proceso y generar el autofagosoma. Estos fagóforos se encargan de reclutar 

e incluir los componentes citoplasmáticos para su posterior degradación. Los 

autofagosomas se fusionarán más tarde con los lisosomas para dar lugar a los 

autolisosomas donde tendrá lugar la degradación de los componentes citoplasmáticos 

mediante enzimas degradativas.  

La polarización de los macrófagos es mediada por rutas metabólicas intracelulares donde 

la diana para rapamicina en mamíferos (mTOR) juega un papel crucial (13, 14). mTOR 

es el interruptor del metabolismo celular. Su activación promueve el anabolismo celular, 

es decir, la proliferación y la síntesis proteica (muy necesaria en macrófagos cuando se 

polarizan a un estado pro-inflamatorio). Por el contrario, la inhibición de mTOR lleva a 

la activación de autofagia, que actúa como inmunosupresora (15). Un estudio encontró 

que una autofagia defectuosa promueve la polarización de los macrófagos a un estado 
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pro-inflamatorio por dos vías: inducción de activación a M1 e inhibición de la 

polarización a M2 (16). Algunos investigadores han mostrado que la activación crónica 

de mTOR en macrófagos promueve su hipertrofia y proliferación in vivo (17), indicando 

que una actividad excesiva de mTOR en macrófagos puede inducir su apoptosis (18). 

Además, el tratamiento con anticuerpos contra TNF (Factor de Necrosis Tumoral) activa 

un tipo de macrófagos con un fenotipo similar a los M2, con propiedades 

inmunosupresoras y regeneradoras, que tienen elevados niveles de autofagia (19). Por lo 

tanto, la modulación de la autofagia parece clave en la polarización de los macrófagos 

hacia M1 o M2, inhibiéndola o activándola, respectivamente.  

 

Ilustración 1: Polarización de macrófagos. Modificado de Stahl et al., 2018 (20). 
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Receptores α2 adrenérgicos 

Desde que se describió por primera vez la quinasa mTOR hace casi 30 años (21), muchos 

han sido los esfuerzos por desarrollar fármacos que modulen la autofagia y por estudiar 

sus mecanismos de acción. Existen fármacos que directamente inhiben el complejo 

mTOR e inducen autofagia, como es el caso de la rapamicina (22), o que la inhiben, como 

la hidroxicloroquina, que evita la fusión de los autofagosomas con los lisosomas (23). 

Ambos tipos de fármacos tienen una actividad sistémica, actuando en dianas que se 

expresan en todos los tipos celulares. Sin embargo, podemos modular la autofagia 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, también denominados 

adrenoceptores, 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 (24). 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. 

Papel de la noradrenalina en la regulación de la migración de monocitos 

En condiciones bajas en nutrientes, o en las primeras horas de la mañana después del 

ayuno nocturno, cuando los procesos de autofagia están activados, el sistema nervioso 

simpático libera noradrenalina (25) para promover la lipólisis en el tejido adiposo para la 

producción de energía (26). Ocurre cuando los recuentos de monocitos circulantes 

alcanzan un mínimo, lo que sugiere que la noradrenalina actúa como mecanismo de 

control e induce la migración de monocitos al tejido adiposo (27). Algunos autores 

encontraron efectivamente que la noradrenalina podría inducir quimiotaxis de monocitos 

(28). Otros hallaron que la expresión del adrenoceptor α2A en los monocitos actúa como 
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un receptor quimiotáctico, dirigiendo la migración de monocitos hacia la concentración 

más alta de noradrenalina in vitro (29). Esta migración de monocitos por la noradrenalina 

puede verse alterada en diferentes condiciones fisiológicas como el envejecimiento, 

donde los monocitos tienen una menor capacidad de responder a la noradrenalina, lo que 

posiblemente contribuye a la inmunosenescencia (30), o en la obesidad, donde los 

macrófagos se especializan para captar y degradar noradrenalina en el tejido adiposo, 

inhibiendo su acción lipolítica (31). Además de los macrófagos, en humanos, se ha 

descrito que el envejecimiento favorece la degradación de noradrenalina por adipocitos, 

lo que también genera una inhibición de la lipolisis (32), favoreciendo la acumulación de 

grasa y la infiltración de macrófagos (33, 34).  

Infiltración de macrófagos en la enfermedad 

La infiltración de macrófagos puede ocurrir de forma aguda en respuesta a un estímulo, 

como es el daño pulmonar o un síndrome de distrés respiratorio agudo, que ocurre en la 

infección por SARS-Cov-2. En este caso, los macrófagos alveolares migrados provienen 

de monocitos circulantes reclutados en el lumen alveolar en respuesta a un estímulo 

concreto (35). Pero también pueden infiltrarse por una condición crónica de abundancia 

en nutrientes, donde encontramos hiperglucemia en ayunas, como ocurre en la obesidad. 

En condiciones altas en nutrientes, debemos recordar que la autofagia permanece inhibida 

y se estimula la proliferación celular. La hiperglucemia induce un efecto activador en los 

macrófagos, exacerbando la migración de monocitos (36) y la producción de citoquinas 

pro-inflamatorias (37), incluso en ausencia de quimioquinas. Un estudio comprobó en 

ratones que, tras cuatro horas de ser alimentados después de un ayuno nocturno, 

recuperaron las cuentas de monocitos circulantes, mostrando que la salida de monocitos 

de la médula ósea es activada tras la ingesta de comida (38). Dicha ingesta eleva el 

número de macrófagos infiltrados en el peritoneo que secretan IL-1 una citoquina pro-

inflamatoria que promueve la recaptación de glucosa en macrófagos (39). Además, el 

estado de hiperglucemia lleva asociado un estado de hiperinsulinemia, y se ha 

comprobado que la insulina atenúa la apoptosis de los macrófagos activados por LPS 

(40).  

Como hemos expuesto anteriormente, el estado nutricional influye en la infiltración de 

macrófagos, aunque el mecanismo o mecanismos de infiltración no están bien estudiados. 

El grado de infiltración de macrófagos del tejido adiposo (ATM) se altera dinámicamente 
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en los estados delgado y obeso. En ratones obesos, los macrófagos constituyen cerca del 

45-60% de todo el tejido adiposo, mientras que en ratones delgados solamente 

compromete el 10-15% (41). Infiltraciones de macrófagos se han descrito en diversas 

patologías asociadas al síndrome metabólico como son la diabetes tipo II (42), el hígado 

graso no alcohólico (43), la aterosclerosis (18) o el cáncer (44), y también en el 

envejecimiento (45). Pero también se ha descrito que la exposición a partículas de la 

contaminación ambiental potencia la infiltración y la secreción de citoquinas desde los 

macrófagos pulmonares (46) (ver ilustración 2).  

Por tanto, entender la causa de esta infiltración puede ser crucial para restaurar el 

metabolismo y evitar la aparición de estas patologías, o incluso retrasar el envejecimiento 

(45). La hipertrofia de los macrófagos infiltrados ha sido asociada con un peor pronóstico 

de la enfermedad (18), y su depleción antes de la enfermedad ha significado menores 

niveles de citoquinas y mayor supervivencia (47).  

En este estudio, utilizamos un ratón deficiente para el receptor 2A adrenérgico y una 

línea celular murina de monocitos/macrófagos (J774.2) para identificar los cambios 

fenotípicos asociados con los macrófagos clásicamente activados y estudiar el papel del 

receptor 2A adrenérgico en su polarización y migración. Nuestros resultados indican 

que la expresión del adrenoceptor 2A es inducida tras la estimulación con LPS. Además, 

describimos cómo la Guanfacina, un agonista específico de 2A, disminuye la migración 

de monocitos y neutrófilos al foco inflamatorio en un modelo de inflamación in vivo (air 

pouch), e induce la depleción de macrófagos pro-inflamatorios in vitro. Nuestros datos 

sugieren que la Guanfacina puede ser una estrategia terapéutica efectiva para la obesidad 

y patologías asociadas al envejecimiento, donde la infiltración de macrófagos pro-

inflamatorios es una característica principal. 
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Ilustración 2:  Factores de riesgo asociados a un estado de hiperinflamación y elevada 

infiltración de macrófagos.  
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

La hipótesis de este trabajo es que los agonistas 2A adrenérgicos son efectivos para 

reducir la inflamación mediada por monocitos y mejorar el pronóstico en diferentes 

modelos de inflamación local  

Los objetivos concretos son:  

1) Estudiar el fenotipo de los macrófagos activados a M1 in vitro. 

2) Investigar si los agonistas 2 adrenérgicos inducen depleción de macrófagos en 

el foco inflamatorio. 

3) Determinar si los agonistas 2 adrenérgicos son tratamientos efectivos en 

modelos de inflamación murinos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sergio Iván Santos Concepción
.
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MATERIAL Y MÉTODOS  

Animales y tratamientos 

Los experimentos se realizaron utilizando animales deficientes para el receptor 

adrenérgico 2A (Adra2a-/-) (Charles River) y sus homólogos salvajes. Los animales 

seleccionados para el estudio eran de 3 meses de edad y sexo masculino, con un peso 

entre 25 y 30 g. Para estudiar la migración de monocitos y neutrófilos se utilizó el modelo 

de inflamación aguda de “air pouch”, utilizando zymosan A (Sigma-Aldrich) como 

quimioatrayente. El modelo de “air pouch” se estableció originalmente como una 

herramienta experimental para estudiar la inflamación en un tejido similar al sinovial (48). 

Seis días después de la inyección inicial de 5 ml de aire estéril en el dorso de los animales 

Adra2a-/- y salvajes, se administró 0,5 ml de zymosan A, al 1% en las bolsas, para inducir 

una inflamación local. Los grupos de animales fueron tratados intramuscularmente con 

1mg/kg de UK 14,304 (Sigma) o intraperitonealmente (i.p.) con Clorhidrato de 

Guanfacina (GF) (Sigma) o suero salino como control. Tras 4 h de la administración del 

zymosan A, los animales fueron sacrificados por dislocación cervical y el exudado de las 

bolsas de aire fue recogido mediante la instilación y recuperación de 5 ml de solución 

tampón fría con 3mM de EDTA. La concentración de monocitos y neutrófilos en el 

líquido exudado se evaluó por características de tamaño y complejidad en un citómetro 

de flujo Accuri C6 (BD Biosciences). 

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 (49). 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 UK14,304 [100 µM] o Clorhidrato de 

Guanfacina [100 µM] durante 24 horas (Sigma-Aldrich). 
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Para estudiar la acción de la glucosa en la polarización de macrófagos empleamos un 

medio sin glucosa, suplementado con D-Glucosa [5mM] (Glucosa baja) o D-Glucosa 

glucosa [20mM] (Glucosa alta) (Gibco).   

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; 

CD80) o con fluoresceína-5-isotiocianato (FITC) (ImmunoTools; Cd11b). Los anticuerpos 

anti- Adra2b (Santa Cruz Biotechnology) o Adra2a (Santa Cruz Biotechnology) al no ser 

conjugados con fluoróforo, fueron incubados 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 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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 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; 2A 1: 1000, Santa Cruz 

Biotechnology; 2B  1: 1000, Invitrogen; 2C 1: 1000, Invitrogen). 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, -tubulina (Sigma; 1: 

5000). Las densidades de marcaje para cada anticuerpo fueron comparadas con su control 

de carga usando el programa de densitometría Image Lab 4.0.1 (Bio-Rad). Un rectángulo 

de tamaño y forma uniforme fue colocado sobre cada banda y los valores de densidad se 

calcularon sustrayendo del ruido de fondo de un rectángulo de dimensiones similares 

situado aproximadamente 2 mm por encima de cada banda.  
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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). 

RESULTADOS  

El tamaño de los macrófagos es un rasgo fenotípico de la activación clásica 

Se usó una línea celular murina de monocitos/macrófagos (J774.2) para estudiar el 

fenotipo de activación clásica. Anteriormente, Williams et al. describieron dos 

subpoblaciones diferentes en condiciones basales (ausencia de estimulación) en la línea 

celular J774.1 (50). Definieron uno de estos subtipos como "redondo", y el otro como 

"extendido", que se correspondían, mediante el análisis del tamaño celular (FSC) en 

citometría, a células "más pequeñas" y células "más grandes", respectivamente. 

Confirmamos estas observaciones en J774.2 por microscopía de contraste de fases (Fig. 

1A, pequeña = flecha roja; grande = flecha negra). Además, encontramos un estado 

intermedio que definimos como medio (Fig. 1A, medio = flecha azul). Usando la 

citometría de flujo dividimos la población (P), definida por las células que expresan CD80 

(CD80+) (Fig. 1B) en tres subpoblaciones diferentes según el tamaño (FSC) y la 

complejidad (dispersión lateral, SSC): pequeña (S), mediana (M) y grande (L) (Fig. 1C, 

S 28%, M 67%, L 5%). El nivel de expresión de CD80, evaluado por la intensidad media 

de fluorescencia (MFI) (un marcador de activación de M1) fue directamente proporcional 

al tamaño celular (S 1349 ± 31 MFI, M 2051 ± 98 MFI; y L 3879 ± 262 MFI, p <0.0001; 

Fig. 1D). El ensayo de autofagia reveló un aumento en el número de autofagosomas en 

subpoblaciones medianas y grandes (S 1835 ± 185 MFI, M 2584 ± 238 MFI, L 3479 ± 

181 MFI; p <0.01; Fig. 1E). Finalmente, estudiamos si la activación de macrófagos se 

correlacionaba con un aumento de la apoptosis y la necrosis. Nuestros resultados 

indicaron que el porcentaje de células con un estado apoptótico o necrótico fue mayor 

entre las poblaciones medianas y grandes como se muestra en la Fig. 1F (Viables: S 61%, 

M 22%, L 0%; Apoptosis temprana: S 36%, M 64%, L 75%. Apoptóticas 

tardías/Necróticas: S 3%, M 13%, L 25%). En conjunto, estos resultados indican que el 

tamaño de los macrófagos en la línea celular J774.1 es un rasgo fenotípico de la activación 

clásica. 
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Fig. 1. Morfología, características de crecimiento, fenotipo y nivel basal de autofagia 

en la línea celular J774.2 (A) Fotografía obtenida por microscopía de contraste de fases 

de macrófagos J774.2 en cultivo, señalando las células redondeadas (flecha roja), células 

intermedias (flecha azul) y células alargadas (flecha negra). Barra de escala: 100 μm. (B) 

Gráfico de citometría de flujo que muestra una selección de la población (P) -definida por 

las células CD80+. (C) Gráfico de citometría de flujo que muestra una división en tres 

subpoblaciones diferentes según el tamaño (FSC) y la complejidad (dispersión lateral, 

SSC): pequeña (S), mediana (M) y grande (L). (D) (izquierda) Gráfico de citometría de 

flujo que muestra el nivel de expresión de CD80+ (marcador de M1) en cada una de las 



 18 

distintas subpoblaciones. (derecha) Gráfica de barras que muestra el nivel de expresión 

de CD80+ en células pequeñas (S), mediana (M) y grande (L). ANOVA, p <0.001. 

*p<0.05 y ****p<0.001 respecto a la basal. (E) Gráfico de barras que muestra un ensayo 

de autofagia para las distintas subpoblaciones, empleando un marcador de autofagosomas 

fluorescente. ANOVA, p <0.01 respecto a la basal. (F) Gráfico de citometría de flujo que 

muestra el porcentaje de células con un estado apoptótico/necrótico de las diversas 

subpoblaciones, clasificándose en viables (live), próximas a la apoptosis (early apoptotic) 

o apoptóticas/necróticas (late apoptotic/necrotic), empleando anexina V/yoduro de 

propidio. 

Los cambios ambientales modulan la polarización de los macrófagos 

La línea celular de macrófagos (J774.2) se cultivó en un medio suplementado con baja [5 

mM] o alta concentración de glucosa [20 mM]. Encontramos que la concentración alta de 

glucosa induce un aumento en el número de células (el promedio de células en medio 

bajo en glucosa representa el 23.5% del total de las células en medio alto en glucosa; S 

24,6%, p <0.01; M 30,6%, p <0.01; L 14,2%; p < 0.01; Fig. 2A y 2B), duplicando el 

porcentaje de células grandes en medio con alta concentración de glucosa (Fig. 2C, Low 

Glucose: S 27%, M 70%, L 3%; High Glucose: S 33%, M 61%, L 6%). Estos datos 

sugieren un aumento de la proliferación celular mediado por la glucosa, sin afectar al 

promedio de tamaño de las células, expresado como FSC (Fig. 2D). Sin embargo, la 

mayor proliferación mostrada en las células suplementadas con alto contenido de glucosa 

se asoció con un mayor nivel de expresión de CD80, lo que sugiere una polarización hacia 

M1 (Fig. 2E, p <0.05). Estos datos apoyan la hipótesis de que el nivel alto de glucosa 

puede inducir un estado pro-inflamatorio. 

Para confirmar nuestra hipótesis de que los cambios fenotípicos de los macrófagos están 

asociados con una activación clásica, utilizamos lipopolisacárido (LPS), un conocido 

inductor de polarización a M1 (51). Como era de esperar, los macrófagos activados con 

LPS durante 24 h mostraron una morfología extendida (Fig. 2F) y un aumento promedio 

de tamaño (Fig. 2G, p <0.0001). El porcentaje de células pequeñas pasó del 34% en 

controles (Ct) al 11% en células tratadas con LPS, y las células medianas aumentaron en 

un 24% (Fig. 2H; LPS: S 11%, M 85%, L 4%; Ct: S 34%, M 61%, L 5%). Estos cambios 

se asociaron con un aumento significativo de CD80 (Fig. 2I, p <0.0001). Al haber 

observado que el LPS induce depleción de macrófagos (Fig. 2K), decidimos estudiar el 
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estado de apoptosis/necrosis en los macrófagos activados por LPS. Nuestros datos indican 

un mayor nivel de captación de yoduro de propidio (PI) en células activadas con LPS 

acompañado de un aumento de células necróticas (PI+) (Fig. 2J, Ct 6% frente a LPS 

17.7%; p <0.0001). Estos datos explican la depleción de macrófagos inducida por LPS 

expresado como porcentaje de células de control (Fig. 2K, 54,4 ± 12,3% de los controles; 

p <0.001). Para investigar el mecanismo que impulsa la depleción, decidimos estudiar el 

estado de autofagia. La expresión de p62, una proteína que funciona como marcador de 

autofagia, ya que su degradación va por esta vía (52), aumentó en las células tratadas con 

LPS, lo que indica que la autofagia puede estar inhibida (Fig. 2L). Estos datos apoyan 

que un aumento del tamaño de los macrófagos es directamente proporcional a una elevada 

polarización a M1 y a un estado apoptótico/necrótico. 
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Fig. 2. Modulación de la polarización de macrófagos mediada por cambios 

ambientales (A) Fotografía obtenida por microscopía de contraste de fases de una 

línea celular de macrófagos (J774.2) cultivada en un medio suplementado con 
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baja concentración de glucosa [5 mM] o alta concentración de glucosa [20 mM]. 

Barra de escala: 100 μm. (B) Gráfica de barras que muestra el porcentaje de las 

diversas subpoblaciones celulares en medio de glucosa alta y glucosa baja. T de 

Student, p <0.01. (C) Gráfico de citometría de flujo que muestra la clasificación 

por tamaño y complejidad de las diversas subpoblaciones según se encuentren en 

medio alto o bajo en glucosa. (D) Gráfica de barras que relaciona el tamaño 

promedio de las células, expresado como FSC, y el medio en el que crecieron, 

siendo alto o bajo en glucosa. (E) Gráfica de barras que relaciona el nivel de 

intensidad de fluorescencia de CD80+ (marcador de M1) y el medio, alto o bajo 

en glucosa. T de Student, p <0.05. (F) Fotografía obtenida por microscopía de 

contraste de fases de macrófagos J774.2 en cultivo activados con LPS durante 24 

h. Barra de escala: 100 μm. (G) (izquierda) Gráfico de citometría de flujo que 

muestra la relación entre el tamaño (FSC) y el número de células en células control 

y activadas con LPS. (derecha) Gráfica de barras que representa el tamaño de las 

células control y tratadas con LPS. T de Student, p <0.0001. (H) Gráfico de 

citometría de flujo que muestra la clasificación por tamaño (FSC) y por intensidad 

de fluorescencia de CD80+ de células tratadas con LPS y células control (Ct). (I). 

(izquierda) Gráfico de citometría de flujo que muestra el nivel de expresión de 

CD80+ en células control y en células tratadas con LPS. (derecha) Gráfica de 

barras que muestra la intensidad de fluorescencia de CD80+ en células tratadas 

con LPS y en células control. t de Student, p <0.0001. (J)  Gráfico de citometría 

de flujo que muestra el estado de apoptosis / necrosis en macrófagos activados por 

LPS y en macrófagos control. (K) Gráfica de barras que muestra la depleción de 

macrófagos reflejado en porcentaje de células tratadas con LPS (54,35%) con 

respecto a las células control (100%). T de Student, p <0.001. (L) Imagen de 

Western-Blot que muestra la expresión de p62 (marcador de autofagia) en J744.2 

basal y tras la aplicación de guanfacina (GF). Se usó -tubulina como control de 

carga.  
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La Guanfacina induce una depleción de macrófagos dependiente de α2A 

Nuestro estudio tenía como objetivo investigar el papel de los receptores adrenérgicos 2 

en la respuesta innata mediada por los macrófagos. Los experimentos de 

inmunotransferencia mostraron que los macrófagos expresan a nivel basal los receptores 

adrenérgicos α2B y α2C, pero α2A no fue detectable en estas condiciones (Fig. 3A). Tras 

la activación con LPS, se indujo la expresión de α2A (Fig. 3B, p <0.001). El perfil 

inducible de expresión de α2A nos llevó a pensar que la Guanfacina, un agonista 

específico de α2A, podría funcionar como una “bala mágica” para controlar la población 

de macrófagos. Las células tratadas con Guanfacina no aumentaron el tamaño promedio 

como sí lo hicieron con LPS (Fig. 3C). Sin embargo, la Guanfacina indujo una 

disminución aguda de los macrófagos, tal y como hizo LPS, y este efecto aumentó cuando 

ambos tratamientos se combinaron (Fig. 3D, Ct 99.3 ± 4.1% vs GF 60.9 ± 2.1, p <0.01; 

vs GF + LPS 20.6 ± 1.6%; p <0.0001). El estudio de la expresión de LC3-II y p62, dos 

marcadores de autofagia, muestra que la Guanfacina induce una inhibición de la autofagia 

(aumento de p62 y LC3-II) como el LPS, lo que puede explicar la apoptosis de los 

macrófagos (Fig. 3E). La diferencia entre LPS y Guanfacina es que LPS induce una 

mayor polarización a M1, que aumenta su estado apoptótico/necrótico, mientras que 

Guanfacina induce una depleción de macrófagos selectiva de las células activadas. 

Estos resultados nos llevaron a estudiar la depleción inducida por Guanfacina en un 

modelo murino de inflamación aguda, para probar la efectividad in vivo. Estudiamos 

macrófagos y también neutrófilos, socios clave de los macrófagos en la respuesta inmune 

innata. Los neutrófilos se identificaron con CD11b+ y los macrófagos se identificaron con 

α2B+ y por tamaño (FSC), considerando un tamaño de > 5x106 unidades arbitrarias para 

macrófagos activados (Fig. 3F). Resultados previos de nuestro laboratorio indican que el 

subtipo α2B no se expresa en neutrófilos (53). El modelo de inflamación mediada por 

Zymosan “air-pouch” reveló que la Guanfacina induce una reducción en la infiltración 

de macrófagos (Fig. 3G, Wt Sham 36,30 ±7,2 vs Wt +GF 3,95 ±1,34, p <0,05) y 

neutrófilos (Fig. 3G, Wt Sham 1.669 ±0,21 vs Wt +GF 0.522 ±0,09, p <0,001; Wt Sham 

1.669 vs Wt +UK14,304 0.267 ±0,09, p <0,001). Esta reducción se evitó en ratones que 

carecen del receptor α2A, lo que confirma que Guanfacina induce una depleción de 

macrófagos dependiente de α2A (Fig. 3G). 
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Fig. 3. Depleción de macrófagos dependiente de α2A inducida por Guanfacina. A) 

Imagen de Western-Blot que muestra la expresión basal de los receptores adrenérgicos 

α2A, α2B y α2C en J744.2. Se empleó un extracto proteico de estriado de ratón (St) como 
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control positivo. Se usó -tubulina como control de carga. B) (izquierda) Gráfico de 

citometría de flujo que muestra el nivel de expresión de α2A tras la activación con LPS, 

por intensidad de fluorescencia. (derecha) Gráfica de barras que muestra el nivel de 

expresión de α2A en células control y en células tratadas con LPS. T de Student, p <0.001 

C) Gráfico de citometría de flujo que muestra la clasificación por tamaño y por número 

de células control, tratadas con LPS y tratadas con Guanfacina (GF). D) (izquierda) La 

gráfica de barras muestra el porcentaje del número de células contadas control frente a 

tratadas con LPS, con Guanfacina y con una combinación de LPS + Guanfacina. 

ANOVA, p <0.0001. (derecha) Fotografía obtenida por microscopía de contraste de fases 

de macrófagos J774.2 en cultivo en condiciones basales y en tratados con LPS + 

Guanfacina. Barra de escala: 100 μm. E) Imagen de Western-Blot que muestra la 

expresión de p62 y LC3B (marcadores de autofagia) en J744.2 basal y tras la aplicación 

de Guanfacina (GF), cloroquina (CQ). Se usó -tubulina como control de carga. Para el 

análisis de LC3B se calculó la ratio entre LC3-II y -tubulina, y la ratio entre LC3-II y 

LC3-I. F) Gráficos de citometría de flujo que muestran el nivel de expresión de CD11b+ 

para identificar neutrófilos (izquierda), nivel de expresión de α2B+ para identificar 

macrófagos (centro) e identificación por tamaño (FSC) y complejidad (SSC) (derecha). 

G) Gráfica de barras que muestra el contaje de neutrófilos (expresados en cuentas por mL 

x106, Wt Sham 1,67 vs Wt+UK 14,304 0,268, Wt+GF 0,522. ANOVA, p valor <0.0001) 

y macrófagos (expresados en cuentas por mL x 103, Wt Sham 36,3 vs Wt + GF 3,95. 

ANOVA, p valor <0.05) en el modelo de inflamación aguda por Zymosan A “air pouch”.  

Ilustración que muestra el mecanismo sugerido de acción de la Guanfacina en el modelo 

de inflamación “air pouch”, en ratones normales y en ratones que carecen del receptor 

α2A. 
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DISCUSIÓN 

Los macrófagos están presentes ejerciendo acciones efectoras en el tejido inflamado y/o 

dañado, tratándose, por tanto, de dianas potenciales para terapias dirigidas a controlar la 

inflamación (54) o, por ejemplo, prevenir el daño neuronal o promover la regeneración 

tisular (37). Se han descrito diversas condiciones fisiológicas donde los macrófagos 

inducen una inflamación sistémica subclínica. Todas las enfermedades relacionadas con 

el envejecimiento, o el envejecimiento en sí mismo, presentan infiltración de macrófagos 

en uno o varios tejidos (45, 55). Hay una infiltración importante de macrófagos en la 

obesidad (31) y la hiperglucemia (39, 56). Esta infiltración es la causa principal de esta 

inflamación también llamada de bajo grado (55). Estas condiciones son factores 

acumulables que predisponen a tener un peor pronóstico en enfermedades inflamatorias 

y contribuyen a reducir la esperanza de vida (45), esencialmente por un incremento del 

riesgo cardiovascular (57). Recientemente, varios estudios han establecido que la 

respuesta inflamatoria exacerbada impulsada por los macrófagos, especialmente en 

personas mayores, es una de las principales causas de gravedad y muerte en la COVID-

19, un enfermedad causada por el virus SARS-CoV-2 (35). La evidencia actual sugiere 

que los macrófagos pro-inflamatorios derivan principalmente de monocitos circulantes 

que se infiltran masivamente en los tejidos, en lugar de derivar de poblaciones de TRMs 

(58, 59). Sin embargo, las estrategias para inducir la depleción de estos macrófagos 

infiltrados, o para evitar su extravasación, son escasas, no selectivas y van acompañadas 

de efectos secundarios perjudiciales (60, 61). En este trabajo describimos, por primera 

vez, cómo la Guanfacina, un agonista  adrenérgico específico del subtipo de receptor 

2A utilizado en clínica para el tratamiento del trastorno por déficit de atención e 

hiperactividad (TDAH) (62), induce la depleción de macrófagos pro-inflamatorios por un 

mecanismo mediado por el receptor α2 adrenérgico. 

Para determinar si la Guanfacina era selectiva de los macrófagos pro-inflamatorios 

estudiamos el fenotipo de estos. Nuestros datos muestran que el fenotipo pro-inflamatorio 

de los macrófagos se caracteriza por un mayor tamaño, una mayor expresión de CD80, 

inhibición de la autofagia y un estado apoptótico/necrótico elevado. Es bien conocido que 

el fenotipo de los macrófagos está modulado por la forma de la célula (63). Nuestros 

resultados confirmaron resultados previos que encontraron una correlación entre el 

tamaño de los macrófagos y la polarización clásica (64). Recientemente se ha descrito 
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que los pacientes con COVID-19 grave presentan monocitos de mayor tamaño, que 

expresan marcadores de macrófagos, con un fenotipo pro-inflamatorio (65). Se han 

reportado otras condiciones fisiopatológicas, como la hiperglucemia, que aumentan la 

mortalidad en pacientes con una enfermedad inflamatoria (66). En este sentido, 

investigadores encontraron que la IL-1 y la insulina aumentan la captación de glucosa 

por los macrófagos, y que la insulina refuerza el patrón pro-inflamatorio elevando la 

producción de especies reactivas de oxígeno y secreción de IL-1 mediada por el 

inflamasoma NLRP3 (39). Nuestros resultados apuntan en la misma línea, mostrando que, 

en microambientes con concentraciones elevadas de glucosa, los macrófagos 

experimentan una activación pro-inflamatoria que promueve su proliferación, duplicando 

el porcentaje de los macrófagos de mayor tamaño (L), como otros han descrito 

previamente (36, 67).  

El LPS ha sido ampliamente utilizado como modelo de activación pro-inflamatoria tanto 

in vivo como in vitro, por ello decidimos emplearlo para caracterizar el fenotipo de los 

macrófagos clásicamente activados. Previamente se ha descrito que la inhibición de la 

autofagia podría conducir a la apoptosis de macrófagos a través de p62 (68–70). Nuestros 

resultados muestran que bajo la activación pro-inflamatoria inducida por LPS, los 

macrófagos aumentaron la expresión de p62 y que esta expresión se relaciona con una 

mayor apoptosis y necrosis. Además, encontramos una correlación positiva entre el 

tamaño de los macrófagos y el aumento de marcador de autofagosomas en macrófagos in 

vitro. Estos resultados confirman que la activación clásica de macrófagos está asociada 

con una inhibición de la autofagia que lleva a apoptosis. Pero, además, como ya se 

describió para el hígado y la microglia hipotalámica (71, 72), el tratamiento con LPS 

indujo la expresión del receptor adrenérgico α2A en los macrófagos tras su activación, lo 

que sugiere que el receptor adrenérgico α2A tiene un papel clave en la respuesta innata 

impulsada por los macrófagos. Estos datos son importantes, porque evidencian que la 

Guanfacina no tiene un efecto significativo sobre la activación de monocitos y, 

preferiblemente, induce apoptosis en los macrófagos clásicamente activados que expresan 

α2A. Esto lo confirmamos mediante el uso de ratones deficientes para este subtipo de 

receptor adrenérgico, donde la Guanfacina no tuvo efecto, lo que indica que la depleción 

de macrófagos que causa el descenso en la migración al foco inflamatorio está mediada 

por el receptor adrenérgico α2A. En este sentido, se ha descrito que la hiperinflamación 

relacionada con le edad es mediada por el receptor adrenérgico 2A (73).  
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Encontramos un efecto sinérgico en la inducción de apoptosis de los macrófagos cuando 

tratamos con una combinación de LPS y Guanfacina, pasando de un 54,4% (LPS solo), a 

un 20,6% de supervivencia cuando tratamos con los dos compuestos (LPS +GF). Nuestros 

datos indican que la activación clásica por LPS induce un aumento de la expresión del 

receptor adrenérgico α2A, es decir, aumenta el número de dianas celulares para la 

Guanfacina. En esta línea, investigadores han descrito un aumento de la producción de 

TNF-α en células de Kupffer tratadas con LPS. Lo interesante de su trabajo es que esta 

producción es mucho más elevada cuando combinan el tratamiento de LPS con 

noradrenalina, concluyendo que el aumento de la producción de TNF-α es mediada por 

el receptor α2A adrenérgico (71). Dado que TNF-α es el principal inductor de apoptosis 

en macrófagos (74, 75), el aumento de su producción en presencia de Guanfacina podría 

llevar a una elevación aguda de esta citoquina pro-inflamatoria que promueva la rápida 

muerte celular programada de los macrófagos (74, 75), favoreciendo la resolución de la 

respuesta inflamatoria. El objetivo de futuros experimentos en nuestro laboratorio es 

estudiar los niveles de citoquinas pro-inflamatorias en animales y células tratadas con 

Guanfacina para comprobar si la depleción de macrófagos es una terapia eficaz contra los 

síndromes de hiperinflamación o de tormenta de citoquinas inducidos por la respuesta 

exacerbada de los macrófagos.  

Este trabajo abre las puertas a un nuevo abordaje terapéutico con el que controlar la 

población de macrófagos pro-inflamatorios en los tejidos que sufren su infiltración con el 

objetivo de reducir la inflamación sistémica crónica asociada, descrita en el síndrome 

metabólico, enfermedades inflamatorias y otras enfermedades asociadas al 

envejecimiento o psiquiátricas (ver ilustración 3 y tabla 1). La depleción de macrófagos 

mediada por α2A será analizada por nuestro laboratorio en diferentes modelos de 

inflamación en ratón para comprobar su eficacia en la obesidad, la artritis reumatoide, el 

cáncer o la hiperinflamación asociada a la COVID-19. 
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Ilustración 3: El receptor 2A adrenérgico es una diana farmacológica potencial en 

diversas enfermedades donde la infiltración de monocitos y la proliferación de 

macrófagos pro-inflamatorios se ha descrito como disfuncional.  
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Tabla 1: Enfermedades donde la depleción de macrófagos pro-inflamatorios puede ser una diana 

farmacológica potencial. 

Síndrome metabólico Referencias 

Obesidad (31, 41, 76) 

Diabetes mellitus tipo II (77, 78) 

Hipertensión (79, 80) 

Cáncer (81, 82) 

Aterosclerosis (83, 84) 

Hígado graso no alcohólico (85) 

Ictus (86) 

 

Enfermedades inflamatorias Referencias 

Artritis reumatoide  (87, 88) 

Esclerosis múltiple (89, 90) 

Lupus eritematoso sistémico (91, 92) 

Enfermedad inflamatoria intestinal (4) 

Psoriasis (93, 94) 

COVID-19 (35, 95) 

 

Enfermedades neurodegenerativas Referencias 

Enfermedad de Alzheimer (96, 97) 

Enfermedad de Parkinson  (98) 

Esclerosis lateral amiotrófica (99, 100) 

 

Enfermedades psiquiátricas Referencias 

Depresión mayor (101, 102) 

Esquizofrenia (102–104) 

Autismo (105–107) 

Síndrome de Tourette (108) 
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CONCLUSIONES 

1. La activación de los macrófagos a M1 conlleva cambios fenotípicos 

caracterizados por un aumento de su tamaño, inhibición de autofagia y aumento 

de marcadores apoptótico/necróticos. 

2. La concentración elevada de glucosa induce la proliferación y la polarización de 

macrófagos a M1 in vitro.   

3. La activación de macrófagos por LPS induce la expresión del receptor 2A 

adrenérgico in vitro. 

4. La Guanfacina induce la depleción de macrófagos activados in vitro, inhibiendo 

autofagia.  

5. La Guanfacina reduce la migración de monocitos en un modelo murino de 

inflamación aguda, por un mecanismo dependiente del receptor 2A adrenérgico. 
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